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Lip: Lignina Peroxidasa

Mnp: Magneso Peroxidasa

mL: mililitro

mg/mL.: miligramo/ mililitro

M: Molaridad

min.: minutos

UM: micro molar

nm: nanometros

N: Normalidad

OH: Grupo Hidroxilo

pH: Medida de acidez o alcalinidad de una disolucion
(P): Puntos de Muestreo

PCA: acido perclérico

R: Cadena Lateral

rpm: revoluciones por minuto
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess, in the period from November 2013 to April 2014, the
health of the water body del Estero Real River by varying physicochemical parameters and
their reflection in the dynamics of intermediary metabolism of the major compounds organic.
The Estero Real River was divided into 10 sampling sites from the cooperative Herrera
Membrefio to AGRIMAR Il (23 Km). Once a month readings were taken and
physicochemical parameters of water and sediment samples were collected to assess
concentrations of energy compounds. Therefore, we evaluated the dynamics of
concentrations of essential energy compounds (proteins, amino acids and glucose) for the
proper functioning of life of different organisms and their relation to changes in the
physicochemical parameters in the period November 2013- April 2014.
The highest pH values were found in the months of December and January (8.1 and 8.4,
respectively); oxygen dissolved in water showed the highest level in February (7.9 mg /L)
and lowest in December (1.9 mg / L): the maximum values of salinity and temperature was
presented in the month of April with 38.7 ppm and 31.6 ° C, respectively. And the month in
which the waters of the river Estero Real had higher turbidity is January (27.5 cm Secchi disk
reading). In water, the behavior of the concentrations of amino acids and proteins have low
ratio with respect to behavior of the salt concentration (R = 0.23 and R = 0.29, respectively),
as opposed to what was observed with glucose (R = 0.95). In sediment, levels of energy and
protein amino compounds have a tendency to decrease over time, not being the case for
glucose. The salt concentration ratio regarding protein levels showed (R = -0.71), the
concentration of amino acids (R = 0.2) and glucose concentration (R = 0.31). The results
found on dissolved oxygen levels allow us to suggest that the body of water that forms the
Estero Real River, over several months has serious stress problems affecting the conditions
for animal welfare.
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RESUMEN.

El objetivo de la presente investigacion consistio en evaluar, en el periodo de noviembre
2013 a abril 2014, la salud del cuerpo de agua del rio Estero Real mediante la variacion de
los parametros fisicoquimicos y su reflejo en la dinamica del metabolismo intermedio de los
principales compuestos organicos. El Rio Estero Real se dividié en 10 sitios de muestreo,
desde la cooperativa Herrera Membrefio hasta AGRIMAR 11 (23 Km). Una vez al mes se
tomaron lecturas de los parametros fisicoquimicos y se recolectaron muestras de agua y
sedimento para evaluar las concentraciones de los compuestos energéticos. Por tanto, se
evalio la dindmica de las concentraciones de los compuestos energéticos (proteinas,
aminoéacidos y glucosa) esenciales para el buen funcionamiento de la vida de los diferentes
organismos Yy su relacién con las fluctuaciones con los parametros fisicoguimicos en el
periodo de Noviembre 2013- Abril 2014.

Los valores més altos de pH se encontraron en los meses de Diciembre y enero (8.1 y 8.4,
respectivamente); el oxigeno disuelto en agua presento el nivel méas alto en febrero (7.9 mg/L)
y el més bajo en diciembre (1.9 mg/L): los m&ximos valores de salinidad y de temperatura se
presentaron en el mes de Abril con 38.7 ppm y 31.6 °C, respectivamente. Y el mes en que
las aguas del rio Estero Real presentaron mayor grado de turbidez es enero (27.5 cm de
lectura de disco de Secchi). En el agua, el comportamiento de las concentraciones de
aminoacidos y proteinas presentan baja relacion con respecto al comportamiento de la
concentracion salina (R=0.23 y R=0.29 respectivamente), en oposicion a lo observado con
la glucosa (R=0.95). En sedimento, los niveles de los compuestos energéticos aminoacidos
y proteina presentan tendencia a disminuir en el tiempo, no siendo el caso para la glucosa.
La relacion de la concentracion salina con respecto a los niveles de proteinas presenta (R= -
0.71), la concentracion de aminoacidos (R=0.2) y la concentracion de glucosa (R=0.31). Los
resultados encontrados sobre los niveles de oxigeno disuelto permiten sugerir que el cuerpo
de agua, que conforma el Rio Estero Real, en algunos meses presenta graves problemas de
estrés que afectan las condiciones para el bienestar animal.
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1.INTRODUCCION.
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El ecosistema “Delta del Estero Real”, Nicaragua, pertenece al gran sistema estuarino
denominado “Golfo de Fonseca”, el cual es compartido por Nicaragua, Honduras y El
Salvador. Dicho humedal es un ecosistema que cubre mas de 70 mil hectéreas de esteros y
bosques de mangle. En él se desarrolla fundamentalmente el cultivo de camaron y las
actividades de pesca artesanal (Lezama 2000).

Actualmente, este importante ecosistema esta siendo afectado por el vertido de aguas con
alto contenido de nutrientes, sedimento y materia organica e inorganica proveniente de los
afluentes al Estero (UCA, 1999; Lezama 2000). Ante tal situacion, la capacidad de
recuperacion del cuerpo de agua se ve afectada producto del estrés al que esta sometido,
reflejandose fundamentalmente en los altos valores de turbidez y baja concentraciones de
oxigeno disuelto que prevalece en toda el area de estudio. Sin embargo, aunque en los meses
de enero y febrero se observan concentraciones de oxigeno disuelto idoneas para el bienestar
animal, el rio Estero Real no puede caracterizarse en este momento como un ecosistema sano,
debido a la poca capacidad de regeneracion y su respuesta al estrés (Costanza, 1992). En
consecuencia, en la mayoria de los meses estudiados, el Rio Estero Real presenta condiciones
de aerobicidad y anaerobicidad que resultan estresantes para todos los organismos que
habitan ese ecosistema, pudiendo repercutir en la perdida de la biodiversidad. Asi, este
escenario indica que una de las posibles rutas de la degradacion de la materia organica es
debido a la activacion-inhibicion de organismos anaerobios y aerobios, respectivamente. En
este sentido, para explicar el grave riesgo de muerte del cuerpo de agua del Rio Estero Real
cabe destacar que bajo situaciones de anaerobicidad el producto final del metabolismo de las
proteinas y glucidos deriva en metabolitos toxicos, tales como: amonio tdxico, sulfuro de
hidrogeno y metano, que son gases perjudiciales para la salud animal y vegetal (Korhonen et
al., 2012; Fenchel et al., 1998). Es mas, en este cuerpo de agua existe un alto riesgo para la
salud humana, debido a las condiciones favorables para el crecimiento de bacterias
perjudiciales y de microalgas liberadoras de toxinas. Por tal razén, para evaluar las
condiciones de salud del cuerpo de agua del Rio Estero Real, en el periodo de verano, el
estudio se enfocd sobre el metabolismo acuético intermedio y su relacion con los parametros
fisicoquimicos, evaluando las concentraciones de proteinas y metabolitos libres (glucosa y
aminoéacidos) para conocer por un lado las concentraciones en estado libre y por otro lado la
dindmica fluctuante que nos permita contar con un indicador del nivel de estrés que afecta
el estado de salud del cuerpo de agua (Gutiérrez, 2009).
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2.0OBJETIVOS.
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2.1. Objetivo General.

Evaluar las concentraciones de proteinas y metabolitos libres (glucosa y aminoacidos) y su
relacion con los parametros fisicoquimicos en las aguas del rio Estero Real, en el periodo de
Noviembre 2013 a Abril 2014 en el cuerpo de agua.

2.2. Objetivos Especificos.

¢+ Medir los valores de los pardmetros fisicoquimicos (oxigeno disuelto, salinidad,
temperatura, pH y turbidez) desde el sector de la Cooperativa Herrera Membrefio
hasta la camaronera AGRIMAR 1.

++ Determinar la fluctuacién de las concentraciones de proteina, glucosa y aminoacidos
libres en el cuerpo de agua y sedimento, desde el sector de la Cooperativa Herrera
Membrefio hasta la camaronera AGRIMAR .

X/

“ Relacionar las concentraciones de proteinas, aminoacidos y glucosa con la
fluctuacion de los parametros fisicoquimicos. en el cuerpo de agua del rio Estero
Real.
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3. MARCO TEORICO.
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3.1. Ecosistema Acuatico.

Los océanos y mares son los ecosistemas acuaticos mas importantes a escala planetaria,
principalmente en funcion de su formidable tamafio e influencia en el patron climatico global,
y de su papel en la economia humana en relacion con las actividades pesqueras de gran escala
y otras. Paradodjicamente son los ecosistemas menos conocidos, especialmente en lo que toca
a la ecologia del océano medio y del océano profundo. El rasgo mas caracteristico del
ambiente marino es su salinidad (en promedio alrededor de 35 ppt 0/00; Kalle, 1971)

Probablemente las zonas marinas mas importantes para el hombre son las aguas pelagicas
intermedias, debido a que en ellas se desarrollan principalmente las actividades pesqueras
maritimas. La mayor parte de los peces y otros organismos de gran importancia para el
consumo humano son obtenidos de comunidades bioldgicas que habitan en extensiones mas
0 menos superficiales de agua marina pero, hasta el momento y a pesar de distintos esfuerzos,
no se conocen suficientemente ni la magnitud de las poblaciones de las especies que se
pescan, ni sus relaciones con otras especies y comunidades, ni las fluctuaciones naturales, ni
todos los movimientos, ni los determinantes de los procesos de productividad y estabilidad
de los ecosistemas que sostienen las actividades acuicolas (Brill y Lutcavage, 2001).

3.1.1. Ecosistemas Loticos.

La topografia de cada regidn, y la intima relacién entre la fuerza de gravedad de la Tierra 'y
el flujo del agua, determinan la ubicacién y limites de las Ilamadas cuencas hidrolégicas
superficiales, usualmente formadas por depresiones que, juntas, frecuentemente resultan en
estructuras anidadas de mayores dimensiones (Allen y Hoekstra, 1992; Sanchez, 2003).

3.1.2. Ecosistemas Lenticos.

Las cuencas exorreicas son aquellas cuyo vertimiento ocurre hacia otras cuencas, usualmente
hasta llegar a algun litoral marino. En contraste, las cuencas endorreicas son aquéllas cuyas
laderas convergen en un punto central, sin verter a otras ni llegar al mar (Tricart, 1985). Un
ejemplo claro de esta cuenca exorreicas esta localiza en la union del rio Villa Nueva y el rio
Estero Real en el occidente de Nicaragua.
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3.1.3. Rios de Pie de Monte y de Planicie.

El flujo de agua de los rios en areas con pendiente muy ligera es naturalmente mas lento, lo
que ocasiona frecuentemente cursos sinuosos que favorecen la formacion de meandros
(curvas exteriores que se aprecian en forma de “c” o “s”). Estos meandros, aunque tienen la
tendencia a permanecer por tiempos considerables sufren paulatinamente la debilitacion de
su estructura, especialmente en las areas donde la corriente se ve forzada a iniciar el giro.
Debido a esta fuerza tangencial los meandros pueden llegar a quedar abandonados por el rio,
cuando la fuerza de la corriente logra romper el “cuello” del meandro y literalmente corta
camino por alli, pendiente abajo (Leet y Judson, 1968). Asi, la fisonomia de un rio de planicie
también puede sufrir modificaciones notables que, por su naturaleza, influyen a su vez sobre
los procesos abioticos y bidticos que ocurren en la masa de agua y en las riberas.

3.2. Sistema Estuarino.

Un estuario se define como un cuerpo de agua costero semi cerrado con una conexién libre
con el mar abierto, dentro del cual el agua de mar es diluida con agua dulce derivada del
drenaje terrestre. Desde un punto de vista fisico la definicion de un estuario debe reconocer
ciertas similitudes bésicas en la distribucion de la salinidad y la densidad, asi como el patron
de circulacién y los procesos de mezclado; se debe marcar también la importancia de los
limites que controlan la distribucion de las propiedades, el movimiento y la mezcla del agua
(Pritchard, 1967).

Regularmente los estuarios se asocian a la desembocadura de los rios; y las lagunas costeras
a cuerpos de agua aislados que se asocian a llanuras costeras con aportes menores 0
estacionales de agua dulce. El reconocimiento de la diversidad y complejidad de diversos
tipos de estuarios y lagunas costeras, la importancia de su extension geogréfica por diversos
paises y el interés en el estudio demostrado por algunos organismos y programas
internacionales, ha llevado a algunos autores a pensar que son ecosistemas diferentes
(Pritchard, 1967; Day, 1980).

La variacién estacional del rango de marea y la descarga fluvial en un estuario, como es el
caso del rio Estero Real, influencian forzosamente la distribucion espacial y temporal de los
parametros fisicoquimicos y de igual manera el material suspendido. El agua salina del
océano que circula hacia dentro del estuario se mezcla con el agua de origen fluvial que se
mueve hacia el océano, determinando un patron de movimiento de todo el material
suspendido y disuelto. Asi mismo las distintas concentraciones de sales, contaminantes,
oxigeno, plancton de nutrientes y sedimentos son en parte controlados por un patron de
movimiento que varian considerablemente en cortos periodos (Pritchard, 1955; Meade,
1972).
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3.3. Clasificacion de los Ecosistemas Estuarinos.

Los estuarios se clasifican en funcion de diversos parametros, ya sean fisicos o quimicos. A
su vez existen clasificaciones fundamentadas en la morfologia, el rango mareal y el grado de
estratificacion salina de la columna de agua. Teniendo en cuenta estos aspectos se presenta
una clasificacion basada en la salinidad, y en la diferencia fundamental entre los tipos de
estuarios en las variaciones entre la descarga fluvial y el rango mareal; reconociendo asi tres
tipos de estuarios (Pritchard, 1967)

Estuario de Cufia Salina (Altamente Estratificado).

Este tipo de estuario se desarrolla cuando un rio desemboca en el mar con mareas muy debiles
(régimen micromareal) donde el agua dulce, menos densa, transita por encima del agua
salada, mas densa, y se forma una cufia salina que va penetrando y adelgazandose aguas
arriba. Entre el agua dulce y salada hay un marcado gradiente de salinidad, por lo que se
forma una haloclina muy definida. Por otra parte las isohalinas (lineas de puntos de igual
salinidad) se van disponiendo de forma horizontal, de tal manera que la posicion de la cufia
salina depende del caudal fluvial que se encuentre en el estero. Cuando el caudal baja, la cufia
salina logra penetrar mas aguas arriba logrando desplazar la cufia salina hasta la
desembocadura (Pritchard, 1967).

Estuario Parcialmente Mezclado

Este se origina cuando un rio desemboca en el mar con un rango mareal moderado (régimen
meso mareal). Siendo las corrientes mareales significativas en toda la masa de agua lo que
propicia movimientos arriba y abajo del estuario con el flujo y con el reflujo. Estos
movimientos originan fendmenos de mezcla debido a la friccion entre las aguas, las
corrientes mareales y la friccion con el fondo. Resultando que estos procesos de mezcla hagan
que la haloclina sea mucho menos definida que en los estuarios de cufia salina (Pritchard,
1967).

