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Resumen 

El Perú es un país productor de cacao por excelencia y actualmente afronta el problema de  la presencia de 

cadmio en los  suelos  de algunas zonas cacaoteras que  puede llevar a la acumulación de éste en las 

semillas de cacao. Este trabajo tiene como objetivo determinar la actividad biorremediadora de 3 

cepas de Streptomyces: Streptomyces variabilis (AB5 y X) y Streptomyces sp. (C2) en plantas de 

cacao ( Theobroma cacao L.) utilizando dos concentraciones diferentes de cadmio: 100 y 200 ppm. 

Las variables que se analizaron fueron el tamaño de la planta y cantidad de hojas a los 26 días, 1 mes 

y 2 semanas, 2  y 3 meses. Adicionalmente a los 3 meses se midió el tamaño de la raíz, grosor del 

tallo, tamaño de la hoja y estado nutricional de la planta a través del color de las hojas. Por último se 

cuantificó el cadmio absorbido por la planta de cacao y se determinó la efectividad de las cepas en 

impedir la absorción de cadmio.  

La cepa C2 fue la única con actividad biorremediadora comprobada ya que reduce la absorción de cadmio en un 

promedio de 39.67% en el tratamiento con Cd 100 ppm con respecto a su control (p=0.58). Las cepas 

X y AB5  no mostraron actividad biorremediadora.. Se determinó que la cepa X fue la que prevaleció 

en el suelo al final del experimento.  
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Introducción 

En el Perú el cacao se cultiva en 12 0374 hectáreas , en varias regiones como Cusco , Piura , San Martín  entre 

otras (1). Según el MINAG el 44% del cacao cultivado en nuestro país pertenece al cultivar Criollo y 

el 56% al cultivar CCN-51 y Forastero (2). Para este estudio se empleó el cultivar Forastero que se 

caracteriza por poseer un fruto verde, mucilago grueso y semillas redondeadas. Este cultivar 

comprende el 80% de la producción mundial y es de alto interés comercial (3). 

El cacao que se extrae no es solo para nuestro consumo interno, sino que también se exporta a los principales 

países de Europa y América consumidores de este producto, por lo que es mandatorio cumplir con las 

más altas exigencias de calidad. Según la OMS y la FAO , el nivel máximo de cadmio en un chocolate 

con un contenido de materia seca total de cacao <50% es de 0.6 mg/kg y de un chocolate con un 

contenido  >50% es de 2 mg/kg (4). En enero del 2019 entra en vigencia el Reglamento de la Comisión 

de la comunidad europea No 188/2006, según el cual  los niveles máximos para chocolates con un 

contenido de cacao >50% son de 0.8mg/kg , para chocolates con un contenido del 30-50%  son de 0.3 

mg/kg y para chocolates con leche con un contenido <30% 0.1 mg/kg (5). 

El cadmio en el ser humano se absorbe de tres maneras: gastrointestinal, pulmonar y dérmica; cuando llega a la 

sangre es transportado por proteínas como la albumina. El primer órgano que se ve afectado luego de 

que el cadmio llega a la sangre es el hígado. Se le atribuye al cadmio problemas en el sistema 

respiratorio, en los riñones, sistema reproductivo y sistema esquelético (6). Se sabe que las plantas 

pueden fácilmente absorber el cadmio y otro metales pesados lo que genera un riesgo para nuestra 

salud cuando estas son destinadas al consumo humano (7). En algunas zonas de Tingo María se han 

encontrado niveles promedio de cadmio mayores a los permitidos en hojas foliares (2.84 ppm) y 



almendras (1.55 ppm) de plantas de cacao (8). Los niveles permitidos para hojas foliares es de 0.05-

0.5 ppm y para almendras es de 0.5 ppm según el comité de la FAO-OMS (9). 

