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RESUMEN

La bioautografía es una técnica sencilla y rápida que combina las ventajas de la cromatografía en capa fina y 
la detección de actividad antimicrobiana, logrando visualizar directamente la(s) fracción(es) con actividad 
antimicrobiana. Determinar la eficacia de esta técnica puede facilitar el panorama en el aislamiento de sustancias 
antimicrobianas presentes en mezclas complejas. El trabajo descrito es un avance para evaluar si la técnica 
permite cuantificar la actividad antimicrobiana empleando como referencia el aminoglicósido Gentamicina® 
y su actividad contra el microorganismo patógeno Escherichia coli (E.coli). La cuantificación de la actividad 
antimicrobiana se verifica al medir el diámetro del halo de difusión que se genera al aplicar soluciones de 
diferentes concentraciones de Gentamicina sobre placas cromatográficas; al determinar luego el efecto del 
volumen aplicado sobre la variabilidad de los resultados y finalmente al analizar las diferencias entre los halos 
de difusión y de inhibición microbiana. En el presente estudio se encuentra que la difusión del antibiótico 
sobre las placas es un factor determinante para cuantificar, y que existe un rango de concentraciones donde 
la fuerte interacción entre las variables aludidas permite predecir que se cuenta con un método validable para 
detectar y cuantificar la actividad antimicrobiana, sobre todo en mezclas complejas.
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ABSTRACT

Bioautography is a fast and simple technique which combines the advantages of thin layer chromatography 
separation and antimicrobial activity detection. This technique displays directly antimicrobial fraction spots 
from a mixture. Efficacy determination of the technique improves the isolation of antimicrobial substances 
from complex mixtures. This article describes how bioautography is useful to quantify antimicrobial activity of 
amino glycoside gentamicin, against pathogen Escherichia coli (E. coli). Quantitative analysis is verified measuring 
diffusion halos diameters and applying different concentrations of gentamicin on tlc plates. Volume effect is 
measured on variability of results. Differences between diffusion halos and microbial inhibition are analyzed 
too. Results show how antibiotic diffusion on tlc plates is a determining factor, and there is a concentration 
range where strong interactions between measured variables led to establish a method to be validated for 
detecting and quantifying antimicrobial substances from complex mixtures.
Keywords: Direct bioautography, gentamicin, Escherichia coli.
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INTRODUCCIÓN

La evolución y desarrollo de las enfermedades 
infecciosas, las cuales prevalecen e inciden mayo-
ritariamente en la población, subdesarrollada ha 
hecho evidente la necesidad de encontrar nuevas 
sustancias antimicrobianas para tratar tales infeccio-
nes (1). Claro es que debido al uso indiscriminado 
que se les ha dado a las sustancias antimicrobianas, 
los microorganismos se defienden y adquieren 
resistencia (2). La bioautografía ha sido un método 
útil para encontrar nuevas moléculas antimicro-
bianas ya que mediante esta técnica se ha guiado 
el aislamiento de sustancias activas contra varios 
microorganismos (3, 4).

Los extractos que se obtienen de productos na-
turales como las esponjas marinas son una fuente 
de sustancias con muy buena actividad antimicro-
biana (5), pero la complejidad de estos extractos 
ha dificultado el aislamiento de las sustancias 
antimicrobianas presentes allí. Para solucionar tal 
problema, la bioautografía directa resulta ser una 
técnica fundamental, que determina con exactitud 
y precisión la sustancia o sustancias responsables de 
la actividad antimicrobiana en una mezcla compleja, 
previamente optimizado su perfil cromatográfico 
por cromatografía en capa delgada (6). Esta técnica 
ha sido aplicada exitosamente para la detección de 
las sustancias antimicrobianas de extractos de plan-
tas (7, 8, 9), en tejidos de órganos animales como 
hígado y riñón (10), en alimentos como la leche (11) 
y, últimamente, en extractos de esponjas marinas, 
facilitando el aislamiento de los metabolitos activos 
(12, 13).

La metodología que se diseñe para desarrollar 
esta técnica depende del microorganismo que se 
va a evaluar, ya que requiere el conocimiento de 
las condiciones inherentes al crecimiento del mi-
croorganismo; la curva de crecimiento microbiano 
es de indispensable conocimiento utilizar la técnica 
(6). Hasta ahora, la bioautografía se ha realizado 
con pocos microorganismos, entre los cuales están 
Bacillus subtilis (4, 14), Candida albicans, Cryptococcus 
neoformans (15), Propionibacterium acnes, Staphylococcus 
epidermidis, (9), Erwinia amylovora, Erwinia carotovora 
(7) y Escherichia coli (16).

Para el desarrollo del presente trabajo se partió 
de una metodología ya descrita para la bioautografía 
directa de Escherichia coli (16) que se adaptó en nues-
tro laboratorio, modificando algunas de las etapas 
del ensayo, disminuyendo el tiempo, y permitiendo, 

tanto la detección de las sustancias antimicrobianas 
como la cuantificación de las mismas aprovechan-
do las virtudes de la Gentamicina como patrón de 
referencia para evaluar la sensibilidad del microor-
ganismo patógeno al hombre, Escherichia coli, frente 
a este antibiótico.

