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Resumen

La presente investigacion muestra un disefio experimental comparativo y tuvo como
objetivo determinar la susceptibilidad a la contaminacion microbiana en los ésteres
metilicos de acidos 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, asi 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 observo crecimiento microbiolégico en la interfaz FAME-
agua del FAME obtenido a partir de manteca residual. Mediante la técnica de
espectrometria de masas MALDI-TOF, se identificaron las bacterias Pseudomonas
aeruginosa y Streptomyces violaceoruberen los FAMEs de manteca residual,
siendo esta ultima previamente reportada en FAMEs. Las implicaciones del
desarrollo de microorganismos sobre la calidad fisicoquimica de los FAMEs son
significativas, ya que provocan un aumento en el indice de acidez, lo cual puede
afectar negativamente a los metales al inducir corrosion. Los FAMEs de manteca
refinada no mostraron desarrollo de microorganismos. La investigacion concluyo
que la manteca residual tiende a ser mas propensa al ataque microbioldgico si las
condiciones de humedad y temperatura favorecen el crecimiento microbiano. La
manteca refinada es menos susceptible a la contaminacién microbiana debido a que
se le afnaden antioxidantes. Los hallazgos contribuiran a la base de conocimiento
para una introduccién mas 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. Introduccion

Los biocombustibles se consideran, en parte, una solucion a problemas como el
desarrollo sostenible, la seguridad energética y la reduccion 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 combustidn, ha
recibido una atencion considerable en los ultimos tiempos a nivel mundial. El
biodiesel es un éster metilico o etilico de acido graso producido a partir de recursos
biolégicos renovables como aceites vegetales (tanto comestibles como no
comestibles), aceite vegetal residual y grasas animales (1).

El biodiesel se sintetiza mediante la transesterificacion de materias primas lipidicas
con alcoholes de bajo peso molecular. Actualmente, se utilizan bases alcalinas para

catalizar la reaccion (2).



1.1 Produccion de biodiesel

La transesterificacion es el proceso mas 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 lipidica utilizada, esta reaccion consiste en la
transformacion de los triglicéridos contenidos en los aceites, un alcohol y un
catalizador para obtener ésteres mono alquilicos de acidos grasos (FAMEs). La
reaccion de transesterificacion requiere el uso de una materia prima lipidica con alto
grado de pureza, esta reaccidn consta de tres etapas: la conversion de triglicéridos
en diglicéridos estos en monoglicéridos y finalmente la obtencion de glicerol (3).

Esta reaccion se presenta en la figura 1.
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Fig. 1. Reaccion para la produccion de biodiesel (4).

Los biocombustibles de primera generacion se obtienen a partir de diferentes
fuentes comestibles primarias como aceite vegetal o grasas animales por ejemplo
la manteca refinada. Los biocombustibles de segunda generacidon provienen de
cultivos no comestibles como los biocombustibles celulésicos como desechos ricos
en carbono, biomas vegetal celuldsica y lignocelulésica como por ejemplo la
manteca de cerdo residual. Las ventajas de ser un combustible de origen reciclado



requiere pocos recursos economicos y ayuda a reducir emisiones de combustibles
fosiles (5).

La viabilidad de los biocombustibles de primera generacion 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 produccion 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 preparacion de platillos
elaborados con carne de cerdo, como el tocino, asi como los restos de lo que se
utilizé en la preparacion de diversos platillos, en los cuales se emple6 manteca
refinada como bafio de grasa para freir distintos alimentos.

La hidroquinona terc-butilo (TBHQ) es un aditivo alimentario comunmente 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 oxidacion
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 fendlicos (8).

La hidroquinona terc-butilo esta aprobada como antioxidante de grado alimentico y
es un conservante altamente eficaz para aceites vegetales insarturados, muchas
grasas de animales comestibles y productos carnicos debido que no causa
decoloracion y no altera el olor y el sabor del material al que se le afiade (9).

Sin una disposicion 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 contaminacion ambiental. Los residuos de grasa animal constituyen
algunos de los desechos mas relevantes y su tratamiento resulta costoso debido a
que las regulaciones ambientales son muy estrictas. Parte de estos costos se
podrian reducir mediante la generacion de bioenergia. El biodiesel representa una
fuente de energia renovable, ya que es biodegradable, no téxico, tiene buen perfil
de emisiones y puede mezclarse hasta en un 20% con diésel fosil. Ademas 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 proporcion con el diésel convencional lo que respalda las politicas de
diversificacion energética. Sin embargo, el biodiesel absorbe mas humedad que el
diésel debido a que los ésteres metilicos son compuestos higroscopicos y existe
una cantidad limitada de informacién publicada sobre sus propiedades de afinidad
con el agua. El contenido de agua puede afectar las caracteristicas del combustible,
reduciendo su calidad si se acumula agua libre, emulsificada o soluble (12).

