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OPTIMIZATION OF THE EXTRACTION AND ISOLATION OF THE ANTIMALARIAL DRUG ARTEMISININ FROM Artemisia
annua L.. Malaria is still one of the major diseases in the world, causing physical and economic problems in tropical regions.

Artemisinin (Qinghaosu), a natural compound identified in Artemisia annua L. , is an effective drug mainly against cerebral malaria.

The action of this drug is immediate and parasitaemia in the treatment of drug-resistant malaria is rapidily reduced, justifying the

industrial production of artemisinin. This article focuses on the industrial production of this potent antimalarial drug, including

strategies for enhancing yield using inexpensive and easy steps.
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INTRODUCAO

A ocorréncia mundial de casos de maldria nos ultimos anos
atingiu cerca de 300 a 500 milhdes de casos, dos quais 1 a 3 mi-
Ihdes foram acometidos por morte'.

Esses nimeros assustadores t€ém impulsionado a pesquisa em
vérios campos, incluindo a obtengdo de novos compostos com ati-
vidade antimalarica, bem como tentativas no intuito de obter vaci-
nas para cura da doenga e até o sequenciamento genético do
Plasmodium spp. Vdrias institui¢des mundiais tém tentado o
sequenciamento genético do parasita, algumas em fase de estudo e
outras com o sequenciamento ji completo. As espécies estudadas
incluem Plasmodium falciparum, P. yoelii, P. chabaudi, P. bergheli,
P. knoulesi e P. vivax'.

A tentativa em obter resultados promissores com o uso de va-
cinas tem sido objeto de estudos desde a década de 50. Atualmente
jd existem vacinas para combate ao P. falciparum e ao P. vivax?,
mas ainda sdo necessdrios esfor¢os no sentido de obter vacinas
capazes de combater outras espécies como o P. malariae e P. ovale.
A vacina pode ser uma ferramenta til, porém parasitas como o P.
falciparum sdo desafiadores pois se tratam de espécies causadores
da doenca de forma severa e variada®.

O principal parasita causador desta doenca, o Plasmodium
falciparum, tem desenvolvido resisténcia a agentes quimioterapicos
sintéticos como cloroquina, mefloquina, halofantrina (Figura 1) e
sulfadoxina, dificultando o tratamento da doenca através de seu
uso. A resisténcia a compostos antimaldricos, como cloroquina e
sulfadoxina, jd atinge dreas enormes, incluindo continentes como
a América do Sul (Amazonia e norte do continente), Africa (parte
central do continente ou sub Saara) e Asia (principalmente fndia).

A resisténcia € um fator importante a ser considerado, porém a
seguranga e o custo também limitam o uso destes compostos. Ali-
ado a isto, estd o fato de que o vetor da maldria, o mosquito
Anopheles sp, abundante em regides tropicais, tornou-se resistente
a inseticidas. Na década de 50, houve um controle da doenca e da
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Figura 1. Estruturas quimicas da cloroquina (1), mefloquina (2) e
halofantrina (3)

disseminacdo do mosquito com quase erradica¢do da mesma, pois
ainda ndo havia resisténcia aos inseticidas e o custo dos compostos
antimaldricos era menor. Na década de 60, houve um reaparecimento
da doenca de forma mais severa e preocupante pois passou a apre-
sentar resisténcia ao DDT, atingindo patamares cada vez maiores
de casos, principalmente em criangas*®

Pesquisadores chineses estudaram mais de trinta espécies do
género Artemisia pesquisando uma possivel atividade antimalarica,
porém, sé Artemisia annua L. e Artemisia apiacea Hance prova-
ram ser eficazes contra Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax.
A busca por novos compostos antimaldricos incentivou o estudo de
outras espécies de Artemisia, tais como Artemisia ludovica, A.
vulgaris, A. schmidtiana, A. pontica, A. arbuscula e A. drancunculus,
entretanto, nenhuma destas espécies apresentou atividade
farmacoldgica’. As espécies A. annua L. e A. apiacea Hance apre-
sentam um principio ativo, denominado artemisinina, cuja estrutu-
ra ¢ uma lactona sesquiterpénica com um grupo 1,2,4-trioxano (Fi-
gura 2), que foi identificada a partir de seu extrato etéreo e de-
monstrou atividade antimaldrica durante testes farmacoldgicos. A
demanda mundial pela artemisinina, no tratamento da maldria, cres-
ceu nas duas ultimas décadas, devido a suas vantagens em relagio
a outros compostos antimaldricos. A artemisinina possui acdo ra-
pida atuando contra Plasmodium vivax e P. falciparum, inclusive
sobre as formas de maldria resistentes ao tratamento com
cloroquinas e em casos de maldria cerebral**!“.
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Figura 2. Estrutura quimica da artemisinina (4)

