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RESUMEN. Se han llevado a cabo metodologias alternativas para la extraccion de
artemisinina de hojas e inflorescencias del comunmente denominado ajenjo dulce
(“sweetwormwood”, Artemisia annua L.), ya sea de ejemplares de crecimiento expontaneo
(silvestre) como de aquellos expresamente cultivados en regiones ubicadas en las
Provincias de Buenos Aires y de Entre Rios de la Repulblica Argentina. Fueron
experimentalmente ensayadas y al mismo tiempo optimizadas, las diferentes condiciones de
extraccion, algunas si bien ya conocidas, de esa eficaz droga antipalidica natural. Los
extractos correspondientes fueron preparados en distintos solventes y condiciones, ya sea
para el analisis de sus contenidos de artemisinina o bien, para el aislamiento de los
principales metabolitos presentes en Artemisia annua L. EStos extractos se obtuvieron por
operaciones de maceracion, percolacion o decoccién de partes aéreas del vegetal fresco o
previamente secado y molido, colocado ya sea en viales de Pyrex 0 en recipientes cerrados,
en presencia de solventes puros o sus mezclas, con distintas caracteristicas fisicoquimicas,
ejerciendo vigorosa agitacion mecanica y colocados a temperaturas convenientes. Para el
dosage de artemisinina en los correspondientes extractos y también poder evaluar su
calidad analitica se empled, segin su conveniencia experimental para la obtencion de
resultados confiables, cromatografia planar en capa delgada (CCD, TLC), cromatografia
liquida de alta eficiencia en fase reversa (CLAE, RP-HPLC) y cromatografia capilar en fase
gaseosa (CG). La reproducibilidad y exactitud de los procedimientos analiticos utilizados se
comprobd comparando los resultados obtenidos con los provenientes de aplicar métodos
clasicos para la extraccion exhaustiva de artemisinina del material vegetal con n-hexano a
reflujo (i.e. Soxhlet). La metodologia llevada a cabo permitié obtener conclusiones relativas
a la eficiencia de los solventes utilizados, lo cual resulta de utilidad para poder adaptar los
procedimientos seguidos en la extraccion de artemisinina a una mayor escala como también
de otras sustancias naturales estructuralmente relacionadas o con similares propiedades
fisicoquimicas.

PALABRAS CLAVE. Artemisinina- extraccion- propiedades fisicoquimicas



EXTRACCION CON SOLVENTES Wy Jues

DE ARTEMISININAY OTROS METABOLITOS g‘;’ﬂ D%/fr:is”r_

DE Artemisia annua L. SILVESTRE =3
{%z\.... Mz‘»‘x,\‘/‘/ =

SUMMARY. The already known procedures for the extraction of artemisinin, an
antimalarial drug found in leaves and inflorescences of Artemisia annua L., commonly
named sweet absinthe ("sweetwormwood™), naturally growing or specially cultivated in
lands of the Buenos Aires and Entre Rios Provinces of the Republica Argentina, had been
performed and optimized. The corresponding solvent extracts were obtained by maceration,
percolation or decoction of fresh, or previously dried and conveniently milled aerial parts of
the plants, placed in Pyrex vials, in closed glass containers or in a Soxhlet percolator, with
the addition of selected solvents or their mixtures, with different physicochemical
characteristics and properties. Those procedures were performed, either at ambient or more
higher selected temperatures, and in most of the cases, with an vigorous mechanical
shaking. For the dosage and the quality control of artemisinin in the extracts or in the
finally purified and crystallized product, planar thin layer chromatography (CCD, TLC),
high efficiency reverse phase liquid chromatography (CLAE, RP-HPLC) and capillary gas
chormatography (GC), were employed. The convenience of realization of the above
procedures was critically evaluated by comparison of their analytical results corresponding
to the main metabolites of Artemisia annua L., with those derived applying classic isolation
methods by Soxhlet extraction. It can be concluded that analogous procedures can be
applied for the extraction of artemisinin and other similar substances for a rather larger
scale production.

KEY WORDS.: Artemisinin- Isolation- Physicochemical properties
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CAPITULO I. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Se describiran en forma detallada los procedimientos utilizados para la
obtencion de la droga artemisinina o “Qingahosu” (de acuerdo con la
literatura de origen chino) proveniente de partes aereas (hojas e
inflorescencias) de Atrtemisia annua L. (AA) silvestre, de abundante
crecimiento espontaneo (silvestre) en nuestro pais, vegetal vulgarmente
denominado “ajenjo dulce”. También se efectuaran extracciones de la droga
de ejemplares provenientes de plantaciones expresamente realizadas en
algunas regiones consideradas apropiadas de la Republica Argentina. Se
discutiran criticamente los diferentes métodos extractivos y analiticos
utilizados, sus ventajas y los inconvenientes encontrados para el logro de los
objetivos del presente trabajo. Finalmente, se ha de proponer una metodologia
que es considerada como la mas conveniente y practica a fin de lograr en

escala mayor un producto de indiscutible valor comercial y 6ptima calidad.
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CAPITULO Il1. INTRODUCCION

a) Generalidades

La calidad de los extractos vegetales biolégicamente activos depende
principalmente del método de extraccion empleado en su obtencién. Resulta
evidente también que el procedimiento seguido en estos casos se ve reflejado
tanto en el rendimiento del compuesto organico de interés como en el de otros
metabolitos que pueden en un principio no interesar y que sin embargo,
encontrandose presentes en el vegetal, poseen otras potenciales y diversas
aplicaciones.

Artemisinina (en lo sucesivo denominada simbolicamente A en el
presente documento) viene siendo estudiada en este Laboratorio desde el
punto de vista fisicoquimico considerando fundamentalmente su grado de
estabilidad térmica en diversos solventes [1, 2]. Esa droga estad presente en
cantidades variables (comprendidas entre 0,1 % y 2 % (p/p), en ejemplares de
Artemisia annua L convenientemente secados para su evaluacion, que crecen
abundantemente en algunas zonas de clima y temperatura moderada del

mundo [3] como asi también de nuestro pais [4]. (Figuras 1, 2, y 3).
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Fig. 1. Fotografia de plantas silvestres de Artemisia Annua L.
observadas al aire libre (mes de Febrero de 2004) en terrenos no
muy fértiles del Departamento Gualeguaychu (Provincia de Entre
Rios).

Figura 2. Fotografias de plantaciones de Artemisia annua L.
cultivadas en la Provincia de Entre Rios, en un predio de 200 m?
convenientemente acondicionado vy al aire libre, cosechadas antes de
su floracidn para efectuar la extraccion de artemisinina.
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Fig. 3. Fotografia de ejemplares de Artemisia Annua L. cultivados al
aire libre (mes de Enero de 2005) en la zona de Cafiuelas, Provincia
de Buenos Aires.

