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Resumen 
 
La presente investigación muestra un diseño experimental comparativo y tuvo como 

objetivo determinar la susceptibilidad a la contaminación microbiana en los ésteres 

metílicos de ácidos grasos (por sus siglas en inglés FAMEs) y en la interfaz FAME–

agua de manteca residual y refinada, simulando condiciones de almacenamiento a 

gran escala como parte de la cadena de suministro de combustible, así como 

identificar los microorganismos desarrollados. Las cajas Petri fueron sembradas 

conforme a la norma ASTM E-1259 y siguiendo las instrucciones del fabricante del 

agar Bushnell Haas. Se observó crecimiento microbiológico en la interfaz FAME–

agua del FAME obtenido a partir de manteca residual. Mediante la técnica de 

espectrometría de masas MALDI-TOF, se identificaron las bacterias Pseudomonas 

aeruginosa y Streptomyces violaceoruber en los FAMEs de manteca residual, 

siendo esta última previamente reportada en FAMEs. Las implicaciones del 

desarrollo de microorganismos sobre la calidad fisicoquímica de los FAMEs son 

significativas, ya que provocan un aumento en el índice de acidez, lo cual puede 

afectar negativamente a los metales al inducir corrosión. Los FAMEs de manteca 

refinada no mostraron desarrollo de microorganismos. La investigación concluyó 

que la manteca residual tiende a ser más propensa al ataque microbiológico si las 

condiciones de humedad y temperatura favorecen el crecimiento microbiano. La 

manteca refinada es menos susceptible a la contaminación microbiana debido a que 

se le añaden antioxidantes. Los hallazgos contribuirán a la base de conocimiento 

para una introducción más segura de los FAMEs en la matriz de biocombustibles. 

Palabras clave: FAMEs, MALDITOF, Pseudomona aeruginosa, Streptomyces 

violaceoruber, biodiesel 

Abstract 

The present research features an experimental comparative design and the 

objective of this work was to determine the susceptibility to microbiological 

contamination in fatty acid methyl esters (FAMEs) and the FAME–water interface of 

residual and refined lard, large volume simulating storage conditions as fuel supply 



chain, and to identify the microorganisms developed. The Petri dishes were seeded 

according to ASTM E-1259 and the instructions provided by the manufacturer of the 

Bushnell Haas agar. Microbiological growth was observed at the FAME–water 

interface of FAME obtained from residual lard. Using the MALDI-TOF mass 

spectrometry technique, Pseudomonas aeruginosa and Streptomyces violaceoruber 

bacteria were identified in the residual lard FAMEs, with the latter being previously 

reported in FAMEs. The implications of microorganism development on the 

physicochemical quality of FAMEs are significant, as it leads to an increase in the 

acid index, which may negatively impact metals by inducing corrosion. The refined 

lard FAMEs did not show any development of microorganisms. The present research 

concluded that residual lard tends to be more prone to microbiological attack if the 

conditions of moisture and temperature affect microbial growth. Refined tallow 

exhibits reduced susceptibility to microbial contamination due to the incorporation of 

antioxidants. These findings contribute to the growing body of knowledge supporting 

the safer integration of fatty acid methyl esters (FAMEs) into biofuel matrices. 

Key Wodrs: FAMEs, MALDITOF, Pseudomona aeruginosa, Streptomyces 

violaceoruber, biodifuels  

1. Introducción 
 
Los biocombustibles se consideran, en parte, una solución a problemas como el 

desarrollo sostenible, la seguridad energética y la reducción de las emisiones de 

gases de efecto invernadero. El biodiesel, es un combustible respetuoso con el 

medio ambiente y similar al petrodiésel en cuanto a propiedades de combustión, ha 

recibido una atención considerable en los últimos tiempos a nivel mundial. El 

biodiesel es un éster metílico o etílico de ácido graso producido a partir de recursos 

biológicos renovables como aceites vegetales (tanto comestibles como no 

comestibles), aceite vegetal residual y grasas animales (1).  

El biodiesel se sintetiza mediante la transesterificación de materias primas lipídicas 

con alcoholes de bajo peso molecular. Actualmente, se utilizan bases alcalinas para 

catalizar la reacción (2).  



 

1.1 Producción de biodiesel  
 
La transesterificación es el proceso más utilizado a escala industrial ya que solo se 

requieren tres materias primas para producirlo: material graso, aceite y alcohol. Este 

procedimiento ha demostrado ser capaz de producir biodiesel de buena calidad, 

dependiendo de la materia lipídica utilizada, esta reacción consiste en la 

transformación de los triglicéridos contenidos en los aceites, un alcohol y un 

catalizador para obtener ésteres mono alquílicos de ácidos grasos (FAMEs). La 

reacción de transesterificación requiere el uso de una materia prima lipídica con alto 

grado de pureza, esta reacción consta de tres etapas: la conversión de triglicéridos 

en diglicéridos estos en monoglicéridos y finalmente la obtención de glicerol (3). 