MATERIALES Y MÉTODOS

Preparación del microorganismo

La cepa ATCC 25922 del microorganismo pa-
tógeno E. coli se activó en 5 mL de caldo nutritivo 
CASOY (Merck®) estéril durante 18 a 20 horas en 
un horno de termocultivo digital (Indulab® 2030) a 
38ºC ± 0.5. A los 5 mL de caldo donde se activó la 
bacteria se les agregó 95 mL de caldo nutritivo es-
téril. Posteriormente las bacterias fueron incubadas 
a 38ºC ± 0.5 con agitación manual ocasionalmente 
hasta que el microorganismo se encontró en la fase 
logarítmica (entre 3 y 4 horas). Luego se midió la 
densidad óptica al caldo incubado, a 600 nm, en 
un Spectronic 20® y se disminuyó la absorbancia 
a valores entre 0.1 y 0.4 unidades, diluyendo con 
caldo CASOY® estéril. 

Preparación del antibiótico

Se prepararon dos grupos de soluciones patrones 
de sulfato de gentamicina (g/mol, Applichem®) en 
agua destilada, obtenida en un equipo de ósmosis 
reversa Aguatec® CDP 6800. En el primer grupo se 
prepararon 14 soluciones del antibiótico a concen-
traciones entre el rango de 0.3 a 101.0 μg/μL. De 
cada una de estas soluciones se inyectaron 1.0 μL, 
en 5 réplicas, sobre placas cromatográficas de sílica 
gel 60 F254 (Merck®) de 2 x 6 cm. Paralelamente, el 
segundo grupo estaba formado por 14 soluciones 
del antibiótico a la mitad de las concentraciones 
del primer grupo (0.150 - 50.5 μg/μL), y de éstas 
se inyectaron 2.0 μL bajo las mismas condiciones 
cromatográficas. Lo anterior con el fin de comparar 
si el volumen de inyección ejerce algún efecto signi-
ficativo sobre la confiabilidad de la cuantificación, 
teniendo en cuenta el halo de difusión.

Difusión de la Gentamicina

Para detectar los halos de difusión generados por 
las soluciones de gentamicina se utilizó el revelador 
Ninhidrina (Merck) al 0.3% en 1-butanol (Ma-
llinckrodt®), el cual mostró los halos de difusión 
del antibiótico como círculos de color violeta. La 
medida de los halos se realizó con un calibrador 
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digital (Stainless-Hardened®, rango de medida: 
0-150 mm/0-6” x 0.01 mm/0.0005”) en mm.

Impregnación de las placas con E. coli

Las placas cromatográficas fueron sumergidas 
con la superficie que contiene el antibiótico hacia 
abajo durante 10 segundos dentro de cajas de petri 
de 10 cm de diámetro, que contenían 20 mL del cal-
do CASOY® inoculado con E. coli. Posteriormente, 
las placas impregnadas del microorganismo fueron 
incubadas en sendas cajas de petri estériles, a 38ºC 
± 0.5 durante 4 horas.

Revelado y medición de los halos de 
inhibición

Después de la incubación las placas inoculadas 
fueron sumergidas durante 10 segundos en una 
solución de MTT Sigma® (3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il]-2,5-bromuro de difeniltetrazolium) de 0.8 g/L 
en tritón X-100 (Sigma®) al 0.1% en agua y e incu-
badas nuevamente dentro de su correspondiente caja 
de petri a 38ºC ± 0.5 hasta la completa asimilación 
del sustrato enzimático por el microorganismo 
(este proceso tardó aproximadamente 30 minutos). 
Posteriormente, fueron sumergidas en una solución 
de etanol al 70% para su desinfección y se realizó la 
medición de los halos de inhibición formados con 
el calibrador digital en mm.

Análisis estadístico

Los datos obtenidos fueron sometidos a análisis 
estadísticos de ANOVA y de contraste bajo el paque-
te estadístico StatGraphics® Swin 5.1 en Windows 
XP®, con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los experimentos preliminares para optimizar 
la bioautografía directa del microorganismo E. coli 
mostraron que se pueden modificar las condiciones 
descritas por Nagy y col (16), obteniéndose un mé-
todo más rápido (2 horas menos) y económico para 
la realización de la bioautografía directa, como he-
rramienta para el análisis biodirigido de sustancias 
antimicrobianas, a partir de extractos, procesos de 
síntesis, semisíntesis o productos de degradación.

