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Resumen 
 

El CH4 es uno de los GEI (Gases de efecto invernadero) más importantes, y tiene Potencial 

de Calentamiento Global de 34. A pesar de conocer los mecanismos generales 

involucrados en el cambio climático, todavía se conoce poco sobre los ciclos 

biogeoquímicos que gobiernan las emisiones de GEI, y en particular los que se llevan a 

cabo en ecosistemas acuáticos. Está reportado que estos ecosistemas son responsables 

del 6-16% de las emisiones globales de CH4 a la atmósfera. Dichas emisiones son el 

resultado de varios procesos, entre ellos dos que son antagónicos: metanogénesis 

(producción de CH4 por arqueas) y metanotrofía (oxidación de CH4 por bacterias).  

Para conocer el ciclo del CH4 en los lagos se requiere un balance general, donde se pueda 

conocer; (1) emisión, (2) concentración de CH4 disuelto y (3) las dinámicas de 

producción/consumo a lo largo de la columna de agua de CH4. Se estima que entre el 30 

y 99% del CH4 producido en ecosistemas acuáticos se oxida por metanotrofía, por lo 

tanto es importante conocer las velocidades de oxidación de CH4 en lagos. 

En este trabajo se desarrolló un método para determinar metanotrofía en las zonas 

óxicas de los lagos. Dicho método permitió medir velocidades de oxidación de CH4 en 

condiciones reales de concentración de O2 y CH4, además de poder realizar mediciones 

de potencial metanotrófico, que es la técnica comúnmente utilizada. De esta forma, se 

compararon ambas velocidades, concluyendo que las técnicas de potencial 

metanotrófico dan valores de velocidad de oxidación por mucho mayores a las 

velocidades obtenidas en condiciones reales. Por ello, podría ser que los balances 

reportados en literatura estén sobreestimados. Aunado a lo anterior, el método permitió 

determinar metanotrofía en tres lagos con un amplio rango de estado trófico, lo que 

permitirá a futuro tener un mejor estudio del ciclo del CH4 en diferentes ecosistemas. 
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Abstract 
 

CH4 is one of the most important GHG. It has a Global Warming Potential equal to 34. 

Although general mechanisms involved in Climate Change are known, biogeochemical 

cycles responsible of GHG emissions are not entirely known particularly in freshwater 

ecosystems. These ecosystems are responsible for 6–16% of global emission to the 

atmosphere. Those emissions are the result of several processes, in particular two 

antagonistic processes: methanogenesis (methane production by archaea) and 

methanotrophy (methane oxidation by bacteria). 

In order to have a better knowledge about CH4 cycle in lakes, a general balance is 

required, where three factors can be measured; (1) emission, (2) concentration of 

dissolved CH4 and (3) production/consumption dynamics through water column. It has 

been estimated that globally, 30–99% of total CH4 produced in freshwater ecosystems is 

oxidized by methanotrophy. Because of this, it is important to know methane oxidation 

rates (MOR) in lakes. 

A method to determine methanotrophy in oxic zones has been developed. This method 

allows us to measure MOR in the actual conditions of oxygen and methane 

concentrations in lakes. In addition, we determine potential methanotrophy rates (PMR), 

which is the commonly used technique. We compare MOR and PMR, concluding that 

PMR has bigger values than MOR. Because of that, some of the balances reported might 

be overestimated.  

In addition, with this method we were able to determine MOR and PMR in three different 

lakes, with a wide range of trophic state, which will allow us to have a better evaluation 

of the CH4 cycle in different ecosystems. 
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Introducción 

Calentamiento Global 

El efecto invernadero es un fenómeno natural en el que la radiación térmica emitida por 

la superficie planetaria es absorbida por los gases de efecto invernadero (GEI) 

atmosféricos. Sin este fenómeno la temperatura de la superficie terrestre sería 

aproximadamente de -19°C (Garduño, 2003). En los últimos años se ha incrementado la 

concentración de GEI en la atmósfera, lo que ha provocado que aumente la temperatura 

media de la Tierra (IPCC, 2007), fenómeno conocido como “Calentamiento Global”. A su 

vez, este calentamiento ha generado cambios en el clima de distintas regiones del 

mundo, lo que se conoce como “Cambio Climático”. 

Cada GEI tiene una influencia distinta en el Calentamiento Global, determinada por su 

potencial de calentamiento global (PCG), el cual es un índice basado en el forzamiento 

radiativo (la capacidad para absorber la radiación) de una unidad másica de un 

determinado gas en la atmósfera actual, integrado sobre un horizonte temporal elegido, 

en relación con un gas de referencia (CO2). Por lo tanto, el PCG de un gas representa el 

efecto combinado de su forzamiento radiativo y de su tiempo de vida en la atmósfera 

(IPCC, 2013).  

Los principales GEI, así como su potencial de calentamiento global, se presentan en la 

tabla 1, ordenados de menor a mayor vida media en la atmósfera. No se muestra el CO2 

ya que es el gas de referencia. El presente trabajo se enfoca en el CH4, el segundo GEI 

más importante, y que se describe a continuación. 

Tabla 1. PCG de los principales GEI. El PCG integrado en horizontes temporales de 20 y 100 años. (Modificado de 
IPCC, 2013). El subíndice del PG es el horizonte de tiempo considerado. 

GEI Vida media 
(años) 

PCG20  PCG100 

CH4 12.4 86 34 
HFC-134a 13.4 3790 1550 
CFC-11 45.0 7020 5350 

N2O 121.0 268 298 
CF4 50 000.0 7350 5400 
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Metano 

El CH4 es el segundo GEI más importante, después del CO2. Estudios recientes del IPCC 

han determinado que su participación al Calentamiento Global es mayor a la que se tenía 

estimada. En efecto, en 2007 se reportó que el PCG del CH4 en horizontes de 20 y 100 

años era de 72 y 25, respectivamente (IPCC, 2007), mientras que en la Tabla 1 se 

muestran valores del reporte del IPCC en 2013, siendo estos últimos, superiores. La 

concentración de CH4 en la atmósfera se ha incrementado 2.5 veces desde la época pre-

industrial principalmente por causas antropogénicas (IPCC, 2013). 

Las fuentes de metano se pueden dividir en antropogénicas y naturales. Las fuentes 

antropogénicas incluyen; los cultivos de arroz, la ganadería de rumiantes, la disposición 

de desechos en rellenos sanitarios, fugas de CH4 geológico al extraer combustibles 

fósiles, los incendios forestales y la quema de carbón, leña o combustibles fósiles  

(Heiling, 1994). Las fuentes naturales, incluyen las termitas y diferentes ecosistemas, 

tales como océanos, humedales, pantanos, lagos, tundra y bosques inundados (Khali & 

Shearer, 1993; Ehhalt, 1974).  

Los lagos, a pesar de sólo ocupar menos del 2.8% de la superficie continental (Downing, 

et al., 2006), son responsables de emitir aproximadamente 92 Tg de CH4 al año 

(Bastviken, et. al., 2011). Por ello, es importante conocer el ciclo del CH4 en lagos, y así 

tener una mejor comprensión de las dinámicas de los bioprocesos involucrados en ello, 

ya que de estos ecosistemas acuáticos depende el 16% de las emisiones de GEI a la 

atmósfera (Bastviken, et al., 2011).  

Lagos 

Los lagos son cuerpos de agua natural continental, en condiciones estancadas (lénticas), 

sin comunicación directa con el mar. Constituyen masas de agua permanentes y que se 

depositan en una depresión del terreno, lo que se conoce como cuenca lacustre 

(Cervantes, 2007) o en depresiones causadas por descongelamiento del permafrost en 

zonas boreales y australes. 
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Los lagos actúan como sumideros o fuentes de carbono, lo que depende de numerosos 

factores fisicoquímicos tales como el pH, el oxígeno disuelto, la temperatura y los 

regímenes de mezclado o estratificación y de factores biológicos. La producción o 

consumo de carbono, en específico de CH4, se regirá por el conjunto de dichos factores 

que detallaremos más adelante.  

Temperatura y estratificación vertical. 

Cuando los lagos son relativamente profundos, y cuando los vientos y las corrientes son 

insuficientes para mezclar la columna de agua, se crea un marcado gradiente de 

temperatura, el cual ocasiona la división en estratos la columna de agua. La radiación 

térmica se absorbe en mayor proporción en los primeros metros de la columna de agua. 

Esta capa más cálida se llama epilimnio, y la capa inferior más densa y fría que llega hasta 

el fondo del lago es llamada el hipolimnio. Entre ambas zonas se encuentra una capa de 

transición llamada metalimnio. La sección de la columna de agua en la cual se observa el 

gradiente de temperatura se conoce como termoclina (Figura 2). 

 

Figura 1. Estratificación de lagos (Hutchinson, 1999). 

Generalmente, la estratificación térmica de la columna de agua no es permanente. 

Cuando la estratificación desaparece, se habla de una columna de agua mezclada. Lo que 

dictamina el régimen de estratificación o mezclado es la densidad del agua, la cual 

disminuye conforme aumenta la temperatura, siempre y cuando ésta sea mayor a 4°C. 

Entre los 0 y 4°C el aumento en la densidad será directamente proporcional al aumento 

de la temperatura, es decir, a mayor temperatura, mayor densidad. Por ejemplo, al 

principio de invierno, el enfriamiento de las aguas superficiales por debajo de la 
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temperatura de las aguas del hipolimnio, resulta en una inversión del hipolimino y del 

epilimnio y, consecuentemente el mezclado de la columna de agua. Los lagos de zonas 

templadas son generalmente estratificados todo el año, salvo un episodio de mezclado 

en invierno.  En este caso se habla de lagos monomícticos. En lagos de zonas frías, 

cubiertos por una capa de hielo durante el invierno, se observa una estratificación de la 

columna de agua, causada por temperaturas cercanas a 0°C del agua en contacto con el 

hielo, y temperaturas cercanas a 4°C en el fondo del lago. En esos lagos las relativamente 

altas temperaturas del verano generan también una estratificación térmica. La transición 

entre esas dos épocas de estratificación ocasiona un mezclado de la columna de agua en 

la primavera y al principio del invierno. En este caso, se habla de lagos dimícticos.  