Sin embargo, no se tiene conocimiento que esa bonita, fragante y vistosa
hierba de crecimiento anual, de color verde oscuro, raiz pivotante y alturas que
pueden llegar a los 3 m, haya sido declarada oficialmente “plaga nacional”,
probablemente por sus reconocidas (en China desde la antigiiedad y también
en el resto del mundo) aplicaciones farmacologicas en la medicina popular
tradicional y en nuestros dias, para la obtencion en gran escala de
artemisinina. Por ejemplo, en Brasil [5] y en otros numerosos paises [6], existe
actualmente un gran interés por la produccion de artemisinina para su
aplicacion, principalmente en el tratamiento del paludismo o malaria, ya que

su sintesis quimica [7] es muy laboriosa y no resulta actualmente econdmica.
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La malaria constituye una endemia mundial principalmente entre la
poblacion infantil. En la totalidad del Continente Americano esa enfermedad
esta distribuida también en la mayoria de sus paises (Figura 4), especialmente

en los de clima tropical y himedo.
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Figura 4. Mapa de la distribucion del paludismo en el mundo.
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Los paises del Centro y Sur de Ameérica invierten recursos economicos
para la lucha contra el paludismo (Figura 5).
Figura 5. Cuadro ilustrativo de la situacion sanitaria en paises del Continente
Americano, indicando la casuistica de malaria en el periodo de los afios 1997-
2001.

De acuerdo con las busquedas bibliogrdficas realizadas (Internet), en
los paises de mayor atractivo comercial sobre la base del gasto promedio que
realizaron en el tema de salud, se obtuvieron los siguientes resultados totales
y anuales:

* Colombia: 51.212.618 DIV 5 =10.242.524 U$A

Ocupa el primer lugar en numero de infectados

* Brasil: 168.033.030 DIV 5 =33.606.606 USA
Ocupa el segundo lugar en numero de infectados.
e Ecuador : 8.205.580 DIV 5 =1.641.116 U$A
Ocupa el tercer lugar en numero de infectados

* Peru:17.431.207 DIV 5 =3.486.241 U$A
Ocupa el cuarto lugar en numero de infectados.
* Suriname : 986.377 DIV 5 =197.275 U$A
No se incluyen datos de 1997 y 1999.
Guyana : 3.793.817 DIV 5 =758.763 U$A
Ocupa el sexto lugar en numero de infectados.
* Venezuela: 9.798.500 DIV 5 =1.959.700 USA
Ocupa el noveno lugar en numero de infectados.
* Repubiiica Dominicana : 7.384.741
DIV 5=1.476.948 USA
Ocupa el décimo lugar en numero de infectados.
* Bolivia: 4.347.622 DIV 5 =869.524 U$A

Ocupa el décimo primer lugar en numero de
infectados.
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La malaria produce en Brasil 560.000 casos declarados anualmente, de
los cuales 10.000 resultan fatales. En el mundo ocurren 230 milones de casos
anuales los que conducen a ca. del 1 % de muertes, principalmente de nifios
(70%). Todo esto contribuye a que sea el paludismo la mayor catéstrofe
sanitaria mundial, cuyo indice resulta superior al del SIDA (i.g. datos de la
OMS del afio 1997). Sin embargo, hasta el momento, Chile, Argentina,
Paraguay y Uruguay pueden considerarse paises libres de esa enfermedad,
aunque algunos casos se vienen registrando y en notable aumento, en sus
zonas septentrionales. Contribuye a ello el hecho que el mosquito Anopheles,
transmisor del paludismo y abundante en las regiones tropicales y himedas, se
ha hecho resistente a los insecticidas utilizados desde hace mucho tiempo para
su control, luego de la prohibicién mundial del DDT.

Investigadores chinos, pais donde la hierba crece abundantemente, han
estudiado mas de 30 especies del género Artemisia a fin de verificar la
actividad antimalarica de sus principios activos. Las Unicas eficaces contra el
Plasmodium Falciparum 0 el Plasmodium Vivax vectores del paludismo, son
la Artemisia annua L. Yy Artemisia Apiecea. La sustancia artemisinina,
utilizada especificamente para el tratamiento y cura de esa enfermedad, fue
identificada Unicamente en esas dos especies de Artemisia y aislada de sus
extractos obtenidos inicialmente por maceracion del vegetal en éter etilico u
otros solventes hidrocarbonados colocados a su temperatura de ebullicion.

Artemisinina resulta especificamente toxica para el Plasmodium
falciparum [8] cuando se introduce in vivo en los eritrocitos infectados, ya que
estos contienen elevadas concentraciones de hierro en la molécula de
hemoglobina. La generacion de radicales libres centrados estructuralmente en
carbono, por un mecanismo de transferencia electrénica [9] conduce asi a la

destruccion del parasito. Estudios més recientes [10] indican que por un

10
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mecanismo semejante artemisinina actuaria también sobre células malignas de

algunos tumores, incluidos los del cancer de mama en la muijer.
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Artemisia annua L. contiene ademas de artemisinina (Figura 6),

Fig. 6. Formula estructural de la molécula de artemisinina.

12
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otros metabolitos (Figura 7).

Figura 7. Foérmulas estructurales de los metabolitos secundarios mas

importantes (por su concentracién) en plantas de Artemisia annua L. silvestre

13



EXTRACCION CON SOLVENTES \g’? N e

DE ARTEMISININA Y OTROS METABOLITOS m%” Dgu/éff:;;-_

DE Artemisia annua L. SILVESTRE {%@?\2@‘) Vees
B B

gue bien podrian ser sus precursores bioguimicos (Figura 8).
Figura 8. La biosintesis de artemisinina en la planta de Artemisia annua L. se

produciria a partir de acido arteanuico presente en su raiz.

Como también numerosos aceites esenciales, pertenecientes a distintos
tipos funcionales, que contribuyen a ser mas interesante el estudio de esa
hierba.

b) Estructura molecular de artemisinina y sus principales propiedades
fisicoquimicas.

La molécula de artemisinina (Figura 6) corresponde al de una
lactona sesquiterpénica (CAS N° 63968-64-9), con peso molecular 282 y
rango de fusion 150°-153°C, la cual  posee una funcion quimica
endoperoxidica ciclica.

La estabilidad térmica de A depende tanto de su naturaleza peroxidica
como de las condiciones fisicoquimicas del medio en que se encuentre en
solucion [1, 2]. Esto resulta también comudn para otras novedosas sustancias
preparadas sintéticamente y con verificada accion antipaltdica [11], como lo
constituyen algunos representantes de los 1,2,4-trioxanos sustituidos (Figura
9).

14
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Figura 9. Formulas estructurales de moléculas de 1,2,4-trioxanos fluorados

sintéticos, los que también poseen accion antimalarica.