Esta susceptibilidad del biodiesel esta asociada a su composicion quimica y varia
considerablemente segun la materia prima utilizada. El biodiesel se degrada por
absorcion de vapor de agua, autooxidacién y ataque microbiano. El aumento de
poblaciones de microorganismos ha demostrado tener la capacidad de degradar el
tanque de almacenamiento de combustible y provocar corrosion. La contaminacion
del combustible acorta la vida del filtro y provocar problemas en el suministro de
combustible, motor y dafios en el equipo de inyeccién de combustible. Se confirma
que la biodegradacion de hidrocarburos es debido a la contaminacidén microbiana.
La actividad microbiana ocurre en la interfaz agua — FAME (esteres metilicos de
acidos grasos), lo que da lugar a la formacion visible de una biopelicula, la cual
puede estar compuesta por bacterias, hongos y/o levaduras (13). En general, los
antioxidantes fendlicos mas 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 mas eficaz en biodiésel a base de aceites vegetales y poco eficaz en
biodiésel producido a partir de materias primas con alto contenido de acidos grasos
libres (14).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la susceptibilidad
comparativa al desarrollo microbiolégico en FAME sintetizado a partir de manteca
refinada y residual, simulando condiciones de almacenamiento en la cadena de
suministro de combustible, asi 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), acido alfa-ciano-
4-hidroxicinamico en acetonitrilo al 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), y
acido 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 preparacién doméstica de
tocino y fue filtrada para separarla del residuo soélido restante utilizando papel filtro
Grado 40 con retencion de particulas de 8 um, con el fin de eliminar posibles restos
de alimentos. Posteriormente, se secé 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 afiadieron antioxidantes y acido citrico 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 Sintesis de FAME

El FAME sintetizado se prepardé por duplicado siguiendo el método de
transesterificacion alcalina reportado por Parawira (15). La grasa se fundid, y la
reaccion se llevé a cabo por separado para la grasa de tocino y la grasa refinada en
un vaso de precipitados de borosilicato de 600 mL. La sintesis consistid en una
transesterificacién basica en una sola etapa realizada a 65 °C, utilizando NaOH al
1.0% en peso como catalizador y una relacién molar de metanol:grasa de 6:1, con

una duracion de reaccion de 60 minutos.

2.4 Purificacion de FAME

El proceso de purificacion del FAME es necesario para garantizar la pureza

requerida para su uso como combustible (16). La purificacion comenzd con la



eliminacion de la glicerina sedimentada, seguida de la remocion de otros residuos
derivados de la reaccion de transesterificacion, como la glicerina no reaccionada y

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

Metanol + NaOH + S . Separacion
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Fig. 2. Proceso de transesterificacion alcalina y purificacion de FAME.

El proceso de lavado de las muestras de FAME se realizé en un matraz de 1 litro
equipado con un tapon de goma. Se combinaron volumenes iguales de agua y
FAME en el matraz, con agitacion mecanica a 200 RPM durante 5 minutos para
asegurar una adecuada interaccion entre las fases. Posteriormente, la mezcla
resultante de FAME y agua se transfirio a un embudo de separacion de 1 litro y se
dej6 reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras el periodo de reposo,
la fase acuosa se dreno cuidadosamente, dejando unicamente la fase superior
correspondiente al FAME purificado.

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

de purificacidn no mostré turbidez; este procedimiento requiri6 al menos cuatro



lavados. Finalmente, el agua residual del lavado fue eliminada del FAME mediante
calentamiento a 105 °C, hasta que el FAME adquirié un color claro. Este cambio de
color ocurre aproximadamente 15 minutos después de alcanzar la temperatura
mencionada. El FAME obtenido cumplié con los parametros 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 Microbiolégico

Se analizaron por duplicado muestras de FAME refinado y residual para determinar
su susceptibilidad al desarrollo microbiolégico. 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 dias, simulando condiciones de almacenamiento
de combustible. Durante todo el periodo de incubacion, las muestras permanecieron
en fases separadas. Esta configuracion facilito la visualizacion de regiones
diferenciadas con  contaminacidon  microbiologica, funcionando  como
microecosistemas a escala de laboratorio para el FAME derivado de grasa refinada

(Figura 3a) y manteca residual (Figura 3b).
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Fig. 3. Zona de contaminacién microbiolégica del FAME preparado a partir de (a) manteca refinada y (b)

manteca residual.

La incorporacion de volumenes equivalentes de agua tiene como objetivo simular el
efecto de la condensacion de humedad dentro del contenedor de almacenamiento.
Debido a la diferencia de densidad entre los dos liquidos, 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 contaminacion microbiana, ya que el
volumen de agua seleccionado permite una visualizacion mas clara de la formacion
de biopeliculas en la interfaz agua—FAME. Ademas, la simulacion proporciona una
plataforma reproducible para evaluar los riesgos de degradacion microbiologica del
biocombustible, especialmente ante la ausencia de regulaciones que establezcan el
contenido maximo 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 prepar6 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 preparacién del medio de cultivo en cajas de Petri se realizé 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 calent6é con agitacion
mecanica a 200 rpm para asegurar su disolucion completa, y se esterilizd6 mediante
autoclave a una presion de 15 Ib/in? (121 °C) durante 15 minutos. Una vez enfriado
a 45-50 °C, el medio se mezcld cuidadosamente y se vertio en cajas de Petri
estériles. Para la inoculacién, se utilizd 0.1 mL de cada muestra previamente
homogeneizada, y la siembra se realizo directamente sobre el medio de cultivo. La
dispersion de la muestra sobre la superficie del medio se realizdé con una espatula
de Drigalski, y el procedimiento se llevo a cabo por duplicado. Las cajas Petri se
incubaron a 30.6 °C durante cuatro dias utilizando una incubadora ECOSHEL

Modelo 9052. La concentracién microbiana expresada en unidades formadoras de



colonias por mililitro (UFC/mL), se calcul6 multiplicando el numero de colonias
contadaa en la dilucidn seleccionada por el factor decimal de dilucion y el resultado

dividido entre el volumen inoculado en (mL).