Esta reacción se presenta en la figura 1.  

 

 
 
     Fig. 1. Reacción para la producción de biodiesel (4).  
 

Los biocombustibles de primera generación se obtienen a partir de diferentes 

fuentes comestibles primarias como aceite vegetal o grasas animales por ejemplo 

la manteca refinada. Los biocombustibles de segunda generación provienen de 

cultivos no comestibles como los biocombustibles celulósicos como desechos ricos 

en carbono, biomas vegetal celulósica y lignocelulósica como por ejemplo la 

manteca de cerdo residual. Las ventajas de ser un combustible de origen reciclado 
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requiere pocos recursos económicos y ayuda a reducir emisiones de combustibles 

fósiles (5).  

La viabilidad de los biocombustibles de primera generación es debatible, ya que 

estas materias primas comestibles compiten con los cultivos alimentarios al requerir 

cierta cantidad de superficie terrestre, fertilizantes y suministro de agua. Esto 

conlleva a un alto costo de producción y utilizar de manera ineficiente los recursos 

para el cultivo de materias primas (6).  

La manteca residual es la manteca generada a partir de la preparación de platillos 

elaborados con carne de cerdo, como el tocino, así como los restos de lo que se 

utilizó en la preparación de diversos platillos, en los cuales se empleó manteca 

refinada como baño de grasa para freír distintos alimentos.  

La hidroquinona terc-butilo (TBHQ) es un aditivo alimentario comúnmente utilizado 

como un protector eficaz en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica (7).  

La hidroquinona terc-butilo (TBHQ) se ha utilizado para proteger contra la oxidación 

de aceites y alimentos oleaginosos a temperatura ambiente y en condiciones de 

fritura ya que posee una fuerte actividad antioxidante debido a la presencia de dos 

grupos hidroxilo fenólicos (8).  

La hidroquinona terc-butilo está aprobada como antioxidante de grado alimentico y 

es un conservante altamente eficaz para aceites vegetales insarturados, muchas 

grasas de animales comestibles y productos cárnicos debido que no causa 

decoloración y no altera el olor y el sabor del material al que se le añade (9).  

Sin una disposición adecuada, la manteca residual se convierte en un problema 

ambiental cuando se desecha directamente en la basura doméstica o en el sistema 

de alcantarillado (10).  

La industria agroalimentaria genera grandes cantidades de residuos que 

contribuyen a la contaminación ambiental. Los residuos de grasa animal constituyen 

algunos de los desechos más relevantes y su tratamiento resulta costoso debido a 

que las regulaciones ambientales son muy estrictas. Parte de estos costos se 

podrían reducir mediante la generación de bioenergía. El biodiesel representa una 

fuente de energía renovable, ya que es biodegradable, no tóxico, tiene buen perfil 

de emisiones y puede mezclarse hasta en un 20% con diésel fósil. Además de esto 



hasta el 70% del costo de biodiesel depende del costo de la materia prima utilizada, 

el cual puede reducirse utilizando residuos de grasa animal (11).  

El biodiesel tiene muchas ventajas y aspectos técnicos que permiten su mezcla en 

cualquier proporción con el diésel convencional lo que respalda las políticas de 

diversificación energética. Sin embargo, el biodiesel absorbe más humedad que el 

diésel debido a que los ésteres metílicos son compuestos higroscópicos y existe 

una cantidad limitada de información publicada sobre sus propiedades de afinidad 

con el agua. El contenido de agua puede afectar las características del combustible, 

reduciendo su calidad si se acumula agua libre, emulsificada o soluble (12).  

Esta susceptibilidad del biodiesel está asociada a su composición química y varía 

considerablemente según la materia prima utilizada. El biodiesel se degrada por 

absorción de vapor de agua, autooxidación y ataque microbiano. El aumento de 

poblaciones de microorganismos ha demostrado tener la capacidad de degradar el 

tanque de almacenamiento de combustible y provocar corrosión. La contaminación 

del combustible acorta la vida del filtro y provocar problemas en el suministro de 

combustible, motor y daños en el equipo de inyección de combustible. Se confirma 

que la biodegradación de hidrocarburos es debido a la contaminación microbiana.  

