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Resumen

Introducción. Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-positiva esporulada, amplia-
mente estudiada por su capacidad de producir estructuras proteicas (Cry) con potencial 
entomopatógeno, muy utilizada en la agricultura sostenible para biocontrol. Objetivo de 
esta investigación fue evaluar el lactosuero como sustrato alternativo para la producción 
de Bacillus thuringiensis, mediante el aprovechamiento de residuos agroindustriales dis-
ponibles a nivel regional. Metodología. Se caracterizó la composición fisicoquímica del 
lactosuero y se formularon tres tratamientos: Lactosuero sin aditivos (LS), Lactosuero con 
aditivos minerales (LSA) y Lactosuero desproteinizado con aditivos (LSAD). Se llevó a 
cabo la activación e identificación de la cepa mediante pruebas morfológicas, bioquímicas 
y espectrometría de masas tipo MALDI-TOF. Se determinó la cinética de crecimiento mi-
crobiano y el consumo de azúcares reductores a lo largo de 72 horas, en los tres tratamien-
tos. Resultados. El tratamiento LS evidenció el mayor rendimiento celular, alcanzando 
2,78×10⁸ UFC/mL, mientras que los tratamientos LSA y LSAD mostraron crecimientos 
significativamente menores. El consumo de lactosa fue proporcional al aumento de bioma-
sa en los diferentes tratamientos. Conclusiones. El lactosuero sin suplementación externa 
constituye una fuente eficiente de carbono y nitrógeno para el crecimiento de B. thurin-
giensis, lo que permite proponer su uso como medio de cultivo no convencional, económi-
co y ambientalmente sostenible.
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Abstract

Introduction. Bacillus thuringiensis is a spore-forming Gram-positive bacterium widely 
studied for its ability to produce protein structures (Cry) with entomopathogenic potential, 
and is broadly used in sustainable agriculture. Objective. To evaluate the use of whey as an 
alternative substrate for the production of Bacillus thuringiensis by utilizing agro-industrial 
residues available at the regional level. Methodology. The physicochemical composition 
of whey was characterized, and three treatments were formulated: whey without additives 
(LS), whey with mineral additives (LSA), and deproteinized whey with additives (LSAD). 
The strain was activated and identified through morphological, biochemical, and MAL-
DI-TOF mass spectrometry analyses. Microbial growth kinetics and the consumption of 
reducing sugars were determined over a period of 72 hours, in these three treatments. 
Results. The LS treatment showed the highest cellular yield, reaching 2.78×10⁸ CFU/
mL, while the LSA and LSAD treatments exhibited significantly lower growth. Lactose 
consumption was proportional to biomass increase across treatments. Conclusions. It is 
concluded that whey without external supplementation constitutes an efficient source of 
carbon and nitrogen for the growth of B. thuringiensis, supporting its use as a non-conven-
tional, cost-effective, and environmentally sustainable culture medium.

Keywords: Bacillus thuringiensis, whey, culture medium, microbial growth, sustainability, 
environmental biotechnology

Introducción

Bacillus thuringiensis es una bacteria 
Gram-positiva esporulada muy utilizada en 
programas de Manejo Integrado de Plagas 
(MIP), debido a su capacidad para produ-
cir proteínas cristalinas (Cry) con elevada 
especificidad y toxicidad frente a diversas 
órdenes de insectos de importancia agríco-
la y sanitaria, como Lepidoptera, Coleopte-
ra y Diptera (1–3). Estas proteínas actúan 
como endotoxinas que, una vez ingeridas, 
se activan en el tracto digestivo del insecto, 

provocando la lisis de las células epiteliales 
y generando su muerte por septicemia (4–
6). Debido a su selectividad y bajo impacto 
ambiental, B. thuringiensis se ha posicio-
nado como una alternativa biotecnológica 
relevante frente al uso indiscriminado de 
insecticidas químicos (7–9).

Uno de los desafíos actuales para su pro-
ducción a gran escala es la optimización de 
medios de cultivo que permitan generar al-
tos rendimientos de biomasa y esporas con 
bajo costo y sostenibilidad ambiental (10, 
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11). Tradicionalmente, los medios de culti-
vo utilizados contienen fuentes de carbo-
no y nitrógeno como glucosa y extracto de 
levadura, lo que incrementa los costos de 
producción (12). En este contexto, el uso 
de subproductos agroindustriales como el 
lactosuero ha ganado interés como posible 
alternativa, al tratarse de un residuo orgá-
nico con concentraciones considerables de 
lactosa, proteínas y minerales, generado en 
grandes cantidades por la industria láctea 
(3, 13, 14).