Estuario Totalmente Mezclado (Sin Estratificacion)

Este es un tipo de estuario con rango mareal alto (régimen macro mareal) dado que las
corrientes mareales son capaces de romper la estratificacion vertical, haciendo posible que la
energia del mar haga que la columna de agua se encuentre completamente mezclada y que
las isohalinas posean una disposicion vertical, con un aumento de gradiente de salinidad en
direccién al mar (Pritchard, 1967).
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3.4. Cuenca Hidrografica del Rio Estero Real.

El Rio Estero Real esta ubicado en el extremo Sureste del Golfo de Fonseca, correspondiente
al Departamento de Chinandega, region nor-occidental de Nicaragua y pertenece al gran
Sistema Estuarino denominado como Golfo de Fonseca. Es el rio méas largo del occidente de
Nicaragua y recorre 137 km desde sus nacimientos cerca de El Sauce y Achuapa; también
drena el 95% de las lluvias del occidente de Nicaragua (CIDEA-UCA, 2006). Los rios que
desembocan en el Estero Real son: Tecomapa, y el rio Villanueva (CIDEA-UCA, 2006).

El &rea alrededor acoge a varias comunidades que subsisten de una combinacion de pesca,
extraccion de productos manglares y agricultura artesanal. Puerto Morazan es la comunidad
mas grande del area.
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Figura N°1.Cuenca del Estero Real y Area Protegida.
Fuente: MAGFOR (2002)
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3.4.1. Clima.

La cuenca hidrogréafica del rio Estero Real se localiza dentro de la region climatica tropical
de Sabana, siendo su principal caracteristica la presencia de una marcada estacion seca
durante 6 meses (noviembre-abril), (Curie, 1994). Las lluvias se muestran con marcada
estacionalidad en la época de invierno, que inicia en Mayo y concluye en Octubre. La
evaporacion no supera los 2,000 mm anuales. La temperatura media anual es de
aproximadamente 27°C y la humedad relativa media es de aproximadamente 74%, mostrando
una disminucion en la época seca y un aumento en la época lluviosa.

Los vientos adquieren una velocidad media anual de 6.8 km/h y su magnitud se relaciona en
forma inversa con la humedad relativa. Sin embargo, solo en los meses de septiembre y
octubre la velocidad media de los vientos es de 5.7 km/h y es cuando se muestran los valores
mas altos de la humedad relativa (Lezama, 2000).

3.4.2. Hidrologia.

En la parte alta del Estero Real, de la cuenca (Achuapa, El sauce), la contribucion de agua
dulce en forma de escorrentia, mayoritariamente procede de los rios Tecomapa y Villa nueva.
Aun no existe un estudio o datos de la cantidad del aporte de agua dulce proveniente de los
rios en la parte baja del Estero Real, pero tomando en cuenta que existen mas rios en la parte
alta y considerando el aporte de agua dulce en forma de precipitacion para toda la cuenca
(37.7 millones de m® de agua dulce por dia) es natural pensar que es mayor el aporte de agua
dulce en la parte alta de la cuenca ya que esta viene de la suma del agua proveniente de los
rios mas el agua en forma de precipitacion (CIDEA-UCA, 2006). En el aspecto hidroldgico,
las mareas y las descargas fluviales son comprensiblemente importantes; sin embargo la
lluvia, la escorrentia superficial y la infiltracion tienen mayor relevancia local.

La fluctuacién horizontal de mareas durante el aguaje con la creciente tiene un recorrido del
agua de 13 a 19 km. y de 13 a 20 km. con la vaciante. Por otro lado, se estima que el tiempo
de recambio de agua en el Estero Real toma de 2 a 3 meses. Para Puerto Morazan se estimd
como tiempo de recambio de agua 2 a 6 semanas en la época de invierno y en la zona aguas
arriba de Puerto Morazan, el tiempo de recambio hasta el Océano Pacifico puede ser de hasta
4 meses (Curie, 1994).

La cuenca del Estero Real muestra serios problemas de erosion hidrica en los sectores oeste
y norte del complejo volcanico Chonco-Casitas. Asi mismo existen dificultades ambientales
relacionadas a la destruccion de manglares y contaminacién de las aguas producto del
dinamismo de la camaronicultura (CRM, 2011). De tal forma que en la época de lluvia, los
rios arrastran sedimentos contaminados por las actividades agricolas y las depositan en las
partes altas y medias de la cuenca, alterando la calidad fisicoquimica de las aguas, lo cual
repercute en un severo dafio ecoldgico (CRM, 2011).
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3.5. Importancia del Estero Real.

El Estero Real fue pronunciado por el Ministerio del Ambiente y Recursos Naturales
(MARENA) como reserva natural protegida a partir de 1983 y reconocido por la convencion
RAMSAR como “Humedal de Importancia Internacional”. Desde el afio 2003 es una de las
cuencas hidrograficas més transcendentales y sede actual de la creciente produccion
camaronera del pais (MARENA, 2006). Actualmente, el ecosistema estuarino del Estero
Real enfrenta un proceso critico de deterioro, debido a que este ecosistema ofrece la
oportunidad de efectuar numerosas actividades tales como; la extraccion de mangle para lefia,
madera para construcciones rusticas, camardn juvenil en lagunas de invierno (caletas y
ramales secundarios), pesca de escama en lagunas y esteros, punches, conchas, animales
silvestres y la produccion de camarones en sistema de estanqueria, lo que ha propiciado el
manejo incorrecto de este recurso natural (Gutiérrez y Sanchez, 2007).

3.6. Parametros Fisicoquimicos.

En los distintos ecosistemas acudticos la presencia de agentes externos o contaminantes de
tipo organico o inorganico causa modificaciones en las caracteristicas fisicas y quimicas del
agua, perturbando la composicion y distribucion de las comunidades acuéticas. (Roldan,
1992). En ese sentido, las modificaciones ecoldgicas repercuten en los indices de
biodiversidad (Sala et al., 2000) debido a que afectan a las poblaciones de peces, plancton y
especies de vida silvestre (Solis et al., 2011).

3.6.1. Salinidad.

En los ecosistemas acuaticos la salinidad puede variar en direccién tanto horizontal como
vertical y aun en un mismo punto puede sufrir variaciones en las diferentes estaciones del
afio. La temperatura es uno de los factores que hace cambiar la salinidad en un cuerpo de
agua, debido a que si es elevada provoca una evaporacién intensa y, por ende, un aumento
de la concentracion de sales. Por el contrario los aportes de agua dulce propicia la dilucion
del cuerpo de agua, repercutiendo en la disminucion de la salinidad (Abarca, 2002; Contreras,
2001).

Estudios realizados por el CIDEA, en el periodo del 2000 al 2004, muestran que en la época
de verano el rio Estero Real presenta las mayores salinidades, reduciéndose éstas en la época
de invierno (CIDEA-UCA, 2006). Por otro lado, con respecto a la conducta de los gradientes

salinos, el rio Estero Real se puede clasificar en la categoria de “verticalmente mezclado”
(CIDEA-UCA, 2006).

Eduardo Javier Vanegas Padilla. Br 11

——
| —




Evaluacion de la Concentracion de Proteina y Metabolitos Libres en el Rio Estero Real y su
Relacién con los Parametros Fisicoquimicos, en el Periodos Noviembre 2013 - Abril 2014

Tabla N° 1. Valores promedios de concentracion salina en el rio Estero Real. Periodo 2000-2004

Afio Maximo (ppm) Minimo (ppm)
2000 18.0 0.0
2001 19.8 0.0
2002 321 0.0
2003 354 0.1
2004 29.7 0.1

Fuente: CIDEA-UCA (2006)

3.6.2. Fluctuacion de las concentraciones de salinidad en las aguas del Rio Estero Real.

Investigaciones recientes, realizadas entre el sector de la Cooperativa Herrera Membrefio y
AGRIMAR 1, en el periodo de mayo a octubre 2013 muestran que el rio Estero Real presenta
gradientes de concentracion salina a medida que se avanza hacia aguas arriba y que la
salinidad decrece a medida que avanza el periodo lluvioso (Osorio y Prado, 2014)
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Figura N°2. Concentracion salina (ppm) en el periodo de invierno. P1: Herrera Membrefio, P2: San
Martin, P3: Empalme, P4: Muelle Puerto Morazan, P5: Carlos Fonseca, P6: Plantel Langostino, P7:
El Semillal, P8: Desaglie La Treinta, P9: AGRIMAR I, P10. A: Mayo, B: Junio, C: Julio, D: Agosto,
E: Septiembre, F: Octubre.

Fuente: Osorio y Prado, (2014)
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3.6.3. Temperatura.

La temperatura del agua se establece fundamentalmente por muchos factores dentro de los
principal tenemos la posicion geografica del agua (Contreras, 2002). Por tanto, la temperatura
es uno de los factores ambientales mas importantes para el funcionamiento de los organismos
acuaticos debido a que afecta la densidad y viscosidad del agua, la solubilidad de los gases y
en particular la del oxigeno disuelto; de la misma manera afecta la velocidad de las reacciones
quimicas y bioquimicas (productividad primaria, reproduccion y crecimiento de los
organismos), (Chapman, 1992; APHA, 1995). Bajo este contexto, la temperatura del agua
tiene una gran importancia en el desarrollo de los diversos procesos que en ella se realizan,
de forma que un aumento de la temperatura modifica la solubilidad de las sustancias
(aumentando la de los sélidos disueltos y disminuyendo la de los gases) y afectando la
actividad bioldgica (Chapman, 1992; APHA, 1995).

Estudios realizados en el Rio Estero Real por el CIDEA, indican que la temperatura y la
salinidad estan gobernadas por gradientes de marea y el aporte pluvial (CIDEA-UCA, 2006).

Tabla N° 2. Valores promedios de temperatura registrados en el rio Estero Real. Periodo 2000-2004.

Afio Méximo (°C) Minimo (°C)
2000 31.6 27.0
2001 34.9 27.0
2002 32.7 26.6
2003 32.6 26.5
2004 34.1 26.3

Fuente: CIDEA-UCA (2006)

3.6.4. pH.

El pH en los ecosistemas acuaticos nos indica cuan &cida o basica es el agua. El agua con un
pH 7 no se considera ni acida ni basica sino neutra, cuando el pH es inferior a 7 el agua es
acida y cuando el pH es superior a 7 el agua es basica (Contreras, 2001). De tal modo, que la
escala de pH es de 0 a 14.Si la concentracion de didxido de carbono crece en un cuerpo de
agua, la concentracion de iones de hidrégeno aumenta, disminuyendo el valor de pH.

Por el contrario, si disminuye la concentracion de dioxido de carbono, la de iones de
hidrogeno desciende, aumenta el valor del pH. De tal forma, que en el dia el fitoplancton
disminuye la concentracion de CO-, por ende, aumenta el valor del pH del agua y en la noche
los valores de pH disminuyen debido al incremento en la concentracién de CO2 (Chapman,
y V. Kimtsach, 1992).
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3.6.5. Oxigeno Disuelto.

El oxigeno disuelto es un factor primordial para el desarrollo del metabolismo acuético
(APHA, 1995). En condiciones estuarinas, las concentraciones de oxigeno disuelto fluctuan
en base al nivel de enriquecimiento de nutrientes, actividad fotosintética y la concentracion
de microorganismos descomponedores (Rabalais et al., 2002).

Estudios realizado por el CIDEA, en el rio Estero Real, sefialan que la distribucion de oxigeno
disuelto muestra una conducta similar al gradiente salino, disminuyendo gradualmente desde
la boca del estero principal al interior. Durante la época de Iluvia (mayo-octubre) las
concentraciones de oxigeno disuelto muestran valores de 4.0 mg/L cerca de la boca del estero
disminuyendo hasta 1.6 mg/L en el interior y en la época seca (noviembre- abril) las
concentraciones de oxigeno alcanzan valores mayores de 3.6 mg/L en todo el estero (CIDEA-
UCA, 2006).

Tabla N° 3. Valores promedios de oxigeno disuelto registrados en el rio Estero Real. Periodo 2000-
2004.

Afo Maximo (mg/L) Minimo (mg/L)
2000 5.33 0.54
2001 7.09 1.70
2002 7.06 0.30
2003 7.00 0.44
2004 6.42 0,43

Fuente: CIDEA-UCA (2006)

3.6.5.1. Fluctuacion de las concentraciones de oxigeno disuelto en las aguas del Rio Estero
Real.

Investigaciones recientes, realizadas entre el sector de la Cooperativa Herrera Membrefio y
AGRIMAR I, en el periodo de mayo a octubre 2013 muestran que el rio Estero Real presenta
niveles bajos de oxigeno disuelto en todo el periodo lluvioso (Osorio y Prado, 2014)
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Tabla N° 4. Valores de Oxigeno disuelto (mg/L) en el periodo de invierno. P1: Herrera Membrefio,
P2: San Martin, P3: Empalme, P4: Muelle Puerto Morazan, P5: Carlos Fonseca, P6: Plantel
Langostino, P7: EI Semillal, P8: Desague La Treinta, P9: AGRIMAR I, P10: AGRIMAR II.

MAYO JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE

P1 1.86 1.77 2.46 1.5 2.2 4.1
P2 1.9 1.84 1.63 1.5 1.5 2.7
P3 1.72 1.79 1.7 1.9 1.4 3.2
P4 1.95 1.81 1.8 1.7 1.3 3.2
P5 1.51 1.56 2.13 1.7 1.2 3

P6 1.78 1.74 1.8 2 1.9 2.8
P7 2.06 1.61 1.63 2.1 1.1 3.2
P8 1.48 1.68 1.63 2.4 1.4 3

P9 1.54 1.69 1.85 2.3 1.4 2.9
P10 1.53 1.66 2 2.2 1.7 3.4

3.6.6. Turbidez.

La luz es un factor determinante para la vida de los ecosistemas acuéticos, de tal forma que
la penetracién de la luz en un cuerpo de agua propicia la actividad fotosintética (Gutiérrez et
al., 2006). Por tanto en cuerpos de agua con alto nivel de eutrofizacion y particulas disueltas
es muy poca la penetracion de la luz en el cuerpo de agua (Hutchinson, 1975; Wetzel, 2001).

El disco de Secchi es el equipo usado para realizar las mediciones de turbidez, posee cuatro
cuadrantes alternos (2 negros y 2 blancos) que sirven para definir hasta donde llega la
penetracion de la luz en la columna de agua (Chapman, y V. Kimtsach, 1992).