La estratificación térmica también influye en el perfil vertical de otros parámetros. Por 

ejemplo, el régimen de mezclado tiene un importante impacto en el oxígeno disuelto 

(OD), que detallaremos más adelante. El oxígeno proviene de la transferencia desde la 

atmosfera y de la fotosíntesis que ocurre en las capas superior (zona fótica). Cuando la 

columna de agua esta estratificada, el hipolimnio recibe aportes limitados de OD y puede 

volverse anóxico. Al contrario, cuando la columna de agua es mezclada, el hipolimnio 

recibe mayor aportes de OD. Considerando que, por ejemplo, la metanotrofía depende 

de la disponibilidad de OD y de CH4, la estratificación o el mezclado de la columna de 

agua tiene un impacto importante sobre el ciclo del CH4.  

Ciclo de Metano en Lagos 

Los lagos contienen distintos organismos tales como peces, aves acuáticas y otros 

animales pero también zooplancton, fitoplancton y macrófitas, que generan el depósito 

de materia orgánica en los sedimentos del cuerpo acuático, a los cuales se añaden los 

aportes alóctonos de materia orgánica. Esa materia orgánica que se deposita en los 

sedimentos está sujeta a complejos ciclos en los que compuestos de alto peso molecular 

se metabolizan en otros de menor peso molecular. Al final de esa cadena degradativa, y 

si las condiciones son estrictamente anaerobias, arqueas metanogénicas producen CH4 

y CO2. El CH4 y el CO2 producidos en los sedimentos migran a través de la columna de 

agua hasta llegar a la zona óxica, donde el CH4 es parcialmente oxidado por bacterias 
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metanotróficas (Madigan, et al., 2003). También existen organismos capaces de oxidar 

al CH4 en condiciones anaerobias, en presencia de otros aceptores de electrones como, 

nitratos, nitritos o sulfatos (Thauer, et al., 2008). De esta manera, la concentración de 

CH4 obedece a estos dos procesos antagónicos. Un esquema general de estos procesos 

se muestra en la Figura 2.  

 

Figura 2. Esquema de Metanogénesis y Metanotrofía en la columna de agua. 

 

El metano se genera de manera sintrófica en condiciones anóxicas. Los microorganismos 

metanogénicos utilizan sustratos que son generalmente los productos finales de la 

degradación de materia orgánica por microorganismos fermentativos Bacteria y 

Eukarya. Estos sustratos pueden ser H2/ CO2, formato, acetato, metanol, compuestos 

metilados, CO, etanol y alcoholes secundarios (Borrel, et al., 2011).  

Se han identificado tres rutas metabólicas principales para la producción de CH4 

(Hedderich & Witman, 2006): 

 Metanogénesis hidrogenotrófa: la reducción de CO2 a CH4 requiere H2 que es 

producido principalmente por bacteria acetogénicas productoras obligadas de 

hidrogeno (conocidas como OHPA por sus siglas en inglés). Esta ruta 

metanogénica es el principal sumidero del H2 producido por fermentación. Las 

bacterias fermentativas y los metanógenos crecen sintróficamente, ya que los 
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segundos mantienen concentraciones bajas de H2, lo que es necesario para que 

las primeras puedan fermentar. Se estima que 30% del CH4 en ecosistemas de 

agua dulce se produce por esta ruta. 

 Metanogénesis acetoclástica: el acetato se cataboliza por partes, se oxida el 

grupo carboxilo a CO2, y el grupo metilo se reduce a CH4. Sólo los géneros 

Methanosarcina y Methanosaeta, (ambos del orden Methanosarcinales) utilizan 

esta vía, y es la más importante en lagos templados y fríos. 

 Metanogénesis metilotrófica: El grupo metilo se reduce a metil-coenzima M y 

después se reduce a metano. Los electrones para esta reducción provienen de la 

oxidación a CO2 de un grupo metilo adicional. A diferencia de las rutas 

hidrogenotrófica y acetoclástica, los metanógenos metilotróficos no compiten 

por sustrato con las bacterias sulfato-reductoras. 

La metanotrofía es un tipo específico de metilotrofía que puede usar CH4 como fuente 

de carbono. El CH4 se oxida secuencialmente a metanol (CH3OH), formaldehído (CH2O), 

metanoato (HCOO-) y finalmente a dióxido de carbono (Madigan, et al., 2003). Las 

bacterias metanotróficas son capaces de usar la molécula de CH4 como única fuente de 

energía y carbono. Llevan a cabo la oxidación mediante la enzima metano 

monooxigenasa (MMO), y después utilizan las mismas enzimas que se han encontrado 

en otras bacterias aerobias metilotróficas Gram (-) para las subsecuentes oxidaciones de 

metanol a formaldehído, formato y dióxido de carbono, así como para asimilar carbono, 

a partir del formaldehído, en constituyentes celulares (Murrel & Smith, 2010).  

Aunque la metanotrofía más común es la aerobia, se reportado oxidación anaerobia de 

metano. En el caso de lagos, este proceso es dependiente de nitratos/nitritos, mientras 

que en el caso de ecosistemas marinos está acoplada a sulfato-reducción, o es 

dependiente de hierro/manganeso (Borrel, et al., 2011).  

Sin embargo, este estudio se enfoca a la metanotrofía aerobia. Se ha reportado que las 

metanótrofas pueden oxidar hasta 99% del CH4 producido en sedimentos de lagos 

(Bastviken, et al., 2002). El porcentaje de oxidación depende de diversos factores que 



11 
 

afectan a la metanotrofía en los lagos; principalmente la temperatura y la disponibilidad 

de oxígeno disuelto y de CH4, que a su vez dependen de numerosos factores, tal como lo 

describiremos a continuación.  

El crecimiento de bacterias metanotróficas se da cuando hay simultáneamente CH4 y O2 

(Amaral & Knowles, 1995). Como lo hemos visto, el CH4 se produce en los sedimentos y 

migra hacia la superficie. Al contrario, el OD proviene de las capas superiores de la 

columna de agua. Cuando el lago está estratificado, se observa por lo tanto gradientes 

opuestos de OD y de CH4. Como resultado de lo anterior, se observan generalmente 

valores más altos de metanotrofía en zonas cercanas a la oxiclina (Bédard & Knowles, 

1997;Bastviken, et al., 2002; Schmale, et al., 2012).  

El O2 es un parámetro fundamental de los lagos, ya que la presencia de este gas es 

esencial para el metabolismo de todos los organismos aerobios que viven en ecosistemas 

acuáticos. El suministro de dicho gas proviene de la fracción de O2 atmosférico que se 

disuelve en el agua y de la producción fotosintética. Por otro lado, este gas es consumido 

por la biota. La solubilidad del O2 atmosférico depende de la temperatura y de la presión 

atmosférica (Ley de Henry). Por lo tanto, factores como clima y altura sobre el nivel del 

mar tendrás influencia sobre el oxígeno disuelto (Wetzel, 2001). 

La distribución de O2 en la columna de agua se relaciona también con la estratificación y 

el estado trófico del cuerpo de agua. Se reconocen cuatro patrones de distribución de 

oxígeno en cuerpos de agua que presentan una estratificación térmica (Figura 3). En 

cuerpos de agua oligotróficos (presentan una baja actividad fotosintética y por ende, una 

baja productividad), la distribución del oxígeno a lo largo de la columna de agua varía en 

función de la temperatura. Este patrón se conoce como distribución ortogrado, y se 

caracteriza porque no se observan cambios apreciables en la concentración de oxígeno 

disuelto a lo largo del perfil de profundidad.  
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Figura 3. Patrones de distribución de OD en la columna de agua. (Modificado de Horne & Goldman, 1994) 

La curva clinogrado se caracteriza por un contenido relativamente mayor de oxígeno 

cerca de la superficie, donde se desarrolla la actividad fotosintética. Este patrón de 

distribución vertical de oxígeno se observa en cuerpos de agua estratificados, con una 

alta productividad. Se produce una reducción significativa de oxígeno en el hipolimnio, 

como resultado de la descomposición aerobia de la materia orgánica por acción 

biológica. 

La curva heterogrado exhibe una pendiente irregular a lo largo del perfil de profundidad. 

Se puede producir una distribución heterogrado negativa (disminución O2 disuelto) 

como resultado de la acumulación de organismos heteotróficos que lleve a que la 

respiración domine sobre la actividad fotosintética. De igual forma se podría producir 

una distribución heterogrado positiva como resultado de la acumulación de organismos 

fototróficos. Se pueden producir patrones anómalos en la distribución vertical del 

oxígeno disuelto como resultado del asentamiento de aguas superficiales frías, ricas en 

oxígeno (Figura 3). El mismo fenómeno puede también producirse por la estratificación 

a profundidades intermedias de afluentes que tienen una concentración de oxígeno 

diferente. 

Por su parte, la eutroficación es el incremento en la velocidad de suministro de materia 

orgánica a un ecosistema (Nixon, 1995), que a su vez determina el estado trófico de un 

cuerpo de agua. Por lo tanto, al aumentar la materia orgánica disponible se genera un 
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aumento de nutrientes. El enriquecimiento de nutrientes en un lago favorece el 

crecimiento del plancton, lo que aumenta la turbidez del agua. Esta turbidez evita que la 

luz llegue a la vegetación sumergida, por lo que dichas plantas mueren. Con la 

desaparición de la vegetación acuática sumergida se pierden alimentos, hábitats y el OD 

proveniente de la fotosíntesis. Aunado a lo anterior, el fitoplancton se ubica en la 

superficie, y el O2 que produce mediante la fotosíntesis satura las aguas superficiales, 

por lo que el O2 que no se disuelve es emitido a la atmósfera. De esta manera quedan 

sin OD las aguas más profundas, excepto en los periodos en que las aguas se mezclan. 

Por otra parte, cuando el plancton alcanza su máxima densidad poblacional, su 

crecimiento se estanca, y finalmente pasa a la fase de muerte. El plancton muerto se 

asienta y produce en el fondo depósitos espesos de detritos (Moreno Franco, Quintero 

Manzano, & López Cuevas, 2010) que promoverán la metanogénesis. El nivel trófico es 

por lo tanto un parámetro determinante en el ciclo del CH4. 

De acuerdo al estado trófico, los lagos se pueden clasificar en (Forsberg & Ryding, 1980) 

: 

 Oligotrófico: bajo nivel de productividad biológica. Aguas claras, algunas plantas 

acuáticas, pocos peces, fondo arenoso. 

 Mesotrófico: Moderado nivel de productividad, claridad de agua y plantas 

acuáticas. 