2.6 Ensayo de espectrometria de masas MALDI-TOF

La identificacion de los microorganismos en las muestras de FAME se llevo a cabo
utilizando la técnica de espectrometria de masas por desorcion/ionizacidon laser
asistida por matriz con analisis de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Esta técnica
permitié identificar microorganismos a partir de colonias desarrolladas en cajas Petri
en un periodo corto de tiempo, mediante una metodologia sencilla y automatizada,
lo que redujo considerablemente los errores en el analisis (20).

Para la preparacion de la muestra, se depositd directamente una pequefa cantidad
de una colonia sobre la placa de acero pulido del espectrometro de masas,
formando una pelicula delgada. Sobre esta pelicula se aplicé 1 mL de la solucion
matriz (una solucion saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico en 50% de
acetonitrilo y 2.5% de acido tricloroacético), dejandose secar a temperatura
ambiente. Las mediciones se realizaron utilizando un espectrdmetro de masas
MALDI-TOF-TOF Autoflex Ill MS (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania), y el
espectro se obtuvo automaticamente en el rango de 2—-20 kD, operando en modo
lineal positivo a una frecuencia de 200 Hz. Los parametros establecidos para el
espectrometro fueron: IS1 a 20 kV, 1S2 a 18.6 kV, lente a 6 kV y PIE a 40 ns. El
espectro obtenido se comparé automaticamente mediante algoritmos integrados en
el software del sistema con la base de datos MALDI Biotyper. El protocolo de trabajo
del MALDI Biotyper permite una adquisicion optima de la muestra mediante la
acumulacion de 500 disparos laser en diferentes ubicaciones de la muestra. Los
espectros fueron calibrados externamente utilizando una mezcla estandar de
calibracion para cubrir un rango de 4-17 kD.

Analisis de espectros (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania): Para la
identificacion de microorganismos, el espectro obtenido de los microorganismos
objetivo fue procesado utilizando el software MALDI Biotyper 1.1. La lista de picos
generada se comparo con la biblioteca de referencia del MALDI Biotyper 2.0



mediante un algoritmo de comparacion integrado en el software. Una vez importado
el espectro al programa, todo el proceso, desde el analisis hasta la identificacion,

se realizé automaticamente sin intervencion del usuario (20).

3. Resultados
3.1 Sintesis y purificacion de FAME

La sintesis de los FAMEs se realizé por separado mediante la transesterificacion de
manteca refinada (Figura 4a) y manteca residual (Figura 4b), utilizando metanol y
NaOH como catalizador.

(a) (b)

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

Durante la reaccién de transesterificacion, el alcohol interactia con los triglicéridos,

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



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

como se muestra en la Figura 5.
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Fig. 5. Reaccion de transesterificacion grasos (FAME).

El color del FAME no es un parametro 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 transformacién. Sin embargo, un biodiésel de color claro indica
gue la materia prima no ha sido sometida a procesos de transformacion por estrés
térmico (21), como ocurre con la manteca refinada (Figura 4a), y su color puede
variar desde amarillo palido hasta ambar claro. El color naranja oscuro de un FAME
(Figura 4b) puede ser un indicador de degradacion de la materia prima, asi como
de la presencia de impurezas que podrian sugerir la aparicion microscopica de
residuos organicos provenientes de la materia prima, los cuales fueron transferidos
al FAME, como podria ser el caso del FAME producido a partir de manteca residual.
Después de la reaccion, los productos se enfriaron a temperatura ambiente y se
dejaron reposar para permitir la separacion de fases. La Figura 6 ilustra un embudo
de separacion que contiene los productos de la reaccion: 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

proporcion moderada, consiste en glicerina.



~ -———‘.:|_\‘&3

Biodiesel —_
Impurezas —_— '
Glicerina "",\ [
N |
.

1 |

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

separacion.

Las dos capas inferiores, productos de la reaccién, fueron extraidas mediante
drenaje utilizando un embudo de separacion, y posteriormente se realizd la
purificacion del FAME para eliminar las impurezas residuales. Segun la norma
ASTM D6751 (18), que establece los parametros fisicoquimicos de los FAME, no se
prescribe un procedimiento especifico de purificacion. Sin embargo, el lavado con
agua es ampliamente reconocido como el método mas eficaz y economico

comunmente empleado para eliminar las impurezas residuales de los FAME.

3.2 Perfiles microbianos de las muestras recolectadas

Después de la incubacion a 30.6 °C durante cuatro dias, en cajas Petri sembradas
con una muestra de la biopelicula desarrollada en la interfaz entre el FAME de
manteca residual y agua, se desarrollé una colonia de microorganismos, como se
observa en la Figura 7a, y no fue posible cuantificar las UFC debido a la
superposicion de colonias. En la Figura 7c, dado el volumen de muestra inoculada
de 0.1 mL en la caja de Petri, el calculo estima la presencia de 10 UFC/mL de
microorganismos, originados en la fase FAME de la manteca residual. Esto no se
observo en el FAME de manteca refinada (Figuras 7b y 7d).