El lactosuero representa una carga conta-
minante significativa debido a su alta De-
manda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) y 
su vertimiento sin tratamiento en cuerpos 
de agua, especialmente en regiones donde la 
producción de queso es una actividad eco-
nómica central, como en el departamento 
del Cesar, Colombia (15,16). Por tal motivo, 
su valorización como sustrato para la pro-
ducción de microorganismos con aplicacio-
nes biotecnológicas resulta una estrategia 
prometedora para mitigar su impacto am-
biental y reducir los costos de fermentación 
en procesos industriales (17,18).

Si bien se han reportado estudios sobre 
la utilización de residuos agroindustriales 
para el cultivo de B. thuringiensis, la infor-
mación relacionada específicamente con 
el uso de lactosuero como único sustrato 
de crecimiento, sin suplementación quími-
ca, sigue siendo limitada (19–21). En con-
secuencia, el presente estudio tuvo como 

objetivo evaluar la viabilidad técnica del 
lactosuero como medio de cultivo alterna-
tivo para la producción de B. thuringiensis, 
a partir de la caracterización bromatológica 
del sustrato y la cinética de crecimiento mi-
crobiano.

Materiales y métodos

Área de estudios y condiciones 
experimentales.

El estudio se llevó a cabo en los laborato-
rios del Grupo de Investigación Parasito-
logía y Agroecología Milenio (PAM) de la 
Universidad Popular del Cesar (Valledupar, 
Colombia). Las etapas de formulación, cul-
tivo y análisis se realizaron bajo condicio-
nes de temperatura controlada a 30 °C y 
agitación constante (180 rpm), durante un 
periodo de incubación de 72 horas (22,23).

Activación del microorganismo

Se utilizó una cepa de Bacillus thuringien-
sis, previamente conservado en papel filtro 
a –20 °C, aportado por el grupo de investi-
gación PAM. La cepa fue activada median-
te inoculación en caldo BHI (Brain Heart 
Infusion), seguido de incubación a 30 °C 
por 24 horas en agitación orbital (23). Pos-
teriormente, se hizo la verificación de su 
identidad mediante técnicas microbiológi-
cas y de patrón espectral (24–27).
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Identificación fenotípica y espectral

La caracterización de la cepa se comple-
mentó con pruebas de Gram, esporulación 
(tinción de verde de malaquita), pruebas 
bioquímicas (TSI, citrato, ureasa, indol, 
movilidad, oxidasa, catalasa, hidrólisis de 
almidón, gelatina, manitol, lecitina, entre 
otras), así como análisis morfológico por 
microscopía electrónica de barrido (SEM). 
Para confirmación taxonómica, se aplicó 
MALDI-TOF, utilizando el sistema VI-
TEK-MS y comparando los espectros con 
la base de datos interna del equipo (22,26–
29).

Preparación del sustrato y 
formulaciones

El lactosuero utilizado fue caracterizado 
fisicoquímicamente en cuanto a pH, con-
tenido de proteínas, carbohidratos, ceni-
zas, humedad y minerales (calcio, fósforo, 
sodio, potasio, entre otros), mediante mé-
todos estandarizados de referencia como 
Espectrofotométrico UV-VIS, Volumétri-
co (Kjeldahl), Refractometrico, Potencio-
metrico, Gravimétrico y Espectrometría 
de absorción atómica. Parte del lactosuero 
fue sometido a desproteinización térmica 
(100 °C por 15 minutos), luego filtrado y 
almacenado a 4 °C (30,31).

Se formularon tres (3) tratamientos experi-
mentales LS (lactosuero sin aditivos), LSA 
(lactosuero con aditivos) y LSAD (lactosue-
ro desproteinizado con los mismos aditivos 

del tratamiento LSA), los aditivos estaban 
conformados por sales minerales como 
KCl, MgSO4, MnSO4, CaCO3, CuSO4, 
ZnSO4 y FeSO4, propuestas por Olivieri & 
Fragoso (24).

A cada tratamiento se le aplicó tres (3) re-
plicas, las cuales fueron ajustadas a un pH 
7, esterilizados por autoclave (121 °C, 15 
psi, 15 min) e inoculados con 100 µL del 
cultivo activado de B. thuringiensis a una 
concentración celular de 2.60X106 unidades 
formadores de colonias (UFC) (16,24).