 Eutrófico: Alto nivel de productividad. Si hay claridad de agua, hay buena 

cantidad de plantas, por lo contrario, si el agua es turbia, hay pocas plantas 

acuáticas. Gran potencial para soportar la cantidad de peces y vida silvestre. 

 Hipereutrófico: niveles de productividad biológica muy altos, muy pobre claridad 

de agua y abundancia de plantas acuáticas y peces.  
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Antecedentes 

Con algunas simplificaciones menores, el ciclo del CH4 en lagos se describe 

adecuadamente con 3 procesos principales; las emisiones de CH4 a la atmosfera, la 

producción de CH4 por metanogénesis en los sedimentos y la oxidación de CH4 por 

metanotrofía. La determinación de la velocidad de oxidación de CH4 por metanotrofía 

es, por lo tanto, primordial para determinar el ciclo del CH4 y es el objetivo de este 

trabajo.  

 

Técnicas actuales para determinar actividad metanotrófica. 

La actividad metanotrófica se determina generalmente mediante dos métodos; 

1. Perfiles de concentración: Determinar el perfil de concentración de CH4 disuelto en la 

columna de agua del lago permite estimar la velocidad de oxidación. En efecto, tal como 

lo hemos descrito, el CH4 se produce generalmente en los sedimentos y migra hacía la 

superficie, por difusión molecular y, ocasionalmente por ebullición. Por lo anterior, se 

observa generalmente un gradiente de concentración. Conociendo la concentración de 

CH4 en el fondo del lago, su concentración atmosférica y la difusividad o constante de 

difusión del CH4 en la columna de agua, se puede estimar un perfil teórico de 

concentración del CH4. Considerando que concentraciones de CH4 menores a las 

teóricamente estimadas son producto de la oxidación de CH4, se puede determinar el 

perfil de velocidad de oxidación del CH4 en la columna de agua, comparando el perfil 

difusivo teórico y un perfil real, determinado experimentalmente. Este método ha sido 

empleado por varios grupos (Adler, Eckert, & Sivan, 2011; Schmale, et al., 2012; Granin, 

et al., 2013). Su principal ventaja es que permite la determinación de la activad real en 

la columna de agua, pero su principal inconveniente es que requiere de modelos 

difusivos teóricos que todavía no son consensados. Otro inconveniente mayor, es que 

esa técnica es aplicable solamente a lagos térmicamente estratificados, porque el 

régimen de mezclado elimina los gradientes de concentración.  
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Además de la medición del perfil de concentración del CH4, algunos autores reportaron 

la determinación de la marca isotópica del 13CH4 (Bastviken, et al., 2002; Schubert, et al., 

2010; Blees, et al., 2014; Morana, et al., 2015). Esos métodos están basados en el 

fenómeno de fraccionamiento isotópico. Este fraccionamiento describe procesos que 

afectan a la abundancia relativa de los isótopos, a menudo utilizado en geoquímica de 

isótopos. Todos los organismos utilizan preferentemente especies isotópicas más ligeras, 

ya que "los costos de energía" son más bajos, lo que resulta en un fraccionamiento 

significativo entre el sustrato (más pesado) y el producto (más ligero) biológicamente 

mediado. A modo de ejemplo, la fotosíntesis toma preferentemente el isótopo ligero del 

12C durante la asimilación de una molécula de CO2 atmosférico. Ocurre lo mismo en la 

metanotrofía, los metanótrofos usando preferentemente el 12CH4 que el 13CH4. De esta 

manera, el fraccionamiento isotópico puede ser usado para determinar el porcentaje del 

CH4 proveniente de los sedimentos que es oxidado por metanotrofía.  

 

2. Métodos de incubación: Este método directo permite determinar la velocidad de 

oxidación de CH4 en una muestra de agua. Ese método consiste e incubar una muestra 

de agua y determinar la evolución de la concentración de CH4 durante un tiempo 

generalmente de 2 a 10 días. Ese método directo es relativamente simple y permite 

determinar de forma directa la velocidad de oxidación de CH4. No obstante, ese método 

tiene un inconveniente mayor, requiere generalmente del enriquecimiento de la 

muestra con CH4 y/o O2 exógenos. En efecto, las técnicas actuales de cuantificación de 

CH4, tanto por cromatografía como por espectrometría, requieren de muestras en fase 

gaseosa. En la actualidad no existe técnica que permita determinar la concentración de 

CH4 directamente en líquido, con la debida sensibilidad y precisión. Por lo anterior, las 

técnicas de determinación de la concentración de CH4 disuelto en agua se basan en el 

establecimiento de un equilibrio entre la muestra líquida y un espacio de cabeza. 

Midiendo la concentración de CH4 en el espacio de cabeza y conociendo el equilibrio 

gas/líquido (ley de Henry), se puede determinar la concentración de CH4 en el agua. Por 

lo anterior, las incubaciones para la determinación de la actividad metanotrófica 
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requieren de un espacio de cabeza suficientemente importante para permitir la toma de 

varias muestras y su posterior análisis. Antes de la toma de muestra del espacio de 

cabeza, el vial de incubación se agita vigorosamente para establecer el equilibrio 

gas/líquido. La determinación de la actividad metanotrófica se realiza considerando la 

masa total de CH4 presente en el vial, es decir, la suma de la masa de CH4 presente en la 

muestra de agua y el espacio de cabeza. El uso de espacios de cabeza tiene dos corolarios 

importantes; 

En primer lugar, el CH4 y el O2 son gases muy poco solubles, por lo que el uso de un gas 

libre de CH4 y de O2 para el espacio de cabeza significaría un desplazamiento de la casi 

totalidad del CH4 y del O2 disuelto en la muestra de agua. En efecto, a 15°C el coeficiente 

de partición aire/agua del CH4 y del O2 es de aproximadamente 24.5 y 27.0, 

respectivamente. El uso de un espacio de cabeza de igual volumen a la muestra 

significaría que 96.1% del CH4 inicialmente contenido en el líquido se desplazaría hacia 

el espacio de cabeza y, en el caso del O2, se desplazaría aproximadamente 96.4% de la 

concentración inicial. Por lo anterior, la incubación se realizaría bajo condiciones de muy 

baja concentración de CH4 y de O2, por mucho inferior a las condiciones reales en el lago. 

Para evitar lo anterior, usualmente se utiliza aire como espacio de cabeza, 

enriqueciéndolo con un pequeño volumen de CH4. Evidentemente, esa adición de CH4 y 

de O2 modifica considerablemente la concentración de ambos gases en la muestra y la 

velocidad metanotrófica que se determina durante la incubación corresponde a una 

velocidad en condiciones de altas concentración de ambos gases, que llamamos 

“velocidad potencial”.  

En segundo lugar, la toma de muestras regulares del espacio de cabeza, modifica en cada 

muestreo la masa de CH4 y O2 presente así como la presión del espacio de cabeza. Por lo 

tanto, el tratamiento de los resultados debe corregir el impacto de dichos cambios.  

Este método ha sido ampliamente utilizado (Deborde, et al., 2010; Duc, et al., 2010; 

Kankaala, et al., 2006; Utsumi, et al., 1998) y en algunos casos, se corrige la velocidad 

observada potencial utilizando un modelo de tipo Monod y la concentración observada 
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de O2 y CH4 para estimar la velocidad real en el ecosistema (Martinez-Cruz, et al., 2015; 

Lofton, Whalen, & Hershey, 2014;Siljanen, et al., 2011). Algunos autores aplicaron el 

método de incubación conjuntamente con un análisis isotópico que permite determinar, 

además de la actividad metanotrófica, la asimilación del CH4. Algunos autores utilizaron 

14CH4 (Rudd, et al., 1974; Bédard & Knowles, 1997; Bastviken, et al., 2002; Miller, et al., 

2004; Schubert, et al., 2010; Lofton, Whalen, & Hershey, 2014; Blees, et al., 2014), 

mientras que otros autores utilizaron 13CH4 (Morana, et al., 2015) ó C3H4 (Valentine, et 

al., 2001; Carini, et al., 2005; Osudar, et al., 2015). Para medir la concentración de 

isótopos radiactivo (14CH4 o C3H4) se utilizan métodos de análisis de centelleo y para 

medir fracciones de isótopos estables (13CH4) se utilizan métodos de espectrometría de 

masa o de espectrometría láser.  

 

Otra variante de ese método de incubación es la medición de la concentración de CH4 en 

viales con y sin inhibidor de metanotrofía (CH3F) y en ese caso, la actividad metanotrófica 

se determina a partir de la diferencia de concentración a diferentes tiempos (Hershey, 

et al., 2015). 
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Antecedentes del grupo de trabajo. 

Nuestro grupo de trabajo es activo desde hace varios años tanto en el estudio del ciclo 

del CH4 en ecosistemas acuáticos como en el desarrollo de métodos rápidos, precisos, 

aplicables en campo. Es importante subrayar que los métodos que hemos desarrollado 

se basan en una plataforma tecnológica única; un espectrómetro láser de cavidad 

integrada (OA-ICOS, por sus siglas en inglés), lo cual facilita considerablemente el trabajo 

de campo. Al igual que todos los espectrómetros láser, ese detector presenta una 

sensibilidad   proporcional a la distancia recorrida por el rayo láser. Para lograr una alta 

sensibilidad manteniendo la portabilidad, la espectroscopía láser de cavidad integrada 

(OA-ICOS) tiene una cavidad con espejos altamente reflejantes que permiten que el láser 

se refleje alrededor de 1000 veces, generando un recorrido de entre 5 y 10 km. Al estar 

el láser fuera de eje (OA-ICOS), se previene la interferencia óptica dentro de la cavidad y 

la retroalimentación óptica del láser con los espejos (Gupta, 2012). 

Con esa tecnología, los métodos que el grupo desarrolló son (resumidos en Tabla 2); 

1. Medición de la concentración de CH4 y CO2 en la columna de agua: Hemos 

desarrollado un nuevo método OA-ICOS que nos permite determinar, in situ, la 

concentración de CH4 y CO2 disuelto en agua, con alta frecuencia (1 dato/segundo) 

y alta sensibilidad (p.ej. 5 10-9 g L−1 para el CH4; Gonzalez-Valencia, 2014).  

2. Medición de las emisiones de CH4 y CO2 a la atmosfera: Estamos utilizando ahora la 

misma plataforma tecnológica; OA-ICOS, para la determinación de las emisiones de 

CH4 y CO2, que nos permite obtener una definición espacial y temporal 

significativamente mejor que los métodos tradicionales. 