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 presentd crecimiento microbiolégico, probablemente debido a la pérdida de
nutrientes durante el proceso de refinacion industrial. Ademas, la presencia de
antioxidantes, TBHQ y conservantes sintéticos utilizados para prolongar su vida util
inhibe el desarrollo microbiolédgico (22).



El FAME sintetizado a partir de manteca residual fue el mas susceptible al ataque
microbiolégico, probablemente debido a la presencia de nutrientes como
triglicéridos, acidos grasos y componentes menores, incluyendo colesterol,
fosfolipidos, vitaminas, aldehidos, cetonas y pigmentos que permanecieron en la
fraccion lipidica (23), (24).

Dado que no se implementan procesos de purificacion directa para eliminar estos
compuestos en la manteca de cerdo residual, como el blanqueo, desgomado,
desodorizacion y neutralizacion (25), dichos compuestos se transfieren
directamente al FAME producido a partir de esta fuente.

3.3 Anadlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF MS

Antes del analisis, se realizd una inspeccion visual detallada de las colonias
presentes en la placa correspondiente a la muestra "FAME de manteca residual +
agua" (Figura 7a). Se seleccion6 una colonia bien definida, aislada y con morfologia
consistente para el analisis posterior por espectrometria de masas. El espectro
obtenido se comparé automaticamente mediante algoritmos integrados en el
software del sistema con la base de datos MALDI Biotyper. El espectro de masas
obtenido se procesé con el programa MALDI Biotyper 1.1. La lista de picos
generada se comparo con la biblioteca de referencia del MALDI Biotyper 2.0
aplicando un algoritmo de comparacién integrado en el software. Los espectros

obtenidos se muestran en la Figura 8.
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Fig. 8. Espectro de perfil de espectrometria 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 relacién bidimensional entre
la masal/carga (m/z) que presenta, con respecto a la intensidad del pico

correspondiente a un microorganismo determinado.

4. Discusion

La duracion y las condiciones de la simulacién de almacenamiento fueron
cuidadosamente seleccionadas. La decision de realizar un experimento de 14 dias
a temperatura constante se baso en establecer un punto de referencia controlado
que permitiera evaluar la contaminacién microbiana en FAME sin interferencias de
variaciones ambientales. Este enfoque inicial nos permitié identificar tendencias
microbiolégicas y determinar diferencias en la susceptibilidad entre FAMEs
derivados de residuos y un FAME de manteca refinada bajo condiciones estables.
Reconocemos que el almacenamiento practico del biodiésel suele estar sujeto a
fluctuaciones de temperatura, humedad variable, contenido de agua y periodos de
almacenamiento prolongados. Sin embargo, la contaminacion microbiana puede
desarrollarse relativamente rapido cuando las condiciones favorecen el crecimiento

bacteriano.



La caracteristica higroscopica de los FAMEs provoca una rapida absorcion de agua
en situaciones de alta humedad (26). En consecuencia, el contacto con la humedad
ambiental puede superar el contenido maximo permitido de agua en los FAMEs,
que es de 500 ppm, segun 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 fisicoquimicas,
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 desarroll6 en ambas muestras:
el FAME preparado con manteca residual + agua (Figura 7a), y el FAME elaborado
unicamente 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 Strepfomyces 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 estan comunmente presentes en el suelo,
aguas dulces y ambientes marinos. Pseudomonas aeruginosa ha recibido especial
atencion debido a su patogenicidad oportunista y su capacidad para causar
enfermedades en humanos (32).

El agua utilizada para simular la contaminacion en condiciones de almacenamiento
de FAME probablemente estaba contaminada con microorganismos, los cuales
fueron posteriormente transferidos al FAME, lo que sugiere que la introduccién de
microorganismos se debe principalmente a su presencia en el agua. Aunque la
presencia de agua en el biodiésel no es un parametro 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 proliferacion. Esta interaccion resalta la importancia de controlar la
presencia de agua en el FAME durante su almacenamiento y manipulacién, con el
fin de mitigar la contaminacion microbiana y sus efectos adversos sobre la
estabilidad fisicoquimica 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 segun lo reportado en la literatura