O mecanismo de agdo, aspectos clinicos e toxicidade da
artemisinina tém sido extensamente estudados nos ultimos anos,
assim como estudos agrotecnolégicos, farmacoldgicos e quimicos
(elucidac@o estrutural) de outros compostos sesquiterpénicos pre-
sentes na planta®!'15-20,

Este trabalho teve como objetivo a reducdo dos custos de pro-
ducdo de artemisinina através da otimiza¢do do método de extra-
¢do e purificagdo com o emprego de reagentes de menor custo,
aliado a técnicas operacionais de execugdo rdpida e simples.

PARTE EXPERIMENTAL

Empregaram-se neste estudo folhas de um hibrido de Artemisia
annua L. (Ch x Viet55) proveniente do campo experimental do
CPQBA. O material vegetal usado foi seco em estufa com ventila-
¢do forcada a 45 °C até peso constante e suas folhas apds serem
segregadas do caule, moidas em moinho de facas marca
Primotécnica, que foram seqiiencialmente extraidas com etanol 96°
GL.

Foram avaliados dois métodos de extragdo, denominados pro-
cesso cldssico e processo de extragdo em série, empregando-se 1
kg de planta seca/moida para o processo de extracdo cldssico e 10
kg de planta seca/moida para o processo de extracdo em série, com
o objetivo de minimizar o consumo do liquido extrator. Estes pro-
cessos estdo descritos a seguir:

Processo classico de extracao

Neste processo a planta foi extraida empregando-se etanol 96°
GL como liquido extrator, realizado com auxilio de agitagdo me-
canica, durante 4 ¥2 h (3 x de 1 %2 h) a temperatura ambiente. Os
extratos obtidos foram filtrados, reunidos e concentrados até 1/3
do volume total, fornecendo um extrato denominado extrato bruto
concentrado. O extrato bruto evaporado até a secura foi processado
conforme descrito na etapa de purificacio e isolamento.

O processo classico foi testado com planta seca/moida e seu
fluxograma estd ilustrado na Figura 3.

Processo de extracio em série

Este processo baseou-se na utilizacdo de dois tanques extratores
em série, onde o primeiro tanque foi alimentado com a planta seca/
moida e 40% do volume total de etanol 96° GL. A agita¢io, o tempo
de extrac@o e a temperatura foram os mesmos utilizados no processo
classico de extragdo. O extrato resultante no primeiro tanque foi fil-
trado e transferido para o segundo, para ser utilizado como liquido
extrator de uma por¢@o nova de planta seca/moida, enquanto o pri-
meiro tanque era alimentado com novo liquido extrator (30% do
volume total). A operagdo foi realizada por 3 vezes, totalizando 3
extratos que passaram consecutivamente no primeiro e no segundo
tanques e que foram reunidos para posterior evaporagio. O fluxo-
grama deste processo estd ilustrado na Figura 4.
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Figura 3. Fluxograma do processo cldssico de extragdo da artemisinina a

partir da A. annua L.
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Esta operacdo em série permitiu a redugdo do volume de
solvente empregado no processo cldssico para menos da metade, o
que representa um fator determinante no custo de producdo em um
processo em grande escala.
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Etapa de purificacdo e isolamento - comum aos processos de
extraciio classico e em série

Ap0s a exaustdo da planta com etanol, os extratos foram reuni-
dos, concentrados até 30% do volume inicial e tratados com carvao
ativo Carbomafra (Curitiba, Brasil), durante 1 1/2 h sob agitagdo
mecanica, a temperatura ambiente. O carvdo foi eliminado através
de filtracdo a vdcuo em funil de Biichner, com auxilio de uma pré
capa de terra diatomdcea (Celite). Obteve-se uma solucdo de colora-
¢do amarelo escuro, que foi evaporada até a secura para determina-
¢do do rendimento extrativo. Ao extrato seco adicionou-se etanol e
dioxido de silicio industrial marca Zeosil 175, Rhodia (Paulinia,
Brasil), na proporcdo de 1:1 (extrato seco:Zeosil). A silica e o extra-
to foram para um misturador marca Munson (Nova lorque, Estados
Unidos) e seqiiencialmente eliminou-se o etanol por destilacdo sob
véacuo, em rotaevaporador marca Biichi modelo R-151 (Flawil, Sui-
¢a). A mistura foi adicionada ao topo de uma coluna de ago inox,
previamente empacotada com a mesma fase estaciondria, para sepa-
ragdo cromatografica do tipo filtragdo em coluna sob vacuo.