3. Medición de la actividad metanotrófica: Hemos iniciado con métodos usando 

“tunable diode laser absorption spectroscopy” (TDLAS Martinez-Cruz, et al., 2012, 

2015) pero con el interés de migrar la plataforma tecnológica hacia la tecnología OA-

ICOS, que tiene una sensibilidad mayor. Este método es el objeto del presente 

trabajo. 
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En cuanto a la aplicación de los métodos desarrollados por nuestro grupo, hemos 

estimado las emisiones de GEI en lagunas de estabilización (Hernandez-Paniagua, et al., 

2014) y en lagos (Sepulveda-Jauregui et al., 2013), hemos determinado el impacto de la 

contaminación sobe las emisiones de GEI en lagos templados y tropicales (Gonzalez-

Valencia, et al., 2014a) y hemos aplicado los métodos para determinar la importancia de 

la metanotrofía (Martinez-Cruz et al., 2015) y de las dinámicas de CH4 en lagos subárticos 

(Sepulveda-Jauregui et al., 2015). En el historial del grupo, hemos cubierto tanto 

ecosistemas tropicales, templados y subárticos, de México y Estados Unidos y 

recientemente, caracterizamos los ríos Solimoes, Negro, Amazona y Tapájos, de la 

cuenca amazónica brasileña. Desde 2014 estamos también colaborando con la 

Universidad de Magallanes para la caracterización de lagos subantárticos.  
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Tabla 2. Técnicas desarrolladas por el grupo de trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

TÉCNICA MEDICIÓN DETERMINACIÓN 
ACTIVIDAD REAL/ 

POTENCIAL 
REFERENCIA 

CÁMARA 

ESTÁTICA-ICOS 
Flux Emisión _____________ Gonzalez-Valencia, et al., 2014 

HE-ICOS 
Concentración en 

una muestra 

Perfil (calibración de 

M-ICOS) 
_____________ Gonzalez-Valencia, et al., 2014 

Metanotrofía Real y Potencial Este trabajo 

M-ICOS 
Concentración 

continua 
Perfil _____________ Gonzalez-Valencia, et al., 2014 
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Justificación 

El ciclo del metano en lagos depende de dos procesos biológicos antagónicos, a saber la 

metanogénesis y la metanotrofía. Se estima que la metanotrofía oxida entre el 30 y el 

99% del CH4 producido por metanogénesis. La determinación de la velocidad de 

oxidación de CH4 por metanotrofía es por lo tanto primordial para determinar el ciclo del 

CH4. Las técnicas actualmente disponibles se basan en; (i) la estimación de la velocidad 

de oxidación con base en modelo difusivos y (ii) la incubación de muestras. El primer 

método permite determinar un perfil de actividad pero requiere el uso de modelos que 

todavía no son consensados y son aplicables solamente en lagos térmicamente 

estratificados, mientras que el segundo método es una estimación directa, aplicable a 

cualquier ecosistema, pero bajo condiciones modificadas de O2 y CH4, lo cual la convierte 

a mediciones de potencial metanotrófico que no corresponde necesariamente a las 

condiciones reales del ecosistema.   

 

Por lo tanto, se requiere de un método sencillo que permita determinar la actividad 

metanotrófica real en lagos, de forma rápida y sencilla y que cubra un amplio rango de 

velocidades. Este método debe permitir la incubación de muestras discretas sin 

modificar las condiciones iniciales, para obtener velocidades de actividad metanotrófica 

en las condiciones reales de los lagos. 
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Hipótesis 

El método desarrollado, basado en un detector OA-ICOS conjuntamente con 

incubaciones de jeringas herméticas, permitirá determinar la actividad metanotrófica en 

lagos, en condiciones reales y potenciales. 

Objetivo 

Objetivo General 

Desarrollar un método para determinar la actividad metanotrófica real y potencial en la 

columna de agua de lagos, basado en espectroscopía láser. 

Objetivos Específicos 

 Desarrollar un método para determinar actividad metanotrófica en la columna 

de agua de lagos, en condiciones reales y potenciales. 

 Aplicar el método en lagos subantárticos y templados. 

 Comparar actividad metanotrófica, bajo condiciones reales y potenciales, en 

lagos subantárticos y templados. 
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Materiales y métodos 

Método de determinación de actividad metanotrófica. 

Basado en una revisión de la literatura que mostró que la técnica de determinación de 

actividad metanotrófica por incubación es más fácil de utilizar que los métodos basados 

en el perfil de CH4 disuelto en la columna de agua, se consideró el desarrollo de un nuevo 

método de incubación. Tal como lo hemos visto en los antecedentes, el principal 

problema de las técnicas tradicionales de incubación es el requerimiento de un espacio 

de cabeza, para poder medir la concentración de CH4 disuelto, con base en el equilibrio 

gas/liquido. Ese espacio de cabeza impide la medición de la actividad metanotrófica en 

condiciones idénticas a las del ecosistema acuático. Para eliminar esos inconvenientes, 

nuestro planteamiento es; (i) realizar incubaciones sin espacio de cabeza, (ii) tomar sub-

muestras de líquido a tiempos regulares, (iii) determinar la concentración de CH4 en esas 

sub-muestras de forma independiente al recipiente de incubación y, por lo tanto, (iv) 

realizar las incubaciones en viales de volumen variables para que la toma de las sub-

muestras no afecte la presión del sistema. Para realizar lo anterior, se propuso; (i) utilizar 

jeringas como recipiente de incubación y (ii) utilizar un detector OA-ICOS para 

determinar la concentración de CH4 en las sub-muestra, de acuerdo con un esquema 

tradicional de equilibrio gas/líquido entre la sub-muestra de agua y un espacio de cabeza 

libre de CH4. La Figura 4 muestra un esquema del concepto general, con las siguientes 

etapas;  

1. Muestras de agua son tomadas a la profundidad deseada del lago, mediante una 

bomba peristáltica operada con batería. Para evitar entradas de aire atmosférico, 

se purgan las jeringas tres veces con nitrógeno libre de CH4 antes de enjuagarlas 

varias veces con agua de la muestra, evitando la presencia de burbujas de gas.  

2. Las mismas jeringas se incuban a la temperatura media del lago.  

3. A tiempo regulares se toman sub-muestras de las jeringas para la determinación 

de la concentración de CH4 disuelto. Las jeringas de sub-muestreo se purgan 

previamente con nitrógeno libre de CH4.  

4. Una vez conteniendo la sub-muestra, se añade a la jeringa un volumen conocido 

de nitrógeno libre de CH4. 

5. Se establece el equilibrio gas/líquido mediante agitación con un vortex. 
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6. Se elimina la fase líquida de las jeringas de sub-muestreo.  

7. Se inyecta el espacio de cabeza de las jeringas de sub-muestreo en un flujo 

continuo y conocido de nitrógeno libre de CH4 que pasa por el detector OA-ICOS. 

8. El detector da una señal de respuesta de tipo “pico” de forma semejante a un 

cromatógrafo de gas, señal que se integra para determinar la concentración de 

CH4, mediante la calibración correspondiente.  

 

Figura 4. Descripción general del método MA-ICOS. Las etapas son explicadas en el texto previo. 

Como lo hemos descrito anteriormente, este método permite determinar la actividad 

metanotrófica bajo condiciones reales. El mismo concepto puede utilizarse para 

determinar la actividad potencial, asegurándose que las jeringas de incubación 

contengan un espacio de cabeza de aire enriquecido con CH4. El mismo método permite 

por lo tanto medir actividad real y potencial. Este método se nombró MA-ICOS, por sus 

siglas en inglés; “Methanotrophic Activity - Integrated Cavity Output Spectroscopy”. 

Cabe mencionar que el uso de un detector OA-ICOS permite el uso de la misma 

plataforma tecnológica que las técnicas de medición de fluxes y de concentración de gas 

disuelto, desarrollados por el grupo de trabajo.  
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En una primera etapa, utilizamos jeringas de incubación de polipropileno (PP) de 60 mL, 

para la realización de los ensayos de metanotrofía real y potencial. No obstante, tal como 

lo describiremos en la sección de resultados, en el transcurso de este trabajo observamos 

que la permeabilidad del PP no era despreciable e influyó sobre la concentración de CH4 

y O2. Por lo anterior, en una segunda etapa se sustituyeron las jeringas de PP de 60 mL 

por jeringas de 10 mL de vidrio para la realización de los ensayos de actividad real. Como 

lo veremos, las jeringas de PP de 60 mL no fueron sustituidas para los ensayos de 

actividad potencial. En todos los casos las sub-muestras fueron tomadas con jeringas de 

PP de 12 mL. Los detalles metodológicos están descritos en la Tabla 3. 

Tabla 3. Metodología de MA-ICOS con las diferentes jeringas de incubación. 

 Real PP Real 
vidrio 

Potencial PP 

Incubación Volumen muestra (mL) 60 10-12 50 
Volumen espacio de cabeza (ml) No Aplica No Aplica 10 
Gas utilizado No Aplica No Aplica Aire+CH4 
Tiempo de agitación (s) No Aplica No Aplica 20 

Medición Volumen sub-muestra (mL) 5 2-3 2-5 
Volumen espacio de cabeza (mL) 5 5 5 
Gas utilizado N2 N2 N2 

 Tiempo de agitación (s) 20 20 20 

 

La técnica de determinación de concentración por inyección de muestras discretas en un 

detector OA-ICOS ha sido previamente utilizada por nuestro grupo de trabajo, así como 

también por Gülzow et al. (2011), quienes reportaron que la precisión de esa técnica es 

similar a la de las técnicas de cromatografía. La integración del pico de respuesta del 

detector OA-ICOS se realizó de forma numérica con un programa Excel. La calibración 

del método se realizó con la inyección de volúmenes conocidos de estándares de 20, 50, 

100, 200 y 500 ppm (INFRA, México). Los estándares se midieron también en un 

Cromatógrafo de gases. Una vez obtenida la concentración en el espacio de cabeza de la 

jeringa de sub-muestra, se determinó la concentración en la muestra líquida original 

mediante la constante de Henry (Ecuaciones 1, 1.1 y 1.2), donde; Cm es la concentración 

de CH4 en la muestra original (mg·L-1), Cl la concentración de CH4 en la sub muestra (mg·L-

1), α el coeficiente de partición aire-agua (-), Vl el volumen de sub-muestra (mL), Vg el 
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volumen de N2 añadido como espacio de cabeza (mL), Cg, concentración de CH4 en el 

espacio de cabeza (mg·L-1), PMCH4 el peso molecular de CH4, Vmol el volumen molar a 

presión y temperatura de incubación (L·mol-1) y H la constante de Henry a la temperatura 

de incubación (mol·L-1·bar-1) (NIST, 2011). 