La actividad microbiana ocurre en la interfaz agua – FAME (esteres metílicos de 

ácidos grasos), lo que da lugar a la formación visible de una biopelícula, la cual 

puede estar compuesta por bacterias, hongos y/o levaduras (13). En general, los 

antioxidantes fenólicos más comunes empleados para aumentar la estabilidad del 

biodiésel son la hidroquinona terc-butilo (TBHQ), el galato de propilo (PG), el 

pirogalol (PY), el hidroxitolueno butilado (BHT) y el hidroxi-anisol butilado (BHA). El 

TBHQ es más eficaz en biodiésel a base de aceites vegetales y poco eficaz en 

biodiésel producido a partir de materias primas con alto contenido de ácidos grasos 

libres (14).  

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la susceptibilidad 

comparativa al desarrollo microbiológico en FAME sintetizado a partir de manteca 

refinada y residual, simulando condiciones de almacenamiento en la cadena de 

suministro de combustible, así como identificar los microorganismos desarrollados 

en la interfaz FAME y FAME–agua.  



2. Materiales y métodos  
 
2.1 Reactivos  
 
En este estudio se utilizaron los siguientes reactivos: metanol al 99.9% (Chemika, 

Monterrey, México), NaOH con una pureza del 99.4% (Fagalab, Mocorito, México), 

medio de cultivo Bushnell Haas en agar (Himedia, Thane, India), ácido alfa-ciano-

4-hidroxicinámico en acetonitrilo al 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), y 

ácido tricloroacético al 2.5% (Lab Alley, Austin, TX, EE. UU.). El agua destilada fue 

obtenida de un proveedor local. 

2.2 Materiales  

La manteca residual se obtuvo como subproducto de la preparación doméstica de 

tocino y fue filtrada para separarla del residuo sólido restante utilizando papel filtro 

Grado 40 con retención de partículas de 8 μm, con el fin de eliminar posibles restos 

de alimentos. Posteriormente, se secó a 105 °C durante 20 minutos para evitar la 

presencia de humedad. La manteca refinada fue adquirida en un mercado local, y 

la etiqueta nutricional indicaba que se le añadieron antioxidantes y ácido cítrico para 

conservar el producto. Las muestras se almacenaron en un refrigerador de 

laboratorio en la oscuridad a 4 °C hasta su uso posterior. 

2.3 Síntesis de FAME 

El FAME sintetizado se preparó por duplicado siguiendo el método de 

transesterificación alcalina reportado por Parawira (15). La grasa se fundió, y la 

reacción se llevó a cabo por separado para la grasa de tocino y la grasa refinada en 

un vaso de precipitados de borosilicato de 600 mL. La síntesis consistió en una 

transesterificación básica en una sola etapa realizada a 65 °C, utilizando NaOH al 

1.0% en peso como catalizador y una relación molar de metanol:grasa de 6:1, con 

una duración de reacción de 60 minutos. 

2.4 Purificación de FAME  
 
El proceso de purificación del FAME es necesario para garantizar la pureza 

requerida para su uso como combustible (16). La purificación comenzó con la 



eliminación de la glicerina sedimentada, seguida de la remoción de otros residuos 

derivados de la reacción de transesterificación, como la glicerina no reaccionada y 

el metóxido, mediante lavados con agua desionizada (17). (Figura 2). 

 

 

 

  
 

 
 
Fig. 2. Proceso de transesterificación alcalina y purificación de FAME. 

 

El proceso de lavado de las muestras de FAME se realizó en un matraz de 1 litro 

equipado con un tapón de goma. Se combinaron volúmenes iguales de agua y 

FAME en el matraz, con agitación mecánica a 200 RPM durante 5 minutos para 

asegurar una adecuada interacción entre las fases. Posteriormente, la mezcla 

resultante de FAME y agua se transfirió a un embudo de separación de 1 litro y se 

dejó reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras el periodo de reposo, 

la fase acuosa se drenó cuidadosamente, dejando únicamente la fase superior 

correspondiente al FAME purificado. 

El proceso de lavado del FAME se repitió hasta que el agua utilizada en el proceso 

de purificación no mostró turbidez; este procedimiento requirió al menos cuatro 

Metanol + NaOH + 
Manteca  
Mezclado 

(transesterificación. 
 

Separación 
(pre-purificación). Lavado y 

purificación. Biodiesel 

Glicerina 

Agua  Biodiesel 

Separación 
del agua y el 

biodiesel en el 
lavado  



lavados. Finalmente, el agua residual del lavado fue eliminada del FAME mediante 

calentamiento a 105 °C, hasta que el FAME adquirió un color claro. Este cambio de 

color ocurre aproximadamente 15 minutos después de alcanzar la temperatura 

mencionada. El FAME obtenido cumplió con los parámetros de calidad establecidos 

en la norma ASTM D-6751,  Standard Specification for Biodiesel Fuel Blend Stock 

(B100) for Middle Distillate Fuels (18).  