A fragdo enriquecida foi tratada com carvao ativo durante 1/2 h a
temperatura ambiente sob agitacdo, e em seguida filtrada sob vdcuo.
Obteve-se uma solugdo levemente amarelada, que foi evaporada até
se obter 5% do volume inicial e resfriada a 5 °C por 2 h para cristali-
zagdo do principio ativo. Os cristais foram filtrados em papel de filtro,
em um funil de Biichner, sob vacuo, e lavados com uma mistura de
hexano/acetato de etila (85/15, v/v) previamente resfriada a 5 °C.

As etapas de extragdo, purificag@o e isolamento da artemisinina
estdo ilustradas na Figura 5 e os equipamentos empregados, na
Figura 6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Artemisia annua L. utilizada neste estudo apresentou teor de
artemisinina de 1,2% (m/m) determinado por CLAE? e 9% de
umidade determinada por perda por dessecagéio em estufa?.

A segregacdo das folhas na etapa de moagem foi importante,
haja vista que o caule ndo contém artemisinina e também para se
evitar excesso de compostos graxos oriundos do caule, que dificulta-
riam a purificagéo seqiiencial através da cromatografia em coluna®.

Com relagdo ao custo, houve preocupag@o em sua redugdo nas
etapas de extracdo e de cromatografia em coluna. Algumas técni-
cas de extragdo e purificagdo, descritas em literatura, sdo bastante
simples*?¢, porém, utilizam solventes caros, como acetonitrila, ou
agressivos ao meio ambiente, como diclorometano.
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Figura 5. Fluxograma do processo de purifica¢do e isolamento da

artemisinina

Para se determinar o melhor solvente extrator, foram testados
os seguintes solventes: tolueno, diclorometano, tetracloroetileno,
metanol, hexano e etanol. Levando-se em conta os aspectos de se-
guranga, eficiéncia extrativa, toxicidade, agressdo ao meio ambi-
ente e seletividade, constatou-se que o poder extrativo variava muito
pouco de um solvente para outro®.

O hexano empregado para extracdo de artemisinina eleva em
muito o conteido de impurezas apolares, apesar disto seu emprego
é citado na literatura®. A op¢do de escolha recaiu sobre o etanol,
que revelou ter um poder extrativo compardvel aos demais, porém
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Figura 6. CC: Coluna cromatogrdfica em ago inox; C1/C2: Vaso coletor; CD1/CD2: Condensador; F: Filtro a vdcuo; R1: Reator em ago inox com agita¢do

mecdnica; R2: Reator em ago inox para destilagdo de solvente e prepara¢do da mistura extrato seco: Zeosil; R3: Reator em ago inox encamisado, para

resfriamento; T1/T2: Tanque em ago inox com agitag¢do mecdnica e filtro interno
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Tabela 1. Quantidades de reagentes empregados nos processos de extracio cldssico e em série, para obten¢do de artemisinina a partir de

folhas de A. annua seca e moida

Etapa Processo Classico Processo em série
Massa (kg) Volume (L) Massa (kg) Volume (L)

Folhas de A. annua L. 1,0 1,0 -
Etanol 96 °GL (extracdo) 14,19 17,52 5,0 6,3
Etanol (lavagem planta) 0,8 0,8 1,0
Extrato p/ clarificagdo 3,66 2,29 -
Carvao ativo/Celite 0,07/0,10 - 0,07/0,05 -
Etanol (lavagem carvao) 0,43 0,53 0,24 0,3

com menor toxicidade e custo, confirmando resultados prévios de
literatura®.

Também foi testada a influéncia da granulometria do p6 obtido
na etapa de moagem e a composi¢ao das fases mével e estaciondria
empregadas na separagdo cromatografica. O emprego da tradicio-
nal silica gel para purificacdo dos extratos, tornou-se incompativel
pelo custo, uma vez que a escala pretendida foi a industrial. Uma
solucdo bastante compativel com o propdsito deste trabalho foi a
aplicagdo do Zeosil em substituicdo a silica gel tradicional.