 

𝐶𝑚 = (
(𝐶𝑙∗𝑉𝑙)+(𝐶𝑙)∗𝛼∗𝑉𝑔

𝑉𝑙
) (1) 

𝐶𝑙 = 𝐶𝑔 ∗
(𝑃𝑀𝐶𝐻4)∗1000

1000000∗𝑉𝑚𝑜𝑙∗𝛼
 (1.1) 

 

𝛼 =
1

𝐻∗𝑉𝑚𝑜𝑙∗1.013
 (1.2) 

 
 

La velocidad de oxidación de CH4 real se determinó con base en la diferencia de 

concentración (Cm) en función del tiempo. En el caso de la determinación de la velocidad 

potencial, como la incubación se realizó en jeringas con espacio de cabeza, se requirió 

de un cálculo adicional. En efecto, para determinar la actividad metanotrófica, se 

requiere determinar el consumo total de CH4, presente tanto en el agua como en el 

espacio de cabeza de la jeringa de incubación. Para tal efecto, se definió una 

concentración total aparente de CH4 (C*m), igual a la masa total de CH4 presente en la 

jeringa de incubación dividida por el volumen de agua presente en dicha jeringa 

(Ecuación 1.3), donde C*m es, como ya se mencionó, la concentración de CH4 en la jeringa 

de incubación (mg·L-1), Cm la concentración de CH4 en la sub muestra (mg·L-1), α el 

coeficiente de partición aire-agua (-) (Ecuación 1.2), Vlv el volumen de líquido en la jeringa 

de incubación (mL), y Vgv el volumen de gas en jeringa de incubación (mL). 

 

𝐶𝑚
∗ =

(𝐶𝑚∗𝑉𝑙𝑣)+(𝐶𝑚∗𝛼∗𝑉𝑔𝑣)

𝑉𝑙𝑣
 (1.3) 

 

Para determinar la velocidad de oxidación, se realizaron ajustes a cinéticas tipo Monod. 

Se trazaron gráficas de concentración vs tiempo, y se calculó la velocidad al origen, 

considerando los parámetros de KS y Rmax resultantes del ajuste, así como la 

concentración inicial de la muestra. 
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Con el fin de reducir el error experimental, se realizó un análisis volumétrico exhaustivo 

de las jeringas, con el fin de determinar el volumen real de las jeringas y el error asociado 

al volumen. El método utilizado fue gravimétrico, llenando las jeringas con agua destilada 

a 20°C hasta diferentes volúmenes marcados, y pesando el agua añadida con una balanza 

electrónica Velab ES-1000H (capacidad máxima 1000 g; precisión 0.01 g). La densidad del 

agua se calculó de acuerdo a la Ecuación 3.1 (ver más adelante). 

El método que planteamos se basa en el establecimiento de un equilibrio gas/líquido en 

las jeringas de 12 mL de sub-muestras así como en las jeringas de PP de 60 mL utilizadas 

para determinar velocidades potenciales de la metanotrofía. El tiempo de agitación 

requerido para alcanzar el equilibrio fue determinado de acuerdo con Sepulveda-

Jauregui, et al., (2012). En una jeringa de sub-muestreo de 12 ml se tomaron 5 ml de una 

muestra de agua sintética con una concentración conocida de CH4 disuelto, se añadieron 

5 ml de N2 y se agitó durante un tiempo determinado. Después se midió la concentración 

en el espacio de cabeza, retirando previamente el agua de la jeringa. Se determinó el 

coeficiente de transferencia de masa KLa mediante la Ecuación 2, donde; %sat es el 

porcentaje de saturación de CH4 y t el tiempo de agitación. 

𝐾𝐿𝑎 = −𝑙𝑛
100−%𝑠𝑎𝑡

100
∗

1

𝑡
 (2) 

 

Cabe mencionar que los ensayos de equilibrio se realizaron exclusivamente con las 

jeringas de 12 mL. En efecto, Sepulveda-Jauregui y col. (2012) ya reportaron curvas de 

equilibrio en recipiente de las mismas dimensiones que las jeringas de 60 mL utilizadas 

para la determinación de la velocidad de oxidación de CH4 potencial.  

Para determinar la permeabilidad al O2 y CH4 de las jeringas se realizaron experimentos 

con agua sintética, con una concentración determinada de CH4, o saturadas de N2, y se 

determinó el cambio de concentración de O2 y CH4 durante un tiempo similar al de la 

incubación de las muestras de los lagos (10 días). Para la medición del cambio de 

concentración de CH4 se utilizó la técnica MA-ICOS, y para la concentración de O2 se 

utilizó un sensor de fluorescencia (Quenching fluorescent sensor), el cual se basa en la 
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atenuación de la fluorescencia de una molécula activa en presencia de O2. Dicha 

molécula se encuentra contenida en un parche que puede adherirse a la pared de un 

recipiente, en este caso, en las jeringas. Para realizar la medición, se colocaron las 

jeringas, con parche, sobre un equipo de medición de fluorescencia (CellPhase, 

Fluorometrix E.U.). Esta técnica ya ha sido utilizada por el grupo de trabajo (Gerardo 

Nieto, 2014), demostrando que puede medirse el O2 de forma no invasiva en diversos 

recipientes.  

Análisis de datos 

Los datos obtenidos de cambio de concentración respecto al tiempo se ajustaron a un 

modelo simple de Monod, utilizando el programa AquaSim 2.0 para estimar los 

parámetros cinéticos de KS y Rmax. Con estos datos, y con la concentración inicial medida, 

se calculó la velocidad de oxidación de CH4. Los perfiles verticales de velocidad de 

oxidación se presentan como la media aritmética de las réplicas con su respectiva 

desviación estándar.   

Tanto la calibración de estándares, como determinación de la precisión del OA-ICOS y de 

las jeringas utilizadas, se obtuvieron a partir de regresiones lineales, realizadas con 

Microsoft Office Excel 2013.   

 

Sitios de estudio.  

Para probar el método de determinación de la actividad metanotrófica, lo aplicamos 

para determinar perfiles de actividad en tres lagos, dos mexicanos y uno chileno. Los 

lagos mexicanos fueron Presa-Lago de Guadalupe (LG), ubicado en el municipio de 

Cuautitlán Izcalli, y Presa El Llano (LL), en el municipio de Villa del Carbón, ambos del 

Estado de México. Estos dos cuerpos de agua se encuentran en la misma cuenca 

hidrológica, a la misma altitud, por lo tanto, tienen las mismas características 

macroclimáticas (Sepulveda-Jauregui, et al., 2013). Esos dos lagos se distinguen por un 

nivel trófico drásticamente diferente; siendo el Lago de Guadalupe hipereutrófico y 

altamente contaminado mientras que el Lago el Llano es mesotrófico y no contaminado. 
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En cuanto al lago chileno, seleccionamos el Lago Hambre (LH), el cual también es 

mesotrófico y no contaminado. Este lago se localiza a 80 km de la ciudad de Punta 

Arenas, capital de la Región de Magallanes. Esta zona cuenta con una densidad 

poblacional estimada de 1.2 hab/km2 (INE, 2012). Por otra parte, LH se localiza dentro 

de la ecorregión subantártica de Magallanes, que es una de las 24 mejor conservadas en 

el mundo (Rozzi, et al., 2012). Cada uno de los lagos fue caracterizado en dos épocas 

contrastantes.  

Tabla 4. Ubicación de los puntos de muestreo. 

LAGO UBICACIÓN FECHAS DE MUESTREO PUNTO DE MUESTREO 

EL LLANO Villa del Carbón, Edo. 
de México, México 

Abril (primavera) y julio 
(verano) 

19.6584° N, 99.5076° O  

GUADALUPE Cuautitlán Izcalli, Edo. 
de México, México 

Abril (primavera) y julio 
(verano) 

19.6310° N, 99.2567° O 

HAMBRE Puerto del Hambre, 
Magallanes, Chile 

Febrero (verano) y junio 
(otoño-invierno) 

53.1758° S, 71.0083° O 

 

Muestreo. 

Jeringas limpias, tanto de polipropileno como de vidrio, se llenaron con N2 de alta pureza 

en el laboratorio, antes de ir al sitio de muestreo. Una vez en el punto de muestreo se 

les vació el N2 y se llenaron con agua del lago a una determinada profundidad. El llenado 

fue utilizando una bomba peristáltica, y después de enjuagar tres veces cada jeringa, 

éstas se cerraron con una válvula de 3 vías. Las muestras se tomaron por duplicado, 

considerando entre 8 y 10 profundidades para cada lago. La profundidad se seleccionó 

con base en la concentración de OD, misma que se midió con una sonda 

multiparamétrica YSI 556 o HANNA HI 9828. De esta manera se tomaron muestras de la 

zona tanto óxica como anóxica de cada lago, mismas que fueron incubadas a la 

temperatura media del lago, durante una semana aproximadamente.  

Estratificación y mezclado.  

Para determinar el régimen de estratificación o mezclado de los lagos, se usó el 

parámetro de estabilidad relativa de la columna de agua (RWCS por sus siglas en inglés), 

el cual otorga un valor numérico, basándose en la diferencia de densidad entre el agua 
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superficial y el agua del fondo del lago, considerando que la diferencia entre estas 

densidades es la fuerza motriz que ocasiona el mezclado de las aguas. La densidad del 

agua depende principalmente de su temperatura, por lo que RWCS se determina con 

base en la diferencia de temperaturas, como lo muestra la Ecuación 3 (Naselli-Flores & 

Barone, 2005), donde; ρf es la densidad del agua en el fondo, ρs la densidad del agua 

superficial, ρ4° la densidad del agua a 4°C y ρ5° la densidad del agua a 5°C. 

𝑅𝑊𝐶𝑆 =
𝜌𝑓−𝜌𝑠

𝜌4°−𝜌5°
    (3) 

Para calcular la densidad del agua de cada lago, se utilizó la ecuación (3.1) (Tanaka, et 

al., 2001), la cual toma en cuenta la temperatura del agua (T, en °C) y añade correcciones 

por aire disuelto (Cad) y el factor de compresibilidad (Fc), así como constantes que 

dependen de la temperatura (a1=-3.983035°C, a2= 301.797°C, a3=522 528.9°C2 , 

a4=69.34881°C, a5=999.972 kg·m-3). 