Las bacterias del género Streptomyces pertenecientes a la familia Streptomycetaceae son predominantes en el suelo 

(10). Para hacerle frente al estrés que ocasionan los metales pesados en el ambiente ,Streptomyces ha 

desarrollado ciertos mecanismos como la excreción de moléculas quelantes o la unión de estos metales 

a la pared extracelular , entre otros (10–12). En el caso del cadmio se sabe que algunas cepas de 

Streptomyces son capaces de bioabsorberlo (13) 

El presente estudio busca evaluar una alternativa al problema de contaminación de suelos por  cadmio empleando 

Streptomyces con conocida actividad quelante de metales pesados (14). 

 

Materiales y métodos 

 
Material biológico: Se realizó el cultivo de 3 cepas diferentes de actinomicetos: AB5, X y C2. Las cepas fueron 

aisladas de trabajos previos : C2 (15) , AB5 (16) y X (17) y fueron proporcionadas por el Laboratorio 

de Biotecnología Ambiental de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.  Las cepas se cultivaron en 

tubos Falcon con 4 ml de caldo tripteina soya (TSB) 1/10. Se incubo las cepas en una estufa marca 

Bluepard a 28°C por 7 días  hasta que se observó esporulación de las cepas.  

 

Germinación de las semillas de cacao: Se colectaron las semillas del fruto del cacao , se les retiro el mucílago 

con viruta de madera y se desinfectaron primero con alcohol al 96% por 5 minutos, seguido de lejía 

comercial por 5 minutos y enjuague con agua destilada estéril 5 minutos 3 veces (18,19). Las semillas 

que se utilizaron para los tratamientos con cadmio y el control de las cepas se inocularon en 250 ml de 

caldo TSB que contiene la cepa por 40 minutos (20). Previamente se realizó el cultivo de la cepa 

respectiva en caldo TSB a 28°C  por 14 días. Luego de este paso las semillas inoculadas y las no 

inoculadas se colocaron en vasos de plástico con un algodón húmedo y se dejaron germinar en 

oscuridad por 20 días. 

Estandarización del proceso de esterilización de tierra: Se realizo una estandarización para obtener el número 

de veces que es necesario esterilizar la tierra para garantizar la menor carga microbiana: se esterilizo 

la tierra y se realizo un conteo de microorganismos luego de 3 días para determinar si se requiere una 

siguiente esterilización (21).Para el conteo se adiciono 10 gr de tierra en 90 ml de solución salina 

(dilución 10-1), luego se extrajo 1 ml de esta solución para añadirla a un tubo con 9 ml de solución 

salina (dilución 10-2).Se repitio este paso hasta llegar a la dilución 10-8 . Finalmente se sembro en placas 

con medio tripteina soya agar (TSA) 0.1 ml de cada dilución por duplicado 

Preparación de bolsas con tierra estéril: Se pesó 820 gr de tierra preparada en  bolsas de polipropileno para 

luego esterilizarlas en un autoclave marca Greetmed modelo Yx2800 por 40 minutos a 15 libras de 

presión a 121°C. Se esterilizó la tierra 3 veces en intervalos de 3 dias entre cada esterilizacion.  

Trasplante de semillas: Luego de la germinación de las semillas por 20 días se procedio a trasplantarlas a las 

bolsas con tierra preparada estéril utilizando 4 plantas por cada tratamiento y  por cada control (22) . 

Para esto se procedio a retirar la semilla de los vasos en donde germinaron y se colocaron dentro de la 

bolsa con tierra. Los tratamientos fueron los siguientes: tratamiento con cadmio100 y 200 ppm que se 

preparo agregando 0.133 gr y 0.268 gr respectivamente de cloruro de cadmio diluidos en 50 ml de 

agua. Para cada concentración de cadmio se agrego 4 ml de cultivo de la cepa lavada (14). Los controles 

son los siguientes: el control de cadmio 100 y 200 ppm (14) con 4 ml de solución salina ; y el control 

de la cepa agregando solo 4 ml de cultivo lavado (14). Tanto el control de la cepa, como los tratamientos 

con cadmio se realizaron por cada cepa.Las plantas se colocaron en un espacio abierto sobre bandejas 

y se coloco encima una cubierta simulando un invernadero para darle las condiciones necesarias de 

sombra. Se rego las plantas con agua cada 2 a 3 días dependiendo del clima. La aplicación de cadmio 

y del cultivo de la cepa se realizo solo en el trasplante de las plantas a las bolsas con tierra estéril.  