Las pruebas de difusión de la Gentamicina 
permitieron establecer el volumen de aplicación 
óptimo en 1.0 μL. Este volumen es el que permite 

una mejor cuantificación de los halos de inhibición 
dentro del rango de concentraciones de 0.33 a 16.0 
μg/μL aplicados a las placas cromatográficas (véase 
figura 1, Tablas 1, 2 y 3). Además, esto permitió 
demostrar que la formación de los halos de difusión 
(y por tanto los de inhibición) depende del volumen 
de inyección, en contraste con lo reportado por 
Ramírez y col. (11). El ensayo realizado con 1.0 μL 
de inyección mostró que existe significancia estadís-
tica en los efectos a un valor p<0.05. En contraste 
con los resultados al aplicar 2.0 μL de solución, la 
significancia estadística no fue menor de 0.05. Por 
lo tanto, se avanzó con el ensayo microbiológico 
con 1.0 μL como el volumen de inyección de las 
soluciones sobre las placas cromatográficas.

A

                                     
B

Figura 1. Difusión de las soluciones patrones de 
gentamicina sobre placas cromatográficas de sílica gel 
60 F-254. A: volumen de inyección = 2.0 μL; El r = 
0,821497, r2 = 67,4857 % y r2 ajustado = 66,6301%. 

No existe significancia en los efectos evaluando 
con un valor P<0.05. B: volumen de inyección = 
1,0 μL; El r = 0,90922, r2 = 82.668% y r2 ajustado 
= 82,2119%. Sí existe significancia en los efectos 

evaluando con un valor P<0.05.
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Tabla 1. Datos de concentración y promedios de la 
medición de los halos de difusión, evaluados al inyectar 
1.0 y 2.0 μL de las soluciones patrones de Gentamicina.

1.0 μL  2.0 μL 

Concentración 
(μg/μL)

Difusión 
(mm)

Concentración 
(μg/μL) 

Difusión 
(mm)

16.00  2.564 8.000  2.830
10.66  2.224 5.330  2.410
7.992  2.120 3.996  2.210
5.323  1.964 2.661  2.128
2.660  1.684 1.330  2.032
1.330  1.840 0.665 2.042
0.660  1.472 0.330 1.650
0.330  1.526 0.165 1.460

Tabla 2. Análisis de varianza para la difusión de las 
soluciones de gentamicina sobre placas cromatográficas 

de sílica gel 60 F-254. Volumen: 1.0 μL.

Fuente Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio valor-F valor-P

Modelo 4,49977 1 4,49977 181,25 0,000
Residual 0,943409 38 0,024826

Total (corr) 5,44318 39

Tabla 3. Análisis de varianza para la difusión de 
las soluciones de gentamicina sobre placas cromato-
gráficas de sílica gel 60 F-254. Volumen: 2.0 μL.

Fuente Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio valor-F valor-P

Modelo 5,46675 1  5,46675 78,87 0,000
Residual 2,63385 38 0,069312

Total (corr) 8,1006 39

Al realizar la bioautografía directa a concen-
traciones que oscilaban entre 0.33 y 101.00 μg/μL 
(inyectando 1.0 μL de solución) se encontró que 
hubo una detección más clara de los halos de in-
hibición en el rango de las concentraciones de 6.3 
a 101.0 μg/μL (Véase Figura 2). Además, a partir 
del ANOVA (véase Tabla 4) y con los coeficientes 
de correlación obtenidos del análisis de regresión 
lineal, se puede concluir que existe una interacción 
fuerte entre las variables que se evaluaron y que se 
obtiene, así como en la prueba de difusión, una alta 
significancia estadística en los resultados evaluando 
con un valor p<0.05. 

R 2 = 0,8312
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Figura 2. Halos de inhibición de las soluciones de 
gentamicina sobre las placas cromatográficas de 

sílica gel 60 F-254 (volumen de inyección = 1.0 μL). 
r = 0,9117; r2 = 83.12% y r2 ajustado = 82,38%. El 
experimento mostró que hay significancia en los 

efectos evaluando con un valor P<0.05.

Tabla 4. Análisis de varianza para los halos de 
inhibición de las soluciones de Gentamicina 

sobre placas cromatográficas de sílica gel 60 F254 
impregnadas con E. coli. Volumen: 1μL.

Fuente Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio valor-F valor-P

Modelo 16,4248 1 16,4248 113,25 0,000

Residual 3,33586 23 0,145037

Total (corr) 19,7607 24

Los resultados que ofrecen en este artículo 
muestran que se debe realizar la bioautografía 
directa inyectando 1.0 μL de muestra sobre las 
placas. Sin embargo, aún seguimos mejorando 
esta técnica, para llegar a realizar análisis cuanti-
tativo de sustancias antimicrobianas promisorias 
y la utilización de otras células de importancia 
biológica.

Esta técnica, por ser muy práctica, es suscepti-
ble de ser validada para realizar análisis rutinarios 
en laboratorios de control microbiológico de 
productos farmacéuticos; es decir, para evaluar la 
sustancia antimicrobiana de una mezcla, simul-
táneamente con la cuantificación de la misma 
respecto a la actividad de un patrón como la 
Gentamicina.
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