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RESUMEN. Se siguió por bioautografía la actividad antimicrobiana sobre Baci- 
lus subtilis, Micrococcus luteus y Staphylococcus aureus, del cocimiento y ex- 
tractos alcohólicos de partes aéreas desecadas de las especies citadas (Compositae), 
aislándose genkwanina como su principal compuesto activo y. además apigenina, 
que demostró actividad solamente sobre las dos primeras especies microbianas. 
El rendimiento de genkvvanina fue de 250 mg por 100 g de material vegetal dese- 
cado para B. crispa y 100 mg para B. notosergila. Ambas rindieron respectivamente 
150 mg y 90 mg de apigenina. La presencia de estas sustancias y de otras activas en 
menor escala justifica el uso popular de las misme -en la cura de heridas e infeccio- 
nes locales. 
SUMMARY. "Antimicrobial activity of Baccharis crispa Sprengel and B. notosergik 
Gris." Antirnicrobial activity of aqueous and ethanolic extracs of the aerial parts of 
the stated species (Compositae) was traced by bioautography of their TLC chroma- 
tograms Genkwanin was isolated as one of the active compounds, yielding 250 mg 
p. 100 of dried plant material from B. crispa. A lower yield (100 mg)was shown in 
B rtotosergila. Apigenin was also isolated from both species (150 mg and 90 mg res- 
pectively) but showed a minor activity. The antimicrobial tests were run against 
Bacillus subtilis. Micrococcus lu teus and S taphylococcus dureus. The presence of 
genkwanin, apigenin and other minor active substances not isolated jusnfies the po- 
pular use of these plants for the curing of wounds and local infections. 

INTRODUCCION 

Baccharis crispa (n.v.: "carqueja") 
ya fue objeto de investigación por nues- 
tra parte en un trabajo anterior1 y es una 
de las aproximadamente cien especies de 
Baccharis que crecen en la Argentina. La 
infusión obtenida a partir de su parte aé- 
rea es utilizada en medicina popular, atri- 
buyéndosele propiedades colagogas, di- 
gestivas y antiespasmódicas. La parte aé- 

rea o su infusión se usan también exter- 
namente para el tratamiento de enferme- 
dades de la piel, heridas y ulceraciones, 
mientras que diferentes extractos forman 
parte de diversas especialidades medici- 
nales. Por todas estas razones la droga se 
incluyó en la Farmacopea Argentina2s3 
desde 1966, con el principal objeto de 
definir legalmente su calidad. Su pro- 
piedad de curar heridas sugiere una pro- 
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bable actividad an timicrobiana, razón 
por la cual se ensayaron diferentes ex- 
tractos (acuosos, hidroalcohólicos y al- 
cohólicos) en busca de dicha actividad. 
Los mismos se mostraron activos frente 
a cultivos de Bacillus subtilis, Micro- 
coccus luteus y en menor grado frente a 
Staphilococcus aureus4. Los resultados 
antes mencionados condujeron al presen- 
te trabajo, con'sistente en el aislamiento e 
identificación de gen kwanina y apigenina 
como los principales principios an timi- 
crobianos de B. crispa. 

Baccharis notosergiia es una espe- 
cie estrechamente relacionada con la an- 
terior. Llamada también "carqueja", cre- 
ce en las provincias de Entre Ríos y Bue- 
nos Aires. Se utiliza su parte aérea en 
medicina popular: la infusión como co- 
lagoga, digestiva y antirreumática5 y 
también como tónica y febrífuga. Su co- 
cimiento se utilizó externamente contra 
la lepra y el reumatismo muscular6. En- 
sayos previos también demostraron ac ti- 
vidad antibacteriana4. Sobre la base de 
estos datos y de los resultados obtenidos 
con la especie anterior se analizaron los 
extractos de B. notosergila, hallándose 
también en ellos ambos flavonoides, aun- 
que en menor proporción. 

MATERIALES Y METODOS 
Material vegetal. Se colectaron las 

partes aéreas de pies masculinos y feme- 
ninos en floración de Baccharis crispa 
Sprengel (Compositae) en el Departa- 
mento Capital, Provincia de Córdoba, en 
abril de 1975. El mismo tipo de material 
proveniente de Baccharis notosergiia Gris. 
fue colectado en el Partido de Pilar, Pro- 
vincia de Buenos Aires, entre diciembre 
de 1979 y enero de 1980. Se han deposi- 
tado ejemplares de herbario en la Cáte- 
dra de Farmacognosia. 