Precisamente la funcion peroxidica de estas moléculas, como también lo
es en el caso de los derivados de artemisinina (Figura 10) con aplicacion
farmacéutica (e.g. arteeter, artemeter, artesunatos), es responsable de las

especificas e interesantes propiedades terapeuticas.
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Figura 10. Formulas estructurales de derivados de artemisinina con aplicacién

farmacoldgica

OCH, OC,Hs

artemeter arteeter artesunato soédico

Artemisinina resulta sorprendentemente estable térmicamente en su
estado sélido (hasta 190°C), como también lo es disuelta en solventes muy
poco polares tales como hidrocarburos alifaticos saturados (e.g. hexanos) o sus
mezclas (e.g. éter de petrdleo, EP), aunque no asi en alcoholes y en agua, a

pesar de la escasa solubilidad de la sustancia en este ultimo solvente [12].
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CAPITULO Ill. PARTE EXPERIMENTAL [13]

A.) Acondicionamiento de la hierba Artemisia annua L. (AA) para el dosage
de artemisinina (A) y la posterior obtencion de sus extractos en solventes

Procedimiento. Ejemplares de plantas de AA cosechados antes de su
floracion (Figura 11) son secados al aire libre o en estufa eléctrica a
temperaturas que no sobrepasen los 30 °C, proceso que es conveniente sea
apoyado con circulacion de aire seco.

Figura 11. Fotografia de plantas secas de Artemisina annua L. cultivadas en la
Provincia de Entre Rios, en un predio de 200 m® convenientemente
acondicionado y al aire libre, luego de la cosecha realizada para efectuar la
extraccion de artemisinina (mes de marzo de 2005).

Nota. El proimieto de secado be continuarse hasta obtener
constancia de peso del material vegetal, el cual puede disminuir generalmente
hasta un valor ca. 7 % (p/p) correspondiente a su humedad residual en
equilibrio con la del ambiente.

Posteriormente, se procede a separar las hojas de las plantas mediante
extrusion manual, moliéndose lentamente las mismas en un molinillo “a
cuchillas” hasta que el material presente un aspecto de “yerba” con particulas
de un tamafio de ca. 1-2 mm. En algunos casos se ha utilizado también AA

“fresca” (Figura 3), es decir sin ser previamente secada con un tenor de
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humedad de ca. 50 % (p/p), obteniéndose en este caso resultados que no
difieren significativamente cuando se utilizaron plantas secadas previamente.
Sin embargo, se considera ventajosa la utilizacion de AA fresca, con un
periodo de crecimiento de las plantas de ca. 3-4 meses, ya que la cantidad de
A es maxima disminuyendo asi la posibilidad de transformaciones térmicas de
los metabolitos presentes en el vegetal recientemente cosechado y sometido
luego a las frecuentemente variables condiciones para su secado.

B.) Determinacion analitica de A en AA fresca utilizando distintos solventes
a diferentes temperaturas

a) Maceracion y/o percolacién

a.l) micro-método utilizando “viales” cerrados

Nota. Esta aplicacion permite efectuar el dosage de A en AA aprovechando su
extraccion maxima con algunos solventes con diferentes propiedades
fisicoquimicas y colocados en condiciones apropiadas de operacion.
Procedimiento. 5 g de partes aéreas de Artemisia annua L., previamente
secada y molida, o bien, recientemente cosechada (habiéndose determinado
previamente los correspondientes valores de su contenido de humedad) son
colocados en sendos viales de Pyrex (cada uno de ca. 20 mL de capacidad)
que contienen solventes (10 mL) convenientemente seleccionados (e.g.
hidrocarbonados alifaticos, ciclanicos o aromaticos de baja polaridad, acetona,
metanol, etanol, agua, etc.) a fin de obtener los correspondientes extractos de
AA. Una vez cerrados hermeticamente los viales mediante un septum de
silicona (recubierto con Teflon®) son mecénicamente agitados dentro de un
bafio u horno termostatizado a temperaturas controladas (e.g. en el ambito de
30° - 110 °C), durante periodos bien determinados (e.g. 1 y 2 horas). Estos
tiempos en realidad dependeran de la temperatura, concentracion de la droga

en el vegetal y de su estabilidad térmica en los extractos. Los resultados
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analiticos obtenidos (ver Seccion J), en los distintos solventes y condiciones
experimentales (Figura 12).

Figura 12. Representacion grafica correspondiente a la optimizacion de la
micro-extraccion de A a partir de AA utilizando viales cerrados, con
diferentes solventes y condiciones experimentales (monitoreo analitico
realizado por CG-FID).
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Se puede constatar que, por ejemplo, acetona es el solvente que extrae A en
forma relativamente rapida y efectiva, aunque también se encuentran en su
extracto otras sustancias (e.g. clorofilas, ceras, terpenos), cuya presencia torna
dificultoso su posterior aislamiento con un grado suficiente de pureza. Agua,
si bien extrae A mucho méas lentamente debido a su reducida solubilidad
(Tabla 1), sus extractos no contienen practicamente los otros metabolitos
polares que si bien no interesan se encuentran también presentes en AA.

Por otra parte, la utilizacion de una mezcla etanol-agua, es la que en

definitiva resulta de mejor aplicacion practica para el objetivo principal de
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este trabajo que es la obtencion de A (Capitulo I). Se ha podido comprobar
también que agua en periodos prolongados extrae otros metabolitos
interesantes y presentes en AA (e.g. acido arteanuico, algunos monoterpenos,
etc.)
C.) Aislamiento de A de los extractos de AA en solventes

Se han de considerar a modo de ejemplo los procedimientos
seguidos para la extraccién de A con dos tipos bien distintos de solventes,
teniendo en cuenta principalmente sus respectivas propiedades fisicoquimicas
(e,g. polaridad):
a.1) En el caso de solventes polares (e..g. etanol 96° o mezclas etanol-agua, es
decir hidroalcohdlicos) la preparacion de los extractos de A y de los otros
metabolitos presentes en AA que interesan (e.g. acido arteanuico, artemisitene
y arteanuinas), conviene realizarla efectuando un tratamiento previo, el cual se
describe a continuacion, para lograr su separacion en forma mas eficiente por
cromatografia liquida semi-preparativa realizada en columnas rellenadas con
Silicagel:

Procedimiento. Los extractos hidroalcohdlicos obtenidos inicialmente en
este caso se evaporan rapidamente en un Rotavapor a temperaturas inferiores
a 35 °C y presion reducida, hasta disminuir su volumen hasta ca. 50 % del
inicial. Luego se agitan vigorosamente a temperatura ambiente durante un
cierto tiempo (e.g. periodos comprendidos entre 20-50 min) el cual conviene
optimizar, con el agregado de ca. 10 % de su volumen de n-hexano o éter de
petréleo liviano (EP). Esta operacion se realiza para eliminar algunos
metabolitos mas facilmente solubles que A en r-hexano o en el EP de mayor
rango de ebullicion y que molestan en la recuperacion final en caso de
efectuarla por su cristalizacion directa de los extractos una vez concentrados

por evaporacion.
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Nota. En esta etapa se deben aplicar (Seccion J) los métodos analiticos
que resulten mas apropiados para el dosage de la concentracion de A presente
en los diferentes solventes, a fin de que estos no interfieran en la aplicacion
del método analitico adoptado.

