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ABSTRACT

The use of water-in-oil-in-water (W1/O/W2) emulsions has been proposed in environmental studies for treating water 
systems polluted with contaminants in low concentrations, where other treating techniques are not effective. For exam-
ple it has been proposed that a microbial consortium capable of degrading methyl tert-butil ether (MTBE) be entrapped 
in a W1/O/W2 emulsion for treating water contaminated with MTBE. However a proper selection of the materials (emul-
sifying agents, oil phase) making up the W1/O/W2 emulsion must be carried out in order to ensure that the microbial 
consortium does not consume these materials, interfering with the degradation of MTBE. The objective of this study was 
to determine the consumption of potential materials for making up the W1/O/W2 multiple emulsions, in the presence 
and absence of MTBE, by the microbial consortium. Potential materials proposed for making up the multiple emulsions 
W1/O/W2 are Span 80 as the primary lipophilic emulsifier, mesquite gum (Prosopis laevigata) and polyacrylic acid as 
the secondary hydrophilic emulsifiers, and light mineral oil as the intermediate oil phase. Each of these compounds was 
used by separate at a concentration of 0.2 % in microcosms with and without MTBE. Production of CO2 was quantified 
as a measure of the compounds consumption. In the absence of MTBE, results indicate that Span 80 was used as carbon 
source by the microbial consortium, showing significantly higher (P<0.05) production of CO2 than that observed for 
mesquite gum and mineral oil. CO2 production was non-significantly (P>0.05) different when MTBE was present with 
Span 80 than when it was not, but was significantly higher (P<0.05) CO2 production when it was incorporated to mes-
quite gum or polyacrylic acid than when it was not. Thus, the use of Span 80 in the formulation of W1/O/W2 multiple 
emulsions entrapping a microbial consortium for degrading MTBE is not recommended, as Span 80 is consumed by the 
microbial consortium, and it inhibits the consumption of MTBE.
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RESUMEN 
Las emulsiones múltiples agua-en aceite-en agua (W1/O/W2) en el área ambiental se han 
propuesto para tratar aguas. Actualmente se ha sugerido entrampar un consorcio microbiano 
degradador de MTBE en el sistema de emulsiones múltiples, para tratar agua contaminada 
con metil ter butil éter (MTBE), no obstante, es importante el uso de los materiales 
adecuados en la formulación de la emulsión debido a que pueden interferir en la 
degradación de MTBE.  El objetivo de este estudio fue observar el consumo de los 
materiales que componen la emulsión múltiple W1/O/W2 en presencia y ausencia de MTBE 
por el consorcio microbiano.  Los materiales que se han propuesto para estabilizar la 
emulsión múltiple W1/O/W2 son goma de mezquite (Prosopis laevigata), ácido poliacrílico, 
aceite mineral ligero y Span 80.  Se utilizaron cada uno de los anteriores compuestos por 
separado en una concentración de 0.2% en microcosmos en ausencia y en presencia de 
MTBE, se cuantificó CO2 para advertir el consumo de los compuestos.  Los resultados de la 
primer prueba en ausencia de MTBE mostraron que el Span 80 es utilizado como fuente de 
carbono por el consorcio microbiano, reflejándose en la alta producción de CO2; la goma de 
mezquite y aceite mineral, también son biodegradados por el consorcio microbiano, pero 
significativamente diferente (P<0.05) con respecto al Span 80.  En los resultados de la 
prueba de consumo de compuestos de la emulsión en presencia de MTBE no mostró cambio 
en la producción de CO2 en el tratamiento con Span 80; sin embargo, en la goma de 
mezquite y aceite mineral se incrementa la producción de CO2, contribuyendo 
probablemente a un cometabolismo de estos compuestos con el MTBE.  Por lo anterior, el 
uso de Span 80 para la formulación de emulsiones múltiples W1/O/W2 para la 
biodegradación de MTBE por un consorcio microbiano no se recomienda ya que es 
consumido y no favorece la degradación de MTBE. 
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INTRODUCCIÓN 
La gran mayoría del agua potable proviene de reservas de agua subterránea.  Debido a esto, 
es importante mantener dichas reservas libres de agentes contaminantes para garantizar su 
disponibilidad.  Uno de estos contaminantes es el metil ter-butil éter (MTBE), oxigenante de 
la gasolina.  La Legislación Mexicana no regula la presencia de MTBE en agua potable, por 
lo que se consideran los límites establecidos por la Environmental Protection Agency de 20 
a 40 mg/L.  El MTBE puede ingresar al agua subterránea por medio de fugas o derrames de 
gasolina al subsuelo provenientes de tanques de almacenamiento en gasolineras y de la 
tubería de distribución asociada (11).   El MTBE tiene alta solubilidad en agua y debido a 
esta propiedad, posee una alta afinidad a distribuirse en los mantos acuíferos en vez de 