cientifica.
Microorganismo Materia prima Interaccién del microorganismos con el FAME Ref.
del FAME
Aceite vegetal  Elimpacto de Pseudomonas aeruginosa en los FAME esta (33)
residual principalmente relacionado con su capacidad para causar  (34)
biodeterioro. Estas bacterias pueden contribuir a la
formacion de biopeliculas y a la degradacién de los
componentes del FAME, lo que puede resultar en una
disminucién de la calidad del combustible y en problemas
operativos, como la obstruccion de filtros.
90% soya, El impacto de Pseudomona aeruginosa en los FAME esta
10% manteca principalmente relacionado con la capacidad para (35)
de res degradar los compuestos presentes en este tipo de
combustible. Esta bacteria puede contribuir a la
biodegradacion del FAME, afectando su calidad y
estabilidad durante el almacenamiento.
80% soya, 20 Pseudomonas es uno de los principales contaminantes (26)
manteca de res respondables del deterioro de combustibles junto con
Comamonas, Burkholderia, Klebsiella, Tolumonas,
Pseudomonas . . .
. Candida. Aspergillus, Fusarium.
geruginosa Aceite de El aceite de palma y los ésteres metilicos de acidos grasos  (36)
palma (FAMEs) estan sujetos a biodegradacion aerobica por
bacterias como Pseudomonas, comunmente presentes en
ambientes naturales abiertos.
J.curcas Los FAMEs (ésteres metilicos de acidos grasos) (37)
A. aculeata mostraron un deterioro notable causado por Pseudomonas
durante condiciones simuladas de almacenamiento,
principalmente debido a la contaminacién microbiana. Se
observaron cambios significativos en el pH, la tension
superficial y el contenido de ésteres incluso en un corto
periodo de 30 dias, y la inoculacién con hongos aceleré el
proceso de degradacion, provocando una reduccién de
hasta el 12% en la concentracion de ésteres.
Aceite de soya La adiciéon de FAMEs provoca un aumento en el nimero (38)

(B20) de microorganismos, lo que resulta en la degradacién de
la fraccién correspondiente a los FAMEs.




En el presente trabajo, este microorganismo fue identificado en los
FAMEs de manteca residual, lo cual no habia sido reportado

Streptomyces violaceoruber previamente por la literatura cientifica. Sin embargo, este
microorganismo se encuentra comunmente en diversos lugares
como el suelo (39), la industria (40) y el agua (41).

La ruta de biodegradacion de las moléculas de FAME es un proceso de multiples
etapas que es similar tanto en condiciones aerdbicas como anaerodbicas. Primero
los FAMEs se desesterifican primero para formar acidos grasos libres y metanol.
Luego, los acidos grasos libres sufren la eliminacion secuencial de componentes de
dos carbonos mediante un proceso conocido como [3-oxidacion. El metanol liberado
se biodegrada facilmente en condiciones aerdbicas y anaerdbicas. El metabolismo
de los ésteres de glicerina comienza con la desesterificacion para formar acidos
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 introduccion 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 biopelicula en la
interfaz agua—FAME. Aunque la presencia de Pseudomonas aeruginosa en
biodiésel derivado de diversas fuentes de materia prima ya habia sido reportada
previamente, no existian casos documentados de esta bacteria en biodiésel
sintetizado a partir de manteca residual. De manera similar, la identificacion
de Streptomyces violaceoruber en el presente estudio es particularmente relevante,
ya que podria respaldar futuras propuestas de estrategias de mitigacion o su posible
uso como microorganismo para la biorremediacion de suelos contaminados con
biodiésel.

Segun estudios realizados por Soriano et al. (43) y Schleicher et al. (44), en sistemas
donde ocurre crecimiento microbiano, existe una tendencia al aumento del indice
de acidez, fendmeno particularmente notable en el biodiésel B100. Este incremento
se atribuye a la actividad microbiana, que genera acidos organicos responsables de
la disminucién de los niveles de pH. Aunque no existe una normativa que defina los

parametros maximos permitidos para la presencia de microorganismos en biodiésel



almacenado, se recomienda ampliamente la adicion 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 investigacion 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 parametros que pueden tener
gran relevancia al influir en la contaminacién microbiana, subrayando el potencial
de los FAMEs como una alternativa sostenible a los biocombustibles
convencionales.

Aunque no hay evidencia de contaminacion microbiolégica en los FAMEs derivados
de manteca, existen informes de contaminacion en otras fuentes de acidos grasos.
La manteca residual proveniente de la preparacidon de alimentos podria utilizarse
para convertir estos desechos en FAMEs, representando una solucion alternativa
para prevenir la contaminacion por disposicion 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 sintesis y almacenamiento y, como medida preventiva, se
debe incorporar un agente antimicrobiano para garantizar su calidad y seguridad.
La investigacion concluye que la manteca residual es mas propensa al ataque
microbiolégico que la manteca refinada, especialmente cuando las condiciones de
agua y temperatura favorecen el crecimiento microbiano. Este proceso conduce a
un aumento en el indice de acidez, lo cual puede afectar negativamente a los
metales al inducir corrosion. Se recomiendan métodos de control para prevenir la
contaminacion microbiologica en los FAMEs, como la adicion de MBO, MIT/CMIT o
un biocida de amplio espectro.



En futuras investigaciones, ampliar el disefio experimental para incorporar
variaciones climaticas y monitoreo a largo plazo proporcionaria una representacion
mas precisa de las condiciones reales de almacenamiento industrial. Ademas,
correlacionar directamente el crecimiento microbiano con la degradacion de la
calidad del combustible e implementar métodos cuantitativos como el recuento en
placa, la luminiscencia de ATP y la gPCR permitira una evaluacion mas solida de la
carga microbiana en los FAMEs y en la interfaz a lo largo del tiempo, mejorando la

valoracion de la gravedad de la contaminacion.
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plant, a rich source of bioactive compounds such as azadirachtin, nimonol, nimocinol, nimocinolide,
gallic acid, gallocatechin, epicatechin, azadiradione, nimbin, salannin, epoxyazadiradione, etc. The
isolated phytochemicals from neem, among others, are more than 300. The present work details the
techniques for extracting compounds from different parts of neem, such as bark, husk seed, seed,
seed oil, tree, leaves, and flowers. Furthermore, it comments on the various applications, including
medicinal, environmental, and veterinary, of the neem-derived bioactive compounds, as well as their

use in cattle raising and in cosmetics, disinfectants, rubber, and textile production, on the basis of a
systematic documentary analysis rom 2019 onwards.