As quantidades de solvente e reagentes empregados nos proces-
sos de extracdo cldssico e em série, os valores comparativos referen-
te ao custo de produgio final da artemisinina, estdo descritos na Ta-
belas 1 e as quantidades de materiais utilizados no isolamento e na
purificagdo deste principio ativo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidades de materiais utilizados no isolamento e
purificacdo da artemisinina

Etapa Cldssico  Em série
Zeosil para topo da coluna 27 g 27 g
Zeosil para empacotamento 178 g 100 g

Hexano:Hexano/acetato de etila (85/15) 3,7/4,8 L 0,84/2,0 L
Hexano/acetato de etila (85/15) 0,30 L 025L
(lavagem coluna)

Carvao ativo/Celite
Hexano/acetato de etila
(lavagem na cristalizacdo)

64 ¢/90¢g 33¢g/33¢
0,046 L 0,046 L

Durante a etapa de cromatografia em coluna utilizou-se um
gradiente de eluicdo que foi iniciado com hexano (100 volumes),
que permitiu a separacdo da matéria graxa e demais constituintes
apolares, possibilitando na seqiiéncia o enriquecimento da
artemisinina na fase mével hexano/acetato de etila (85/15, v/v).

Nesta etapa, verificou-se dois fatores importantes para assegu-
rar uma boa separagdo da artemisinina:razdo (didmetro da coluna/
altura de silica) e vazdo da elui¢do. O valores otimizados obtidos
para estes dois parametros foram 1%2 e 15 mL/min, respectivamen-
te. Desta maneira foi possivel, através de uma coluna cromatografica
de baixo custo e rdpida execucio, o fracionamento da artemisinina
do extrato bruto tratado com carvio ativo.

O monitoramento do teor de artemisinina durante o decorrer
dos processos foi realizado por fotodensitometria/cromatografia
em camada delgada, uma metodologia semi-quantitativa, rapida,
de baixo custo e que demonstrou ser bastante util no monitoramento
das etapas®.

A pureza da artemisinina foi determinada por CLAE, através
do doseamento obtido com o uso de um padrdo analitico primdrio,
segundo metodologia descrita por Ferreira e colaboradores®. Ob-
teve-se para os processos de extragdo classico e em série um teor

de artemisinina de 91,0 e 91,3%, respectivamente. O ponto de fu-
sdo dos sdlidos obtidos foi de 151-153,7 e 150,9-153,5 °C, para os
processos de extracio cldssico e em série, respectivamente, justifi-
cando uma recristalizacdo do sélido obtido, uma vez que se obteve
um teor baixo e os pontos de fusdo ficaram abaixo do valor citado
em literatura, de 154,0 °C* e 156-157 °C?'. Os sélidos obtidos apre-
sentaram colorac¢do branca e o rendimento global dos processos
ficou em torno de 73%, sendo de 2 a 16,5 vezes maior que os valo-
res encontrados em literatura®*?732,

CONCLUSOES

O emprego da técnica extrativa em série possibilitou uma re-
ducdo de 65% no consumo de solvente, com economia de 2,5 ve-
zes. Além disto, a utilizagdo do etanol nesta etapa possibilitou um
processamento mais seguro, em razdo da menor toxicidade deste
solvente em relag@o a outros solventes. Outra razdo para esta esco-
lha foi o fato do etanol ser largamente produzido no pafs, permitin-
do rdpida aquisi¢@o a pregos acessiveis.

Na etapa de purificagdo, o processo possibilitou uma redugio
de solventes, representando uma economia de cerca de 2,7 vezes.

A utilizagdo da técnica cromatogréfica de filtragdo a vacuo per-
mitiu rapidez nesta etapa, e a aplica¢@o do Zeosil como fase estaci-
ondria possibilitou economia de 65 vezes em relacdo a silica tradi-
cional.

A clarificagdo dos extratos com carvao ativo possibilitou uma
coluna cromatografica com economia de eluentes e a cristalizagio
direta da artemisinina a partir da fracdo hexano/acetato de etila
(85715, viv),

Na moagem, a granulometria de malha ideal foi < 1 mm.

Os resultados obtidos pela extragdo em série indicam a viabili-
dade de producdo de artemisinina a um custo global de 2,6 vezes o
custo do processo cldssico.

Este estudo envolveu o emprego de técnicas operacionais sim-
ples, reagentes e solventes baratos.
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