 

2.5 Muestras y Aislamiento Microbiológico  
 
Se analizaron por duplicado muestras de FAME refinado y residual para determinar 

su susceptibilidad al desarrollo microbiológico. Para ello, se mezclaron 25 mL de 

cada muestra de FAME con un volumen equivalente de agua potable y se dejaron 

descubiertas a 25 °C durante 14 días, simulando condiciones de almacenamiento  

de combustible. Durante todo el periodo de incubación, las muestras permanecieron 

en fases separadas. Esta configuración facilitó la visualización de regiones 

diferenciadas con contaminación microbiológica, funcionando como 

microecosistemas a escala de laboratorio para el FAME derivado de grasa refinada 

(Figura 3a) y manteca residual (Figura 3b). 

 

(a) (b) 

FAME con baja 
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microbiana  

Interfase FAME – 
agua.  
Alta contaminación 
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Agua 



Fig. 3. Zona de contaminación microbiológica del FAME preparado a partir de (a) manteca refinada y (b) 

manteca residual. 

 

La incorporación de volúmenes equivalentes de agua tiene como objetivo simular el 

efecto de la condensación de humedad dentro del contenedor de almacenamiento. 

Debido a la diferencia de densidad entre los dos líquidos, el agua se deposita en el 

fondo del biodiésel, replicando las condiciones observadas en sistemas de 

almacenamiento reales. Este enfoque experimental sirve como punto de partida 

para investigar zonas diferenciadas de contaminación microbiana, ya que el 

volumen de agua seleccionado permite una visualización más clara de la formación 

de biopelículas en la interfaz agua–FAME. Además, la simulación proporciona una 

plataforma reproducible para evaluar los riesgos de degradación microbiológica del 

biocombustible, especialmente ante la ausencia de regulaciones que establezcan el 

contenido máximo permitido de agua en sistemas industriales de almacenamiento 

de biodiésel. 

Para evaluar el crecimiento de microorganismos en la fase FAME y en la interfaz 

FAME–agua de manteca refinada y residual, se preparó un medio de cultivo 

Bushnell Haas, recomendado para microorganismos presentes en combustibles y 

conforme a la norma ASTM E-1259, Standard Practice for Evaluation of 

Antimicrobials in Liquid Fuels Boiling Below 390 ◦C (19).  

La preparación del medio de cultivo en cajas de Petri se realizó siguiendo las 

instrucciones del fabricante: se suspendieron 23.27 g del medio en 1000 mL de agua 

purificada o destilada. El medio de cultivo Bushnell Haas se calentó con agitación 

mecánica a 200 rpm para asegurar su disolución completa, y se esterilizó mediante 

autoclave a una presión de 15 lb/in2 (121 °C) durante 15 minutos. Una vez enfriado 

a 45–50 °C, el medio se mezcló cuidadosamente y se vertió en cajas de Petri 

estériles. Para la inoculación, se utilizó 0.1 mL de cada muestra previamente 

homogeneizada, y la siembra se realizó directamente sobre el medio de cultivo. La 

dispersión de la muestra sobre la superficie del medio se  realizó con  una espátula 

de Drigalski, y el procedimiento se llevó a cabo por duplicado. Las cajas Petri se 

incubaron a 30.6 °C durante cuatro días utilizando una incubadora ECOSHEL 

Modelo 9052. La concentración microbiana expresada en unidades formadoras de 



colonias por mililitro (UFC/mL), se calculó multiplicando el  número de colonias 

contadaa en la dilución seleccionada por el factor decimal de dilución y el resultado 

dividido entre el volumen inoculado en (mL). 

 

2.6 Ensayo de espectrometría de masas MALDI-TOF 
 
La identificación de los microorganismos en las muestras de FAME se llevó a cabo 

utilizando la técnica de espectrometría de masas por desorción/ionización láser 

asistida por matriz con análisis de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Esta técnica 

permitió identificar microorganismos a partir de colonias desarrolladas en cajas Petri   

en un período corto de tiempo, mediante una metodología sencilla y automatizada, 

lo que redujo considerablemente los errores en el análisis (20).  