Posteriormente se separan las fases organicas (superior, en una ampolla
de decantacidn) de este tratamiento extractivo, dejandola en su totalidad sobre
sulfato de sodio anhidro durante 24 h para su deshidratacion. Este liquido se
filtra por papel de celulosa y luego se concentra en Rotavapor a temperatura
ambiente, hasta obtener el correspondiente extracto hidrocarbonado
(generalmente de color verde y que contiene la mayor parte de los demas
metabolitos presentes en AA), procediéndose luego a separar del mismo las
relativamente pequefias cantidades (ca. 10 %) de A también extraidas por el
tratamiento con el solvente hidrocarbonado. Finalmente, la recuperacion de A
en forma cristalina se puede lograr ya sea por un prolongado enfriamiento a
ca. 6 ° C y posterior filtracion o bien, incorporando alicuotas, previa su
evaporacion y concentracion en Rotavapor (e.g. 800 mg del liquido viscoso
disueltos en 300 uL de n-hexano), en la parte superior de columnas de
cromatografia liquida para el aislamiento de A y otros metabolitos importantes
también presentes en AA.(ver mas adelante).

Nota. En la operacion de concentracién en Rotavapor del extracto
hidroalcohdlico (pH ca. 4-5) remanente (realizada a temperatura ambiente
para disminuir la descomposicion de A) con la consiguiente separacion por
destilacion del etanol 96° como mezcla azeotrdpica y la transformacién en
acuoso del medio remanente), también se produce ocasionalmente la
separacion de solidos blancos (muy adherentes sobre las paredes de vidrio del
recipiente) y que corresponden a la mayor parte del acido arteanuico,

artemisitene y arteanuinas inicialmente extraidos. Estos “solidos se separan
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por filtracién sobre celulosa y conveniente recuperacion manual, para luego
proceder al aislamiento y purificacion de sus componentes por operaciones de
cristalizacion fraccionada.

a.2) En el caso de efectuarse la extraccion inicial directamente con
solventes hidrocarbonados (e.g. n-hexano, éter de petroleo EP, etc.) se
concentra el liquido previamente filtrado (de color verde claro) sometiéndolo
luego a temperaturas de ca. 6 °C, siguiéndose a continuacion el Procedimiento
anteriormente descripto (Seccion a.1) o bien, se lo concentra en su totalidad en
Rotavapor a ca. 40° C hasta lograr un residuo viscoso que se incorpora
finalmente a la columna cromatografica para el aislamiento de Ay de los otros
metabolitos presentes en AA.

a.3) El aislamiento y puriicacion cromatografica de A en columnas rellenadas
con Silicagel

Para la separacion de los principales metabolitos de AA se pueden

emplear, en general, columnas de adsorcion empacadas (Figura 13)
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Fig. 13. Analisis TLC de metabolitos de AA eluidos de una columna
cromatogréafica de Silicagel (a) y perfil gravimétrico tipico (b) realizado con

una mezcla de 10% (v/v) acetato de etilo: n-hexano.

Extractos de AA en EP (fraccion 35°- 60°C de éter de petroleo) mostrando
acido arteanuico (Rf=0), arteanuina B (Rf=0,07), artemisitene (Rf=0,1) y
patron de A (Rf=0,2, 10 pL de sol. con 200 ppm de artemisinina (98% p/p) en

n-hexano.
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Las columnas (a) fueron preparadas con tubos de Pyrex de 14 mm de d.i. y
180 mm de longitud, provistos de robinete de Teflon® rellenadas con
Silicagel de granulometria A60, didmetro de particulas 40-63 um (230-400
mesh ASTM) de Marca Merck, Cat N° 1.09385.1000), las que funcionan a
temperatura ambiente. En su parte superior se han de depositar alicuotas (de
acuerdo a la capacidad de la columna) del extracto preparado en n-hexano y
que contienen los metabolitos de AA para su aislamiento por elucion.

Nota. La cantidad del material a ser eluido que se incorpora a la columna
cromatogréafica, una vez compactada y acondicionada por vibracién y pasaje
de volumenes de n-hexano seco, depende de sus caracteristicas geométricas a

fin de lograr la optimizacion del poder resolutivo.
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La elucion de los componentes del extracto incorporado (siembra) en la
columna, se realiza en este caso generalmente con mezclas anhidras de acetato
de etilo (10%, v/v)-n-hexano, recolectandose los eluidos trabajando con un
caudal de fase mavil de ca. 1,5 mL/min. Las sucesivas fracciones recolectadas
(10 mL) son monitoreadas cualitativamente (ver Seccion J, a.1) para conocer
su composicion (i.g. presencia de &cido arteanuico. artemisitene, artemisinina
y arteanuinas). Esas fracciones son luego evaporadas en bario de arena a
temperaturas (ca. 35 °C) obteniéndose los correspondientes residuos secos, de
aspecto generalmente oleoso o bien, cristalino, los que se purifican por
sucesivas recristalizaciones con solventes apropiados (e.g. c¢-hexano,
acetonitrilo o bien, mezclas de n-hexano:diclorometano o0 bien
diclorometano:éter etilico (4:1, v/v), segun resulte méas apropiado para cada
sustancia en particular). Asimismo, las fracciones que contienen A son
también evaluadas cuantitativamente (TLC) por sus reapectivas
concentraciones y determinacion gravimétrica de sus residuos secos en
funcion del progreso (tiempos) de su elucion de la columna cromatogréfica
(Figuras 14 y 15).
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Fig. 14. Cromatogramas (TLC) tipicos de eluidos (10 mL, C.C.) de extractos
de AA en n-hexano obtenidos a reflujo (Sox#let),). El solvente de elucion es
acetato de etilo (10 % (v/v) : n-hexano. (a) corresponde a analitos con valores
de Rf'> 0,2 (probablemente terpenos); (b) fracciones conteniendo artemisinina
(Rf=0,2); (c) 10 uL de patron de artemisinina (200 ppm en n-hexano).
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En todos estos casos se ha podido obtener A cristalizada en forma de agujas
incoloras (98% p/p, HPLC, CG) (Figura 16)
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Figura 15. Perfiles gravimétricos de la elucion en una columna
cromatografica, en el caso de la incorporacion al solvente (n-hexano) de la
extraccion de A de un atrapador de radicales libres (di-terc-butil p-hidroxi
tolueno, BHT).
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Figura 16. Cristales de artemisinina (15 mg) obtenidos utlizando

cromatografia semi-preparativa en columna de Silicagel y posterior
evaporacion (a 35° C en un periodo de 72 h) del solvente (10 mL) de la
fraccion (con TLC positiva de A), recolectada eluyendo de la columna con un

total de 90 mL de fase movil (10 % (v/v) acetato de etilo: n-hexano).