3.7. Eutrofizacion.

La eutrofizacion es un fendmeno complejo que involucra factores climéticos, fisicos y
bioldgicos (Dolbeth et al., 2003; Howarth et al., 2000), ocasionando cambios en la
diversidad y la abundancia de las especies (Agatz et al., 1999; Barron et al., 2003; Dolbeth
et al., 2003; Lang, 1997; Weithoff et al., 2000). Si bien las implicancias de este proceso son
muy complejas (Kim et al., 2001) incluso a nivel de metabolismo (Macek et al., 2000)
algunos factores indicadores simples (Schroll, 2002) pueden ser usados para una deteccion
y evaluacién rapida del proceso de eutrofizacion.

3.7.1. Efectos del Proceso de Eutrofizacion.

Los ecosistemas acuéticos eutrofizados experimentan una alteracion de la biota y de la
diversidad biologica, la cual es provocada por la proliferacion de cianofitas y macrdfitas en
demasia. El desarrollo de estos organismos provoca opacidad que impide la penetracion de
la luz hasta regiones profundas de la columna de agua.

Eduardo Javier Vanegas Padilla. Br 15

——
| —




Evaluacion de la Concentracion de Proteina y Metabolitos Libres en el Rio Estero Real y su
Relacién con los Parametros Fisicoquimicos, en el Periodos Noviembre 2013 - Abril 2014

Bajo ese contexto las consecuencias directas son la imposibilidad de llevar a cabo la
fotosintesis en lugares cada vez menos profundos y por lo tanto, la disminucion en la
produccion de oxigeno libre (Ackefors y Enell, 1992).

Esta situacion provoca que el fondo del ecosistema acuatico se convierta de forma gradual
en un ambiente anaerobio, y el consecuente aumento en la concentracion de gases como
anhidrido sulfuroso (H»S), metano (CHa) y anhidrido carbénico (CO>) hace poco factible la
vida de la mayoria de las especies que forman dicho ecosistema. Dandose por tanto, la
mortandad masiva de la biota acudtica (Korhonen, 2012) debido a la acumulacion de
sustancias toxicas que reducen las condiciones Optimas de bienestar animal y vegetal,
facilitando la aparicion de organismos patégenos y vectores de enfermedades (Ackefors y
Enell, 1992).

Primera Etapa (Oligotrofico)

» Agua clara.

» La luz penetra.

» Prospera la vegetacion acuética
sumergida.

Segunda Etapa (Mesotrofico)

» Agua turbia.

» La  vegetacibn  acudtica
sumergida queda en la
oscuridad.

Tercera Etapa (Eutréfico)

» Agotamiento del oxigeno.
» Muerte de los vertebrados por
sofoco.

Figura N°3. Esquema de las Causas de la Eutrofizacion

Fuentes: Nebel y Wright (1999)
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3.8. Principales Modificaciones del Incremento de Nutrientes en el Ambiente
Fisicoquimico del Agua y del Sedimento.

El aumento de la carga de nutrientes determina una mayor biomasa de productores primarios
y secundarios en el sistema, que se traduce en una notoria modificacion de la transparencia
y coloracion del agua producto del incremento del fitoplancton (Moss, 1996). Por tanto, la
excesiva generacion de materia organica supera la capacidad de degradacién del sistema,
determinando su acumulacion en el sedimento, condicionando la distribucion de la
concentracion de oxigeno disuelto en la columna de agua. Por otro lado, en los sistemas poco
productivos la concentracién de oxigeno disuelto esta determinada principalmente por
factores fisicos (fundamentalmente por la temperatura) y no se observan diferencias muy
notorias entre las capas superficiales y profundas (Moss y Phillips, 1996; Scheffer, 1998).

El aumento de la productividad promueve diferencias verticales en la concentraciéon de
oxigeno, registrandose valores elevados en superficie producto de la actividad fotosintética
y valores cercanos a cero en el fondo, resultado de la degradacion de la materia organica
(Wetzel, 2001).

Cuando la respuesta al proceso de eutrofizacion es el desarrollo excesivo de plantas flotantes
libres, el intercambio gaseoso entre la columna de agua y la atmdsfera se ve limitado,
registrando condiciones de hipoxia o anoxia en toda la columna de agua (Moss y Phillips,
1996; Scheffer, 1998). El déficit de oxigeno contribuye al predominio de la descomposicion
anaerobica que genera gases sulfhidrico o metano, lo que se traduce en problemas de olor y
sabor del agua. ElI aumento de la productividad primaria también determina variaciones
diarias del pH en la columna de agua debido a que el consumo de CO2 por los procesos
fotosintéticos gasifica el agua, mientras que los procesos de descomposicion acidifican el
agua debido a la liberacién de CO..

Si bien durante el proceso de eutrofizacion la concentracion de nutrientes aumenta
considerablemente, la elevada actividad fotosintética puede determinar que las fracciones
disueltas directamente asimilables como el amonio (N-NH4"), el nitrato (N-NO3) y fésforo
reactivo soluble (principalmente PO4) presenten valores muy bajos o indetectables debido
a su alta tasa de incorporacién (Gorga et al., 2002).
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Figura N° 4: Esquema Proceso de Eutrofizacion.
Fuente: Gorga, et al, 2002.

3.9. Espectrofotometria.

Principio Fisico. La espectrofotometria se basa en la teoria de Bohr, la cual postula que en el
atomo, los electrones se desplazan en orbitas fijas. Un cambio de drbita de un electron
corresponde a la absorcién o emision de un cuanto de energia hf.

c
AE=hf =f

La absorcién ocurre durante la excitacion de los electrones y la emision cuando estos regresan
a un estado estable. Las transiciones originan la aparicion de lineas espectrales, estas lineas
forman los espectros atdmicos. Cada elemento quimico tiene su espectro caracteristico. En
dependencia del tipo de transicion que se haya producido pueden clasificarse en espectros de
emisién o de absorcién (Jiménez, 2005).
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3.9.1. Espectroscopia de Absorcion Atémica.

La espectroscopia de absorcidén atomica es una técnica de andlisis instrumental, capaz de
detectar y determinar cuantitativamente la mayoria de los elementos comprendidos en el
sistema periddico (Dehahay, 1970). Esta técnica se basa en el hecho de que elementos
gaseosos absorben las mismas radiaciones que son capaces de emitir. Si se hace pasar luz
blanca a través del vapor de un elemento, el vapor absorbe las radiaciones que es capaz de
emitir y entonces el espectro obtenido carece de las lineas de longitudes de onda absorbidas.
(Dehahay, 1970).

El mejor monocromador que se utiliza para realizar medidas de la absorcion es una fuente
luminosa fabricada interiormente del elemento que se precise medir la absorcidn. Se pueden
identificar a simple vista los elementos que componen un vapor por las radiaciones que caen
en el espectro visible.

3.9.2. Curvade Calibracion.

Denominamos espectro de una sustancia a la representacion de absorbancia (A) en funcion
de longitud de onda (). Para hacer las determinaciones cuantitativas se elige, en general, la
longitud de onda correspondiente a un maximo, pues el error de medicién es minimo y la
sensibilidad méaxima. Para verificar el cumplimiento de la ley de Beer, se debe realizar la
curva de calibracion; absorbancia (A) en funcion de concentracion (C), para lo cual se
preparan soluciones de la sustancia de concentraciones conocidas y se mide la absorbancia a
la longitud de onda elegida.

Curva de Calibracion

Figura N°5. Curva de Calibracion.

Fuente: Guerrero (2013)
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3.10. Limitaciones Propias de la Ley de Beer

La ley de Beer es exitosa en describir el comportamiento de absorcion de soluciones diluidas
solamente; a concentraciones altas (generalmente mayores que 0,01 M), la distancia
promedio entre las especies responsables de la absorcidn estd disminuida hasta el punto que
cada una afecta la distribucion de cargas de sus vecinas. Esta interaccion, a su vez, puede
alterar la habilidad de las especies para absorber en una longitud de onda de radiacion.
Debido a que la extension de la interaccion depende de la concentracion, la ocurrencia de
este fendmeno provoca desviaciones de la relacion lineal entre absorbancia y concentracion.
(Diaz., et al, 2004)

Un efecto similar se encuentra a veces en soluciones que contienen altas concentraciones de
otras especies, particularmente electrolitos. La proximidad de iones a la especie absorbente
altera la absortividad molar de la Gltima por atracciones electrostaticas, este efecto se
disminuye por dilucion. Se encuentran algunas excepciones entre ciertos iones o moléculas
orgénicas grandes, que presentan interacciones significativas a concentraciones debajo de
0,01 M. (Diaz, et al, 2004)

3.11.Metabolitos y Proteinas.

3.11.1. Aminoacidos.

Los aminoacidos son moléculas organicas que funcionan como unidades estructurales de las
proteinas (Chang, 2007); poseen un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R situados
sobre el atomo de carbono o (Figura N° 5). Los grupos R varian en su estructura, en tamafo
y en su tendencia a las interacciones con el agua, lo cual constituye un reflejo de su polaridad
(Lehninger, 1979/2009).

?oo
H,N (lj H
R

Figura N°6. Formula General de o aminoacidos.

Fuente: Garrett y Grisham (2009)
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3.11.1.1 Clasificacion de los Aminoacidos.

En cuanto a su caracter acido o basico asi pueden ser:

+* Neutros
% Acidos

«» Basicos

Basado en la polaridad de sus grupos R cuando se hallan en disolucién acuosa, a pH
préximo a 7.0:

®,

%+ Aminoé&cidos apolares.

%+ Amino&cidos polares: (sin carga o con carga neutra; con carga.)Aminoacidos
basicos y aminoacidos acidos (Figura N° 7) (Lehninger, 1979/2009).

Nonpolar, aliphatic R groups
?00» ?00_ ‘FOO Positively charged R groups
B B R T co0~ co0" co0"
H CH; CH v . v
o HJN—(I:—H HgN—(|)~H H3N—(IJ—H
Glycine Alanine Valine (l:Hz CH, ?Hz
¢oo- coo" coo ?H2 ?Hz —NH
H;,I:I—(ll—H Hﬂﬂx—?—ﬂ H,N—C—H (I'}Hz ?H, Ny
(IJHz ?Ha H—?—Cﬂa CH, NH S—
CH CH, CH, | |
2T x —
CH, "CH, % i NH, C=NE;
CH, NH,
Leucine Methioni Tsolauct Lysine Arginine Histidine
Polar, uncharged R groups
(I,‘OO’ (l:oo (I}OO
HsN—C—H H,N—C—H HsN —(IJ—H Aromatic R groups )

CH,0H H—C—OH ?Hg 06~ CI 00 CO0- Negatively charged R groups
< < - Hy e f" H,N—C—H H:,N—(IJ—H H3ﬁ~(l>—u ?OO ¢0o0
Serine reonine vsteine 0 +

CH, CH, CH, HaN—(IJ—H H;N—C—H
—CH CH, H,
goo- €00 ¢00- WH [ |
eSS HS&—(]‘.—H Hs&—(IJ—H €00 CH,
LR e :
o - Lu ?Hg Aspartate Glutamate
HN (e} C Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
N o
Proline Asparagine Glutamine

Figura N° 7. Aminoéacidos Proteicos.

Fuente: Lehninger (2009)
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3.12. Reaccion de Ninhidrina.

La reaccion de la Ninhidrina es utilizada profusa y practicamente (Figura N° 8) para la
valoracion cuantitativa de cantidades muy pequefias de aminoacidos. El pionero en realizar
estudios de analisis de aminoacidos fue Moore (1948), quien se enfoco en el desarrollo del
reactivo de ninhidrina para uso en la determinacion de amino&cidos, y encontré que la
presencia de ninhidrina reducida en la solucion es esencial si se puede obtener el color
purpura. (Moore y Stein, 1948/1954; Moore et al., 1958; Spackman et al., 1958;
Bidlingmeyer et al., 1984), que puede ser leido espectrofotométricamente a longitud de ondas
de 570 — 440 nm (Pertierra 'y Tejion, 2006).

En esta reaccion cada aa reacciona con 2 moléculas de Ninhidrina (que actdan como agente
y oxidantes). La primera Ninhidrina oxida al aa y forma NH3z, CO., R-COH (aldehido) y
Ninhidrina reducida (Hidrindantina). La segunda Ninhidrina reacciona con el NHs3 y la
Ninhidrina reducida para formar el complejo coloreado purpura (Ruhemann, 1910/1911,
Abderhalden y Schmidt, 1913; Harding y Warenford, 1916; Grassmann y von Arnim, 1934;
Van Slyke y Hamilton, 1943; Morrell, 1944; MacFadyen, 1950a; MacFadyen y Fowler,
1950Db; Troll y Cannan, 1953; Yemm y Coocking, 1955; West, 1965; Friedman, 2004).

Ry AL

e — e @ng S A
— orbedy — o — okt
e o o

Figura N° 8. Reaccion de Ninhidrina con los Aminoécidos
Fuente: Villanueva (s.f)
3.12.1 Fluctuacién de la concentracion de aminoacidos.

La concentracion de aminodacidos tanto en el cuerpo de agua como en sedimento en las aguas
del rio Estero Real tiende a incrementar con la disminucion de la concentracion salina en el
periodo lluvioso (Osorio y Prado, 2014) (ver figura N°. 9).
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Figura N° 9. Fluctuacion de las concentraciones de aminoécidos en agua (A) y sedimento (B), en el
periodo de mayo- octubre 2013.

Fuente: Osorio y Prado, (2014.)

3.13. Proteinas.

Las Proteinas son sustancias organicas nitrogenadas complejas que se hallan en las células
animales y vegetales. Son polimeros lineales en los que las unidades monomeéricas son los
aminoacidos que se pliegan en una notable diversidad de formas tridimensionales. (Pertierra
y Tejién, 2006); y tienen una funcion fundamental en casi todos los procesos biolégicos
(Chang, 2007). Su misidn en el organismo es de dos tipos: una de tipo estructural y la otra de
tipo funcional. Por hidrolisis todas las proteinas rinden a- aminoécidos como productos
finales (Lehninger, 1979).

3.13.1. Clasificacion de las Proteinas.

Las proteinas se dividen en dos clases principales, basandose en su composicién: proteinas
simples y proteinas conjugadas.

¢+ Proteinas simples: Son aquellas que por hidrolisis producen solamente aminoacidos,
sin ningln otro producto, organico e inorganico, de hidrolisis.

% Proteinas conjugadas: Son aquellas que por hidrolisis producen no solamente
aminoacidos, sino también otros componentes organicos e inorganicos.
(Glicoproteinas (carbohidratos), Lipoproteinas (grasas), Nucleoproteinas (&cido
ribonucleico), Fosfoproteinas (ésteres de fosfato), Metaloproteinas (hierro)).
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En las moléculas de las proteinas los sucesivos restos de aminodcidos se hallan unidos
covalentemente mediante enlaces peptidico, formando largas cadenas no ramificadas. Por lo
tanto las proteinas también se clasifican de acuerdo al nimero de subunidades en:

% Monoméricas: La proteina consta de una sola cadena polipeptidica (lisozima).

¢+ Oligoméricas: En dos 0 mas cadenas polipeptidicas, generalmente un nimero par.