Extracción y aislamiento de las 
sustancias. El material vegetal (100 g) 

fue desecado a 550C en corriente de aire 
y pulverizado posteriormente por medio 
de un molino de cuchillas rotativas, pa- 
ra ser luego macerado con 1000 m1 de 
etanol o etanol-agua (1:l) durante 24 
horas, calentado a 60°C durante 5 mi- 
nutos y filtrado. La solución fue lleva- 
da a sequedad in vacuo por medio de un 
evaporador rotativo a una temperatura 
inferior a los 600C y el residuo pesado y 
redisuelto en 60 m1 de etanol (extracto 
crudo). El rendimiento de los extractos 
alcohólicos de ambas especies fue de a- 
proximadamente el 10%. 

Ensayos de la actividad antimicro- 
biana. Las cepas y técnicas empleadas 
para la detección de la actividad de los 
extractos crudos ya han sido descriptos4. 
Otras técnicas aplicadas fueroa bioauto- 
grafia~',~ y ensayos de difusión por im- 
pregnación en discos de papel. 

Bioau tograf ía. Fase estacionaria: 
Silicagel 60 F254 (Merck) sobre láminas 
de aluminio de 60 mm por 80 mrn. Fase 
móvil: Las mismas que se indican para 
los sistemas en capa fina 1, 111 y IV. El 
procedimiento fue el siguiente: cada ex- 
tracto fue sembrado bajo la forma de 
banda y los cromatofolios, colocados en- 
tre capas de papel estéril, se secaron a 
menos de 500C. Cada cromatofolio fue 
cortado asépticamente en tiras de 80 mm 
x 12  mm, cada una de las cuales fue co- 
locada en una cápsula de Petri previa- 
mente inoculada, con la fase estacionaria 
en contacto con el medio. 1.0s cultivos se 
incubaron a 370C durante 24-48 horas. 
La presencia de zonas laterales de inhibi- 
ción fue considerada como una prueba 
de la presencia de sustancias con activi- 
dad antibacteriana en la zona en cuestión. 
Se. realizaron controles con cromatofo- 
lios no sembrados, desarrollados y no 
desarrollados, a fin de descartar la pro- 
bable existencia de actividad debida a 
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sustancias presentes previamente en los 
cromatofolios o en las fases móviles, o 
bien la presencia de restos de fase móvil 
debidos al procedimiento utilizado. 

Técnica de impregnación en discos 
Se impregnaron discos de papel de fd&o 
estériles con las diferentes fracciones a 
ser ensayadas, evaporándose el disolven- 
te corres pondien te a una temperatura 
inferior a 50 O C .  La actividad de las sus- 
tancias remanentes fue determinada so- 
bre los mismos cultivos y eri las condicio- 
nes ya mencionadas. 

Cromatografia en capa fina. 
Fase estacionaria 1 .  (f.e. 1 ) :  Los 

cromatofolios ya descriptos. 
Fase estacionaria 2. (f.e. 2): Po- 

liarnida en polvo para capa fina (Merck) 
sobre soporte de vidrio de 5 cm x 20 cm, 
con un espesor de capa de 0,2 mm. 

Fases móviles: Sistema 1 (f.e.1) 
cloroformo-metano1 (5: 1). Sistema 11 (f. 
e. 1) cloroformo-metano1 (5: 0,5). Siste- 
ma 111 (f.e. 1) cloroformo-metano1 (10: 
0,75). Sistema IV (f.e. 1) cloroformo- 
metanol (10: 0,5). Sistema V (f.e. 2) clo- 
roformo-metanol-butanona-acetilacetona 
(20:lO: 5: 1). 

Cromatograf ía en papel. 
Fase estacionaria: Papel para cro- 

matografía Whatman 1. 
Fases móviles: Sistema 1: ácido 

acético al 15% en agua. Sistema 11: ter- 
butanol-ácido acético-agua (3: 1 : 1). 

Crornatograf ia en capa preparativa 
Fase e~tacionaria:~ Silicagel PF 2 54 

(Merck) sobre placas de vidrio de 20 x 
20 cm, con un espesor de 1 mm y previa- 
mente activadas a 11 00C durante 30 min. 

366 nm y a 254 nm (interferencia) y a la 
luz visible las bandas coloreadas. 

Elución de las bandas: Una vez 
marcadas y extraídas de las placas, las 
sustanciai fueron eluídas por percolación 
de cloroformo-metano1 (3:2) o de 
metanol, de acuerdo con el Rf de cada 
banda. 

Cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC). 