D.) Extraccion de A con solventes a temperatura ambiente (ca. 25°C)

a.l) con solventes hidrocarbonados alifaticos livianos (método también de
aplicacion para el andlisis cuantitativo de A en AA)

Procedimiento. 150 g. de partes aéreas de ejemplares de Artemisia annua L.
secadas a temperatura ambiente y molidas como se indico anteriormente, son
colocadas junto con 450 mL de éter de petroleo (EP, fraccion con intervalo de
ebullicion 60°-80° C) o de n-kexano, (calidad de “analisis de pesticidas™), 20 g

de sulfato de sodio anhidro y 20 g de carbdn vegetal granulado previamente
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activado (en horno eléctrico a 120 °C), y colocados en un frasco de vidrio (de
seccion transversal cuadrada) de 1 L de capacidad total (el cual puede ser
herméticamente cerrado con una tapa roscada protegida de su contenido con
una lamina de aluminio y carton de celulosa), el cual es insertado en un
agitador mecéanico horizontal, funcionando a temperatura ambiente (ca 25 °C)
durante ca. 8-12 horas. El liquido sobrenadante en el frasco (de color amarillo
claro) al cabo de este tratamiento se filtra por papel de celulosa de grano fino
(porosidad 42) plegado (o bien, en un embudo Biichner, procedimiento éste
apoyado con succion de una bomba mecénica de vacio). A fin de recuperar la
mayor parte de algunos extractivos remanentes provenientes de AA se vierten
sobre el residuo del embudo (percolacidn), porciones del solvente utilizado y
finalmente porciones de agua destilada, continuando con presion ejercida
mecanicamente sobre la torta y simultanea filtracion a un Kitasato con ayuda
de presion reducida.

Finalmente, y luego de la decantacion, secado y filtracion por papel de
celulosa, de la fase organica, se realiza su concentracion en Rotavapor para el
aislamiento de A y de otros metabolitos de AA, lo cual, en este caso por su
complejidad analitica, resulta apropiado realizarla por cromatografia liquida
en columna de Silicagel (Seccion C. a.3).

a.2) con mezclas-de metanol (3% v/v/n-hexano (incluyendo la centrifugacion
a temperaturas ca. 0°C y eliminacion por sublimacion de las impurezas
presentes en A).

Procedimiento. ca. 150 g de partes aéreas de AA, finamente molidas se
colocan en un frasco (e.g. de 1 L. de capacidad), con tapa de material plastico
roscada, protegida interiormente con un disco de aluminio, conteniendo una
mezcla de 500 mL de n-hexano con el agregado de 3 % (15 mL) de metanol,

el cual es mantenido a temperatura ambiente (ca. 25°C) con ocasional
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agitacion (durante ca. 1 semana) o bien, vigorosamente en un agitador
horizontal oscilante (durante ca. 24 h).

El extracto obtenido (de color verde oscuro), una vez filtrado por papel
de celulosa plegado doble, en un embudo cénico comuin, se reparte en 2
Erlenmeyers de 250 mL de capacidad con el fin de aumentar la superficie
interna para el deposito de soélidos. El residuo obtenido sobre el filtro se
percola a temperatura ambiente con n-hexano, presionandolo para eliminar los
liquidos retenidos. Los liquidos en los Erlenmeyers una vez tapados, son
colocados a una temperatura de ca. =10 °C (en freezer) durante ca. 24 hs. para
precipitar por enfriamiento la mayor parte de lipidos y otros metabolitos
retenidos que no interesan y que se encuentran presentes en el vegetal (e.g.
ceras, arteanuinas, acidos arteanuico, araquidico y linoleico). Luego se
decanta la fase liquida, filtrandola rapidamente a ca. 0°C por papel plegado y
lavando el filtro finalmente con porciones de n-hexano enfriado. El liquido
filtrado y contenido en un nuevo frasco de 1 L de capacidad, es agitado
enérgicamente durante 24 h. a temperatura ambiente con 10 g de carbdn
activado (i.g. a fin de eliminar en este caso clorofilas degradadas de color
negro). Se filtra por papel de celulosa doble en embudo conico comun,
percolando el residuo con n-hexano a temperatura ambiente.

El filtrado (en este caso de color amarillo claro) es evaporado a
temperatura ambiente en un Rotavapor hasta obtener un pequefio volumen (sin
llegar a sequedad), procurando depositarlo como solido pastoso, mediante una
alta velocidad de giro (180 rpm), en las paredes del balon utilizado.

El depdsito fuertemente adherido en las paredes del balén (i.g. A, acido
arteanuico, arteanuinas y lipidos) se lava 3 veces en el Rotavapor con gotas de
metanol previamente enfriado (ca. -10°C) procedimiento apoyado por la

rotacion con baja velocidad (100 rpm). Por su parte, los extractos metanolicos
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se evaporan a pequefio volumen y luego se trasvasa la suspension de solidos
obtenida a un tubo de centrifuga (e.g.de 10 mL de capacidad), previamente
tarado y cerrado con su tapa. Se enfria este tubo (a -10 °C) y se centrifuga
mientras el mismo se encuentra frio (o bien, si se procede en mayor escala,
utilizando una centrifuga refrigerada). El sobrenadante se vuelca en un
Erlenmeyer para luego efectuar otra recuperacion de A a ca. —10°C. Los
solidos obtenidos (de aspecto microcristalino), se secan en “tambor de
secado” a ca. 40°C y presion reducida, controlando su calidad analitica
(Seccidn J.). Finalmente se recristalizan con EP fraccion 30-65°C en tubo de
centrifuga tarado, o bien, con c-hexano (ca. 4 °C). Los cristales obtenidos
finalmente se purifican por sublimacion (ca. 50°C / 5 torr) a fin de eliminar de
esta manera los restos de arteanuinas (sustancias relativamente volatiles a esa
temperatura), dejando depositada A como un residuo blanco no volatil, la cual
posteriormente se purifica por conveniente recristalizacion.

a.3) con etanol de 96° o también con mezclas de etanol 70%-agua
Procedimiento. 150 g. de partes aereas de ejemplares de Artemisia annua L.
secadas a temperatura ambiente y molidas, son colocadas con 500 mL de
etanol de 96° o bién, con una mezcla de etanol 70%-agua y 20 g de carbon
vegetal previamente activado (en horno eléctrico a 120 °C), en un frasco de
vidrio (de seccion transversal cuadrada) de 1 L de capacidad total (el cual
puede ser herméticamente cerrado con una tapa roscada, protegida de su
contenido con carton de celulosa y una lamina de aluminio), recipiente
insertado en un agitador mecanico horizontal, para funcionar a temperatura
ambiente (ca 25 °C) durante periodos ca. 8-20 horas. El liquido sobrenadante
en el frasco (de color verde muy oscuro cuya intensidad depende del
contenido de etanol utilizado y del tiempo del tratamiento) se filtra por papel

de celulosa de grano fino (porosidad 42) plegado (o bien, en un embudo
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Biichner, procedimiento éste apoyado con succién). A fin de recuperar la
mayor parte de los extractivos remanentes provenientes de AA se vierten
sobre el residuo lignocelulésico (“torta”) en el embudo, porciones del mismo
solvente utilizado y finalmente porciones de agua destilada, continuando con
presion ejercida mecanicamente sobre la forta para su escurrimiento y
simultanea filtracion a un Kitasato con ayuda de presion reducida.