𝜌 = {𝑎5  [1 −
(𝑇+𝑎1)2(𝑇+𝑎2)

𝑎3(𝑇+𝑎4)
] + 𝐶𝑎𝑑} ∗ 𝐹𝑐   (3.1) 

Para calcular los factores de corrección Cad y Fc, se tienen las ecuaciones (3.2) y (3.3). 

𝐹𝑐 =  [1 + (𝐾0 + 𝐾1 ∗ 𝑇 + 𝐾2 ∗ 𝑇2) ∗ (𝑃 − 𝑃0)] (3.2) 

Donde: 

P= presión atmosférica en Pa 
P0 = 101 325 Pa 
K0 = 50.74 x 10 -11 Pa-1 
K1 = -0.326 x 10-11 Pa-1·°C-1 
K2 = 0.004 16 x 10 -11 Pa-1·°C-2 

 

𝐶𝑎𝑑 = 𝑠0 + 𝑠1 ∗ 𝑇   (3.3) 
 

Donde: 
s0 = 4.612 x 10 -3 kg·°m-3 
s0 = 0.106 x 10 -3 kg·°m-3·°C-1 
 

Una vez obtenido el valor de RWCS, se clasificó el mezclado del lago de acuerdo al criterio 

utilizado por Branco y col. (2009), como se muestra en la tabla 5. El perfil de temperatura 

de cada lago fue medido con una sonda YSI 556 para el periodo de primavera de LG y LL 
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y de verano para LH, mientras que los otros muestreos fueron con una sonda HANNA HI 

9828.  

 

Tabla 5. Clasificación de acuerdo al RWCS 

Valor de RWCS Régimen del lago 

RWCS <16.3 Mezclado 
16.3 < RWCS < 56.5 Débilmente estratificado 
RWCS >56.5 Fuertemente estratificado 
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Resultados 

Régimen de mezclado 

La temperatura se midió in situ, y con estos datos, se calculó el RWCS, de acuerdo con la 

ecuación de Naselli-Flores y col. (2005), mencionada en el capítulo de Material y 

Métodos. El régimen de mezclado o estratificación se determinó de acuerdo con Branco 

y col. (2009). Estos resultados se muestran en la tabla 6. 

Tabla 6. Régimen de mezclado/estratificado en cada época de muestreo. 

Lago 
Régimen (RWCS) 

Primavera Verano Invierno 

LG 
Estratificación fuerte 
(106.43) 

Estratificación fuerte 
(67.93) 

-------------------- 

LL 
Estratificación fuerte 
(98.23) 

Mezclado (15.85) -------------------- 

LH -------------------- 
Estratificación fuerte 
(66.50) 

Mezclado (0.77) 

La Figura 5 muestra los perfiles de temperaturas de los lagos. Se puede apreciar el 

régimen de mezclado de LL en verano y de LH en invierno. LH presentó una temperatura 

casi uniforme en la columna de agua. Por otra parte, la Figura 5 muestra que LG presentó 

una estratificación fuerte en ambos muestreos, siendo la diferencia de temperaturas 

entre la superficie y el fondo de hasta 4°C. Magaña Rodríguez (2013) y Gerardo Nieto 

(2014) reportaron resultados similares en cuanto a los regímenes de estratificación en 

LG, señalando que el mezclado tiende a ser en invierno. Nuestros resultados, 

combinados con los de Magaña Rodríguez (2013) y de Gerardo Nieto (2014) sugieren que 

los 3 lagos estudiados son monomícticos. 

La gráfica de temperatura para LG en verano termina en 14m, cuando la misma gráfica 

muestra mediciones en primavera de hasta 20 m. Esa diferencia de nivel de agua se debió 

a la extracción de una importante cantidad de agua durante la época de sequía. Magaña 

Rodríguez (2013) también reportó disminución del nivel de LG por la misma causa.  
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Figura 5. Perfiles de temperatura en diferentes estaciones del año. 

 

Perfil de Oxígeno Disuelto 

El OD se midió in situ en cada muestreo, y a partir de los datos obtenidos se realizaron 

perfiles, mismos que se presentan en la Figura 6. En el caso de LL sólo se midió OD en 

primavera, debido a una falla de la sonda multiparamétrica durante el muestreo de 

verano. En LG, la oxiclina y la termoclina no coincidieron, como reportado anteriormente 

por Magaña Rodríguez (2013) y González Valencia (2010). Esa diferencia de perfil sugiere 

que el estado trófico de LG controló más el perfil de OD que la estratificación térmica. Al 

ser un lago que se mezcla una sola vez al año, se dificulta la transferencia de oxígeno de 

la atmósfera a zonas inferiores a la oxiclina. Por otro lado el lago con mayor temperatura 

fue LG, y Sepúlveda Jáuregui (2008) menciona que a mayor temperatura del lago, menor 

solubilidad de oxígeno en éste, además de favorecer la actividad microbiana, agotando 

el O2 presente y generando zonas anóxicas.  

En LL y en LH, en cambio, la oxiclina coincidió con la termoclina. En el caso de LL, toda la 

columna de agua presentó condiciones óxicas. Este lago se cataloga como mesotrófico, 

lo cual explica que la columna de agua se encuentre más oxigenada en comparación con 
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LG, como lo reportan González Valencia (2010) y Sepúlveda Jáuregui (2008), además de 

que presenta mezclado en verano, permitiendo la transferencia de O2 a lo largo de la 

columna de agua. A pesar de no contar con datos para realizar un perfil de OD en el 

muestreo de verano, se infiere que, por presentar régimen de mezclado, las condiciones 

de la columna de agua también eran óxicas. 

La Figura 6 muestra que en LH la concentración de OD en verano era más baja que en 

invierno, probablemente debido a que la temperatura del lago era baja (2°C) en invierno, 

favoreciendo la solubilidad del oxígeno y también por una menor actividad de 

respiración microbiana. Por otra parte, en verano se distinguió claramente la oxiclina, y 

después de los 6m el agua carecía de OD. Cabe señalar que nuestro grupo de trabajo es 

pionero en el estudio de este lago, por lo que no se tienen reportes previos de su 

caracterización.  

 

Figura 6. Perfiles de OD en diferentes épocas del año. 
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A partir de estos perfiles de oxígeno, se determinó la profundidad a la que se tomaron 

las muestras, con la finalidad de abarcar tanto la zona óxica como la anóxica. 

 

Determinación de actividad metanotrófica 

Técnica de medición de concentración de CH4 disuelto 

Precisión analizador OA-ICOS. 

Con el fin de verificar la concentración de los estándares que posteriormente sirvieron 

para la calibración del detector OA-ICOS, se verificó la concentración de 8 estándares por 

cromatografía de gas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7A, con una 

pendiente de 1.0016 y un coeficiente de correlación de 0.9999. En una segunda etapa, 

esos mismos estándares fueron inyectados al analizador OA-ICOS, y las mediciones 

obtenidas se muestran en la Figura 7B, con una pendiente de 0.9998 y un coeficiente de 

correlación de 0.9986. Esos resultados confirman la precisión del espectrómetro OA-

ICOS, con un coeficiente de variación de 0.65% ± 0.2. 

Figura 7. A) Calibración de estándares en Cromatógrafo de Gases. B) Precisión del analizador de GEI basado en OA-
ICOS. 

 

Calibración volumétrica de jeringas. 

Como se mencionó en Material y Métodos, nuestro método se basa en diversas 

configuraciones de jeringas, con y sin espacio de cabeza. En varias etapas de la 

metodología, se establecen equilibrios gas/líquido, muy sensibles a cualquier error de 

volumen. Por lo anterior, una etapa primordial en el desarrollo del método era 

asegurarnos de la precisión de los volúmenes de las jeringas de incubación y de sub-

B A 
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muestras. Tanto las jeringas de 12 ml como las de 60ml se llenaron a diferentes 

volúmenes marcados, y se verificó el volumen de forma gravimétrica. El coeficiente de 

variación del volumen de las jeringas de 12 fue de 0.34% ± 0.26, con un máximo 0.7%, y 

en el caso de las jeringas de 60 ml el CV fue de 0.13% ± 0.07 con un máximo de 0.3%. Las 

gráficas de la calibración volumétrica se muestran en la Figura 8. 

  

 

Permeabilidad jeringas 

Al inicio de este trabajo, se desarrolló el método con jeringas de PP. En el transcurso del 

proyecto, se observó que dichas jeringas eran permeables a los gases. Para cuantificar 

dicha permeabilidad y establecer el impacto que pueda tener sobre los experimentos se 

determinó el coeficiente de transferencia de masa (KLa). La Figura 9A muestra un 

ejemplo de la evolución de la concentración de OD en una jeringa de 60 mL de PP, 

previamente llenada con agua anóxica. La Figura 9A muestra un comportamiento 

asintótico, relativamente bien descrito por una ecuación de KLa. En promedio, el KLa fue 

de 0.033 ± 0.004 h-1. Este valor de KLa corresponde a una tasa máxima de transferencia 

de oxígeno (OTRmax) de 0.20 mg L-1 h-1, en las condiciones de la ciudad de México de y de 

hasta 0.42 mg L-1 h-1, al nivel del mar y una temperatura de 5°C (condiciones, p.ej. de LH 

en otoño). Esos valores no son despreciables y significan que las jeringas de PP no 

permiten la determinación de la actividad metanotrófica real, conservando la misma 

concentración de OD que la del lago. Al contrario, las jeringas de PP son ideales para 
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realizar pruebas de actividad potencial, porque evitan condiciones limitantes de OD. Para 

confirmar lo anterior, se realizaron pruebas abióticas, durante las cuales se determinó la 

perdida de CH4 en jeringa de 60 mL. La Figura 9B muestra un ejemplo de los resultados 

obtenidos, en la cual se puede observar una pérdida significativa de la concentración 

inicial de CH4.  

 

Figura 9. Permeabilidad jeringas de polipropileno. A) Prueba de entrada de O2. B) Prueba de pérdida de CH4. Ambas 
pruebas fueron abióticas, en jeringas de 60 mL sin espacio de cabeza. 