Para la preparación de la muestra, se depositó directamente una pequeña cantidad 

de una colonia sobre la placa de acero pulido del espectrómetro de masas, 

formando una película delgada. Sobre esta película se aplicó 1 mL de la solución 

matriz (una solución saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico en 50% de 

acetonitrilo y 2.5% de ácido tricloroacético), dejándose secar a temperatura 

ambiente. Las mediciones se realizaron utilizando un espectrómetro de masas 

MALDI-TOF-TOF Autoflex III MS (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania), y el 

espectro se obtuvo automáticamente en el rango de 2–20 kD, operando en modo 

lineal positivo a una frecuencia de 200 Hz. Los parámetros establecidos para el 

espectrómetro fueron: IS1 a 20 kV, IS2 a 18.6 kV, lente a 6 kV y PIE a 40 ns. El 

espectro obtenido se comparó automáticamente mediante algoritmos integrados en 

el software del sistema con la base de datos MALDI Biotyper. El protocolo de trabajo 

del MALDI Biotyper permite una adquisición óptima de la muestra mediante la 

acumulación de 500 disparos láser en diferentes ubicaciones de la muestra. Los 

espectros fueron calibrados externamente utilizando una mezcla estándar de 

calibración para cubrir un rango de 4–17 kD.  

Análisis de espectros (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania): Para la 

identificación de microorganismos, el espectro obtenido de los microorganismos 

objetivo fue procesado utilizando el software MALDI Biotyper 1.1. La lista de picos 

generada se comparó con la biblioteca de referencia del MALDI Biotyper 2.0 



mediante un algoritmo de comparación integrado en el software. Una vez importado 

el espectro al programa, todo el proceso, desde el análisis hasta la identificación, 

se realizó automáticamente sin intervención del usuario (20). 

 

3. Resultados  
 
3.1 Síntesis y purificación de FAME  
 

La síntesis de los FAMEs se realizó por separado mediante la transesterificación de 

manteca refinada (Figura 4a) y manteca residual (Figura 4b), utilizando metanol y 

NaOH como catalizador. 

 
 
Fig.4. FAME preparado a partir de (a) manteca refinada y (b) manteca residual. 
 

 

Durante la reacción de transesterificación, el alcohol interactúa con los triglicéridos, 

rompiendo los enlaces éster y formando una mezcla de ésteres metílicos, que 

(a) (b) 



constituyen el biodiésel, mientras que la glicerina se genera como subproducto, 

como se muestra en la Figura 5. 

 
 
Fig. 5.  Reacción de transesterificación  

 

El color del FAME no es un parámetro regulado y puede presentar una amplia gama 

de variaciones tonales, que dependen principalmente de la calidad de la grasa o el 

aceite utilizado en su transformación. Sin embargo, un biodiésel de color claro indica 

que la materia prima no ha sido sometida a procesos de transformación por estrés 

térmico (21), como ocurre con la manteca refinada (Figura 4a), y su color puede 

variar desde amarillo pálido hasta ámbar claro. El color naranja oscuro de un FAME 

(Figura 4b) puede ser un indicador de degradación de la materia prima, así como 

de la presencia de impurezas que podrían sugerir la aparición microscópica de 

residuos orgánicos provenientes de la materia prima, los cuales fueron transferidos 

al FAME, como podría ser el caso del FAME producido a partir de manteca residual. 

Después de la reacción, los productos se enfriaron a temperatura ambiente y se 

dejaron reposar para permitir la separación de fases. La Figura 6 ilustra un embudo 

de separación que contiene los productos de la reacción: la capa superior, que 

representa el mayor volumen, corresponde al FAME; una delgada capa blanca en 

el medio representa el residuo formado como espuma; y la capa inferior, en una 

proporción moderada, consiste en glicerina. 

 

 

Catalizador 

 Triglicérido   + 3 Alcohol  Glicerina  Mezcla de esteres 
metílicos de ácidos 
grasos (FAME). 
 



 
Fig.6. Separación de FAME y glicerina basado en diferencia de densidades en un embudo de 

separación. 

     

Las dos capas inferiores, productos de la reacción, fueron extraídas mediante 

drenaje utilizando un embudo de separación, y posteriormente se realizó la 

purificación del FAME para eliminar las impurezas residuales. Según la norma 

ASTM D6751 (18), que establece los parámetros fisicoquímicos de los FAME, no se 

prescribe un procedimiento específico de purificación. Sin embargo, el lavado con 

agua es ampliamente reconocido como el método más eficaz y económico 

comúnmente empleado para eliminar las impurezas residuales de los FAME. 

 

3.2 Perfiles microbianos de las muestras recolectadas  
 

Después de la incubación a 30.6 °C durante cuatro días, en cajas Petri sembradas 

con  una muestra de la biopelícula desarrollada en la interfaz entre el FAME de 

manteca residual y agua, se desarrolló una colonia de microorganismos, como se 

observa en la Figura 7a, y no fue posible cuantificar las UFC debido a la 

superposición de colonias. En la Figura 7c, dado el volumen de muestra inoculada 

de 0.1 mL en la caja de Petri, el cálculo estima la presencia de 10 UFC/mL de 

microorganismos, originados en la fase FAME de la manteca residual. Esto no se 

observó en el FAME de manteca refinada (Figuras 7b y 7d). 
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Fig. 7. Placas sembradas en medio Bushnell Haas con: (a) FAME de manteca residual + agua; (b) 

FAME de manteca refinada + agua; (c) FAME de manteca residual; y (d) FAME de manteca refinada. 