 

retenerse en el contenido orgánico del suelo, lo que en caso de existir fugas, los acuíferos 
son impactados directamente.  El primer caso de contaminación de acuíferos por MTBE 
(600  mg/L) fue reportada en 1996 en Santa Mónica, California (11). El problema de fugas 
de tanques subterráneos es añejo, ya que en una nota publicada en 1993 por Environmental 
Science and Technology (3), se informó que más de 170 000 tanques subterráneos tenían 
fugas en EUA, o sea, más del 37% del total evaluado.  En México, el MTBE en la gasolina 
está presente desde 1989, y aún cuando se sabe que es un contaminante potencial, se le ha 
dado muy poca importancia para investigar el impacto ocasionado en los acuíferos.  El 
MTBE es considerado un importante contaminante debido a su toxicidad y a que es 
clasificado como una sustancia neurotóxica (6).  Las oficinas gubernamentales 
estadounidenses encargadas del agua afirman que el MTBE es fácilmente detectable a muy 
bajos niveles y su remoción es extremadamente difícil y costosa.   Se han sugerido 
alternativas para la remediación de contaminación con MTBE en agua subterránea (2), pero 
estos estudios abordan concentraciones de MTBE moderadamente altas (>1000 mg/L).  Las 
técnicas fisicoquímicas usuales para limpiar acuíferos contaminados (inyección de aire, 
filtros de carbón activado, etc.) son costosas y relativamente ineficientes para eliminar el 
MTBE.  Esta es la razón por la cual el proceso de biorremediación podría ser 
particularmente interesante (4), aunque también presenta algunas desventajas en la práctica, 
ya que existe una alta demanda de energía para la degradación de MTBE que se refleja por 
la baja eficiencia de producción de biomasa (5). 
Se ha reportado el entrampamiento de un consorcio microbiano degradador de MTBE en un 
sistema de emulsiones múltiples agua-en aceite-en agua (W1/O/W2) cinéticamente estables 
donde se realiza un proceso de transporte del contaminante hacia la fase acuosa interna, 
donde se observa el consumo de MTBE, sin embargo, la producción de CO2 es 
significativamente mayor a lo que correspondería el consumo total de MTBE suministrado, 
lo que trae como consecuencia la disminución en la eficiencia de degradación de MTBE, 
debido a la presencia de una fuente alterna de carbono, por lo que para incrementar la 
biodegradación de MTBE, por el consorcio microbiano entrampado en la emulsión múltiple 
W1/O/W2 se sugirió utilizar materiales que no interfieran con la eficiencia de 
biodegradación de MTBE (9). 
En el presente estudio, se evaluó el consumo de los componentes de la emulsión múltiple 
W1/O/W2 en presencia y ausencia de MTBE por el consorcio microbiano degradador de 
MTBE. 

 
 
 
 

METODOLOGÍA 
Se trabajó con los componentes de la emulsión: biopolímero goma de mezquite (Prosopis 
laevigata) y el polímero sintético (PS) ácido poliacrílico (Pemulen TR-1®, de Noveon Inc., 
Ohio, E.U.A.) como estabilizantes de la emulsión múltiple W1/O/W2; aceite mineral ligero 
(Marcol GX, México), como fase oleosa; monooleato de sorbitán Span 80 (Canamex 
Químicos, México) como emulsificante lipofílico y  MTBE 98% (Aldrich Chemicals, 
E.U.A.).    Todos los demás químicos usados en este estudio fueron de grado reactivo.   

El consorcio microbiano (CM) fue previamente aislado de capas superiores de suelos 
contaminados con gasolina (México, D. F.).  El CM fue suspendido en un medio mineral 



 