Diseño experimental

Se aplicó un diseño factorial mixto con tres 
tratamientos y un tiempo de evaluación de 
72 horas. Las variables de respuesta fueron: 
concentración de esporas viables (UFC/
mL), consumo de azúcares reductores y 
observaciones morfológicas. Las muestras 
fueron tomadas cada 12 horas para análisis 
cinético.

Cuantificación de esporas

El crecimiento bacteriano fue evaluado 
mediante recuento de unidades formadoras 
de colonia (UFC/mL) utilizando el método 
de siembra en profundidad con agar PCA 
(Plate Count Agar OXOID) (32,33). Las 
muestras fueron sometidas a choque tér-
mico (80 °C por 15 minutos) para eliminar 
células vegetativas, permitiendo la cuanti-
ficación exclusiva de esporas. Se realizaron 
diluciones seriadas decimales (10-1 a 10-9) 
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en solución salina isotónica estéril (0,85 % 
NaCl) (34,35).

Determinación de azúcares reductores

El consumo de lactosa fue determinado 
mediante el método colorimétrico DNS, 
utilizando ácido 3,5-dinitrosalicílico. Se 
preparó una curva de calibración con solu-
ciones patrón de glucosa, y las absorbancias 
se midieron a 540 nm en espectrofotóme-
tro UV-Vis. Se realizaron mediciones cada 
12 horas durante el periodo de incubación 
(36,37).

Análisis estadístico

Los datos obtenidos fueron analizados con 
el software RStudio® v4.3. Se evaluó la 
cinética de crecimiento y la reducción de 
azúcares para cada tratamiento mediante 
análisis exploratorio de datos(38,39).

Resultados

Las técnicas aplicadas permitieron eviden-
ciar características morfológicas como célu-
las vegetativas pequeñas, de color morado, 
con forma bacilar y agrupadas en cadenas; 
esporas grandes, elipsoidales y centrales; 
así como cristales pequeños y elipsoidales.

Fisiológicamente la cepa posee actividad 
enzimática asociada a la producción de oxi-
dasa, catalasa, ureasa, amilasas, gelatinasa 
y precipitar la lecitina. También, positiva 

para la prueba de Voges–Proskauer (VP). 
Y aunque mostró movilidad, se observa-
ron resultados negativos en la producción 
de sulfuro de hidrógeno (H2S), indol, uti-
lización de citrato, hidrólisis de manitol y 
en la prueba de rojo de metilo (MR). En el 
medio TSI (Triple Azúcar Hierro), se regis-
tró un perfil ácido/ácido (A/A), indicando 
fermentación de glucosa, lactosa o sacaro-
sa, sin producción de gas ni H2S.

El patrón espectral arrojo picos de masa 
entre los 2000 y 15000 m/z (Da), con una 
mayor concentración entre los 3000 a los 
4000 m/z. Sumado a ello, la intensidad se 
ubicó entre los 5000 a los 60 000 valores 
arbitrarios, mostrando una alta similitud 
con los perfiles proteicos almacenados en 
la base de datos vinculada al sistema VI-
TEK® MS, alcanzando un nivel de con-
fianza del 99,9 % para la identificación de 
la cepa como perteneciente al Bacillus ce-
reus group.

Composición fisicoquímica del 
lactosuero

El análisis bromatológico reveló que el lac-
tosuero utilizado presentó una acidez ca-
racterística (pH 4.2), alta humedad (>90%), 
y un contenido moderado de carbohidratos 
(2.28%) y proteínas (<2.5%). El contenido 
mineral fue relevante en sodio (862 mg/L), 
calcio (256 mg/L) y fósforo (233 mg/L), 
mientras que elementos traza como hierro, 
manganeso y zinc no fueron detectados 
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bajo la metodología aplicada. Estos resulta-
dos indican que el lactosuero, sin requerir 
enriquecimiento adicional, posee los ele-

mentos básicos para apoyar el crecimiento 
bacteriano (Tabla 1).