Las proteinas también pueden dividirse en dos grandes clases, basandose en sus
caracteristicas fisicas: proteinas globulares y proteinas fibrosas.

e Proteinas globulares: Son solubles en los sistemas acuosos y difunden con facilidad. Su
cadena o cadenas polipeptidica, se hallan plegadas estrechamente y adoptan formas
compactas globulares.

e Esféricas: Las proteinas globulares desempefian habitualmente una funcién mdvil o
dindmica (insulina, mioglobina, ribonucleasa).

e Proteinas fibrosas: Son insolubles en agua y fisicamente tenaces. Actlan como
elementos estructurales o protectores en el organismo (colageno, queratina, elastina).

De acuerdo con la funcidn biolégica que desempefian existen diferentes tipos de proteinas.

Proteinas con actividad catalitica.

Proteinas de transporte.

Proteinas de reserva.

Proteinas contréctiles.

Proteinas estructurales.

Proteinas de defensa.

Proteinas reguladoras de diversos procesos bioldgicos (Toporek, 1977; Lehninger, 1979;
Conn, et al,. 1990).

AN N N NN

3.13.2. Estructura de las Proteinas.
Primaria: Secuencia de aminoacidos en el esqueleto covalente de una proteina.

Secundaria: Es la orientacion relativa de los atomos del esqueleto (que forman en enlace
peptidico). Depende de la region plantar en cada enlace peptidico, la formacién de puentes
de hidrégeno, separacion adecuada de los grupos R.

Terciaria: Describe el enrollamiento de toda la proteina en una forma tridimensional (3D).
Esté determinada por las interacciones hidrofobos de las cadenas laterales, puentes disulfuro,
puentes de hidrégeno y grupos prostéticos.
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Cuaternaria: Describe como se unen las moléculas de proteinas diferentes en grandes
estructuras agregadas (Toporek, 1977; Lehninger, 1979).

3.13.3. Determinacioén de Proteinas.

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas. Muchos de estos métodos se
basan en:

La propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en el UV.
Para la formacion de derivados quimicos.
La capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes.

Los métodos més utilizados de acuerdo a su sensibilidad, sus ventajas e inconvenientes se
muestran en la Tabla N° 5 (Lowry et al., 1951; Bradford, 1976; Fujimoto et al., 1985).

Tabla N° 5. Principales métodos para la cuantificacién de proteinas sus rangos de sensibilidad y sus
ventajas y desventajas.

Métodos Derivados Rango de Ventajas Inconvenientes.
Colorimétricos Sensibilidad (ug)
Bastante especifico Tiende poco
para proteinas. sensibilidad
Biuret 1000- 10000 Muestra pocas
interferencias
Es barato
Tiene bastante No todas las
25-100 a 500nm  sensibilidad proteinas reaccionan
Lowry 2-30 a 660 nm igual.
1-2.a 750 nm Muestra muchas
interferencias.
Muy sensible Muestra
Bradford 1-15 interferencias  con
detergentes.
Es el método mas
sensible.
BCA 0.5-10 Es el que muestra

menos interferencias
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3.14. Método del Acido Bicinconinico. (BCA)

El 4cido bicinconinico, sal sddica, es un compuesto capaz de formar un complejo purpura
intenso con iones Cu'* en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un método analitico
capaz de monitorizar el ién cuproso producido en una reaccion entre las proteinas con Cu?*
en medio alcalino (reaccion de Biuret).

La estabilidad del reactivo y el cromdéforo proporciona un método para la cuantificacion de
proteinas que es sencillo, rapido, muy sensible, y que muestra una gran tolerancia a
compuestos que afectan a otros métodos (Fujimoto et al., 1985).

Proteina + Cu% Cu'*

v

Cu'+ + BCA »  Complejo purpura BCA- Cu'*

Figura N°10. Principio de la reaccion del método del Acido Bicinconinico
Fuente: Fujimoto et al., (1985)
3.14.1. Fluctuacion de la Concentracion de Proteinas

La concentracidn de proteinas en el cuerpo de agua del rio Estero Real tiende a disminuir en
paralelo a la disminucion de la concentracion salina (salinidad disminuye de mayo a octubre),
mientras que en sedimento la relacion entre estos dos parametros es negativa (disminucion
de la concentracién salina e incremento de la concentracion de proteina) (Osorio y Prado,
2014). (Ver figuran N° 11)
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Figura N° 11. Fluctuacion de las concentraciones de proteinas en agua (A) y sedimento (B), en el
periodo de mayo- octubre 2013.

Fuente: Osorio y Prado ,2014.
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3.15. Glucosa.

La glucosa es la hexosa mas comun en los polisacaridos. Los organotrofos pueden utilizar
compuestos como la glucosa como fuente de carbono y como fuente de energia. Los
polisacaridos son polimeros formados a partir de monémeros de azucar (Brock y Madigan,
1991). Los disacaridos més corrientes son la maltosa, la celobiosa, la lactosa y la sacarosa.
La maltosa se forma como un producto intermedio de la accion de las amilasas sobre el
almidon que contiene dos restos de D-glucosa unidos mediante un enlace glucosidico entre
el &tomo de carbono 1 del primer resto de glucosa, y el &omo de carbono 4 de la segunda
glucosa. La celobiosa contiene dos unidades de D-glucosa y es la unidad que se repite en la
celulosa. La sacarosa es un disacérido de glucosa y fructuosa. Es extremadamente abundante
en el reino vegetal. El almidon y el glucdgeno contienen tnicamente unidades de glucosa, es
decir que son glucanos.

Entre los polisacaridos de reserva el almidén es el mas abundante en las plantas y en los
tejidos animales, especialmente en el higado y musculos, es el glucégeno, depositado
normalmente en forma de grandes granulos en el citoplasma celular.

» EIl almidon contiene dos tipos de polisacaridos, la a-amilosa y la amilopectina. La
amilosa puede hidrolizarse por medio del enzima o-amilasa, de tal manera que se
obtienen finalmente una mezcla de glucosa y maltosa. Por trabajo conjunto de la a-
amilasa y de la a 1,6 glucosidasa se puede degradar completamente a la amilopectina.

» El glucdgeno es un polisacarido ramificado al igual que la amilopectina y se hidroliza
de igual forma con mucha facilidad por accion de a-amilasa y de la a 1,6- glucosidasa.

» La celulosa es el componente principal de las gruesas y rigidas paredes celulares de las
plantas y constituye el 50 % de la materia organica total de la biosfera. Cuando la
celulosa es hidrolizada completamente produce Unicamente D-glucosa y en el caso de
hidrolisis parcial el resultado son unidades de celobiosa (Lehninger, 1979; Conn, 1990).

3.15.1. Determinacion de Glucosa.

La glucosa se determina después de la oxidacidn enzimatica en presencia de glucosa oxidasa.
El peréxido de hidrogeno formado reacciona bajo la catalisis de peroxidasa con fenol y 4-
aminofenazona formando un complejo rojo-violeta usando la quinoneimina como indicador.
(Teuscher y Richterich, 1971; Barham y Trinder, 1972).
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Glucosa + O2 + H20 GOD > Acido gluconico + H20

2 H20:2 + 4-aminofenazona + fenol ——— > Quinoneimina + 4 H202

Figura N°12. Principio de la Reaccion de Glucosa
Fuente: Teuscher y Richterich, (1971); Barham y Trinder, (1972)
3.15.2. Fluctuacion de la Concentracion de Glucosa

La concentracion de glucosa en el cuerpo de agua del rio Estero Real tiende a disminuir en
paralelo a la disminucion de la concentracion salina (salinidad disminuye de mayo a octubre),
mientras que en sedimento la relacion entre estos dos parametros es negativa (disminucion
de la concentracion salina e incremento de la concentracion de proteina) (Osorio y Prado,
2014). (Ver figura N° 13)
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Figura N° 13. Fluctuacion de las concentraciones de glucosa en agua (A) y sedimento (B), en el
periodo de mayo- octubre 2013. Fuente: Osorio y Prado ,2014.
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3.16. Principales Microorganismos Descomponedores.
3.16.1. Bacterias.

Las bacterias desempefian un papel central en la transformacion de la materia y en el flujo de
energia en los ecosistemas acuaticos ya que participan en el intercambio de elementos
quimicos en las fases suelo-agua y agua-atmasfera (Fenchel et al., 1998).

La fase inicial del ataque microbiano se caracteriza por la rapida pérdida de materia organica
facilmente descomponible. Las moléculas mayores deben primero ser degradadas a
moléculas mas pequefias por enzimas secretadas al exterior por la propia bacteria
(exoenzimas). En el caso de las bacterias Gram negativas estas exoenzimas se encuentran
localizadas fundamentalmente en el espacio periplasmico (ubicado entre la membrana
externa y la membrana citoplasmatica), mientras que en las bacterias Gram positivas estan
ancladas en la membrana citoplasmatica. Estas enzimas son activas sobre: proteinas,
polisacaridos, lipidos y &cidos nucleicos entre otros (Lynd et al., 2002).

Estas enzimas pueden ser constitutivas (se sintetizan siempre) o inducibles (se sintetizan s6lo
cuando esté presente su substrato); es dificil determinar cuales son los minimos nutrientes
necesarios para que la bacteria sobreviva y se multiplique, sin embargo, considerando los
componentes celulares, se afirma que las bacterias necesitan fundamentalmente: agua, fuente
de Carbono, Nitrogeno (N2), Azufre (S), Dadores de H» y receptores de Hz, lones
inorganicos (P, K, Mg), elementos trazas u oligoelementos, los nutrientes que se encuentran
en el medio que rodea a las bacterias deben proporcionar las condiciones fisico-quimicas
apropiadas, que favorezcan el crecimiento bacteriano, tales como, temperatura, presion
osmética 'y pH (Atlas y Bartha, 2002; Forbes et al., 2002; Artijas, 2008; Felix et al., 2010).

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son bacterias estrictamente fermentativas, crecen a un
pH entre 4,8 y 9,6 y no forman esporas. Pueden ser bacilos y cocos Gram positivos,
inmoviles, catalasa y oxidasa negativos, anaerobias aerotolerantes.

Este tipo de bacterias promueve la fermentacion de materia organica y descomponen
materiales como lignina y celulosa (Zhou et al., 2009); poseen la capacidad de inhibir a
otros microorganismos debido a la produccion de sustancias antimicrobianas como &cido
lactico, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas (antibacterianos), o sustancias parecidas a
antibidticos como acidofilina, lactocidina producidas por Lactobacillus acidophilus, lactolina
producida por Lactobacillus plantarumy, nisina producida por Streptococcus lactis, (Visser
et al., 1986). De igual manera las BAL son productores de nistatina y de acidos organicos
como acido acético, butirico, caprdico, propionico, acido 4-hidroxi-fenilactico y acido-3-
fenilacético reconocidos como antifingicos (Lowe y Arendet, 2004; Strom, 2005; Yanagida
et al., 2006)
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3.16.2. Actinomicetos.

Los actinomycetes son bacterias filamentosas Gram positivas, son procariontes que
mineralizan la materia organica que hongos y bacterias verdaderas generalmente no degradan
y estos son abundantes en suelos, pero también encontradas en ambientes acuéticos
dulceacuicolas y marinos. (Cross, 1981; Jensen y Fenical, 1994). Son aerobios heter6trofos
principalmente, formadores de esporas y con alto contenido G+C (70 — 74%) en su ADN. El
género principal es Streptomyces cuyo olor caracteristico a tierra hiumeda se debe a
compuestos volatiles como la geosmina. Especies de la familia Streptomycetaceae se
encuentran extensamente distribuidas y estudiadas debido a la produccién de metabolitos
secundarios como enzimas inhibitorias extracelulares que funcionan como antibi6ticos
(Lezhava., et al., 1995; Samac y Kinkel, 2001; Leiva et al., 2004; Schlatter et al., 2009).

Son capaces de degradar moléculas complejas y sustancias recalcitrantes como celulosa,
lignocelulosa, xilano y lignina; adicionalmente juegan un importante papel en el proceso de
descomposicion de material organico, debido a sus enzimas liticas (Gonzélez et al., 2009;
Sousa et al., 2008; Zhou et al., 2009; Lynd et al., 2002). Dentro de los microorganismos
capaces de degradar celulosa, Solans y Vobis (2003) demuestran que los actinomicetos y en
especial los Streptomyces poseen cerca de un 33% de actividad degradadora de celulosa.
Aunque, también se sabe que son capaces de producir otras enzimas degradadoras como:
catalasa, amilasa, lipasa, celulasas y xilanasas que actdan en la descomposicion de materia
organica (Jiménez, 2011).

3.16.3. Hongos.

Los hongos poseen caracteristicas fundamentales tales como: Todos son heterétrofos (quimio
organdtrofos), teniendo que alimentarse de materia organica preformada que utilizan como
fuente de energia; poseen una pared celular rigida formada por polisacaridos, polipéptidos y
quitina; debido a la rigidez de la pared celular no pueden fagocitar particulas alimenticias
sino que absorben nutrimentos simples y solubles que obtienen al desintegrar polimeros
mediante enzimas extracelulares llamadas despolimerasas; y presentan talo o micelio.
(Bresinsky, 1986; Méndez, 2008).

Los hongos Acuaticos se Pueden Distribuir en Cuatro Grupos:

Phycomicetes: Presentan formas de propagacion flageladas y por esta razon parecen
especialmente adaptados a medio acuatico.

Hifomicetes: “Hongos imperfectos” tienen un micelio septado, que generalmente se
encuentran en tejidos vegetales en descomposicion. Estos hongos son los responsables de los
procesos de colonizacion y degradacion del material vegetal que cae en la superficie de los
cuerpos de agua, permitiendo que otros organismos presentes en el ecosistema acuatico lo
utilicen para su alimentacion.

Ascomicetes: Dentro de este grupo se encuentran las levaduras y estas se podrian considerar
como el tipo biologico de hongos mejor adaptados a vivir suspendidos en el agua.
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Basidiomicetes: Dentro de este grupo pertenecen los hongos lignoliticos u hongos de la
pudricion blanca (Santamarina et al., 1997).

Los hongos por medio de la secrecion de enzimas hidroliticas desempefian un papel
fundamental en la despolimerizacion de los componentes organicos, de los diferentes
residuos, en el medio acuético y terrestre (Marx et al., 2001). Por tanto, los hongos son unos
de los grupos principales y fundamentales en los procesos de degradaciéon de la materia
orgénica, puesto que la produccién de estas enzimas extracelulares son potencialmente Utiles
en la degradacion del sustrato ya que estas hidrolizan moléculas grandes como el almidon,
celulosa, hemicelulosa, pectina, lipidos y acidos nucleicos (Cruz et al., 2009).

Entre estas enzimas las méas importantes son celulasas, hemicelulasas, proteasas, lipasas,
fosfatasas y arisulfatasas (Mondini et al., 2004). Los hongos filamentosos producen una gran
cantidad de xilanasas extracelulares en comparacion con las levaduras y bacterias que los
hace ser los principales degradadores de xilano (Kulkarni et al., 1999; Lynd et al., 2002;
Pham et al., 1998). Asi mismo, los hongos también son responsables de la mayor celulosis
en la naturaleza (Ferrer et al., 2011), por la eficiencia y diversidad de sus sistemas
celuloliticos, y sus ventajas adaptativas (Ramos y Forchiassin, 1996).