Las Figuras 7b y 7d muestran que el FAME sintetizado a partir de manteca refinada 

no presentó crecimiento microbiológico, probablemente debido a la pérdida de 

nutrientes durante el proceso de refinación industrial. Además, la presencia de 

antioxidantes, TBHQ y conservantes sintéticos utilizados para prolongar su vida útil 

inhibe el desarrollo microbiológico (22).  



El FAME sintetizado a partir de manteca residual fue el más susceptible al ataque 

microbiológico, probablemente debido a la presencia de nutrientes como 

triglicéridos, ácidos grasos y componentes menores, incluyendo colesterol, 

fosfolípidos, vitaminas, aldehídos, cetonas y pigmentos que permanecieron en la 

fracción lipídica (23), (24).  

Dado que no se implementan procesos de purificación directa para eliminar estos 

compuestos en la manteca de cerdo residual, como el blanqueo, desgomado, 

desodorización y neutralización (25), dichos compuestos se transfieren 

directamente al FAME producido a partir de esta fuente. 

3.3 Análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF MS  

Antes del análisis, se realizó una inspección visual detallada de las colonias 

presentes en la placa correspondiente a la muestra "FAME de manteca residual + 

agua" (Figura 7a). Se seleccionó una colonia bien definida, aislada y con morfología 

consistente para el análisis posterior por espectrometría de masas. El espectro 

obtenido se comparó automáticamente mediante algoritmos integrados en el 

software del sistema con la base de datos MALDI Biotyper. El espectro de masas 

obtenido  se procesó  con el programa MALDI Biotyper 1.1. La lista de picos 

generada se comparó con la biblioteca de referencia del MALDI Biotyper 2.0 

aplicando un algoritmo de comparación integrado en el software. Los espectros 

obtenidos se muestran en la Figura 8. 

 



Fig. 8. Espectro de perfil de espectrometría de masas con datos recopilados de la base de datos Biotyper 

2.0: (A) Streptomyces violaceoruber; (B) Pseudomonas aeruginosa. 
 

En el perfil espectral de masas, se puede observar la relación bidimensional entre 

la masa/carga (m/z) que presenta, con respecto a la intensidad del pico 

correspondiente a un microorganismo determinado. 

 

4. Discusión  
 
La duración y las condiciones de la simulación de almacenamiento fueron 

cuidadosamente seleccionadas. La decisión de realizar un experimento de 14 días 

a temperatura constante se basó en establecer un punto de referencia controlado 

que permitiera evaluar la contaminación microbiana en FAME sin interferencias de 

variaciones ambientales. Este enfoque inicial nos permitió identificar tendencias 

microbiológicas y determinar diferencias en la susceptibilidad entre FAMEs 

derivados de residuos y un FAME de manteca refinada bajo condiciones estables. 

Reconocemos que el almacenamiento práctico del biodiésel suele estar sujeto a 

fluctuaciones de temperatura, humedad variable, contenido de agua y períodos de 

almacenamiento prolongados. Sin embargo, la contaminación microbiana puede 

desarrollarse relativamente rápido cuando las condiciones favorecen el crecimiento 

bacteriano. 
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La característica higroscópica de los FAMEs provoca una rápida absorción de agua 

en situaciones de alta humedad (26). En consecuencia, el contacto con la humedad 

ambiental puede superar el contenido máximo permitido de agua en los FAMEs, 

que es de 500 ppm, según lo establecido por la norma ASTM D 2709 “Standard Test 

Method for Water and Sediment in Middle Distillate Fuels by Centrifuge” (27). Esto 

puede provocar efectos negativos significativos en las propiedades fisicoquímicas, 

particularmente en el desarrollo de microorganismos, como el crecimiento reportado 

de microorganismos tales como Cladosporium, Comamonas, Burkholderia, 

Klebsiella, Tolumonas, Candida, Aspergillus y Fusarium (28), (29). El perfil 

presentado en la Figura 8 corresponde a dos tipos de microorganismos. La Figura 

8A muestra Streptomyces violaceoruber, el cual se desarrolló en ambas muestras: 

el FAME preparado con manteca residual + agua (Figura 7a), y el FAME elaborado 

únicamente con manteca residual (Figura 7c).   

Este microorganismo es una bacteria Gram positiva que se encuentra de forma 

natural en el suelo (30), y se ha asociado con infecciones como el micetoma. 