Keywords: Neem, Azadirachta indica, extracts, applications of neem, azadirachtin, nimbin.

1. INTRODUCTION

Neem (Azadirachta indica) is a tree in the mahogany
family Meliaceae, typically grown in the Indian subconti-
nent. The “good health” properties of the parts of neem and
of the neem-derived extracts have been described in the an-
cient Sanskrit as far back as 4,000 years ago. Neem is known
as the “village pharmacy” due to its large application in tra-
ditional medicine practices to prevent and treat various dis-
eases [1, 2]. Medicinal plant products have a long history of
use in India, China, and other regions of the world, although
scientific research which validates their use has not been
carried out in all cases [3]. In spite of this, the essential oil
and plant extracts from neem can be considered as a sustain-
able alternative to a number of currently used synthetic
products. The neem-derived bioactive compounds are com-
plex mixtures of secondary metabolites [4, 5]. They cover a
wide spectrum of pharmacological effects showing a diversi-
ty of biological properties, as anti-inflammatory [6], antioxi-
dant [7] and anticancer [8]. Antimicrobial activity has been
proven against a wide range of microorganism such as bacte-
ria (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aure-
us) [9], fungi (Sclerotium rolfsii, Pleurotus ostreatus) [10],
viruses (dengue virus, yellow fever virus) [11], protozoa
(Leish: sp., Trich ginalis) [12], insects (4n-
threnus verbasci) [13], and plants [5].

The present work summarizes the techniques for extract-
ing bioactive compounds from different parts of neem, such

*Address correspondence to this author at the Universidad Auténoma de
Baja California, Instituto de Ingenieria, Mexicali, México;
E-mail: cnrdgarciag@uabc.edu.mx

1570-193X/XX $65.00+.00

as bark, husk seed, seed, seeds oil, tree, leaves, and flowers.
Furthermore, it comments on the various applications, in-
cluding medicinal, environmental, and veterinary, of the
neem-derived bioactive compounds, as well as their use in
cattle raising and in cosmetics, disinfectants, rubber, and
textile production, on the basis of a systematic documentary
analysis covering the period of 2019 to 2022.

2. PHYTOCHEMICAL ASPECTS
2.1. Taxonomy of Azadirachta indica

Neem has the scientific name Azadirachta Indica and be-
longs to the family of Meliaceae which also belongs the ce-
dar, the mahogany and the paradise. The neem classification
is described as follows in Table 1 [6].

Table1l. Taxonomy of neem.
Kingdom Plantae
Sub-kingdom Trachacophyta
Division Embryophytes
Sub-division Angiosperms
Class Dicotyledonous
Order Geranials
Family Meliaceae
Genus Azadirachta
Species Azadirachta indica

© XXXX Bentham Science Publishers

Chemistry.
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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 mi-
croorganisms developed. The plates 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 Strep-
tomyces 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 water
and temperature affect microbial growth. The findings will contribute to the knowledge
base for a safer introduction of FAMEs into the biofuel matrix.

Keywords: FAME; transesterification; microbiological degradation; waste utilization;
MALDI-TOF; Pseudomonas aeruginosa; Streptomyces violaceoruber

1. Introduction

Fatty acid methyl esters (FAMESs), which are the main components of biodiesel, are
fueld with physical properties similar to petroleum-derived diesel [1], whose chemical
composition is a mixture of alkyl esters, synthesized from triglycerides present in vegetable
oil, animal fat, and their residues generated during food preparation. The traditional

Appl. Biosci. 2025, 4, 39
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7.1.3 Articulo como primer autor, aceptado para publicarse en la revista IEEE,
titulado “Comparision of oxidative stability indices between residual and refined lard”.

Comparision of oxidative stability indices between
residual and refined lard biodiesel

Samuel Lepe-de-Alba
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Abstract—This study investigates the oxidative stability of
biodiesel synthesized from residual and refined pork lard,
focusing on three key indices: peroxide value (primary oxidation),
p-anisidine value (secondary oxidation), and the total oxidation
index (ToTox). Fatty acid methyl esters (FAME) were produced
via alkaline transesterification and purified through successive
water washes. The results revealed that biodiesel derived from
residual lard exhibited significantly higher oxidative degradation,
with ToTox values exceeding those reported for vegetable oil-
based biodiesels. In contrast, refined lard biodiesel showed
moderate oxidation levels but remains unsuitable for fuel
production due to its competition with food resources. The
elevated p-anisidine and peroxide values in residual lard biodiesel
suggest potential risks for fuel stability and performance,
underscoring the need for further research into antioxidant
additives and optimized storage conditions to enhance the viability
of animal fat-based biodiesel

Keywords— Biodi
peroxides, ToTox.