Por otra parte los hongos de la pudricién Ascomycotas y Basidiomycotas son importantes en
el proceso de descomposicion de la madera hasta su mineralizacion, esto debido a la actividad
de su complejo enzimatico especializado de peroxidasas, lacasas y celulasas deshidrogenasa,
que tienen gran importancia en el ciclo del carbono (Chaparro y Rosas, 2006). Los troncos
de madera contienen azucares en las columnas de las bracteas del parénquima que se
encuentran longitudinalmente. Por tanto, cuando los restos de arboles (ramas, tocones hojas
etc) caen, las columnas son rapidamente colonizadas por hongos que pueden cambiar el color
de la madera (Ej. Trichoderma spp.).

Una vez ocurrido esto, la madera se vuelve accesible solo para los hongos de la pudricion
(Ascomycota y en especial Basidiomycota) (Chaparro y Rosas, 2006), los cuales atacan la
madera e invaden sus células para obtener alimento.

De acuerdo al modo de ataque y de las condiciones en que los hongos crecen las principales
categorias en la descomposicién son:

v' La Pudricion Blanda: Ocurre cuando el dafio causado por el microorganismo es
superficial. Es causada por Ascomycetes y Deuteromycetes los cuales generan una
destruccidn localizada de la celulosa alrededor de la hifa, formando una cavidad en la
pared secundaria (Chaparro y Rosas, 2006).

v La Pudricién Café: Causada principalmente por basidiomicetes, los cuales degradan
las hemicelulosas y las celulosa despolimerizada (Chaparro y Rosas, 2006).

v' La Pudricion Blanca: Degradan profunda y completamente los componentes

lignocelulésicos (Rayner y Boddy, 1988).
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3.16.4. Microalgas.

Una propiedad muy conocida de las microalgas es la produccion de enzimas extracelulares,
tales como; amilasa, proteasa, lipasa, celulasa y fosfatasa que participan en los procesos de
degradacion de la materia organica (Rodriguez, 2010); Los géneros Cholorococcum y
Spongiococcum producen enzimas proteoliticas extracelulares y enzimas amiloliticas
(Archibal y Bold, 1970; Deason, 1976), Chlorella, Ankistrodesmus y Scenedesmus poseen la
habilidad de degradar gelatina y en diatomeas tales como Navicula y Nitzschia se ha
descubierto actividad agarolitica, proteolitica, y fosfatasa (Tanaka y Ohwada, 1987).

3.17. Mecanismos de Degradacién de la Materia Organica.

La materia organica sujeta a la degradacion microbiana proviene de remanentes vegetales,
restos de animales y plancton. Los microorganismos tienen capacidad de producir
exoenzimas degradadoras de compuestos organicos en las aguas a fin de generar sustratos
mas asimilables para su crecimiento y metabolismo. (Rodriguez, 2010).

Durante la descomposicion de los residuos vegetales, la materia organica se biodegrada
transformandose en pequefias moléculas con fracciones solubles en agua a un ritmo variable.
Asi, los compuestos hidrolizados o fermentados se solubilizan y algunos de estos alcanzan la
mineralizacion rapidamente, como las proteinas y carbohidratos, mientras que los
constituyentes de las membranas vegetales se descomponen lentamente (Gutiérrez et al.,
2008); entre ellos, las celulosas y hemicelulosas se degradan mas rapido que las ligninas; esta
primera etapa de descomposicién da origen a precursores de cadenas alifaticas como
péptidos, polisacaridos y aminoazucares (Chaparro y Rosas, 2006).
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EXUDADOS [ RESIDUOS
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Figura N° 14. Iniciacion Proceso de Humificacion.
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3.17.1. Degradacion de Celulosa.

La celulosa es uno de los componentes mas abundantes de la biomasa vegetal. En su forma
nativa se compone de una cadena lineal de unidades de glucosa con enlaces glicosidicos 3-
1,4 (Fan y Lee, 1980). Y constituye una abundante fuente de carbono, limitada a los
microorganismos capaces de hidrolizar los enlaces glicosidicos B- 1,4, debido al complejo
sistema de enzimas denominadas celulasas o celuloliticas (Ferrer et al., 2011).

Dentro de las enzimas que participan en el proceso de degradacion de materia orgéanica, las
celulasas son una de las mas importantes, puesto que participan en el ciclo del carbono
mediante la degradacion de desechos vegetales (Gutiérrez., et al., 2008). Esta hidrolisis es
llevada a cabo por tres enzimas (i) la endo B-1,4 glucanasa (B-1,4 glucano glucanohidrolasa),
(ii) la exo B- 1,4 celobiohidrolasa y (iii) la f-1,4 glucosidasa (Chaparro y Rosas, 2006; Zhang
et al., 2006; Ferrer et al., 2011). La endo B-1,4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los enlaces
B-1,4 glucosidico intramoleculares accesibles de cadenas de celulosa, para producir
oligosacéridos de varias longitudes.

La exo B-1,4 celobiohidrolasa cliva los extremos no reductores del sustrato, generando
unidades de celobiosa o glucosa y por ultimo la -1,4 glucosidasa, completa el proceso
hidrolitico convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa desde
los extremos no reductores de pequefios celoligosacarido (Chaparro y Rosas, 2006; Zhang.,
et al., 2006). Finalmente la glucosa libre puede ser tomada por las células microbianas como
fuente de carbono (Chaparro y Rosas, 2006).

Tanto las bacterias como los hongos y los actinomycetes, aerobio, anaerobios, mesofilos y
termofilos que ocupan una variedad de habitat son capaces de degradar celulosa (Gaitan y
Pérez, 2007) debido a la sintesis de las celulasas (Jiménez, 2011; Stutzerberger, 1972; Ceroni
y Gutierrez, 1988; Barbosa y de Queiroz, 1996).
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Tabla N° 6. Microorganismos Celuloliticos.

Actinomicetos

Bacterias Aerobias

Bacterias Anaerobias

Hongos

Streptomyces drozdowiczii.
Streptomyces cellulolyticus.
Thermonospora curvata.
Thermonospora chromogena.
Thermonospora alba.
Thermomobifidia fusca.

Cellulomonas sp.
Cytophaga sp.
Microbispora bispora
Pseudomonas sp.
Thermomoospora sp.
Thermobifidia sp.

Acetivibrio cellulolyticus.
Butivibrio sp.

Bacteroides cellulosolvens.
Bacteroides succinogenes.

Clostridium cellulovorans.
Clostridium thermocellum.
Ruminococcus albus.
Ruminococcus flavefaciens.

Aspergillus sp.
Bulgaria sp.
Chaetoium sp.
Cladosporium sp.
Fusarium solani

Geotrichum sp.

Mucor sp.

Paecilomyces sp.

Penicillum funiculosum
Phanerochaetes chrysosporium
Rhizoctonia sp.

Trametes sp

Trichoderma koningii
Trichoderma reesei.

Fuente: Lynd et al., (2002); Semedo et al., (2004); Grigorevski et al., (2005); Li (1997); Ramirez y

Coha (2003)
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3.17.2. Degradacion de Xilano.

El xilano es el segundo polisacarido mas abundante después de la celulosa. Sin embargo, es
degradado mas rapidamente que la celulosa, principalmente por hongos filamentosos (Pham.,
et al., 1998) debido a su alta produccion de xilanasas extracelulares (Kulkarni et al., 1999;
Lynd et al., 2002).

La xilanasa es un heteropolisacarido que puede ser segregado de manera constitutiva o
inducida. La degradacion del xilano es llevada a cabo por un grupo de enzimas como la endo-
B-D-xilanasas que rompe los enlaces glicosidicos al azar; la arabinofuranosidasa hidroliza las
cadenas laterales de arabinosa; la acetilxilanesterasa libera grupos acetatos; la glucoronidasa
remueve las cadenas laterales de acido glucurdénico a partir de unidades de xilosa; la -
xilosidasas son enzimas activas sobre oligosacaridos cortos, llevando a cabo la hidrélisis de
los enlaces B-1,4-aril-xilopirandsido produciendo xilosa (Ponce y Pérez, 2002).

3.17.3. Degradacion de Quitina.

La quitina es un homopolimero insoluble, formado por residuos de N-acetil-D- glucosamina
unida por enlaces -1,4. Su estructura es similar a la de la celulosa exceptuando el grupo
hidroxilo (-OH) presente en el carbono dos de la celulosa. Este polimero se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza como un componente estructural de hongos,
insectos, crustaceos y protozoos (Mukherjee y Sen, 2007).

Al igual que el xilano, la quitina es otro de los compuestos mas abundantes del planeta y se
encuentra relacionado con proteccion y resistencia en animales inferiores como crustaceos,
zooplancton, fitoplancton y hongos con excepcion de los oomicetos. Es un polisacarido
insoluble y se encuentra en formas tales como alfa-quitina, beta-quitina y gama-quitina
(Sastoque, 2005; Yoon et al., 2000). El proceso bioldgico de la degradacion de quitina es
llevado a cabo mediante la accion de quitinasas que hidrolizan el enlace glicosidico B-1,4;
estas enzimas forman parte del sistema quitinolitico junto a las quitobiosas, enzimas de
accion sinérgica y consecutivas presentes en Streptomyces.

Muchos Streptomyces pueden utilizar la quitina como Unica fuente de carbono. Por lo tanto,
pueden degradar la pared celular de hongos. En los actinomicetos, especificamente en
Streptomyces, se han descrito muchas quitinasas de tipo endo y exocelulares. Incluso, algunos
microorganismos llegan a poseer una gran variedad de quitinasas como el caso de S. lividans
que posee tres enzimas para hidrolizar las diferentes clases de quitina que se encuentran en
la naturaleza (Yoon et al., 2000).
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3.17.4. Degradacion de Lignina.

La lignina es un polimero con una alta concentracion de anillos aromaticos y un profundo
grado de polimerizacion (Castillo, 2004). Por tanto, le confiere una proteccion fisica a la
celulosa y la hemicelulosa contra el ataque enzimatico debido a su alta resistencia a la
descomposicion; la lignina es eficientemente degradada en la naturaleza, principalmente por
los hongos de la pudricion blanca o hongos lignoliticos (Basidiomicetos) que atacan y
metabolizan la mayor parte de los constituyentes de la madera, siendo capaces de
despolimerizar y metabolizar la lignina mediante la secrecion de un complejo extracelular de
enzimas oxidasas y peroxidasas que catalizan las primeras reacciones. Rompiendo las
uniones dentro de la compleja molécula de lignina para generar moléculas més pequefias
(Chaparro y Rosas, 2006; Davila y Vasquez, 2006; Cérdoba, 2009).

La habilidad de un microorganismo de degradar lignina, se debe al funcionamiento de
diversas enzimas; las mas importantes son la lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa
(MnP) y las lacasas (Selvam., et al., 2003), las cuales pueden estar presentes en dependencia
de la especie de hongo o el sustrato. Estas enzimas inician el proceso de degradacion de la
lignina por la mediacién de la enzima lignina peroxidasa (LiP), la cual rompe enlaces C-C o
enlaces éter (C-O-C) de las cadenas arilpropano, formando en algunos casos monolignoles
como el &cido ferulico, que luego por la accién de enzimas peroxidasas (LiP y MnP) pasa a
vainillina (Chaparro y Rosas, 2006).
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4. MATERIALES Y METODOS.
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4.1. Area de Estudio.

El presente estudio se realizo en el Delta del rio Estero Real, Departamento de Chinandega,
Nicaragua. La zona de estudio comprendié una longitud de 23 Km lineales; divido en 10
puntos de muestreo.

LOCALIZACION DE PUNTOS DE MUESTREO DE METABOLITOS EN EL RIO ESTERO REAL 2014

TR T L T TR

LEYENDA
@ COORDENADAS

COORDENADAS:UTM
PROYECCION: WGSg4
ESFEROIDE: WGS84

FUENTE: CUANTIFICACION DE METABOLITOS Y PROTEINAS
ENEL RIO ESTERO REAL

PARA OPTAR AL TITULO DE LIC. BIOLOGIA

DE LOS ESTUD| t

1.BERNARDO ENRIQUE RODRIGUEZ

2.EDUARDO JAVIER VANEGAS PADLLA

NICARAGUA

PACIFICO

ELABORADO POR CENTRO DE SISTEMA INFORMACION GEOGRAFICA
= UNAN-LEON

Figura N°15. Sitios de Muestreo

Fuente: Propia. (Corte de Imagen Landsat Satelital)
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Tabla N° 7. Coordenadas de los Sitios Muestreados en el Rio Estero Real Chinandega, Nicaragua.

Punto Nombre del Sitio de Coordenada Geografica.
Muestreo. Latitud Longitud
P1 Herrera Membrefio 12°51°730" N -87°08'539” W
P2 San Martin 12°51°205" N -87°08°844" W
P3 Empalme 12°50632""° N -87°09°235" W
P4 Muelle Puerto Morazéan 12°50°984"" N -87°10°193" W
P5 Carlos Fonseca 12°51°909" N -87°10°505"" W
P6 Plantel Langostino 12°56°147" N -87°10°695" W
P7 El Semillal 12°52°868"" N -87°11°740" W
P8 Desagle La Treinta 12°53'229" N -87°12°637" W
P9 AGRIMAR | 12°537993"" N -87°12°7747" W
P10 AGRIMAR II 12°54°419" N -87°13°252"" W

4.2. Metodologia Experimental para la Toma de Muestras.

Los muestreos se realizaron una vez al mes en el periodo de verano de Noviembre a Abril
del afio 2014, tomando como factor de dia de muestreo la marea mas alta del mes. Iniciando
un recorrido desde la Cooperativa Herrera Membrefio (P1) hasta AGRIMAR 11 (P10). Las
horas en que se realizaron estos recorridos oscilaron entre las 10 a 11 de la mafiana esto con
dependencia de la marea que se presentaba en el calendario.

El procedimiento para la realizacién de la toma de datos fue el siguiente:

1. Los parametros fisicoquimicos se midieron a una profundidad de 10 cm de la superficie
del cuerpo de agua, siempre en el centro del rio.

2. Las muestras de agua y sedimento para la evaluacién de cada uno de los parametros de
analisis de Proteina, glucosa y aminoacidos se realizaron usando el procedimiento que se
muestra en la figura N° 16

Eduardo Javier Vanegas Padilla. Br 40

——
| —




Evaluacion de la Concentracion de Proteina y Metabolitos Libres en el Rio Estero Real y su
Relacion con los Parametros Fisicoquimicos, en el Periodos Noviembre 2013 - Abril 2014

/

£

1. Las muestras de agua se obtuvieron en
el centro del rio, usando el método de
columna de agua por medio de un tubo de
® AGUA PVC de 2 pulgadas y 1 metro altura.

2. El agua se depositaba en una cubeta
con capacidad de 50L del volumen de
agua obtenido se tomaron alicuotas de 1ml
por triplicado para el analisis de cada
parametro.