Los valores de permeabilidad observados corresponden a una pérdida de 

aproximadamente 20% de la concentración inicial en las primeras 24 h durante ensayos 

de determinación de actividad metanotrófica. Por esta razón, se determinó utilizar 

jeringas impermeables, a partir de los segundos muestreos de los lagos. La 

permeabilidad de las jeringas de vidrio se probó durante nuevos ensayos de laboratorio. 

Lo resultados obtenidos confirmaron la ausencia de intercambio gas/líquido. Como 

ejemplo para ilustrar lo anterior, la Figura 12 muestra el perfil de la concentración de CH4 

observado en una muestra de LG anóxica, es decir en ausencia de oxígeno. Esa Figura 

muestra claramente la ausencia de cambio de concentración, demostrando la ausencia 

de permeación del CH4, e indirectamente, la ausencia de entrada de OD. En efecto, en 

presencia de entrada de OD, el CH4 contenido en la muestra hubiera sido oxidado.   

 

Tiempo de agitación 

Como mencionado en Material y Métodos, varias etapas de la metodología implican el 

establecimiento de equilibrios gas/líquido, que se alcanzan mediante agitación, con un 
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vortex. Por lo anterior, una etapa importante del desarrollo del método era determinar 

el tiempo de agitación requerido para alcanzar el equilibrio en las jeringas de PP de 12ml 

que fueron utilizadas para determinar la concentración de CH4 en las sub-muestras.   Se 

hicieron pruebas agitando una alícuota de muestra sintética de concentración de CH4 

conocida a distintos tiempos; i.e. de 5 a 20 s. La Figura 10 muestra un ejemplo de 

resultado obtenido, indicando que 99% del equilibrio fue alcanzado en 15 s. De acuerdo 

con ese resultado, las muestras se agitaron por 20 s en el resto de los experimentos. 

Cabe mencionar que no se realizaron pruebas de equilibrio en jeringas de PP de 60 ml, 

utilizadas para la realización de los ensayos de potencial metanotrófico, porque ese 

tiempo de agitación fue previamente caracterizado (Sepulveda-Jauregui et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Determinación de tiempo de agitación de la sub-muestra para alcanzar el equilibrio gas/líquido. 

 

Perfiles temporales de concentración de CH4 real y potencial. 

Durante los ensayos de actividad metanotrófica, se observaron diferentes tipos de 

perfiles temporales de CH4 disuelto. Durante los ensayos de actividad real distinguimos 

3 tipos de perfiles temporales, que se ilustran en la Figura 11 (columna izquierda). El 

perfil más observado fue de tipo 2, donde claramente se observa una reducción 

progresiva de la velocidad de oxidación del CH4, resultando en una curva asintótica de la 

concentración de CH4. En otras ocasiones, observamos una velocidad constante, 

resultando en un perfil de concentración lineal. Finalmente, en algunos casos, 
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lo general, los perfiles de tipo 1 se observaron a mayor concentración de CH4 inicial, 

mientras que los perfiles de tipo 2 fueron generalmente observados a menores 

concentraciones de CH4. Lo anterior sugiere una cinética de tipo Monod, de orden 0 a 

concentraciones de CH4 muy superiores a la constante de afinidad y de orden variable a 

concentraciones cercanas a la constante de afinidad. Por su parte, los perfiles de tipo 3 

fueron observados exclusivamente en las muestras de superficie y a concentraciones 

muy bajas de CH4. Lo anterior se podría por lo tanto explicar por errores de medición y/o 

por un comportamiento biológico más complejo. En efecto, está claramente establecido 

que, en la superficie de los lagos, los ciclos biogeoquímicos son más complejos que en 

zonas profundas por ser una zona fótica y con intercambios con la atmosfera.  

 

Figura 11. Perfiles temporales de concentración de CH4. 

De igual forma, durante los ensayos de actividad potencial, se observaron tres tipos de 

perfiles de CH4 disuelto (Figura 11, columna derecha), siendo los perfiles de tipo 1 y 2 

similares a los perfiles observados durante los ensayos de actividad real. Al contrario, se 
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observó, en el perfil de tipo 3, la existencia de una fase lag que no se ha observado en 

ningún ensayo de actividad real. Esa fase lag fue anteriormente reportada en ensayos de 

actividad potencial por Martinez-Cruz et al. (2015). Se sugiere que esa fase lag sea 

causada por una adaptación de los microrganismos metanótrofos a las nuevas 

condiciones del cultivo (concentraciones relativamente altas de OD y de CH4).  

Considerando los diferentes perfiles temporales observados y para evitar 

determinaciones arbitrarias, las velocidades de oxidación de CH4 se determinaron 

después de un ajuste del modelo de Monod a los datos experimentales. Después de ese 

ajuste, salvo en los casos de perfiles de tipo 3 de actividades potenciales que fueron los 

casos donde una fase lag fue observada, la velocidad de oxidación se consideró como la 

velocidad de oxidación al origen (tiempo 0). En el caso de los perfiles de tipo 3 de 

actividad potencial se eliminaron los datos de la fase lag para evitar datos que no son 

propios de la oxidación de metano.  

A partir de los ajustes del modelo de Monod a los datos experimentales, se obtuvieron 

los parámetros cinéticos de velocidad máxima (Rmax) y de constante de afinidad para CH4 

(KS). La Tabla 7 muestra los valores de esos parámetros y sus respectivas desviaciones 

estándares.  Los resultados obtenidos fueron sorprendentes. En efecto y en primer lugar, 

los valores de KS obtenidos por ajuste del modelo de Monod fueron no solamente muy 

variables sino también muy altos. Los pocos valores de KS reportados por la literatura son 

del orden de 0.07 a 0.17 mg L-1 (Lidstrom & Somers, 1984; Lofton, et al, 2013; Shelley, et 

al, 2015). En nuestro caso, los valores obtenidos fueron de 4 a 160 veces mayores (Tabla 

7). Valores tan altos son difícilmente justificable y, en nuestra opinión, cuestionable. En 

efecto, el método que desarrollamos no permitió obtener un gran número de 

mediciones y por lo tanto, el ajuste del modelo de Monod a los datos experimentales 

está sujeto a un error probablemente importante. Adicionalmente, la literatura reporta 

baja identificabilidad de los parámetros KS y Rmax cuando se determinan en conjunto a 

partir de un solo set de experimentos (Vanrolleghem, et al., 1995; Vanrolleghem & 

Keesman, 1996). Adicionalmente, cabe mencionar que los valores de Rmax son valores 

dependientes de la concentración de metanótrofos presente en la muestra. 
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Desconocemos esos valores y por lo tanto, los valores indicados en la Tabla 7 son sólo 

indicativos y de ninguna forma intrínsecos. Cabe destacar que la probable baja 

confiabilidad de los resultados de KS, no afecta los valores de actividad. En efecto, los 

valores de actividades fueron determinados a partir de la pendiente al origen del perfil 

temporal de CH4 disuelto, insensible a los valores de KS y/o Rmax. 

Tabla 7. Parámetros cinéticos obtenidos en los ensayos de metanotrofía. 

  REAL POTENCIAL 

  Ks DE Rmax DE Ks DE Rmax DE 

LH 
Verano 0.795 0.155 0.021 0.018 0.760 0.366 0.046 0.030 

Invierno 0.835 0.156 0.012 0.015 NA -- NA -- 

LL 
Primavera 0.894 0.056 0.019 0.009 0.933 0.049 0.028 0.010 

Verano 0.274 0.081 0.006 0.002 0.318 0.151 0.018 0.001 

LG 
Primavera 0.690 0.261 0.034 0.031 0.676 0.411 0.144 0.050 

Verano 0.935 0.075 0.096 0.100 0.897 0.230 0.183 0.171 

También es importante mencionar que los ensayos de actividad metanotrófica real 

realizadas en jeringas de PP con muestras tomadas a profundidades anóxicas, mostraron 

un consumo significativo de CH4. Cuando la actividad real fue determinada en jeringas 

de vidrío, no se observaron ninguna actividad en las mismas muestras. Para ilustrar lo 

anterior, la Figura 12 muestra un ejemplo de perfil de concentración de CH4 observado 

en jeringas de vidrio, con una muestra anóxica, tomada a 9 m de profundidad en el Lago 

de Guadalupe. En esa Figura, se muestra la ausencia de un consumo significativo de CH4. 

Esos resultados son explicables por la permeabilidad de las jeringas de PP al oxígeno, que 

determinamos experimentalmente (ver Materiales y Métodos) e indican que en las 

jeringas de PP existía una entrada de oxígeno suficiente para la oxidación del CH4. Lo 

anterior se confirmó mediante la observación de que las velocidades de oxidación 

metanotrófica observadas en muestras anóxicas eran constantes (0.026 ± .015 mg L-1 d-

1), cualquier que fuera la concentración observada de CH4 disuelto.  
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Figura 12. Muestra anóxica de 9 m de profundidad en LG. 

Esos resultados indican que las velocidades de oxidación real en muestras anóxicas no 

son representativas de la actividad real existente en el ecosistema acuático y esos valores 

no fueron utilizadas para la determinación de los perfiles verticales de actividad 

metanotrófica (capítulo siguiente). 

Finalmente, algunos resultados obtenidos fueron descartados porque mostraron una 

producción de CH4; i.e. aumento de la concentración de CH4 disuelto durante el ensayo. 

Esta producción de CH4 fue observada incluyendo en algunos casos de actividad 

potencial, es decir en presencia de oxígeno. La producción de metano en la columna 

óxica de agua ha sido previamente reportada (Grossart, et al., 2011; Bogard, et al., 2014) 

y ha sido el objeto de un debate intenso en la comunidad científica (Amaral & Knowles, 

1995; Borrel, et al., 2011; Tang, et al., 2014). Este debate rebasa el marco estricto del 

presente trabajo enfocado al desarrollo metodológico, y cabe mencionar que la 

confirmación de la producción de CH4 en la columna óxica de agua requeriría un estudio 

más amplio que el reportado aquí.  

 

Perfiles verticales de actividad metanotrófica.  