Equipo: Cromatógrafo líquido 
con bomba ' recíproca de doble pistón 
con control electrónico de flujo por 
retroalimentación y monitor de presión, 
(SpectraPhysics 7701, con válvula de 
inyección (Valco) de volumen fijo 
(1 Opl); detector de índice de refracción 
(Micromeritics 771) con salida de 10 
mV; registrador ad hoc (Omniscribe) de 
25 cm. 

Columna de acero inoxidable de 
9.4 min x 25 cm. Fase estacionaria: 
Silicagel (Zorbax Sil, Dupont) con partí- 
culas de 10pm. Fase móvil: cloroforko- 
metanol (99:l)  calidad para HPLC, re- 
ciclado. Flujo: 2 mllmin (presión: 50 
atm) 

Muestra: Fracciones obtenidas por 
cromatografía en capa preparativa, en 
una concentración de 10  mglml. 

Volumen por corrida: 0,5 ml. 
Tiempos de retención: tiempo 

muerto (to) 6.0 min; genkwanina 12.5 
min ; impureza 2 1.5 min. 

Colección: Cada pico fue colec- 
tado siguendo su evolución a través del 
registro. Para evitar la incorporación de 
impurezas no visibles se colectó sólo la 
parte central de cada pico. 

Fase móvil: cloroformo-metano1 Aislamien to e identificación de 
(100: 5) genkwanina y apigenina. Las bandas de 

Muestra sembrada: Extracto crudo Rf 0.50 y 0.23, una vez eluídas luego de 
a razón de 0.7 m1 por placa. la cromatografía preparativa, fueron lle- 

Detección: A la luz ultravioleta de vadas a sequedad in vacuo para dar res- 
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pectivamente genkwanina y apigenina. 
El rendimiento total en mg de sustancia 
por 100 g de muestra vegetal deseca- 
da fue el siguiente (genkwanina-api- 
genina): Baccharis crispa 250-150; B. 
notosergila 100-90. La pureza de estas 
sustancias fue comprobada mediante las - 
técnicas cromatográficas ya descriptas. 
La probable identidad de las mismas fue 
determinada por medio de ensayos con 
diferentes reactivos, espectros ultraviole- 
tas desplazamientos en el ultravioleta 
y comparación de las propiedades cro- 
matográficas y de su reactividad frente 
a diferentes agentes de revelación ' 9 9 .  

Luego se confirmó la identidad por com- 
paración con nuestras auténticas. En el 
caso del compuesto más activo (la genk- 
wanina) el mismo fue cristalizado de 
metano1 y parte también purificado por 
cromatografía del alta resolución (HP - 
LC) preparativa. Su espectro de masa 
resultó coincidente con el publicado7 : 
m/e (intensidad relativa hallada, id. 
publicada) (Equipo Varian Mat mod 
CH7 A a 70 eV; temp. 195 OC) 284 
(M; 100%, 99%), 283 (12%, lo%), 
255 (32-% 18%), 241 (11%, 9%), 167 
(9%, 5%), 166 (lo%, 5%), 138 (11%, 
7%), 118 (7%, 5%), 121 (5%, 4%), 95 
(lo%, 8%), 93 (3%, 2%). 

Detección de genkwanina y api- 
genina en los cocimientos. Las decoc- 
ciones se preparakon calentando 4 g de 
material con 20 m1 de agua durante 30 
min a 100 OC. La decocción fue inmedia- 
tamente filtrada, enfriada a temperatura 
ambiente y extraída con eter etílico (5 
x 5 ml). La fase orgánica, previamente 
deshidratada con sulfato de sodio an- 
hidro, fue filtrada y evaporada in vacuo. 
El residuo se redisolvió en 0,7 m1 de 
cloroformo-etanol (3:2) y fue cromato- 
grafiado sobre planos utilizando los 
sistemas ya descriptos. 