enriquecido con sales (MM) que contenía principalmente K2HPO4, KH2PO4, MgSO4 7H2O, 
CaCl2 2H2O, KNO3, base nitrogenada de levaduras y elementos traza.  El MTBE (140 
mg/L) fue la única fuente de carbono en un reactor con un volumen de operación de 1.5 L a 
temperatura ambiente (25ºC) y se mantuvo con agitación de 130 rpm (7).  Se efectuó la 
propagación de biomasa en un matraz de procultivo de capacidad de 1 L.  Posteriormente la 
biomasa fue resuspendida en MM para preparar los microcosmos para efectuar los 
experimentos con una concentración de biomasa de 50 mgproteína/LMM (8).   Los 
microcosmos consistieron en botellas serológicas de 125 mL selladas con válvulas Mininert 
(Sypelco, Sigma-Aldrich Canadá LTD, Oakville, ON, Canadá), en un agitador rotatorio 
(130 rpm, 30ºC).  Cada botella contenía 10 mL de MM con el consorcio microbiano.  El 
MTBE fue inyectado directamente en la fase líquida en la botella usando una micro-jeringa 
para dar una concentración final de 148mgMTBE/L (1.46 mgMTBE/botella).   La eficiencia de 
degradación de MTBE y de los componentes de la emulsión fue estimada usando las 
mediciones de dióxido de carbono (CO2) en la fase gaseosa a través del tiempo.   El CO2 fue 
cuantificado por medio de cromatografía de gases (Gow-Mac Series 550, E.U.A.), con una 
columna Alltech CTR1 (concéntrica de 6' X ¼ exterior y 6 X 118 interior, Alltech Inc., 
Kentucky, E.U.A.) y detector de conductividad térmica, como gas acarreador se utilizó 
Helio, con flujo de 65 mL/min, con presión de 40 PSI.  Las condiciones de operación 
fueron: temperatura de la columna, 40ºC; detector, 150ºC; e inyector, 30ºC; se ajustó el 
voltaje a 115 mA.   Se tomaron muestras de la fase gaseosa del frasco a las 24 h de 
inyectado el MTBE, y cada 24 h, de un volumen de 200 mL con una micro-jeringa para 
gases (VICI Precision Sampling, Inc. Pressure-Lok ®, Alltech Inc., Kentucky, E.U.A.) de 
250 mL de capacidad.   El primer experimento consistió en observar el consumo de los 
componentes de la emulsión en ausencia de MTBE por el consorcio microbiano, donde se 
colocó en cada microcosmos cada uno de los compuestos de la emulsión en un porcentaje 
de 0.2%,  se compararon los resultados contra dos testigos, uno con MTBE (+) y otro sin 
MTBE (-).  La segunda prueba fue similar a la anterior, pero además se adicionó a todos los 
microcosmos MTBE (2 mL), con la finalidad de observar que compuesto favorece o inhibe 
la degradación de MTBE por el consorcio microbiano.   

 

 

RESULTADOS 
En la prueba de consumo de los componentes de la emulsión, el emulsificante lipofílico 
Span 80, goma de mezquite y aceite mineral son fácilmente biodegradados por el consorcio 
microbiano y fueron utilizados como fuente de carbono, reflejándose en la producción de 
CO2 que se aprecia en la figura 1, aunque con el Span 80, se aprecia más facilidad de 
degradación, probablemente por la compleja estructura que presentan la goma de mezquite 
y el aceite mineral. En contraste, con el polímero sintético no se observó producción de 
CO2,  por lo que no es asimilable por el CM. 

 
 

Fig. 1. Prueba de consumo de los compuestos  de la emulsión múltiple por el consorcio 
microbiano en ausencia de MTBE. (PS= Polímero sintético; GM=Goma de mezquite; 
AM= Aceite mineral). 



 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

En el segundo experimento, no se observó diferencia en el consumo de Span 80 con MTBE 
por el CM, esto puede deberse a que el Span 80 es más fácilmente asimilable que el MTBE.  
Por otra parte, se puede advertir en la goma de mezquite y aceite mineral, que la presencia 
de MTBE promueve el consumo de estos compuestos, que, en la primera prueba no se 
apreció una producción significativa de CO2, se sugiere la existencia de un cometabolismo 
del MTBE con estos materiales.  En el tratamiento de polímero sintético con MTBE, se 
observa una producción de CO2, debido a la presencia de MTBE, pero comparado con el 
testigo +,  se puede apreciar que la producción de CO2 es menor, esto puede explicarse por 
la probable inhibición de consumo de MTBE en presencia de polímero sintético (Fig. 2).   
Fig. 2. Prueba de consumo de los compuestos de la emulsión múltiple por el consorcio       
microbiano en presencia de MTBE. (PS= Polímero sintético; GM=Goma de mezquite; 
AM= Aceite mineral). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
CONCLUSIONES 
 
 
El desarrollo de una emulsión múltiple W1/O/W2 para entrampar un consorcio microbiano 
degradador de MTBE se puede obtener por medio de la elección adecuada de los materiales.  
El estudio realizado en este trabajo contribuye al análisis de los materiales a utilizar previo a 
la formulación de las emulsiones múltiples.  El sistema de emulsiones múltiples con el 
consorcio microbiano sugiere una alternativa de aplicación potencial para el tratamiento de 
aguas contaminadas con MTBE.  Se recomienda utilizar compuestos que favorezcan el 
consumo de MTBE por como el aceite mineral, polímero sintético y goma de mezquite, sin 
embargo el uso de Span 80 para este tipo de sistemas no se sugiere porque no contribuye a 
que el consorcio microbiano consuma MTBE. 
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