I, lard, ification, p-anisidi

I. INTRODUCTION (HEADING 1)

The increasing energy demands, depletion of fossil fuels and
environmental pollution make the world under crisis nowadays.
This is because worldwide are dependent on petroleum as their
main source of fuel. The only possible solution to solve the
crisis is to find a renewable, economically feasible and
environmentally friendly source of alternative energy [1].
Biodiesel is an alternative diesel fuel made from renewable
sources such as a vegetable oils and animal fats. It is
biodegradable, nontoxic and has a low emission profile and it
is environmentally beneficial [2].

The most common method to produce biodiesel is synthesized
via the transesterification of lipid feedstocks with low
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Armando Pérez Sanchez
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California
armando.perez.sanchez@uabc.ed
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molecular weight alcohols using alkaline bases to catalyze the
reaction [3]

Oxidation stability is one of the important properties of fatty
acid alkyl esters (biodiesel) and primarily affects the stability
of biodiesel during extended storage. Degradation by oxidation
produce products that may compromise biodiesel properties,
impair fuel quality and engine performance [4]. Many factors
can affect the oxidation stability of biodiesel like fatty acid
composition, impurities (free fatty acids, additives and
antioxidants, water), physical parameters (sample mass,
agitation, viscosity, temperature, light and air exposure) as well
as degree of prior sample aging [5].

According to ASTM D6751 [6], which defines the quality
requirements for biodiesel (B100) intended for blending with
conventional diesel fuel, oxidative stability is one of the key
parameters. This property is assessed using the Rancimat
method, a widely accepted technique for evaluating the
resistance of biodiesel to oxidative degradation 3 hours
minimum.

The Rancimat method determines the induction period (the time
preceding the rapid deterioration of the fat), which is used to
assess the relative oxidative stability of fats. In this method, the
sample is exposed to a constant-temperature stream of air [7].

Peroxides are compounds that can significantly affect product
quality, particularly in food systems including oils and fats.
Their presence is indicative of lipid oxidation, a process that
leads to rancidity and contributes to undesirable changes in
samples. The determination of the p-anisidine value enables the
calculation of the TOTOX index, which represents a combined
measure of the peroxide value and p-anisidine value. By



7.1.4 Articulo como co-autor, aceptado para publicarse en la revista |IEEE titulado
“Corrosion Performance of copper in crude bioglycerol: Implications for biodiesel
infrastructure”.
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Abstract— Crude bio-glycerol, a by-product of biodiesel
production, contains residual impurities that challenge material
integrity. Its corrosive behavior, especially toward copper
components, threatens pipelines, tanks, and industrial systems.
The central objective of this study is to evaluate the corrosive
impact of crude bio-glycerol obtained via alkaline
transesterification of waste vegetable oil on copper surfaces, using
the ASTM D130 copper strip method. The findings aim to guide
material selection and promote safer, more sustainable biodiesel
infrastructure. Corrosion tests followed ASTM D130, yielding a 1a
rating, with copper coupons showing slight, barely visible
discoloration. While this suggests low corrosivity under test
conditions, long-term exposure remains a concern. Trace
contaminants such as methanol, free fatty acids, and salts may
gradually degrade metallic components, especially under thermal
or oxidative stress. Thus, careful material selection is advised for
storage and transport systems involving copper or its alloys.
Protective coatings, corrosion inhibitors, or more resistant
materials may be needed to mitigate long-term effects. This issue
is critical in industrial settings where bio-glycerol undergoes
repeated thermal cycles or prolonged contact with reactive
surfaces, potentially accelerating corrosion beyond what short-
term tests reveal. The study also contributes to resource
valorization and supports the develop t of ble biofuel
infrastructure within a circular bioeconomy framework.

Keywords—  Crude bio-glycerol, biodiesel by-products,
renewable energy, copper corrosion, material compatibility, waste
valorization, sustainable biofuel infrastructure.

I. INTRODUCTION

Glycerol also known as glycerin or glycerine is a trihydroxy
alcohol (triol) with a propane backbone substituted at positions
1, 2, and 3 by hydroxyl groups (Figure 1).
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Fig. 1. Detailed molecular structure of glycerol [1].

It appears as a clear, colorless, odorless, and hygroscopic
syrupy liquid, or as a solid below 64 °F [1]. Pure glycerol is
chemically stable and generally non-reactive under standard
storage and handling conditions, making it suitable for a wide
range of pharmaceutical, cosmetic, and industrial applications
[2-4].

However, the glycerol obtained as a by-product of biodiesel
synthesis commonly referred to as crude bio-glycerol, contains
a mixture of residual catalysts, soaps, methanol, and other
organic impurities. Its composition varies depending on the
feedstock and reaction conditions, particularly the type of
catalyst used. Among the available methods, alkaline
transesterification remains the most widely adopted due to its
high conversion efficiency, operational simplicity, and cost-
effectiveness [5]. The evaluation of the crude bio-glycerol is of
great importance for the biodiesel industry profitability.