/'/Durante el tiempo de muestreo, todas
las muestras se mantuvieron en hielo
a una temperatura de 4 a 8°C y solo
NH las alicuotas de agua para evaluacion de m

glucosa 'y aminoécidos  fueron
desproteinizadas con PCA 0.6N, a
continuacion todas las muestras se
congelaron a -30°C hasta su uso

posterior. /

Las muestras de sedimento se tomaron en uno

de los extremos del rio (bajo el agua, a 20
SEDIMENTO cm de profundidad), usando un recipiente

previamente rotulado, con volumen de 50 cm?.

Figura N° 16. Toma de muestra de agua y sedimento.
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4.3 . Determinaciones Analiticas.

4.3.1. Cuantificacion de Niveles de Metabolitos Libres en el Cuerpo de Agua.

Procedimiento previo a la realizacion del andlisis de las muestras para evaluar glucosa y
aminoéacidos:

A 3. Se tomo el

sobrenadante y se

A centrifugo  (aminoéacidos)
2. Se centrifugaron, en a 13000 rpm durante 4
una centrifuga  FISHER min para la precipitacion
SCIENTFIC, . modelo ggsteriorlrzilsente gerzmetlgr%%
1. Las muestras gagg%Splrrg)liz:grloucolsg) ; el sobrenadante para su
se neutralizaron aminoacidos) durante 10 analisis.
con bicarbonato min para precipitar los

potasico 1M cuerpos celulares

Figura N°17. Procesamiento de muestras previo al analisis de glucosa y aminoacidos.

En cada ensayo experimental las muestras siempre se analizaron en paralelo con la curva de
calibracién dentro de una micro placa; a partir de la cual se extrapolaron los valores de
concentraciones de las muestras.
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4.3.2. Cuantificacion de Glucosa.

En todos los experimentos los niveles de glucosa libre en agua se determinaron
enziméaticamente utilizando un kit comercial (Spinreact, Espafia) adaptado al formato de
micro placas.

1. Para desarrollar la
curva estandar se -
uso D- Glucosa 2. Previo a las
lecturas de
absorbancia, la 3. Se colocd en la
microplaca se agito estufa J.P Selecta, 4 Sequido e
por 5 minutos modelo DIGITHEAT | 7' >
) introdujo en el lector
;?grlﬁ g‘r)gt&roam'n”tos de micro placas (Bio
po Tek ELx 800) para
de 37 °C obtener la lectura

de absorbancia a 515
nm

Figura N° 18. Pasos para el anélisis de glucosa.
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4.3.3. Cuantificacion de Aminoacidos.

Los niveles de aminoacidos libres en agua, una vez obtenido el sobrenadante (apartado
4.3.1), se cuantificaron usando el método colorimétrico de la Ninhidrina propuesto por Moore
(1968).

3. Previo a las
lecturas de
absorbancia, la
microplaca se agito
por 5 minutos.

Figura N° 19. Pasos para el analisis de aminoacidos.
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4.3.4. Cuantificacion de Niveles de Proteinas libres en el Cuerpo de Agua.

La cuantificacion de los niveles de proteinas en agua, se hizo de acuerdo con el Método del
Acido Bicinconinico (Fujimoto et al., 1985).

Figura N°20. Pasos para el andlisis de proteinas.
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4.3.5. Cuantificacion de Niveles de Proteinas, Glucosa y Aminoacidos en Sedimento.

Figura N° 21. Pasos para el andlisis de proteinas, glucosa y aminoécidos en muestras de sedimento.
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4.4. Andlisis Estadisticos.

Los datos se muestran como media de las lecturas en cada punto de muestreo de los
parametros fisicoquimicos (N=3) y como la media de las lecturas en el espectrofotdmetro
(N=3). Para determinar la relacion entre la fluctuacion de las concentraciones de metabolitos
libres y proteinas se usé el coeficiente de correlacion de Pearson, pensado para variables
cuantitativas, por medio de la siguiente formula:

o Z Z.\'Zj'
A N

Rxy= Coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables X y Y.
Zx= Variancia de X
Zy= Variancia Y

N= Numero de item

Eduardo Javier Vanegas Padilla. Br 47

——
| —




Evaluacion de la Concentracion de Proteina y Metabolitos Libres en el Rio Estero Real y su
Relacién con los Parametros Fisicoquimicos, en el Periodos Noviembre 2013 - Abril 2014

5.RESULTADOS.
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5.1. Parametros Fisicoquimicos.

La tabla N° 8 muestra los valores promedios, obtenidos en los seis meses de muestreo, de
pH, Oxigeno Disuelto (OD), Salinidad, Temperatura y Turbidez en el cuerpo de agua del rio
Estero Real. El valor mas alto de pH se encontr6 en el mes de enero (8.4), el nivel mas alto
de OD se presentd en el mes de febrero con 7.9 mg/L, los valores mas altos de salinidad y de
temperatura se presentaron en el mes de Abril con 38.7 ppm y 31.6 °C, respectivamente y el
mes en que las aguas presentaron mayor grado de turbidez fue enero.

Tabla N° 8. Valores promedio de los pardmetros Fisicoquimicos en las aguas del rio Estero Real, en
el periodo noviembre 2013-abril 2014.

Parametros Fisicoquimicos

MESES pH  Oxigeno Disuelto Salinidad Temperatura Turbidez
mg/L ppm °C Cm
Noviembre 7.2 2.4 5.2 31.3 47
Diciembre 8.1 1.9 11.3 29.5 35
Enero 8.4 51 21.2 28.3 27.5
Febrero 6.8 7.9 22.4 29.9 45.5
Marzo 6.8 3.5 26.9 31.1 43
Abril 7.7 2.7 38.7 31.6 54.5
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5.1.1. pH.

Los valores promedio de pH a lo largo del periodo de estudio fluctuaron en un rango de 6.8
a 8.5. Los meses que presentaron los menores valores de pH se corresponden a febrero y
marzo donde, de manera general, ambos presentan promedio de 6.8, denotando que en este
periodo el valor de pH de las aguas del rio Estero Real presentan un ligero valor de acidez.
Por otro lado, los meses de diciembre, enero y abril presentan valores normales de alcalinidad
para un cuerpo de agua estuarino (8.1, 8.4 y 7.7, respectivamente). EI mes de noviembre
presentd un valor de pH cercano a la neutralidad (7.2) (Ver Tabla N° 9).

Tabla N° 9. Promedio de los valores de pH en las aguas del rio Estero Real, en el periodo noviembre
2013-abril 2014.

Promedios de pH.
Sitios de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Herrera Membrefio 71 82 8.4 6,8 6,8 7,6
San Martin 7.1 8,1 8,4 6,8 6,8 7,7
Empalme 7,2 8,1 8,4 6,8 6,8 7,7
Muelle Puerto Morazan 70 81 84 6,8 6,8 7,6
Carlos Fonseca 72 8.0 8,5 6,8 6,8 7,6
Plantel Langostino 73 8.0 8.4 6.8 6,8 7,6
El Semillal 7.2 8,0 8,4 6,8 6,8 7,7
Desaguie La Treinta 71 8.0 8.4 6,7 6,8 7,6
AGRIMAR | 7.2 8.0 8.4 6,8 6,8 7,7
AGRIMAR I 7.2 8,1 8,4 6,8 6,8 7,6

Promedio 7,2 81 84 6,8 6,8 1,7
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5.1.2. Oxigeno.

Los valores promedios de Oxigeno Disuelto (OD) a lo largo del estudio presentaron valores
promedios de 1.9 mg/L a 7.9 mg/L. EI mes que presento menor nivel de OD fue diciembre
con un promedio de 1.9 mg/L y las localidades que presentaron menores niveles de OD en
ese mes fueron San Martin, Muelle Puerto Morazan con 1.6 mg/L respetivamente y
AGRIMAR I con 1.5 mg/L. EI mes con mayor nivel de OD en agua fue Febrero con un valor
promedio de 7.9 mg/L y las localidades que presentaron los mayores niveles en este mes
fueron El Semillal y AGRIMAR 11 con 8.4 mg/L y 8.5 mg/L respectivamente. (Ver Tabla
N°10)

Tabla N° 10. Promedio de los valores de Oxigeno Disuelto ( mg/L) en las aguas del rio Estero Real,
en el periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Oxigeno (mg/L)
Sitios de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Herrera Membrefio

11 2,0 6,2 7,1 35 3,8
San Martin

15 1,6 6,7 7.4 35 2,9
Empalme

2,0 1,8 7,0 8,1 35 3,0
Muelle Puerto Morazan

1,8 1,6 4,2 8,1 35 25
Carlos Fonseca

2,0 2,1 45 7.9 3,4 2,3
Plantel Langostino

3,5 2,3 4.4 8,0 3,3 2,8
El Semillal

3,6 1,9 43 8,4 35 2,7
Desaglie La Treinta

2,3 2,3 4,6 7.8 3,6 2,4
AGRIMAR |

3,5 15 4.4 8,1 35 2,7
AGRIMAR 11

2,4 2,0 4.8 8,5 3,8 2,2

Promedio 2,4 1,9 51 79 3,5 2,7
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5.1.3. Salinidad.

En la tabla N° 11 se presentan los valores promedios de Salinidad en agua durante el periodo
de estudio. Los niveles promedios de salinidad fluctuaron entre 5.2 ppm a 38.7 ppm, siendo
abril el mes con mayor nivel de salinidad (38.7 ppm) y la localidad que presentd la mayor
concentracion en ese mes fue Desague de la Treinta (39.9 ppm). El mes que presentd menor
promedio de concentracion de la salinidad fue noviembre con un valor de 5.3 ppm y los sitios
que presentaron valores de cero fueron las localidades de Herrera Membrefio y EI Empalme.
Estas dos localidades se ubican aguas arriba de Puerto Morazan y son las mas alejadas a las
aguas del Golfo de Fonseca dentro de nuestra area de estudio.

Tabla N° 11. Promedio de los valores de Salinidad (ppm) en las aguas del rio Estero Real, en el
periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Salinidad (ppm).
Sitios de Muestreo. Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Herrera Membrefio 0,0 5,0 15,0 16,8 16,0 35,7
San Martin 1,0 8,3 17,0 17,0 238 36,0
Empalme 0,0 6,7 18,6 20,5 248 378
Muelle Puerto Morazan 37 9,7 19,5 21,1 25,2 39,2
Carlos Fonseca 45 10,1 21,0 235 288 39,2
Plantel Langostino 6,0 11,8 20,5 24,3 30,0 395
El Semillal 7,0 13,1 24,6 24,8 302 39,8
Desague La Treinta 9,9 15,1 23,2 25,8 29,8 39,9
AGRIMAR I 9,8 16,0 25,7 25,0 302 398
AGRIMAR I 10,1 17,0 26,5 25,0 30,3 39,7

Promedio 52 11,3 21,2 22,4 26,9 38,7
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5.1.4. Temperatura.

Los valores promedios de Temperatura obtenidos durante el periodo de estudio oscilaron
entre los 28.3 °C a 31.6°C, registrandose los mayores grados de temperatura en los meses de
noviembre, marzo y abril con valores promedios de 31.3°C, 31.1°C, y 316 °C
respectivamente. En este Ultimo mes, la localidad EI Empalme fue la que presento mayor
grado de temperatura de todas las demas localidades muestreadas. De manera contraria el
mes que presentdé menor grado de temperatura fue enero con un valor promedio de 28.3°C.
(Ver Tabla N° 12)

Tabla N° 12. Promedio de los valores de Temperatura (°C) en las aguas del rio Estero Real, en el
periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Temperatura (°C)

Sitios de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Herrera Membrefio 30,6 28,7 27,5 29,3 30,8 314
San Martin 31,1 29,3 28,4 29,7 31,0 31,6
Empalme 31,7 29,4 28,2 29,5 31,2 32,0
Muelle Puerto Morazan 31.0 295 28,4 29,8 31,2 31,5
Carlos Fonseca 30,7 29,0 285 29,6 305 316
Plantel Langostino 321 30,0 28,3 30,4 309 319
El Semillal 32,1 29,8 284 300 311 319
Desagiie La Treinta 31,1 30,1 28,5 30,0 31,2 31,5
AGRIMAR | 31,6 29,2 282 306 316 319
AGRIMAR I 31,2 29,6 285 303 314 3172

Promedio 31,3 29,5 28,3 29,9 31,1 31,6
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5.1.5. Turbidez.

En la tabla N° 13 se muestra los valores promedio de Turbidez (cm) durante el periodo de
estudio. Los valores promedios fluctuaron ente los 27.5 cm a 54.5 cm de profundidad en el
agua. EI mes de enero fue el que presentd mayor nivel de turbidez con 27.5 cm de
profundidad, y en esa fecha la localidad de Herrera Membrefio fue quien present6 el mayor
nivel de turbidez (10 cm de profundidad). Por otro lado, el mes con menor valor promedio
de turbidez en el agua fue abril con un valor de 54.5 cm de profundidad, registrandose en
este mes la localidad de AGRIMAR I con un valor promedio de 75 cm de profundidad siendo
este el que muestra menor turbidez durante todo el periodo de estudio.

Tabla N° 13. Promedio de los valores de Turbidez (cm) en las aguas del rio Estero Real, en el periodo
noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Turbidez (cm)
Sitios de Muestro Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Herrera Membrefio 25,0 25,0 100 200 20,0 350
San Martin 25,0 25,0 15,0 30,0 20,0 40,0
Empalme 30,0 30,0 20,0 30,0 350 550
Muelle Puerto Morazan 35,0 35,0 25,0 40,0 40,0 55,0
Carlos Fonseca 30,0 35,0 350 50,0 40,0 550
Plantel Langostino 57,0 40,0 30,0 50,0 450 650
El Semillal 63,0 40,0 300 60,0 450 70,0
Desaglie La Treinta 65,0 25,0 30,0 45,0 55,0 70,0
AGRIMAR | 70,0 45,0 300 650 60,0 750
AGRIMAR I 70,0 50,0 50,0 650 700 250

Promedio 47,0 35,0 275 455 430 545
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5.2. Metabolitos y Proteinas Libres en el Agua.

5.2.1. Aminoéacidos.

En la tabla N° 14 se muestran los valores promedios obtenidos de las concentraciones de
aminoacidos (1UM) en agua, durante los meses de estudio; encontrado que los meses con
mayores concentraciones de aminoacidos fueron noviembre y enero con valores promedios
de 1126 (M) y 110.1 (uM) en los respectivos meses. Y el mes con menores
concentraciones de aminoacidos fue marzo con un valor promedio de 53.0 (uM). De igual
forma se muestran que los sitios con menores niveles de aminoécidos fueron las localidades
de Carlos Fonseca y AGRIMAR | donde se obtuvieron valores promedios durante el periodo
de estudio de 73.8 (UM) y 75.2 (UM), respectivamente.