También se ha informado que especies del género Streptomyces pueden causar 

septicemia y afecciones pulmonares (31). El perfil espectral de masas mostrado en 

la Figura 8B, identificado exclusivamente en el FAME derivado de manteca residual 

+ agua, corresponde a Pseudomonas aeruginosa, un bacilo Gram negativo del 

género Pseudomonas. Estas bacterias están comúnmente presentes en el suelo, 

aguas dulces y ambientes marinos. Pseudomonas aeruginosa ha recibido especial 

atención debido a su patogenicidad oportunista y su capacidad para causar 

enfermedades en humanos (32). 
El agua utilizada para simular  la  contaminación en condiciones de almacenamiento 

de FAME probablemente estaba contaminada con microorganismos, los cuales 

fueron posteriormente transferidos al FAME, lo que sugiere que la introducción de 

microorganismos se debe principalmente a su presencia en el agua. Aunque la 

presencia de agua en el biodiésel no es un parámetro deseado, esta se introduce 

con frecuencia a través de la humedad ambiental y migra a lo largo de las paredes 

del recipiente, transportando microorganismos. Una vez inoculados en el FAME 

mediante la fase acuosa, estos microorganismos utilizan los nutrientes disponibles 



en el biodiésel, como los compuestos ricos en carbono, para sustentar su 

crecimiento y proliferación. Esta interacción resalta la importancia de controlar la 

presencia de agua en el FAME durante su almacenamiento y manipulación, con el 

fin de mitigar la contaminación microbiana y sus efectos adversos sobre la 

estabilidad fisicoquímica del FAME. 
La Tabla 1 muestra los reportes de la presencia de Pseudomonas aeruginosa en 

FAMEs. En cuanto a la presencia de Streptomyces violaceoruber identificada en el 

FAME derivado de grasa residual, este estudio contribuye a ampliar el conocimiento 

actual sobre la diversidad microbiana asociada a este biocombustible. 

 
Tabla 1. Desarrollo de Pseudomonas aeruginosa en FAME según lo reportado en la literatura 

científica. 

Microorganismo   Materia prima 
del FAME 

 Interacción del microorganismos con el FAME Ref. 

Pseudomonas 
aeruginosa 

 Aceite vegetal 
residual  

El impacto de Pseudomonas aeruginosa en los FAME está 
principalmente relacionado con su capacidad para causar 
biodeterioro. Estas bacterias pueden contribuir a la 
formación de biopelículas y a la degradación de los 
componentes del FAME, lo que puede resultar en una 
disminución de la calidad del combustible y en problemas 
operativos, como la obstrucción de filtros.  

(33) 
(34) 

 90% soya, 
10% manteca 
de res  

El impacto de Pseudomona aeruginosa en los FAME está 
principalmente relacionado con la capacidad para 
degradar los compuestos presentes en este tipo de 
combustible. Esta bacteria puede contribuir a la 
biodegradación del FAME, afectando su calidad y 
estabilidad durante el almacenamiento.  

 
(35) 

80% soya, 20 
manteca de res  

Pseudomonas  es uno de los principales contaminantes 
respondables del deterioro de combustibles junto con 
Comamonas, Burkholderia, Klebsiella, Tolumonas, 
Candida. Aspergillus, Fusarium. 

(26) 

Aceite de 
palma  

El aceite de palma y los ésteres metílicos de ácidos grasos 
(FAMEs) están sujetos a biodegradación aeróbica por 
bacterias como Pseudomonas, comúnmente presentes en 
ambientes naturales abiertos.  

(36) 

J.curcas  
A. aculeata 

 Los FAMEs (ésteres metílicos de ácidos grasos) 
mostraron un deterioro notable causado por Pseudomonas 
durante condiciones simuladas de almacenamiento, 
principalmente debido a la contaminación microbiana. Se 
observaron cambios significativos en el pH, la tensión 
superficial y el contenido de ésteres incluso en un corto 
período de 30 días, y la inoculación con hongos aceleró el 
proceso de degradación, provocando una reducción de 
hasta el 12% en la concentración de ésteres.   

(37) 

Aceite de soya  
(B20) 

La adición de  FAMEs  provoca un aumento en el número 
de microorganismos, lo que resulta en la degradación de 
la fracción correspondiente a los FAMEs. 

(38) 



Streptomyces violaceoruber 

En el presente trabajo, este microorganismo fue identificado en los 
FAMEs de manteca residual, lo cual no había sido reportado 
previamente por la literatura científica. Sin embargo, este 
microorganismo se encuentra comúnmente en diversos lugares 
como el suelo (39), la industria (40) y el agua (41). 

 

La ruta de biodegradación de las moléculas de FAME es un proceso de múltiples 

etapas que es similar tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. Primero 

los  FAMEs se desesterifican primero para formar ácidos grasos libres y metanol. 