Tabla 1. Composición fisicoquímica del lactosuero 

Parámetro Valor obtenido Referencias comparativas*

Carbohidratos (%) 2.28 1.85 – 6.21

Proteína cruda (%) <2.5 0.03 – 4.20

pH 4.2 5.0 – 6.5

Humedad (%) >90 92 – 95

Cenizas (%) 0.42 0.42 – 1.18

Calcio (mg/L) 256 25 – 100

Sodio (mg/L) 862 30 – 80

Fósforo (mg/L) 233 ND

*Valores reportados por Yasmin et al., (40) López et al., (41) Naik et al. (42)

Crecimiento celular de 
B. thuringiensis en lactosuero

El crecimiento microbiano mostró dife-
rencias significativas entre tratamientos 
(ANOVA, p < 0.05) con un intervalo de 
confianza del 95% (IC95%). El medio con 
lactosuero sin aditivos (LS) permitió una 
curva exponencial sostenida durante las 72 
h, alcanzando un pico de 2.78×108 UFC/mL 
con un IC95% (2.71×108 − 2.87×108 UFC/

mL). Por el contrario, los tratamientos con 
sales (LSA) y lactosuero desproteinizado 
(LSAD) presentaron crecimientos consi-
derablemente menores, con máximos de 
3.05×104 a una IC95% (1.82×104 − 3.98×104 
UFC/mL) y 4.2×10³ UFC/mL, a una IC95% 
(3.96×103 − 4.48×103 UFC/mL) respectiva-
mente (Figura 1). La transformación loga-
rítmica (log10) evidenció una diferencia de 
al menos 4 unidades log entre LS y LSAD 
al final del experimento.
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Figura 1. Crecimiento de B. thuringiensis en 3 medios de cultivo durante 72 horas.

Consumo de azucares y relación con el 
crecimiento de B. thuringiensis

El análisis de azúcares reductores (DNS) 
mostró que el medio LS fue el único con 
una disminución significativa de azucares, 
pasando de 1.04 g/mL a 0.38 g/mL en 72h, 

en concordancia con el aumento de bioma-
sa bacteriana (Figura 2). En cambio, los 
medios LSA y LSAD presentaron disminu-
ciones mínimas (< 0.2 g/mL), sin evidencia 
de consumo activo del sustrato. Esta corre-
lación confirma la viabilidad del lactosuero 
como fuente de carbono fermentable

Figura 2. Consumo de azucares durante la fermentación.
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Discusión

Los resultados obtenidos confirman el po-
tencial biotecnológico del lactosuero como 
medio de cultivo no convencional para 
B. thuringiensis, en especial cuando no se 
adicionan suplementos. El tratamiento LS 
(lactosuero sin aditivos) evidenció un ma-
yor crecimiento celular (2.78×108 UFC/
mL), superando a los tratamientos LSA y 
LSAD. Esto sugiere que el lactosuero po-
see una composición nutricional suficiente 
para promover el crecimiento B. thurin-
giensis sin requerir suplementación adicio-
nal, hecho consistente con estudios previos 
realizados por El-Gayar et al. (16) y San-
tos et al. (43) quienes destacaron el valor 
de residuos agroindustriales como medios 
eficientes de producción microbiana.

La efectividad del tratamiento LS puede es-
tar asociado a su contenido de lactosa, como 
principal fuente de carbono y energía. El 
consumo proporcional de azucares en este 
tratamiento estuvo directamente relaciona-
do con el aumento de biomasa, indicando 
adaptación metabólica de B. thuringiensis 
al sustrato. Este hallazgo concuerda con lo 
señalado por Li et al. (44), quienes demos-
traron que la presencia de carbohidratos 
simples, como la lactosa, favorece una tasa 
de crecimiento más acelerada y una mayor 
actividad enzimática en Bacillus spp.

La adición de sales minerales en los trata-
mientos LSA y LSAD no mejoró la produc-

ción celular. Este fenómeno puede expli-
carse por la posible formación de complejos 
no biodisponibles entre los aditivos y los 
componentes orgánicos del lactosuero. Se-
gún Devidas et al. (36), aditivos como el 
sulfato de amonio y el nitrato de sodio 
pueden interferir con la disponibilidad de 
nutrientes y afectar negativamente la sínte-
sis proteica. Además, Rajendran et al. (45) 
argumentan que las fuentes inorgánicas de 
nitrógeno presentan una menor eficiencia 
para la producción de esporas y proteínas 
Cry en comparación con fuentes orgánicas.

El uso del lactosuero sin tratamiento adi-
cional representa una alternativa sustenta-
ble para la valorización de un residuo que, 
de otro modo, contribuiría a la contami-
nación hídrica. La literatura indica que el 
lactosuero tiene una alta carga orgánica 
(DQO de 60.000-80.000 mg/L), generan-
do impactos ecológicos negativos si no se 
gestiona adecuadamente (19,46). La conver-
sión de este residuo en biomasa microbiana 
útil para aplicaciones agrícolas constituye 
una estrategia de economía circular, pro-
movida también por Zapata ACC et al. (47).