Luego se realiza la réapida concentracion en Rotavapor y a presion
reducida del liquido a temperaturas inferiores a ca. 30°C para el posterior
aislamiento de A y de otros metabolitos de AA por cromatografia en columna
(ver Seccion C. a.3) o bien, siguiendo el procedimiento indicado en la Seccion
M) de este Capitulo para lograr la recuperacién de A en forma cristalina.

E.) Extraccion de A de AA con solventes a sus “temperaturas de ebullicion”
a.1) con solventes hidrocarbonados [14]

Procedimiento. ca. 150 g. de partes aéreas (hojas) de plantas de Artemisia
annua L. secadas a temperatura ambiente y molidas como se indicO en
Procedimientos anteriores, son colocadas junto con 450 mL de éter de
petréleo (EP, fraccion con intervalo de ebullicion 60°-80° C) o bien, n-hexano
(calidad para “anélisis de pesticidas”), 20 g de sulfato de sodio anhidro y 20 g
de carbon vegetal (previamente activado en un horno eléctrico a 120 °C), en
un extractor Soxhlet para su funcionamiento a temperatura de reflujo durante
ca. 24 horas. (Figura. 17)
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Figura 17. Esquemas ilustrativos del funcionamiento de un extractor Soxhlet
trabajando a reflujo (a) y de las operaciones realizadas de decantacion en
ampolla (b) llevadas a cabo para la aplicacion del método de Elsohly et al (ver

texto).

water
out

water
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<4Cy <—= RV +(ACN/Cy ; 1/3)

o <«ACN

u ‘ ‘
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ACN (20% agua) + Na ClI

|
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El liguido sobrenadante obtenido (de color amarillo claro) es filtrado por
papel de celulosa de grano fino (porosidad 42) plegado (o bien, en un embudo
Biichner, procedimiento apoyado con succion). A fin de recuperar la mayor

parte de los extractivos remanentes provenientes de AA se vierten sobre el

33



N EXTRACCION CON SOLVENTES i%\;b{ﬁ?

DE ARTEMISININA Y OTROS METABOLITOS M‘;’ N
B DE Artemisia annua L. SILVESTRE N\ AT
ez

residuo del embudo, sucesivas porciones del solvente utilizado y finalmente
agua destilada, continuando con presion ejercida mecanicamente sobre la
“torta” y una simultanea filtracion a un Kitasato. El extracto asi obtenido se
procesa particionandolo con n-hexano en una ampolla de decantacion, para
luego proceder al aislamiento de A ya sea por su cristalizacion directa (ca.
4°C) o bien, mediante su separacion cromatografica en columna rellena de
Silicagel (Seccion C.).

Nota. En este método puede aplicarse también la recuperacion de los solventes

utilizados mediante su destilacion fraccionada (Figura 18).
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Figura 18. “Flow-sheet” de la extraccion de A de AA realizada en escala
semi-preparativa utilizando solventes hidrocarbonados a su temperatura de

reflujo (Soxhlet), incluyendo la recuperacion por destilacion fraccionada.
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a.2) con solventes hidrocarbonados incluyendo el agregado de sustancias
atrapadoras de radicales libres /e.g. BHT)

Se efectua el Procedimiento anteriormente descripto (a.1), pero con el

agregado de sutancias atrapadoras de radicales libres (e.g. 1 % p/p de di-terc-
butil-p-hidroxi tolueno, BHT) al solvente n-hexano o al EP utilizado en ese
caso.
Nota. Se tratd asi de comprobar el efecto de sustancias atrapadoras de
radicales libres sobre la calidad de la A finalmente obtenida, dada la
posibilidad de que ocurran reacciones de naturaleza homolitica con
participacion de esas especies reactivas [1] en los procesos de extraccion a
temperaturas mas elevadas que la ambiente y utilizadas en algunos casos en
este trabajo.

Nota. De acuerdo con los resultados obtenidos en la aplicacion de este
método se puede concluir que si bien el valor del rendimiento total de A no
resulta mayor que el habitual en procedimientos andlogos (Figura 14). se
verifica un significativo incremento de la calidad de la sustancia, evidenciado
por su control analitico (e.g. ausencia inicial de acido arteanuico como
principal impureza).

a.3) con etanol de 96° ( método de Roth y Acton, [15] modificado)

Procedimiento Se hierven en un vaso de precipitados (Sobre una placa
calefactora eléctrica) 50 g de hojas de AA con 300 mL de etanol 96° durante
20 minutos. Se filtra por succion en un Buchner y luego se continla
evacuando lentamente con las hojas prensadas mecanicamente. Se hierve
nuevamente el material vegetal ya extraido con una nueva porcion de etanol
(200 mL). Se filtra, se prensa fuertemente, percolando con 100 mL de etanol
(96°). Los dos extractos asi obtenidos (de color verde oscuro) se mezclan y se

calientan por un corto intervalo con una mezcla de 10 g de Norit® (carbon
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activado) y 15 g de Celite®. Se filtra y la “torta” resultante se percola a
temperatura ambiente con etanol 96°.

La solucion alcohdlica (de color amarillo claro) se diluye con 10 mL de
agua y se concentra a 100 mL en Rotavapor a ca. 40° C con presion reducida,
a fin de eliminar gran parte del etanol en forma de su azedtropo acuoso.
Luego, el extracto principalmente acuoso obtenido se particiona en ampolla de
decantacion con éter de petréleo 30-65° C (ligroina), (3 x 100 mL) para
eliminar los compuestos no-polares (e.g. lipidos). La fase superior (ligroina)
se descarta (la que generalmente contiene menos del 10 % de A (TLC, NMR).
Se diluye la fase acuosa (inferior) con 100 mL de agua (donde se encuentra la
mayor parte de A y arteanuinas) y se extrae con éter dietilico y vigorosa
agitacion (3 x 50 mL). Ambas sustancias se separan por cristalizacion (ca.
4°C) o eventualmente, por cromatografia liquida en columna de Silicagel
eluyendo con mezclas de polaridad creciente de ciclohexano-éter dietilico,
sustancias que se caracterizan e identifican por andlisis espectroscopico (e.g.
NMR).

Separacion del acido arteanuico (artemisininico) presente en AA silvestre
(sustancia que se encuentra en mayor proporcion en la raiz de la planta)

El extracto obtenido en éter etilico (proveniente en este caso de otra
extraccion de AA (a.3), o bien, obtenido con raices de AA previamnete
lavadas, secadas y molidas, se particiona en ampolla de decantacion con
solucién acuosa de NaHCO; (2 x 20 mL) medio donde el acido arteanuico es
poco soluble, descartandose esta fase acuosa bicarbonatada. La fase éter
etilico (superior) se trata con Na,CO; solido a fin de salificar asi el acido
arteanuico. Se ajusta luego su pH a 7 con HCI 6 N y se extrae el acido
arteanuico con éter etilico (3 x 30 mL). Este se lava con agua, luego con

salmuera y se deshidrata sobre MgSO, anhidro. Se filtra y se evapora el
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solvente, disolviendo el residuo en acetonitrilo. La solucion se deja en fireezer
para cristalizar el &cido arteanuico, el que finalmente se purifica por
recristalizacion con acetonitrilo.