Luego, los ácidos grasos libres sufren la eliminación secuencial de componentes de 

dos carbonos mediante un proceso conocido como β-oxidación. El metanol liberado 

se biodegrada fácilmente en condiciones aeróbicas y anaeróbicas. El metabolismo 

de los ésteres de glicerina comienza con la desesterificación para formar ácidos 

grasos libres y glicerina, mediante enzimas esterasas conocidas como lipasas, que 

se han encontrado en microorganismos como los consorcios de Pseudomonas (42).  

El estudio confirma que la introducción de FAMEs afecta los tipos y la actividad de 

los microorganismos presentes en el microcosmos del combustible. Es menos 

probable que los microorganismos se desarrollen directamente en los FAMEs; en 

cambio, necesitan agua y nutrientes para desarrollarse como biopelícula en la 

interfaz agua–FAME. Aunque la presencia de Pseudomonas aeruginosa en 

biodiésel derivado de diversas fuentes de materia prima ya había sido reportada 

previamente, no existían casos documentados de esta bacteria en biodiésel 

sintetizado a partir de manteca residual. De manera similar, la identificación 

de Streptomyces violaceoruber en el presente estudio es particularmente relevante, 

ya que podría respaldar futuras propuestas de estrategias de mitigación o su posible 

uso como microorganismo para la biorremediación de suelos contaminados con 

biodiésel. 

Según estudios realizados por Soriano et al. (43) y Schleicher et al. (44), en sistemas 

donde ocurre crecimiento microbiano, existe una tendencia al aumento del índice 

de acidez, fenómeno particularmente notable en el biodiésel B100. Este incremento 

se atribuye a la actividad microbiana, que genera ácidos orgánicos responsables de 

la disminución de los niveles de pH. Aunque no existe una normativa que defina los 

parámetros máximos permitidos para la presencia de microorganismos en biodiésel 



almacenado, se recomienda ampliamente la adición de sustancias activas biocidas 

de amplio espectro, como 3,3-Metilenbis (5-metiloxazolidina) (MBO) y 5-Cloro-2-

metil-4-isotiazolin-3-ona + 2-Metilisotiazol-3(2H)-ona (MIT/CMIT). Este enfoque 

ayuda a mitigar el crecimiento microbiano en el biodiésel almacenado, asegurando 

su estabilidad y calidad a lo largo del tiempo (45). 

5. Conclusiones  
 
Los resultados obtenidos en esta investigación destacan la importancia de la calidad 

de la materia prima y el efecto de la presencia de agua durante el almacenamiento 

de los FAMEs producidos a partir de manteca, como parámetros que pueden tener 

gran relevancia al influir en la contaminación microbiana, subrayando el potencial 

de los FAMEs como una alternativa sostenible a los biocombustibles 

convencionales. 

Aunque no hay evidencia de contaminación microbiológica en los FAMEs derivados 

de manteca, existen informes de contaminación en otras fuentes de ácidos grasos. 

La manteca residual proveniente de la preparación de alimentos podría utilizarse 

para convertir estos desechos en FAMEs, representando una solución alternativa 

para prevenir la contaminación por disposición inadecuada de residuos, al mismo 

tiempo que ofrece la oportunidad de generar un biocombustible con valor agregado, 

alineado con los objetivos globales de sostenibilidad ambiental y seguridad 

energética. Sin embargo, es crucial que el FAME no entre en contacto con agua 

durante los procesos de síntesis y almacenamiento y, como medida preventiva, se 

debe incorporar un agente antimicrobiano para garantizar su calidad y seguridad. 

La investigación concluye que la manteca residual es más propensa al ataque 

microbiológico que la manteca refinada, especialmente cuando las condiciones de 

agua y temperatura favorecen el crecimiento microbiano. Este proceso conduce a 

un aumento en el índice de acidez, lo cual puede afectar negativamente a los 

metales al inducir corrosión. Se recomiendan métodos de control para prevenir la 

contaminación microbiológica en los FAMEs, como la adición de MBO, MIT/CMIT o 

un biocida de amplio espectro. 



En futuras investigaciones, ampliar el diseño experimental para incorporar 

variaciones climáticas y monitoreo a largo plazo proporcionaría una representación 

más precisa de las condiciones reales de almacenamiento industrial. Además, 

correlacionar directamente el crecimiento microbiano con la degradación de la 

calidad del combustible e implementar métodos cuantitativos como el recuento en 

placa, la luminiscencia de ATP y la qPCR permitirá una evaluación más sólida de la 

carga microbiana en los FAMEs y en la interfaz a lo largo del tiempo, mejorando la 

valoración de la gravedad de la contaminación. 
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