Tabla N° 14. Valores promedio de la concentracion de Aminoéacidos (UM) en agua, en los diez sitios
de muestreo, en el tiempo. Periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Aminoacidos Agua (UM)

Sitios de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Herrera Membrefio

89.5 125.1 104.3 114.8 72.8 68.3
San Martin

102.0 123.4 107.6 86.6 66.1 113.2
Empalme

123.3 113.7 116.5 98.5 86.0 86.7
Muelle Puerto Morazan

80.7 53.8 97.7 77.7 26.2 106.8
Carlos Fonseca

56.9 117.0 114.3 144.4 445 84.8
Plantel Langostino

202.3 185.0 117.6 88.1 229 1407
El Semillal

137.1 79.7 108.8 107.4 42.0 82.1
Desaglie La Treinta

92.0 102.4 108.8 97.0 39.5 63.8
AGRIMAR |

77.0 73.2 86.6 55.5 71.1 87.6
AGRIMAR 11

164.7 63.5 138.6 193.4 58.6 64.7

Promedio 112.6 103.7 110.1 106.3 53.0 89.9
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5.2.2. Glucosa.

Los valores promedios obtenidos de las concentraciones de glucosa (UM) en agua durante
el periodo de estudio fluctuaron entre los 11.1 uM a 376.3 UM. L0os meses con mayores
niveles de glucosa en agua son febrero, marzo y abril donde este Gltimo tuvo un promedio
de 376.3 uM. y la localidad que presento la mayor concentracion de glucosa, en ese mes, fue
el Plantel Langostino con 421 uM. EI mes que presento la menor concentracion de glucosa
en agua fue noviembre (11.1 uM) y la localidad que presento la menor concentracion, en ese
mes, fue Muelle Puerto Morazén con 5.3 uM. (Ver Tabla N°15)

Tabla N° 15. Valores promedio de la concentracion de Glucosa (UM) en Agua, en los diez sitios de
muestreo, en el tiempo. Periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Glucosa Agua (LM)

Sitios de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Herrera Membrerio

9.7 6.6 86.7 176.0 183.3 365.4
San Martin

8.4 7.5 125.2 2023 177.0 362.9
Empalme

7.5 4.8 186.6 202.6 1926 353.3
Muelle Puerto Morazan

5.3 7.5 168.6 218.1 2244 3478
Carlos Fonseca

11.0 9.2 2066 2522 1923 370.8
Plantel Langostino

6.6 17.6 2456 2451 267.0 4210
El Semillal

12.4 59.4 2432 2596 2858 407.2
Desaglie La Treinta

15.9 142.1 308.0 249.1 3046 3817
AGRIMAR |

12.8 119.2 2519 213.8 238.8 378.3
AGRIMAR 11

21.7 119.2 259.3 2134 266.6 374.6

Promedio 11.1 49.3 208.2 2232 2332 376.3
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5.2.3. Proteinas.

En la tabla N° 16 se muestran los valores promedios de las concentraciones de proteinas
(ng/ml) en agua durante el periodo de estudio. Los niveles de proteinas fluctuaron entre los
65.4 pg/ml a 3132.5 pg/ml. El sitio con mayor concentracion de proteinas fue la localidad de
Muelle Puerto Morazan con un nivel de 1435.3 pg/ml y el sitio con menor concentracion de
proteina fue Herrera Membrefio con un nivel de 786.5 pg/ml. De igual forma se puedo
observar que el mes con mayor concentracion de proteinas en agua fue el mes de febrero
donde se obtuvo un promedio de 3132.5 pg/ml. EI mes con menor nivel de proteina fue
noviembre con un promedio de 65.4 pg/ml.

Tabla N° 16. Valores promedio de la concentracion de Proteina (ug/ml) en agua, en los diez sitios
de muestreo, en el tiempo. Periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Proteinas (ug/ml) Agua

Sitio de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Herrera Membreiio

152.2 136.8 5154 13214 2456.2 137.2
San Martin
99.7 93.4 595.6 35519 28359 1221
Empalme
5.0 64.5 5184 38279 33271 71.0
Muelle Puerto Morazan
37.8 275 1210.2 4064.9 3122.0 149.2
Carlos Fonseca
18.8 525 14477 37175 2998.0 119.1
Plantel Langostino
16.0 23.6 15457 3526.0 2737.2 185.3
El Semillal
18.8 69.4 1516.0 2681.8 3117.0 371.8
Desagiie La Treinta
91.0 103.1 1308.2 2922.1 3203.0 2304
AGRIMAR |
106.3 107.9 17625 2750.0 3063.8 2034
AGRIMAR 11
108.5 100.7 14715 2961.0 3139.7 176.3
Promedio 65.4 77.9 1189.1 31325 3000.0 176.6
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5.3. Metabolitos y Proteinas Libres en el Sedimento.

5.3.1. Aminoacidos.

Las concentraciones promedios de aminoacidos (UM) en sedimento durante el periodo de
estudio oscilaron entre los valores de 269.9 uM y 637.4 uM. Los niveles promedios mas altos
se registraron en el mes de Noviembre con un valor de 637.3 uM, y las localidades con mayor
concentracion de aminoacidos en sedimento, en ese mes, fueron Herrera Membrefio y San
Martin con niveles de 1102.6 uM y 1215.8 uM, respectivamente. Los niveles promedios mas
bajos de aminoacidos en sedimento se registraron en el mes de Marzo con 269.9 UM vy, de
estos, la localidad con menor nivel de aminoécido fue Muelle Puerto Morazan 121.3 pM.
(Ver Tabla N° 17)

Tabla N° 17. Valores promedio de la concentracién de Aminoacidos (LM) en sedimento, en los diez
sitios de muestreo, en el tiempo. Periodo noviembre 2013-abril 2014.

Promedio de Aminoéacidos (uM) en Sedimento.

Sitio de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Herrera Membrefo
1102.6 764.6 656.5 5249 3123 674.2

San Martin

1215.8 473.0 579.1 480.4 412.0 610.0
Empalme

864.9 942.8 6454  465.6  328.9 564.2
Muelle Puerto Morazan

763.0 68.0 811.2  406.3 121.3 564.2
Carlos Fonseca

468.7 181.4 612.3 406.3 378.7 536.8
Plantel Langostino

536.6 505.4 7228 4359 3123 665.0
El Semillal

525.3 456.8 568.1 510.1 2625 820.7
Desaglie La Treinta

321.5 797.0 568.1 4953 2625 362.7
AGRIMAR I

3215 1121.0 402.3 6732 146.2 665.0
AGRIMAR 11

253.6 570.2 700.7 1246  162.8 839.0

Promedio 637.4 588.0 626.7 4523 269.9 630.2
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5.3.2. Glucosa.

En la tabla N° 18 se muestran las concentraciones promedio de Glucosa (LM) en sedimento
durante el periodo de estudio. EI mes con mayor nivel de glucosa en sedimento fue abril con
un valor promedio de 247.5 pM; y el mes con menor nivel de glucosa fue diciembre con un
valor promedio de 143.4 uM. También se muestra que en abril el sitio con mayor nivel de
glucosa en sedimento fue la localidad de AGRIMAR Il con un valor de 660.5 uM.

Tabla N° 18. Valores promedio de la concentracion de Glucosa (uUM) en sedimento, en los diez sitios
de muestreo, en el tiempo. Periodo noviembre 2013-abril 2014

Promedio de Glucosa (uUM) en Sedimento

Sitio de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo  Abril
Herrera Membrefio

141.8 61.6 121.8 159.7 173.0 158.9
San Martin

212.7 79.2 160.8 95.7 110.4 280.1
Empalme

151.2 228.7 165.7 163.1 169.1 217.4
Muelle Puerto Morazan

151.2 145.2 141.3 163.1 184.7 296.8
Carlos Fonseca

203.2 61.6 117.0 149.6 247.4 163.0
Plantel Langostino

189.0 224.3 165.7 126.0 165.2 133.8
El Semillal

118.1 96.8 151.1 179.9 231.7 225.8
Desaglie La Treinta

89.8 127.6 209.6 122.7 118.2 175.6
AGRIMAR |

89.8 180.4 209.6 196.8 313.9 163.0
AGRIMAR 11

156.0 228.7 292.4 136.1 149.5 660.5

Promedio 150.3 143.4 1735 149.3 186.3 247.5
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5.3.3.Proteinas.

Las concentraciones promedios obtenidas de Proteinas (ug/gr) en sedimento durante el
periodo de estudio se encontraron en los rangos de 112.5 pg/gr a 5469.1 pg/gr. Habiendo
sido el mes con menor concentracion de proteina abril con 112.5 pg/gr. Las concentraciones
mas altas de proteinas en el sedimento se registraron en el mes de Noviembre con 5469.1
pg/gr, en donde las localidades de Herrera Membrefio y San Martin presentaron
concentraciones de 11837.7 pg/gr y 8830 pg/gr respectivamente. (Ver Tabla N°19)

Tabla N°19. Valores promedio de la concentracion de Proteinas (ug/gr) en sedimento, en los
diez sitios de muestreo, en el tiempo. Periodo noviembre 2013-abril 2014

Promedio de Proteinas (ug/gr) en Sedimento

Sitio de Muestreo Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Herrera Membrefo
11837.7 1151.3 760.1 2759.7 1903.8 228.6

San Martin
8830.0 3848.7 3669.8 844.2 359.5 0.0

Empalme
7146.8 8786.1 1264.8 876.6 865.8 0.0

Muelle Puerto Morazan
5767.1 43545 1591.4 1039.0 141.8 0.0

Carlos Fonseca
4442 .6 5366.1 2244.7 2207.8 2106.3 129.4

Plantel Langostino
51325 58719 53919 1883.1 2308.9 0.0

El Semillal
2593.8 57755 3551.1 3214.3 21316 228.6

Desagiie La Treinta
1214.1 6955.7 4946.6 34416  1574.7 249.7

AGRIMAR |
2676.6 6233.1 22447 31818 1119.0 288.8
AGRIMAR I
5049.7 4089.6 45309 21104 840.5 0.0
Promedio 5469.1 52433 3019.6 21558 13352 1125
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5.4. Matriz de Correlacion entre parametros Fisicoquimicos y Metabolitos en Agua.

En la tabla N° 20 se muestras los valores de la correlacion obtenida entre los parametros
fisicoquimicos y los metabolitos en las aguas del Rio Estero Real. Los resultados muestran
que las concentraciones de glucosa presentan una alta correlacién con respecto a la
concentracion salina (R=0.95; P<0.001); de igual manera la concentracion de aminoacidos
presenta una fluctuacidn con respecto a la salinidad pero con una pobre correlacion (R=0.23;
P<0.02). Por otro lado la concentracion de proteina presenta el nivel de correlacion mas alta
con respecto a la concentracion de oxigeno disuelto, seguido del parametro salinidad, en el
cuerpo de agua

Tabla N° 20. Correlacion de Pardmetros Fisicoquimicos con Proteinas y Metabolitos en
Agua.

Aminoacidos. Glucosa. Proteinas.

pH R=-0.21 R=-0.07 R=-0.59
P<0.02 P<0.46 P<0.00

Oxigeno (OD) R=0.12 R=0.26 R=0.67
P<0.18 P<0.001 P<0.001

Salinidad R=0.23 R=0.95 R=0.29
P<0.01 P<0.01 P<0.01

Temperatura R=-0.14 R=0.19 R=-0.08
P<0.13 P<0.033 P<0.41

Turbidez R=0.03 R=0.30 R=0.04
P<0.72 P<0.001 P<0.673

En lafigura N° 32, se puede observar la alta correlacion que existe entre el metabolito glucosa
y el parametro de salinidad determinandose que al haber altos niveles salinos hay una alta
presencia de glucosa en el agua.
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Figura N°32. Correlacion Glucosa y Salinidad.
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6. DISCUSION.
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6.1. Parametros Fisicoquimicos.
6.1.1 pH

Nuestros resultados muestran que durante el periodo de estudio realizado en las aguas del rio
Estero Real, los valores de pH se mantuvieron en un rango de 6.8 a 8.4, los cuales se
encuentran en el rango caracteristico de los ecosistemas estuarinos (Arredondo y Ponce,
1998), debido a que se sabe que la mayoria de las aguas epicontinentales presentan valores
de pH que fluctdan entre 6.5y 9.Y que dentro de estos valores se considera debe encontrarse
un ecosistema saludable (Arredondo y Ponce, 1998). Estudios recientes han mostrado que en
todo el periodo lluvioso (mayo-octubre) los valores de pH se mantienen muy cerca de la
neutralidad (pH 7) (Osorio y Prado, 2014), coincidiendo con lo encontrado en nuestra
investigacion en los meses de noviembre, febrero y marzo. Para el mes de noviembre
(verano), este fenomeno podria deberse al gran volumen de agua dulce que llega al rio
producto de las escorrentias de la lluvia del final del mes de Octubre. Asimismo, nuestros
resultados sefialan que los meses de diciembre y enero presentan un incremento de los valores
de pH, situacion que pudiera deberse al vaciado de todas las pilas de cultivo de camaron
producto del cierre de la actividad camaronera.

6.1.2. Oxigeno Disuelto (OD)

En toda nuestra area de estudio se observa un comportamiento ciclico de las concentraciones
de OD en las aguas del Rio Estero Real. Segun Osorio y Prado (2014) de mayo a octubre la
concentracion de OD presenta una ligera tendencia creciente que alcanza su méaximo valor
(3.15mg/L) en octubre, pero que no son idoneas para el bienestar animal. Asimismo, nuestros
resultados siguen la misma tendencia creciente de las concentraciones de OD de noviembre
a febrero (maximo valor en todo el afio), e inicia un comportamiento decreciente hasta el mes
de marzo. Bajo este contexto, tanto los resultados de Osorio y Prado (2014) como los nuestros
concuerdan con estudios anteriores donde se reporta que las concentraciones de OD en el
cuerpo de agua del Rio Estero Real son mayores en el periodo seco que en el periodo lluvioso
(CIDEA-UCA, 2006), alcanzando un pico maximo en el mes de febrero. (Ver tabla 10).

Estudios recientes muestran que los niveles de OD disminuyen en sectores donde los vertidos
de aguas residuales llegan a los rios sin tratamiento previo. Por tanto, las descargas con alto
contenido de materia organica deriva en bajas concentraciones de OD probablemente esto es
producto de la elevada tasa de crecimiento microbiano que agota rapidamente el OD
(Guzman et al., 2011). Bajo ese contexto, los resultados observados sobre los niveles de OD
sugieren que lo reportado por Osorio y Prado (2014) podria deberse al gran volumen de agua
de lluvia que acarrean altas concentraciones de sedimento y materia organica a través de los
efluentes del rio.
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En contraste a lo reportado por Osorio y Prado (2014), el incremento de los niveles de OD
observado en nuestro periodo de estudio podria ser debido a la no entrada de agua de lluvia
(principalmente en el periodo seco de enero a febrero) al cuerpo de agua del Rio Estero Real,
lo que favorece la disminucion de los niveles de sedimentacion y eutrofizacion, permitiendo
mayor entrada de luz en la columna de agua y el equilibro de la poblacion fitoplanctonica
que deriva en la mejoria de la concentracion de OD. En ese sentido, si unimos el estudio de
Osorio y Prado (2014) con el nuestro, podemos observar que en el periodo lluvioso las aguas
del rio Estero real presentan altos niveles de estrés; situacion que cambia en el periodo seco
donde los niveles de oxigeno presentan incremento. En consecuencia, estos resultados
indican que el cuerpo de agua del rio Estero Real presenta serios problemas de estrés en la
mayoria de los meses del afio y solo muestra indicios de mejoria de su capacidad de carga en
los meses de enero y febrero.