Nota. El acido arteanuico puede utilizarce para la obtencion de A
mediante procedimientos de sintesis organica [7c)], incrementando asi el
rendimiento de A.

a.4) con mezclas de etanol 70%-agua

Procedimiento. En este caso se procede como en las experiencias
anteriormente descriptas a temperatura ambiente (Seccion D.) utilizando
etanol 96° o bien, mezclas de etanol 70%-agua, pero procediendo ahora a sus
correspondientes temperaturas de ebullicion (extractos obtenidos en extractor
Soxhlet), en presencia de arbon activado, por periodos necesariamente mas
cortos para disminuir la descomposicion de A (e.g. 10-30 minutos) y
efectuando el posterior aislamiento de los metabolitos que interesan mediante
cromatografia en columna, ya que los extractos ahora obtenidos contienen
sustancias muy coloreadas (e.g. clorofilas degradadas) que les imparten un
intenso color negro (ver Seccion C.). Este inconveniente es el que torna muy
dificultosa la precipitacion directa de A cristalizada de los extractos
provenientes del extractor Soxhlet.

a.5) el “método de Elsohly et al [16].

Nota. A fin de facilitar la separacion de A de los otros metabolitos presentes
en AA en sus extractos originales, se utilizan aqui dos solventes de diferente
polaridad: (acetonitrilo y n-hexano, respectivamente) en proporcién relativa
(3:1) como extractantes los que previamente a su empleo requieren ser
presaturados entre si mediante vigorosa agitacion en Erlenmeyer cerrado y
luego dejados en reposo y convenientemente separados por operaciones de

decantacion.
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Procedimiento. ca. 160 g de hojas secas de AA, sin haber sido molidas

previamente, son extraidas a reflujo con 300 mL de n-hexano (“calidad de
analisis de pesticidas”) en un Soxhlet durante 48 horas (Figura 17). Este
liquido (de color verde amarillento) se evapora en Rotavapor a temperaturas
ca. 40°C hasta lograr una consistencia viscosa (12 g; Rto.7,8 %).

El residuo proveniente de la extraccion realizada en el Soxhlet,
mayormente librado de su solvente por evaporacion en Rotavapor, Se
particiona tres veces en una ampolla de decantacion, con 60 mL de n-hexano
presaturado (i.g. en la proporcion de 12 mL/g de residuo o extracto) y 20 mL
del acetonitrilo presaturado adicionado de agua (i.g. 4 mL/g de residuo o
extracto). Los extractos en acetonitrilo asi obtenidos (i.g. que contienen ca. 20
% de agua) son lavados utilizando 10 % de su volumen de n-hexano
presaturado (a fin de eliminar mayormente los componentes que
simultdneamente se extraen de AA (i.e. terpenos, principalmente “ceras”,
acido arteanuico y probablemente pequefias cantidades de artemisinina). La
remocion del agua que contiene la fase acetonitrilo se realiza en el método
original [16] por la adicion de cloruro de sodio sélido, o como se efectud en
este trabajo, con sulfato de sodio anhidro (en la proporcion de 7 g en 100 mL
del acetonitrilo acuoso). La evaporacion total del acetonitrilo, realizada con
presion reducida en Rotavapor, permite obtener un residuo aceitoso de color
marrén amarillento (4,31 g). La mayor parte del &cido arteanuico (o
artemisininico) fue asi separada parcialmente por cristalizacion (420 mg) de la

fase acetonitrilo mediante su enfriamiento previo (ca. 0 °C). (Figuras 19 y 20).
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Figura 19. Resultados analiticos y representacion grafica de la elucion
cromatografica proveniente de una columna de Silicagel (25 cm de longitud;
d.i. 2,5cm; relacion siembra/relleno ca. 0,1), utilizando el método de
extraccion de Elsohly er al. Los eluyentes empleados fueron sucesivamente
soluciones de acetato de etilo 10-20%, (v/v) en n-hexano.
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Figura 20. Cromatogramas (TLC) tipicos de eluidos (10 mL, C.C.) de un
extracto de AA en n-hexano a reflujo (Soxiler) obtenido aplicando la técnica
de Elsohly et al (con particion de los solventes acetonitrilo y n-hexano,
previamente equilibrados) donde no se logra eliminar de los eluidos el &cido
arteanuico (Rf = 0). El solvente de elucién es acetato de etilo (10 % v/v : n-
hexano. Las siembras se realizaron con 10 uL de las fracciones eluidas: (a)
patron de A (Rf= ca. 0,2) en n-hexano (200 ppm); (b) &cido arteanuico; (c)
extracto original de AA en n-hexano; (d) fraccién eluida de la columna la que
contiene acido arteanuico (Rf=0), arteanuina B (Rf= 0,07 y artemisitene

(R=0,1).

(@) (b)c)  (a)(d)

Nota. La eliminacion de las sustancias que impurifican A resulta
importante para que se produzca su efectiva cristalizacion en los eluidos
provenientes de la cromatografia en columna que finalmente se debe realizar

(Seccion C.). Ademas, en la metodologia original [16], se menciona la
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utilizacion de cromatografia en columna realizada con el residuo aceitoso
obtenido por evaporacion del acetonitrilo, en columna de Silicagel tipo A 60
(ASTM mesh 170-270 con una relacién gravimétrica (material del extracto
sembrado: Silicagel) de 1:10, respectivamente. El sistema de elucion
propuesto en este caso es comenzando con 10 % (v/v) de acetato de etilo /
hexano (donde 1 volumen de columna corresponden a ca. 110 mL de
solvente), sequido luego de 15 % de acetato de etilo / hexano, con un caudal
de elucion de 20 mL cada 7 minutos (<3 mL / minuto). La presencia de A se
observa en los ultimos 40 mL de las fracciones eluidas de la columna,
trabajando sucesivamente con una fase movil de 15 % de acetato de etilo /
hexano y 20 % de acetato de etilo. La evaporacion del solvente (ca. 180 mL)
de cada una de las fracciones que contienen A (ca 10 mL), produce un aceite
de color amarillo verdoso (1,6 g; Rto 1,0 %) que rinde A cristalizada
utilizando una mezcla de éter etilico:hexano (1:4 v/v). Su recristalizacion de
diclorometano:hexano (1:4), rinde artemisinina de muy buena calidad (194 mg
Rendimientoto 0,12 %, punto de fusion 154° C (lit. 153-154° C). (Figural6 ).
Recuperacion del dcido artemisininico (o arteanuico)
En este método [16] el &cido artemisininico remanente en el extracto en
acetonitrilo, una vez sembrado en la columna cromatografica, es eluido antes
de la artemisinina en la fraccion de 90 mL utilizando sucesivamente
soluciones de 10% y15% de acetato de etilo:hexano. La evaporacion a
sequedad, seguida de recristalizacion desde acetonitrilo, produce cristales
cubicos incoloros (997 mg, Rto. 0,62 %,, p. fusion 129°-130°C (lit 131°C).
Aislamiento de arteanuina B

En la aplicacion de este método [16], la denominada por los autores
arteanuina B, fue aislada luego de efectuar la total elucion de la columna (ca.