RESULTADOS Y DISCUSION 
El principal objetivo del presente 

trabajo era el aislamiento de las sustan- 
cias antibacterianas presentes en Baccha- 
ris crispa. Se consideró para ello como el 
mejor enfoque la detección de las mis- 
mas por bioautografía. La primera deci- 
sión a adoptar era el tipo de extractos 
a fraccionar. Para determinarlo se pre- 
pararon y ensayaron extractos acuosos, 
hidroalcohólicos y alcohólicos en la for- 
ma descripta4. Los mismos presentaron 
idénticos patrones sobre Bacillus subtilis, 
Micrococcus luteus y Staphylococcus 
aureus. Sin embargo los extractos acuo- 
sos mostraban mapas cromatográficos di- 
ferentes y mucho más complejos. Por di- 
cha razón se prefirió continuar operan- 
do con los extractos alcohólicos. Se prr- 
pararon y cromatografiaron varios 
extractos, estableciéndose el Rf de las 
bandas activas luego de bioautografia- 
das. De ellas una se mostró como la más 
activa sobre las tres especies microbianas 
ensayadas. Se trataba de una banda 
amarilla cuyo color se profundizaba al 
aplicar ácido sulfúrico concentrado. A- 
demás mostraba fluorescencia violeta a 
366 nm, que viraba al naranja por expo- 
sición al amoníaco ysademás absorbía 
a 254 nm. Por medio de la cromato- 
grafía preparativa en capa se obtuvie- 
ron 70 mg de dicha sustancia, que se 
recristalizó de metanol. Ensayada en dis- 
cos de papel, se confirmó su actividad 
sobre las especies citadas. Cromatogra- 
fiada por alta resolución (HPLC) mostró 
la presencia de ca. 5% de una impureza, lo 
que dejaba remanente una duda sobre 
la responsabilidad de la actividad. Por 
ello se recurrió a la separación de ambas 
sustancias utilizando el mismo procedi- 
minto y a un nuevo ensayo de cada una 
por impregiiación de discos de papel. 
Sólo el componente principal demostró 
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poseer actividad, por lo que se prosi- 
guieron los ensayos tendientes a deter- 
minar su estructura química. Su reacti- 
vidad frente al reactivo de Shinoda'" 
conjuntamente con los datos de su es- 
pectro en el ultravioleta indicaron la 
presencia de un flavonoide. SUS despla- 
zamientos salinos en el ultravioleta7 
y espectro de masa7 demostraron que 
se trataba de genkwanina (rendimiento 
250 mg / lo0  g de material vegetal), 
recientemente aislada por Giordano de 
ejemplares de la misma especie proce- 
dentes de la Provincia de San Luis". 

Utilizando nuevamente la croma- 
togafía preparativa en capa se aisló 
otra sustancia con menor actividad 
an tibacteriana pero que también daba 
positiva la reacción de Shinoda. Sus 
desplazamientos en el ultravioleta con di- 
ferentes reactivos y co-cromat~~rafía 
con una muestra auténtica demostró 
que se trataba de apigsnina (rendimien to 
150 mg /lo0 g de material vegetal), 
recientemente aislada de B. articula- 
tu8. 

En vista de los resultados hallados 
se decidió investigar una especie del 
mismo género que poseía las mismas cua- 
lidades aparentes en función del uso 
popular: B. notosergila. Utilizando las 
mismas técnicas se aislaron efectivamen- 
te ambas sustancias (rendimiento: genk- 
wanina 100 mg, apigenina 90 mg; en 
ambos casos por 100 g de muestra de- 
secada). Restaba solamente confirmar 
en forma inequívoca la presencia de 
estas sustancias en los cocimientos pre- 
parados a partir de ambas especies, lo 
que fue logrado por medio de la técnica 
descriptiva más arriba. 

Por otra parte fueron confirmadas 
las rctividades antibacterianas de la 
genkwanina y de la apigenina en forma 
pura. Para ello se utilizaron las técnicas 

de impregnación en discos. La genkwa- 
nina demostró actividad sobre las tres 
especies microbianas hasta una concen- 
tración mínima de 380 pg por disco, 
mientras que la apigenina se mostró 
activa solamente sobre. B. subtilis y M. 
luteus a concentraciones mayores de 
750 pg por disco. Como comentario mar- 
ginal debe destacarse que otro flavonoide, 
la 5-hidroxi, 7,4'dimetoxiflavona, aisla- 
do anteriormente por nosotros de B. 
crispa1, también posee actividad anti- 
mi~robiana'~ . 

De acuerdo con la actividad y 
rendimiento de los flavonoides aislados 
en esta ocasión, debería reconocerse a 
la genkwaina como la principal sustancia 
responsable de la justificación del uso 
popular de estas especies para la curación 
y tratamiento de heridas e infecciones 
microbianas locales. Pero además debe 
señqarse que durq te  el curso de la in- 
vestigación se observaron por bioauto- 
grafía otras manchas menores que no 
pudieron ser aisladas debido a su bajo 
rendimiento y a su aparente ines- 
tabilidad química. Todo lo señalado, 
unido a la presencia de apigenina y de 
5-hidroxi, 7,4'-dime toxiflavona (en el ca- 
so de B. crispa), hace que todas las sus- 
tancias mencionadas pudieran contribuir 
sinér camente a la actividad biológica g. de las cocimientos u otros extractos 
crudos. 
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