Toma de datos: Se colectaron datos del tamaño de la planta desde la base hasta la yema apical y el número de 

hojas cada: 26 días, 1 mes y 2 semanas; y a los 2 y 3 meses. Adicionalmente se midio el grosor del 

tallo en la base , el tamaño de las hoja desde la base hasta el ápice y el tamaño y peso de la raiz a los 

3 meses. Se revizo el estado nutricional de las hojas a los 3 meses. 

Análisis por espectrofotometría de absorción atómica: Luego de 3 meses de crecimiento, se analizaron las 

plantas de los controles cadmio: 100 y 200 ppm y los tratamientos cd 100+ cepa y cd 200+cepa. Se 

realizó este análisis solo para las cepas X y C2. El análisis se llevo a cabo por el método de 

espectrofotometría de absorción atómica, para determinar si el cadmio fue absorbido por las plantas. 



Conteo de microorganismos en el suelo: Despues de realizar el analisis por espectrofotometria de absorcion 

atomica , se realizo el conteo de microorganismos en el suelo de los siguientes tratamiento: Cd 100+ 

cepa , Cd 200+ cepa , Control cepa. Se realizo el conteo por cada cepa. Para esto se agregó 2 gr de 

muestra de tierra de cada tratamiento en 18 ml de solucion salina ,para realizar diluciones hasta 10-8 . 

Se sembró a partir de la dilucion 10-5 en placas con agar XGal por triplicado. Se realizó el conteo de 

microorganismos luego de los 5 días.  

Análisis estadístico: Los datos colectados se analizaron utilizando el programa estadístico STATA V.12 para 

Windows (StataCorp LLC, Houston, TX) para determinar si existe una diferencia significativa entre 

la absorcion de plantas en tratamiento con las cepas y los controles con cadmio. Adicionalmente se 

analizo si habia diferencias entre el control de la cepa X y los demas tratamientos.Se utilizo la prueba 

no parametrica Kruskal-Wallis para determinar dichas diferencias. Para realizar las comparaciones 

multiples se utilizo la prueba post-hoc de Dunnet. Las pruebas se realizaron con un nivel de 

significancia (α) de 0.1. 

Resultados 

Preparación de la tierra: En el conteo de microorganismos de una muestra de tierra esterilizada por primera 

vez se observa una gran cantidad de microorganismos en la mayoría de diluciones Luego de 5 días de 

la primera esterilización se observó un aumento de las UFC/ml, por lo que se decidió hacer una 

segunda esterilización en donde se observó todavía una gran cantidad de microorganismos. Luego de 

la segunda esterilización se realizó otro conteo pasando 5 días en donde todavía se observa una gran 

cantidad de microorganismos por lo que se decide realizar una tercera esterilización. En la tercera 

esterilización se observa una notable disminución de las UFC/ml por lo que se decide no realizar más 

esterilizaciones. 

Germinación y trasplante de semillas: Las semillas germinaron utilizando un algodón para envolverlas y luego 

fueron introducidas en vasos de plástico y puestas en oscuridad en donde crecieron exitosamente 

(Ver Fig. 1A). Pasadas las 3 semanas se procedió a hacer el trasplante a las bolsas con tierra 

previamente esterilizadas, colocadas en bandejas para ser llevadas al aire libre y cubiertas con una 

malla para protegerlas del sol  (Ver Fig. 1B). 

 

 

Figura 1. Se muestra a las plantas germinadas (A) y luego del trasplante a tierra (B) 

 

 

 

 

Análisis de Cadmio 

B 



En el caso del cadmio absorbido por las plantas tratadas con la cepa C2, existe una diferencia significativa entre 

el control con cd 100 ppm y el tratamiento con cd 100 ppm + C2 (p=0.0585). En promedio la cepa C2 

logro disminuir en un 39.67% la absorción de cadmio en el tratamiento con cd 100 ppm con respecto 

a su control cd 100 ppm. En el caso del tratamiento con cd 200 ppm logro disminuir la absorción en 

un 21.13% (p=0.1673). (Ver Fig. 2).  