La cinética de crecimiento mostrada en 
la Figura 2 refuerza el potencial del tra-
tamiento LS para procesos industriales. 
La fase logarítmica entre las 12 y 36 ho-
ras representa un intervalo óptimo para la 
cosecha en fermentadores. Este periodo de 
tiempo coincide con la producción máxima 
de metabolitos secundarios y proteínas Cry, 
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según lo reportado por Mazmira MM et al. 
(48) en cultivos de B. thuringiensis destina-
dos a la producción de biopesticidas.

El análisis de la Tabla 1 revela que el pH 
del medio LS se mantuvo en niveles com-
patibles con el crecimiento de Bt, incluso 
sin amortiguadores externos. Asimismo, 
el contenido de cenizas y humedad se en-
cuentra dentro de los rangos aceptables 
para medios de cultivo líquidos, tal como lo 
describen Fatima et al. (29) y Ma et al. (49). 
Aunque el contenido de proteínas fue bajo, 
este no limitó el desarrollo celular, lo que 
indica que Bt puede adaptarse a medios po-
bres en nitrógeno, una característica evolu-
tiva relacionada con su plasticidad genética. 
En la Figura 2, se observa una correla-
ción clara entre el consumo de azucares y 
el incremento celular, especialmente en el 
tratamiento LS. Esto sugiere una alta efi-
ciencia en la conversión de carbohidratos 
en biomasa, lo cual es crucial para optimi-
zar procesos de fermentación a gran esca-
la. Mazmira MM et al. (48) documentaron 
que B. thuringiensis es capaz de metabolizar 
eficientemente lactosa, glucosa y maltosa, 
siendo la primera sustancialmente efectiva.

Unos de los desafíos para la producción de 
B. thuringiensis en un potencial escalamien-
to industrial a bajo costo, es garantizar la 
cantidad, la calidad y la disponibilidad de 
los insumos requerido para el proceso, ya 
que la mayoría de estos recursos son des-
cartados por los productores primario. 

Además de la debida caracterización de la 
cepa, garantizando que sea productora de 
endotoxinas, mas no de β-exotoxina (50).

Desde una perspectiva industrial, el uso 
de lactosuero sin tratamiento reduce los 
costos operativos al eliminar la necesidad 
de suplementación, esterilización intensi-
va o ajuste de pH. Esto ofrece una ventaja 
competitiva significativa frente a medios 
comerciales como el LB o el TSB. Por lo 
tanto, este estudio incentiva el aprovecha-
miento local de residuos agroindustriales, 
particularmente en regiones productoras 
de lácteos, lo cual puede fomentar la im-
plementación de modelos de bioeconomía 
territorial y circular (51).

Los resultados confirman que el lactosue-
ro sin aditivos representa un medio eficaz, 
económico y sostenible para el cultivo de 
B. thuringiensis. Este hallazgo tiene im-
plicaciones aplicables en la producción de 
biopesticidas naturales, la reducción del im-
pacto ambiental de residuos agroindustria-
les y la implementación de estrategias de 
economía circular. Futuros estudios deben 
explorar el perfil proteómico del B. thurin-
giensis producido bajo estas condiciones, 
así como la estabilidad de sus esporas y su 
potencial entomopatógeno en condiciones 
reales de campo.
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Conclusiones

El lactosuero sin aditivos (LS) es un medio 
de cultivo alternativo para la producción de 
B. thuringiensis. La concentración de azuca-
res y nutrientes presentes en el lactosuero 
permitió un crecimiento celular significa-
tivamente superior en comparación con los 
tratamientos suplementados con minerales 
(LSA) o desproteinizado (LSAD), lo que 
demuestra su potencial como un medio de 
cultivo económico y ambientalmente soste-
nible.

Existe una correlación directa entre el in-
cremento de la biomasa microbiana y el 
consumo de lactosa, reafirmando el pa-
pel de este disacárido en la eficiencia fer-
mentativa de B. thuringiensis. La limitada 
respuesta en tratamientos suplementados 
sugiere interferencias osmóticas o de dis-
ponibilidad nutricional que podrían alterar 
la expresión metabólica de B. thuringiensis

Este estudio abre la posibilidad de escalar 
el uso del lactosuero como sustrato en pro-
cesos industriales. Sin embargo, se reco-
mienda en futuras investigaciones realizar 
la evaluación del perfil proteico (Cry) del 
B. thuringiensis cultivado en este medio, así 
como bioensayos de eficacia biológica que 
permitan validar su potencial como contro-
lador biológico.
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