A key advantage of biodiesel production lies in its ability to
utilize waste vegetable oils (WVO) as feedstock. Unlike virgin
edible oils, waste oils do not compete with food supply chains,
thereby mitigating concerns related to food security and land
use. Their use promotes circular resource management by
diverting post-consumer fats and oils from waste streams into
renewable energy applications. This approach aligns with global
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7.1.5 Participacion en un congreso internacional CICITEC con el tema “Sintesis de
biodiesel por método alcalino a partir de distintas fuentes de aceites vegetales y
grasas animales”
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7.1.6 Participacion en un congreso internacional CICITEC con el tema “Comparison
of the microbiological attack of biodiesel produced from different sources”
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7.1.7 Participacion en una ponencia como expositor con el tema “Problematica de
la industria del biodiesel por contaminacion microbiana”.
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7.1.8 Participacion en una ponencia como expositor con el tema “Determinacion de
propiedades antimicrobioldgicas (Azadirachta indica), para su potencial uso como
biocida en el biodiesel”
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inscrita en el Registro Publico del Derecho de Autor, con los siguientes datos:

AUTORES: GARCIA GONZALEZ CONRADO
LEPE DE ALBA SAMUEL
SOLIS DOMINGUEZ FERNANDO AMILCAR

TiTULO: PROBLEMATICA DE LA INDUSTRIA DEL BIODIESEL POR CONTAMINACION
MICROBIOLOGICA

RAMA: LITERARIA

TITULAR: UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA (CON FUNDAMENTO EN EL

ARTICULO 83 DE LA L.F.D.A)

Con fundamento en lo establecido por el articulo 3° de la Ley Federal del Derecho de Autor, el presente certificado ampara
unica y exclusivamente la obra original LITERARIA.

Con fundamento en lo establecido por el articulo 14 fraccion | de la Ley Federal del Derecho de Autor, no es objeto de
proteccion como derecho de autor: las ideas en si mismas, las férmulas, soluciones, conceptos, métodos, sistemas,
principios, descubrimientos, procesos e invenciones de cualquier tipo.

Con fundamento en lo establecido por el articulo 168 de la Ley Federal del Derecho de Autor, las inscripciones en el registro
establecen la presuncion de ser ciertos los hechos y actos que en ellas consten, salvo prueba en contrario. Toda
inscripcion deja a salvo los derechos de terceros. Si surge controversia, los efectos de la inscripcion quedaran suspendidos
en tanto se pronuncie resolucién firme por autoridad competente.

Con fundamento en los articulos 2, 208, 209 fraccién Il y 211 de la Ley Federal del Derecho de Autor; articulos 64, 103
fraccion IV y 104 del Reglamento de la Ley Federal del Derecho de Autor; y articulos 1, 3 fraccién |, 4, 8 fraccién |y 9 del
Reglamento Interior de Instituto Nacional del Derecho de Autor, se expide el presente certificado.

Numero de Registro: 03-2023-060813205500-01

W05

iudad de México, a 13 de junio de 2023 5:" e
N
EL DIREGTOR DEL REGISTRO PUBLICO DEL DEREC%%E%%

b7}
S

SECRETARIA DE Ct
INSTHTUTO NACIO
DERECHO DE A

JESUS PARETS GOMEZ DIRECCION DE R
PUBLICO D,

ALS

SECRETARIA DE CULTURA INSTITUTO NACIONAL DEL DERECHO DE AUTOR

CULTURA | 6@ INDAUTOR



CERTIFICADO

Registro Publico del Derecho de Autor

Para los efectos de los articulos 13, 162, 163 fraccion |, 164 fraccion |, y demas relativos de la Ley Federal del
Derecho de Autor, se hace constar que la OBRA cuyas especificaciones aparecen a continuacion, ha quedado
inscrita en el Registro Publico del Derecho de Autor, con los siguientes datos:

AUTORES: CARRILLO BELTRAN MONICA
GARCIA GONZALEZ CONRADO
LEPE DE ALBA SAMUEL
SOLIS DOMINGUEZ FERNANDO AMILCAR

TiTULO: DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LA CONTAMINACION MICROBIANA
DE BIODIESEL (B100) PRODUCIDO CON MANTECA DE CERDO RESIDUAL Y
REFINADA

RAMA: LITERARIA

TITULAR: UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA (CON FUNDAMENTO EN EL
ARTICULO 83 DE LA L.F.D.A)

Con fundamento en lo establecido por el articulo 3° de la Ley Federal del Derecho de Autor, el presente certificado ampara
unica y exclusivamente la obra original solo literaria.

Con fundamento en lo establecido por el articulo 14 fraccion | de la Ley Federal del Derecho de Autor, no es objeto de
proteccion como derecho de autor: las ideas en si mismas, las formulas, soluciones, conceptos, métodos, sistemas,
principios, descubrimientos, procesos e invenciones de cualquier tipo.

Con fundamento en lo establecido por el articulo 168 de la Ley Federal del Derecho de Autor, las inscripciones en el registro
establecen la presuncion de ser ciertos los hechos y actos que en ellas consten, salvo prueba en contrario. Toda
inscripcion deja a salvo los derechos de terceros. Si surge controversia, los efectos de la inscripcion quedaran suspendidos
en tanto se pronuncie resolucion firme por autoridad competente.

Con fundamento en los articulos 2, 208, 209 fraccion lll'y 211 de la Ley Federal del Derecho deAutor; articulos 64, 103
fraccion IV y 104 del Reglamento de la Ley Federal del Derecho de Autor; y articulos 1, 3 fraccion |, 4, 8 fraccién |y 9 del
Reglamento Interior de Instituto Nacional del Derecho de Autor, se expide el presente certificado.

Numero de Registro: 03-2024-050312112800-01
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