La Figura 13 muestra los diferentes perfiles verticales de las actividades reales y 

potenciales observados en 3 lagos y, cada uno en 2 estaciones diferentes. Los perfiles 

fueron muy variables, entre lagos, pero también entre fechas de análisis. En el lago 
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0.0072 mg L-1 h-1 en la superficie a 0.0694 mg L-1 h-1 en el hipolimnio, cerca del fondo (10 

veces más importante en el fondo que en la superficie). De igual forma, en la columna 

óxica de agua, la actividad metanotrófica real fue aumentando en función de la 

profundidad, pasando de 0.00015 mg L-1 h-1 en la superficie a 0.01726 mg L-1 h-1 al límite 

entre la zona óxica y anóxica. Esos perfiles correspondieron al régimen de estratificación 

observado en esa época. En otoño-invierno (Figura 13B), a pesar de que el Lago Hambre 

era mezclado, se observó un gradiente de actividad real metanotrófica, de 0.00002 mg 

L-1 h-1 a la superficie a 0.0002 mg L-1 h-1 en el hipolimnio, cerca del fondo (10 veces más 

importante en el fondo que en la superficie). La Figura 13B no muestra datos de actividad 

potencial, porque observamos de forma sistemática una producción de CH4, difícilmente 

explicable considerando que toda la columna de agua era óxica y que las incubaciones 

se realizaron con un espacio de cabeza conteniendo aire. Tal como lo hemos comentado 

previamente, a pesar de que esos resultados fueron sistemáticamente observados, la 

discusión de esa observación rebasa el marco de este trabajo y requeriría un estudio más 

amplio que el reportado aquí. 

Las Figuras 13C y 13D muestran los perfiles de actividad metanotrófica observados en el 

Lago de Guadalupe, en verano y en primavera, respectivamente. En ambas estaciones, 

se observaron perfiles marcados de actividad real en la zona óxica.  En verano, el perfil 

de actividad pasó de 0.0004 mg L-1 h-1 en la superficie a 0.0071 mg L-1 h-1 al límite entre 

la zona óxica y anóxica. En primavera, el perfil pasó de 0.0001 mg L-1 h-1 en la superficie 

a 0.0155 mg L-1 h-1 al límite entre la zona óxica y anóxica. Los perfiles de actividad 

potencial fueron muy diferentes a los de actividad real. Durante el verano, la actividad 

potencial fue mayor en la zona óxica; 0.3800 y 0.3856 mg L-1 h-1 a 1 y 2 m de profundidad, 

que en el hipolimnio; 0.11437 mg L-1 h-1 en el fondo. En primavera, la misma observación 

fue hecha; 0.1863 mg L-1 h-1 en el fondo de la zona óxica (3 m) y 0.06603 mg L-1 h-1 en el 

fondo de lago. Haber observado actividades potenciales menores a mayores 

profundidades es sorprendente y contradictorio a lo observado en el Lago Hambre. La 

actividad potencial es un reflejo de la concentración de microorganismos metanótrofos 

y que dichos organismos son activos solamente en la zona óxica de la comuna de agua. 
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Por lo anterior y de acuerdo con la literatura, la actividad metanotrófica potencial 

encontrada en la zona anóxica de la columna de agua proviene de metanótrofos que 

migraron por sedimentación del epilimnio. De acuerdo con esa dinámica, se espera una 

mayor concentración de metanótrofos en las zonas profundas del lago y una tendencia 

inversa tal como la observada en el lago de Guadalupe es difícilmente explicable. Podría 

deberse a condiciones locales encontradas en el fondo del Lago de Guadalupe o la 

presencia de un posible inhibidor, incluyendo una inhibición por el propio CH4 (Bédard & 

Knowles, 1989). 

Las Figuras 13E y 13F muestran los perfiles de actividad metanotrófica observados en el 

Lago el Llano. En verano, cuando la columna de agua era mezclada, no se observó ningún 

perfil significativo de actividad potencial. No obstante lo anterior, se observó un claro 

perfil de actividad real, que se explica por la concentración de CH4 disuelto. En efecto, se 

observaron concentraciones de metano disuelto de 0.003 mg L-1 en la superficie y de 

0.006 mg L-1 en el límite entre la zona óxica y anóxica. En primavera, el Lago el Llano 

estaba parcialmente estratificado y se observaron perfiles diferentes a los observados 

en los otros lagos. Tanto en el perfil de actividad real como en el perfil de actividad 

potencial, se observó un aumento de las actividades con la profundidad, seguido por una 

disminución abrupta. Esa disminución abrupta es difícilmente explicable y podría 

deberse a condiciones locales encontradas en el fondo del Lago. 

Los resultados obtenidos confirman que el método desarrollado permite determinar 

perfiles de actividad real en lagos estratificados y mezclados, lo cual no es posible con 

métodos tradicionales basados en análisis isotópicos y/o métodos de incubación con 

espacio de cabeza. En efecto, tal como mencionado en la introducción, los métodos 

isotópicos no permiten determinar perfiles de actividades en lagos mezclados mientras 

que los métodos de incubación se basan en actividades potenciales (viales enriquecidos 

con CH4 y O2). El método desarrollado permite determinar las actividades tanto reales 

como potenciales. Observamos que las velocidades reales eran en promedio de 40 a 500 

veces inferiores a las actividades potenciales. Estos valores sugieren que las estimaciones 

realizadas en estudios anteriores de la participación de la metanotrofía en el ciclo del 
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CH4 fueron probablemente sobreestimadas. En efecto, los valores reportados de 

metanotrofía van desde 0.00003 hasta 0.018 mg L-1h-1 (Bastviken, et al, 2002; Liikanen, 

et al, 2002; Lofton, et al, 2013; Blees, et al., 2014), variando según el tipo de lago y el 

estudio realizado (potencial metanotrófico o velocidad de oxidación en condiciones 

reales). Considerando estos valores, los que hemos obtenido en condiciones reales son 

entre 0.00004 y 0.004 mg L-1h-1, mientras que en condiciones potenciales obtuvimos 

valores desde 0.0007 hasta 0.5 mg L-1h-1. Por lo anterior, estudios cuyos valores 

reportados se encuentran dentro del rango de 10-3 a 10-1, por ejemplo valores 

reportados por Lofton, et al. (2013), podrían estar sobreestimados. Otro factor a 

considerar sería el estado trófico, ya que como lo reportan Liikanen, et al. (2002), en un 

lago hipereutrófico las velocidades serán mayores, como observamos en LG 

comparándolo con LH y LL. El estado trófico influye en las concentraciones iniciales de 

CH4, y como se menciona en la literatura (Miller, et al, 2004; Duc, et al, 2010; Lofton, et 

al, 2013), las velocidades de metanotrofía están relacionadas en mayor medida con las 

concentraciones de CH4 que con otros factores, como sería por ejemplo la temperatura 

o incluso el OD (Martinez-Cruz et al., 2015).  

El método desarrollado permitió determinar actividades reales, bajo un amplio espectro 

de actividades; de 10-4 a 10-1 mg CH4 L-1h-1, y de concentraciones; de 10-4 a 102 mg L-1. 

Estos rangos permiten caracterizar lagos oligotróficos, donde las concentraciones de CH4 

y las actividades son bajas, por ejemplo Lago Hambre, así como también lagos 

hipereutróficos, donde las concentraciones de CH4 y las actividades son altas, por 

ejemplo Lago de Guadalupe.  
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Figura 13. Perfiles verticales de Velocidad de Oxidación de Metano en distintos lagos. 
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Conclusiones y perspectivas 

Se logró desarrollar un método de determinación de actividades metanotróficas en 

condiciones tanto reales como potenciales mediante el uso de jeringas de vidrio y PP así 

como de la ausencia o presencia de un espacio de cabeza en dichas jeringas, midiendo 

con un espectrómetro láser de cavidad integrada. Este método permite caracterizar 

mejor el ciclo del CH4 en lagos con un amplio espectro de nivel trófico, de concentración 

de CH4 disuelto y de actividad metanotrófica. La primera aportación de nuestro trabajo 

fue por lo tanto ese método, que al contrario de los métodos previamente reportados, 

permite caracterizar lagos estratificados y mezclados y determinar tanto actividad real 

como potencial.  

Se logró observar la variación de la actividad metanotrófica de acuerdo con las 

condiciones de estratificación o mezclado. Las velocidades mayores se encontraron, 

como era de esperarse en LG, ya que este lago cuenta con una concentración mayor de 

CH4 en comparación con los otros dos lagos estudiados. Aunado a lo anterior, el método 

permitió la determinación de actividad metanotrófica en lagos con bajas 

concentraciones de CH4, como lo son LH y LL. Ello nos demuestra que el método 

permitirá caracterizar lagos con un amplio rango de concentraciones de CH4, así como 

de diferentes estados tróficos. 

Este método complementa los métodos de determinación de fluxes de CH4 y CO2 a la 

atmósfera y de determinación de la concentración de CH4 y CO2 disuelto en la columna 

de agua, desarrollado por nuestro grupo y basados en la misma plataforma tecnológica.  

La segunda aportación de nuestro trabajo fue por lo tanto el desarrollo de un método 

adicional a los previamente desarrollados, sin extender los requerimientos en equipos. 

No obstante esas aportaciones, consideramos que el desarrollo del método no está 

concluido y los resultados obtenidos abrieron varias directrices para desarrollos futuros. 

En primer lugar, hemos visto que el ajuste del modelo de Monod a los datos 

experimentales obtenidos por nuestro método no dio resultados con un nivel suficiente 
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de confianza.  Por lo tanto el método permite determinar actividades pero no así la 

parametrización de la cinética microbiana asociada. Un esfuerzo mayor sería por lo tanto 

bienvenido bajo ese eje, para mejorar todavía nuestra apreciación del ciclo del CH4 en 

lagos.  

En segundo lugar, algunos ensayos mostraron la existencia de una posible actividad 

metanogénica en la columna óxica de agua.  De forma teórica, la determinación de la 

actividad real, sin cambio de las condiciones de la muestra, tiene el potencial para 

determinar actividades reales metanogénicas. No obstante, las evidencias 

experimentales coleccionadas en este trabajo no fueron suficientes y una directriz para 

desarrollos futuros sería comprobar la factibilidad de dicho planteamiento.  

En tercer lugar, un tercer eje de desarrollo futuro sería la realización de ensayos de 

actividad potencial (sin limitación de O2 y CH4), de ensayos de actividad real con jeringas 

de vidrio (con posible limitación de CH4 y de O2), y aunado a los anteriores, de ensayos 

semi-potenciales realizados sin espacio de cabeza pero con jeringas de PP (con posible 

limitación de CH4 pero no de O2). En su conjunto, esa forma de poder permitiría 

determinar de forma clara el factor limitante de la metanotrófica (O2 o CH4) y 

cuantificarlo.  
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