6.1.3. Salinidad.

En cuanto a las dinamicas de las corrientes, estudios anteriores reportan que el rio Estero
Real presenta un tiempo de recambio de sus aguas muy lento, que va desde 30 a 45 dias desde
el sector de Puerto Morazén hasta el Golfo de Fonseca y mas de 90 dias desde aguas mas
arriba (CIDEA-UCA, 2006; Curie, 1994). Este fendmeno, no permite que la combinacion de
las aguas dulces y salinas del mar se homogenicen por todo el cuerpo de agua. Por tanto, uno
de los factores a resaltar en los resultados del estudio es la lejania que existe desde la localidad
Herrera Membrefio hasta las aguas del Golfo de Fonseca (31 km) que provoca el incremento
paulatino de las concentraciones salinas en ese sector del cuerpo de agua, desde el mes de
noviembre hasta abril (5.2 ppm a 38.7 ppm, respectivamente). Estudios anteriores realizados
en el periodo lluvioso demuestran que los niveles de concentraciones salinas disminuyen
proporcionalmente en los meses de mayo a octubre llegando a valores de 0 a 5 ppm (Osorio
y Prado 2014) Asimismo, cabe destacar la diferencia de las concentraciones salinas entre
sitios de muestreo, debido a que se observa una diferencia promedio de 11.5 ppm entre el
primer y Gltimo punto de muestreo en los meses de estudio, a excepcion del mes de abril
donde la diferencia es de solo 4 ppm. Por tanto, estas diferencias de la concentracion salina
entre los puntos de muestreo y los meses de estudio se deben fundamentalmente a la
caracteristica del tiempo de recambio de las aguas del Rio Estero Real, coincidiendo con lo
reportado en estudios anteriores (Curie, 1994; CIDEA-UCA, 2006). Cabe destacar lo
observado en el mes de noviembre, donde los puntos 1 y 3 presentan una concentracion salina
de cero, mientras que el punto 2 presenta concentracion de 1 ppm. Esta situacion podria
deberse a las variaciones de salinidad que se producen tras las descargas de agua provenientes
de las pilas de cultivo de camaron o a un probable error de lectura del equipo (tabla N°11).
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6.1.4. Temperatura.

Los valores promedio de la temperatura superficial del agua se encontraron en un rango de
28.3 °C a 31.6°C. Se observa una tendencia decreciente de los valores de la temperatura en
los meses de noviembre a enero, que luego incrementa hasta abril. Por tanto, los valores de
temperatura en el mes de enero son razonables debido a la entrada del frente frio que
prevalece en nuestra zona, en esas fechas. Bajo ese contexto, nuestros resultados presentan
similitud con lo reportado por otros investigadores, en lo que respecta a las variaciones de
temperatura en el tiempo (CIDEA-UCA, 2006).

6.1.5. Turbidez.

Los valores promedio de turbidez, en el periodo de estudio, presentaron fluctuaciones que
van desde los 27.5 cm hasta los 54.5 cm de lectura de disco de Secchi, existiendo menor
turbidez que lo reportados por Osorio y Prado (2014) en el periodo de invierno.

La causa de que los niveles turbidez sean mayores, en periodo de invierno, se debe a la
degradacion de los bosques, la conversion de areas boscosas para la agricultura y la fragilidad
de los suelos que son usados sin practicas de conservacion, lo que favorece la llegada de
grandes cantidades de sedimento al rio Estero Real (CRM, 2011). Se sabe que las cargas de
sedimento son altas en los cursos de agua arriba de Puerto Morazan donde se han reportado
niveles de hasta 11 veces mas en peso de sedimento con respecto a los niveles de la boca del
Estero principal (Curie, 1994), lo cual concuerda con nuestros resultados ya que en el sector
aguas arriba de Puerto Morazan los niveles de turbidez son mayores que los observados en
sector aguas abajo de Puerto Morazan (tabla N°13). En ese contexto, es razonable pensar que
en verano el escaso volumen de agua que llega al Estero por medio de los afluentes es lo que
mantiene al cuerpo de agua del rio Estero Real con bajos valores de sedimentos y nutrientes,
situacion que propicia la entrada de luz en la columna de agua.

6.2. Metabolismo Acuatico

El interés de estudiar el impacto del cambio climatico global y el efecto de la actividad
humana sobre la estructura y funcion de los ecosistemas acuéticos ha venido creciendo en los
ultimos afios (Gutiérrez et al., 2009). La gravedad de estos impactos puede depender tanto de
su intensidad o frecuencia debido a que los organismos a menudo exhiben diferentes
tolerancias a los factores de estrés o diferentes capacidades de recolonizacion (Gutiérrez et
al., 2012). Los resultados obtenidos muestran que la dindmica fluctuante del metabolismo
acuatico intermedio en el cuerpo de agua, del rio Estero Real, en invierno presenta un
comportamiento diferente (Osorio y Prado, 2014) al observado en nuestro periodo de
investigacion (verano).
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6.2.1. Evaluacion de Concentraciones de Metabolitos y Proteinas libres en Agua.

Se sabe que el proceso de degradacion de la materia organica puede ser llevado a cabo de
diferentes maneras y por diferentes especies de microorganismos (Erijman, 2011). De tal
forma que los resultados sobre los niveles de metabolitos y proteinas, presentes en estado
libre en las aguas del Estero Real, puede ser producto de la actividad de cualquier miembro
de la poblacion microbiana (Rodriguez, 2010; Erijman, 2011). Nuestros resultados presentan
un comportamiento de las concentraciones de proteinas y metabolitos libres similar a lo
reportado por Osorio y Prado (2014) debido a que las concentraciones de estos compuestos
energéticos fluctian en dependencia de las variaciones de la concentracion salina y los
niveles de oxigeno disuelto, en este cuerpo de agua. Asimismo, cabe sefialar que el
incremento de los niveles de proteinas encontrados en este periodo de estudio, pudiese
deberse a la disminucidn de las concentraciones de algunas microalgas (datos no publicados
por nuestro laboratorio) capaces de liberar exoenzimas, proteasas (Rodriguez, 2010).
Asimismo nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Osorio y Prado (2014) donde
sefialan que existe un comportamiento inverso entre las fluctuaciones de las concentraciones
de proteinas y aminoécidos en el cuerpo de agua del rio Estero Real.

Estudios recientes han comparado la biomasa microbiana (hongos, bacterias y microalgas) y
la actividad de enzimas extracelulares usadas para la descomposicidn de la materia organica
entre diferentes sustratos bénticos (hojas y ramas de arboles), encontrando alta actividad
peptidasa en momentos de alta concentracion de biomasa algal y que la biomasa de hongos
y bacterias incrementa la degradacion de celulosa y hemicelulosa proveniente del tejido de
las hojas (Artigas, 2008). Por tal razon, aunque el estudio solamente implica evaluar los
metabolitos intermedios libres podemos sugerir que la tendencia decreciente, en el tiempo,
de la concentracion de Chlorella sp., Chlamydomonas sp., Oocystis sp. y Scenedesmus y
algunas Cianofitas encontradas en el periodo de verano en las aguas del rio Estero Real por
investigadores de nuestro laboratorio (datos aun no publicados), pueden ser la causa del
comportamiento creciente de la concentracion de proteinas y decreciente de la concentracion
de aminoacidos.

6.2.2. Evaluacion de Concentraciones de Metabolitos y Proteinas libres en Sedimento.

Sabiendo que el cuerpo de agua del rio Estero Real presenta la caracteristica de verticalmente
mezclado (CIDEA-UCA, 2006) y considerando las propiedades microbiolégicas de bacterias
y hongos degradadores de proteina, quitina, celulosa y pectina (Félix et al., 2010) y
actinomicetos (Cruz et al., 2009) es de esperarse encontrar concentraciones de metabolitos
libres y proteinas en el sedimento. El papel de estos microorganismos sobre los procesos de
degradacion de la materia (Erijman, 2011) es de fundamental importancia para el aporte de
metabolitos energéticos necesarios para el funcionamiento celular de todos los
microorganismos que componen la biota acuatica (Bunn et al., 2000). Los resultados indican
actividad metabdlica de proteina con pendiente de crecimiento negativa, con respecto a la
concentracion salina del cuerpo de agua, concordando con lo reportado por Osorio y Prado
(2014) ya que la concentracion de proteina en sedimento presenta una correlacion negativa
con respecto a la salinidad presente en el cuerpo de agua.
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Este escenario indica que las concentraciones de proteina en el sedimento tienden a fluctuar
en dependencia de la concentracion salina del cuerpo de agua; de mayo a octubre presenta
tendencia creciente (Osorio y Prado, 2014) y de noviembre a abril presentan tendencia
decreciente (ver tabla 19). A diferencia de lo observado en el comportamiento de la
concentracion de proteina, los niveles de glucosa no mostraron cambios relevantes en el
tiempo.

6.3. Relacion de la concentracion de proteinas, aminoacidos y glucosa con los parametros
fisicoquimicos en el cuerpo de agua.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por otros investigadores (Osorio y Prado,
2014) donde las concentraciones de glucosa flucttan en paralelo con la concentracion salina
del cuerpo de agua. Sin embargo, en nuestro estudio la relacion de la concentracion glucosa-
salinidad presenta una correlacién mayor a la reportada por Osorio y Prado (2014), no siendo
asi con la relacion aminoacidos-salinidad y proteina-salinidad. Por otro lado, las
concentraciones de proteinas presentan su maxima relacién con la fluctuacion de la
concentracion de oxigeno disuelto.

Por tanto, en base a lo encontrado en estudios recientes donde sefialan que Chlorella sp. tiene
capacidad para producir enzimas extracelulares (amilasa y proteasa) en concentraciones
mayores que el resto de las Clordéfitas (Rodriguez, 2010) y que este género presenta una
tendencia decreciente de sus concentraciones a medida que incrementa la salinidad del
cuerpo de agua del Estero Real, podemos sugerir que existe una relacion entre la
concentracion salina y las concentraciones de glucosa, proteina y aminodacidos, ligados al
probable efecto de la dindmica poblacional de la concentracién de microalgas (datos no
publicados por nuestro laboratorio).

Ante tal situacion, parece que en las aguas del rio Estero Real hay una fluctuacién de
activacion-inhibicién de diversos microorganismos consumidores de metabolitos peptidicos
o glucidos que depende de las variaciones de la concentracion salina y los niveles de oxigeno
disuelto. Lo cual concuerda, en lo general, con lo presentado por otros investigadores (Brock
y Madigan, 1991; Artigas, 2008).

6.3.1. Correlacion de Parametros Fisicoquimicos y Metabolitos en el Cuerpo de Agua.

Hemos demostrado, que la concentracidn salina ejerce un efecto sobre las fluctuaciones de
proteinas y metabolitos libres. En el caso de las proteinas y la glucosa la variacion de las
concentraciones es proporcional a la variacion de la concentracion salina, mientras que los
aminoacidos presentan un comportamiento inversamente proporcional. Asimismo, en el
agua, la fluctuacion de la concentracion de proteina presenta una alta relacion con la
fluctuacion de la concentracion de oxigeno disuelto. Por el contrario, los parametros de pH,
temperatura y turbidez, presentan una ligera correlacion con respecto a las fluctuaciones de
los niveles de metabolitos y proteinas durante el periodo de estudio. (Ver tabla N° 20).
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7. CONCLUSIONES
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En resumen, los resultados presentados en esta tesis proporcionan evidencias sobre el nivel
de estrés al que esta sometido el cuerpo de agua del rio Estero Real, mediante la evaluacion
de la dinamica del metabolismo acuatico intermedio de las proteinas, aminoacidos y glucidos
y su relaciéon con los pardmetros fisicogquimicos, como se puede leer con mas detalle a
continuacion.

% Las variables de pH y temperatura no muestran variaciones relevantes entre puntos de
muestreo pero si entre meses de estudio.

¢+ El cuerpo de agua del rio Estero Real presento fluctuaciones de los niveles de oxigeno
disuelto a lo largo de todo el periodo de estudio y solo en los meses de enero y febrero
da indicios de mantenimiento de la capacidad de carga. Por tanto, las condiciones que
ofrece la presencia de oxigeno disuelto permiten considerar a este cuerpo de agua
saludable para el bienestar animal, solo en esos meses.

¢+ La concentracién de la salinidad, a lo largo del area de estudio, presenta gradientes de
concentracion que incrementan a medida que nos acercamos a la boca del estero.
Ademas, los datos sefialan que la salinidad del cuerpo de agua incrementa de noviembre
a abril.

+ El rio Estero Real presenta un alto nivel de turbidez, tal y como ponen de manifiesto los
resultados obtenidos de la lectura del disco de Secchi. Ademas, se pone de manifiesto
que el sector aguas arriba de Puerto Morazan presenta mayor nivel de turbidez que el
sector aguas abajo. Por tanto, se observan tendencias decreciente de los niveles de
turbidez a medida que se avanza hacia la boca del Estero y a medida que se avanza de
noviembre a abril. Sin embargo, mucho menor que en el periodo lluvioso.

% En el agua, el mes de noviembre presentd la menor concentracion de glucosa y proteina
en estado libre. A partir de ese mes, las aguas del Estero Real experimentan un
incremento de las concentraciones, en ambos parametros, que culmina hasta el final de
nuestro periodo de investigacion, encontrado cambios relevantes de las concentraciones
entre puntos de manera irregular, en cada mes de muestreo. Por el contrario, la
concentracion de aminoacidos libres muestra una tendencia decreciente en el tiempo,
siendo los meses de marzo y abril los que presentaron los menores valores.

% En el sedimento la concentracién de proteina presentd una marcada tendencia a
disminuir, la concentracion de glucosa mostré una ligera tendencia a incrementar y la
concentracion de aminoacidos no presentd cambios relevantes en el tiempo.

% En agua, la glucosa presentdé mayor relacion positiva con respecto a la fluctuacion de la
concentracion salina, mientras que las proteinas presentaron mayor relacion positiva con
respecto a la fluctuacion de los niveles de oxigeno disuelto. Observandose escasa
relacién entre la concentracidén de aminoacidos con los demas parametros.
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8. RECOMENDACIONES.
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+ Realizar un estudio a mayor profundidad basado especificamente en el aislamiento de
las especies de hongos, bacterias y actinomicetos encargados de los procesos de la
degradacion de la materia en el cuerpo de agua.

< Implementar un sistema de tratamiento de aguas servidas y negras para los sectores
aledafios al rio Estero Real.

+ Realizar planes de fortalecimiento en los sistemas de tratamiento de las pilas usadas para
acuicultura.
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