Figura 2. Absorción de cadmio para las plantas en tratamiento con la cepa C2. 

 

Con la  cepa X  no existe una diferencia significativa entre el control con cd 100 ppm y el tratamiento con cd 100 

ppm + X. Tampoco hay diferencias con el tratamiento con 200 ppm de cadmio. En promedio la cepa 

X no fue capaz de disminuir en la absorción de cadmio en un 16% en el tratamiento con cd 100 ppm 

con respecto a su control cd 100 ppm. En el caso del tratamiento con cd 200 ppm no logro disminuir 

la absorción en un 6%. (Ver Fig. 3) 

Figura 3. Absorción de cadmio para las plantas en tratamiento con la cepa X. 

Prevalencia  de microorganismos en el suelo 

En el conteo de microorganismos en el suelo de la cepa AB5 luego de los 3 meses se observó que en el 

tratamiento de Cd 100ppm y la cepa no se encontró casi ninguna colonia correspondiente a esta. Lo 

mismo se observa en el tratamiento Cd 200 ppm y la cepa, sin embargo se observa un ligero aumento 

en la dilución 10-8 con respecto al tratamiento con Cd 100 ppm. En el caso del conteo de 

microorganismos para el control de la cepa si se observó un aumento en el número de colonias, en 
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especial en la dilución 10-8 en donde todas las colonias encontradas pertenecían a la cepa (Ver Tabla 

1). 

100+AB5 200+AB5 Control AB5 

Strepto. (UFC) Otros(UFC) Strepto. (UFC) Otros (UFC) Strepto. (UFC) Otros (UFC) 

1x106 332.33x106 17x106 222.6x106 137.5x106 288x106 

Tabla 1. Conteo de microorganismos de AB5 en tres diferentes tratamientos en UFC/ml. 

 

 

Para la cepa X se encontró que en el conteo de microorganismos tanto para el tratamiento con Cd 100, Cd 200 y 

en control de la cepa; una gran cantidad de colonias. En especial resalta el número de colonias 

observadas en el tratamiento con Cd 200 ppm y X (Ver Tabla 2). 

 

100+ X 200+X Control X 

Strepto. (UFC) Otros (UFC) Strepto. (UFC) Otros (UFC) Strepto. (UFC) Otros (UFC) 

403.33x106 3.6x106 1306.66x106 15x106 1961.66x106 9x106 

Tabla 2. Conteo de microorganismos de X en tres diferentes tratamientos en UFC/ml. 

En el caso de la cepa C2 en el tratamiento con Cd 100 ppm y C2 no se encontró un número importante de estos 

actinomicetos .Lo mismo ocurre en el tratamiento con Cd 200 ppm y C2 donde el número de colonias 

es casi inexistente para todas las diluciones .Para el conteo de microorganismos en el control de la 

cepa, se encontró un mayor número de colonias que en los tratamientos previamente mencionados (Ver 

Tabla 3). 

 

100+C2 200+C2 Control C2 

Strepto. (UFC) Otros (UFC) Strepto. (UFC) Otros (UFC) Strepto. (UFC) Otros (UFC) 

14x106 154x106 2x106 Inc 22x106 101.66x106 

Tabla 3. Conteo de microorganismos de C2 en tres diferentes tratamientos en UFC/ml. 

 

Discusión 

Para la esterilización del suelo se esterilizo la tierra 3 veces con un intervalo de 5 días entre cada esterilización 

para asegurar la mínima carga microbiana como se señala en estudios previos (23). En la última 

esterilización se obtuvo la menor carga microbiana en la menor dilución por lo que se pudo afirmar 

que el suelo ya se encontraba en óptimas condiciones. Este paso es también importante ya que nos 

brinda un sustrato ideal para la libre colonización de las cepas. Era necesario un suelo estéril para que 

no exista influencia alguna de otros microorganismos que pudieran alterar de cualquier manera el 

desenvolvimiento de las cepas. Luego se llevó a cabo la germinación de las semillas de cacao. Las 

semillas germinaron en vasos de plástico simples en condiciones de oscuridad, para garantizar que 

todas las plantas, que serán luego trasladadas a tierra estén vivas. Un paso importante para la 

germinación es retirar por completo el mucilago que cubre a estas semillas ya que de esa manera se 

acelera la maduración y se evita la fermentación (24). Pasadas 2 a 3 semanas se trasladó las semillas a 

la tierra estéril y se realizaron los tratamientos correspondientes.  



En cuanto a los resultados de las variables biométricas  obtenidos empleando la cepa X no se observó un aumento 

en el promedio del tamaño de las plantas en suelos contaminados con cadmio 100 y 200 ppm, en 

comparación a sus respectivos controles. La cepa X no fue capaz de cumplir con el objetivo principal 

de evitar la absorción de cadmio tanto para la concentración de 100 y 200 ppm. Esto se puede deber a 

que la cepa  X no cuenta con los mecanismos necesarios para evitar la absorción de cadmio por parte 

de la planta. X fue la cepa más abundante en el suelo sin embargo, eso no le confirió la actividad 

biorremediadora esperada. 

El tratamiento con la cepa AB5 logró resultados favorables al principio del experimento cuando fue utilizada en 

los tratamientos con suelos contaminados con cadmio 100 y 200 ppm. Se obtuvo un mayor promedio 

del tamaño de la planta en los tratamientos de cadmio 100 y 200 ppm con la cepa en comparación  a 

sus respectivos controles y también en comparación al control agua. La cepa AB5 no cumplió con el 

objetivo de biorremediar el suelo contaminado con las concentraciones de 100 y 200 ppm ya que casi 

ninguna planta logro sobrevivir para poder ser posteriormente analizada. Esta afirmación se respalda 

con el conteo de microorganismos en el suelo en donde se aprecia la poca cantidad de colonias en las 

distintas diluciones.  

Para la cepa C2 solo hubo un ligero aumento en el promedio del tamaño (25 cm) con el tratamiento de C2 con Cd 

100 ppm en comparación a su control ( 24 cm) , para el tratamiento con la cepa y Cd 200 ppm no hubo 

ninguna mejora con respecto a su control. En el análisis de absorción de cadmio (Ver fig.2) se observa 

que la cepa fue capaz de reducir el promedio de absorción en un 39.67% con el tratamiento con la cepa 

y Cd 100 ppm  con respecto a su control (p=0.0585). Además redujo en un 21.13% el promedio  

absorción de cadmio con el tratamiento con la cepa y Cd 200 ppm, sin embargo este dato no es 

significativo (p=0.1673) Estos datos  nos indican que la característica predominante de la cepa C2 es 

la de bioremedacion. La habilidad de C2 para hacerle frente a este contaminante puede deberse a que 

absorbe extracelularmente el metal uniéndolo a su pared celular, esto es característico de las bacterias 

Gram positivas, también puede ser explicado por procesos de bioabsorción ,queladores extracelulares 

entre otros mecanismos (25). A pesar de poseer actividad biorremediadora para la acumulación de 

cadmio en plantas de cacao, la cepa C2 no tuvo un buen recuento de colonias en los dos tratamientos, 

lo que podría indicar que no es necesaria una gran biomasa para que C2 ejerza su actividad 

biorremediadora.  

 Conclusión 

De las 3 cepas estudiadas, la cepa C2 tiene  actividad biorremediadora ya que  reduce la absorción de cadmio en 

plantas de cacao, en un promedio de 39.67% en el tratamiento con Cd 100 ppm y la cepa, con respecto 

a su control (p=0.58) y reduce la absorción de cadmio en un promedio de 21.13%  en el tratamiento 

con Cd 200 ppm y la cepa, con respecto a su control (p=0.16). Es necesario realizar estudios del efecto 

de esta  cepa en suelos no estériles para ver su capacidad de competencia con la microbiota  nativa 

existente en el suelo.  
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