165 mL) utilizando acetato de etilo puro (ca. 30 mL). La evaporaciéon a
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sequedad en Rotavapor, seguida de cristalizacion de éter etilico:n-hexano (1:4
v/v) produce cristales de arteanuina B (como varillas) incoloros (68 mg;
Rendimiento 0,04 %). Puntode fusion 151°-152° C (lit. 152°C).

Aislamiento de A en mayor escala segun el método de Elsohly et al [16].

En este caso el aislamiento de A se podria efectuar mediante una
modificacion de la técnica descripta anteriormente, realizada utilizando 400 kg
de AA como materia prima [16]. Asi se menciona que se han obtenido 485 g
de A (Rendimiento 0,12 %), 2,12 kg de acido arteanuico (Rendimiento 0,53
%) y 170 g (Rendimiento 0,04 %) de arteanuina B. Los eluyentes empleados
en estos casos para la separacion cromatografica en columna preparativa de
Silicagel, fueron soluciones de acetato de etilo en n-hexano en el &mbito de
composiciones comprendido entre 10-20 % (v/v).

F.) Separacion de A en los extractos que se obtuvieron a temperatura ambiente
y su posterior aislamiento a temperaturas inferiores a 0 °C

a) Descripcion general del método denominado “trasvase”

Procedimiento. Los liquidos provenientes de la filtracion de los extractos
obtenidos por otros métodos descriptos en este trabajo (e.g. a temperaturas
cercanas a la ambiente) son enfriados a temperaturas ca. —8°C en un
Erlenmeyer con tapa. Luego se elimina por decantacion el liquido
sobrenadante del residuo blanco fuertemente adherido a las paredes internas
del Erlenmeyer (i.e. terpenos, acido arteanuico y probablemente artemisitene y
arteanuinas). Este procedimiento de enfriamiento-decantacion se repite por lo
menos 3 veces utilizando el liquido de la separacion efectuada inicialmente.
Luego se concentran en un Rotavapor la totalidad de los liquidos
sobrenadantes reunidos. Finalmente se puede obtener asi A, ya sea utilizando
cromatografia liquida en columna de Silicagel (ver Seccion C.). o por simple

enfriamiento y cristalizacion a temperaturas ca. 6° C. En este ultimo caso, A
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puede ser opcionalmente purificada por recristalizacion o bien, efectuando la
destilacion molecular de sus impurezas, controlando finalmente la calidad de
la sustancia (ver Secciones J. y K.).

a.1) Un ejemplo de la aplicacion de esta metodologia

Procedimiento. ca. 150 g de hojas de AA sin secar (e.g. con la denominacion
particular “Molino-04", conteniendo ca. 50 % (p/p) de humedad residual o
bien, secada previamente y en este caso “Concepcion-2004" (con 10 % de
humedad residual) y convenientemente molida, son colocados en un frasco de
vidrio de seccion cuadrangular de 1 L de capacidad provisto de tapa roscada
(protegida interiormente con lamina de aluminio). Se adicionan sucesivamente
200 mL de n-hexano o bien, éter de petroleo (EP, fracciones 30-65° o 60-80
°C). También puede realizarce este método de extraccion utilizando una
mezcla etanol 70% (v/v)-agua adicionada con 20 g de carbdn previamente
activado (en estufa eléctrica a 150 °C). El frasco con su contenido es agitado
vigorosamente durante ca. 4-8 h) a ca. 20 °C., periodos que dependen del tipo
de extractante utilizado. Ese extracto, que contiene A y otros analitos
inicialmente presentes en AA, se filtra por un embudo Biichner provisto con 2
discos de papel de celulosa comin, apoyando la operacién con presion
reducida y recogiendo en un Kitasato de 2 L de capacidad. Sobre el residuo
(“torta”) retenido en esta operacion se agregan 50 mL de agua destilada. El
liquido filtrado en el Kitasato, ahora conteniendo n-hexano (o bien EP),
eventualmente etanol y agua (con aspecto de emulsion y de color amarillo
verdoso claro), se agita (con “buzo magnético”) en un Erlenmeyer de 500 mL
0 bien, en el frasco de vidrio utilizado anteriormente (que podria contener
también trozos de tubos de Pyrex para incrementar la superficie interna del
recipiente). Estas operaciones se realizan con vigorosa agitacion mecanica. La

separacion de fases (orgdnica 0 eventualmente hidroalcohdlica). se realiza en
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ampolla de decantacion. La fase organica (superior, de color verde claro),
previo secado con sulfato de sodio y filtrado por doble papel de celulosa
plegado (uso cualitativo, grado fino N° 597), se deja reposar (en “freezer” a
ca. =8 °C) durante 4 horas en un Erlenmeyer. El sobrenadante es volcado
lentamente por la boca del recipiente, repitiéndose esta operacion de
decantacion sucesivamente en otros dos Erlenmeyes (provistos con sus
respectivas tapas), a fin de retener parte del acido arteanuico y arteanuinas que
se depositan en sus paredes. Este sélido, que se encuentra fuertemente
adherido, se recupera manualmente, obteniéndose asi una mezcla solida de
acido arteanuico, artemisitene y arteanuinas.

La fase hidroalcoholica (inferior, de color verde oscuro) proveniente de
la decantacion inicial en ampolla, posibilita la recuperacion de la mayor parte
del acido arteanuico y de otros metabolitos polares presentes en AA, (ver
Seccion E a.3). Su recristalizacion (probablemente impurificado con
arteanuinas). se realiza con diclorometano a ca. 6°C. Ese solido finalmente se
purifica (en tubo de centrifuga conico de 10 mL) con una mezcla de éter
etilico:n-hexano (1:4, v/v), luego diclorometano:n-hexano (1:4, v/v) o bien,
acetonitrilo, segln se ha indicado en el método original de Elsohly et al [16].

La fase organica anhidra se concentra en Rotavapor a un pequerio
volumen (ca. 3 mL) a fin de separar A y otros metabolitos presentes por
cromatografia en columna (ver Seccién C.) o bien, por cristalizacion directa a
ca. 4 °C durante 1 semana. Un procedimiento alternativo es llevar ese extracto
a residuo seco por evaporacion sequida de destilacion molecular, realizada a
ca. 50 °C (con bomba difusora, apoyada por bomba mecénica de vacio y
trampa de vapores a —=190C), a fin de eliminar arteanuinas y otros metabolitos
relativamente volatiles y que se encontraban presentes en AA y que

impurifican A.
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Nota. En este método la cantidad relativa de acido arteanuico que impurifica
la A cruda separada de la fase orgdnica, resulta significativamente menor que
en los otros procedimientos descriptos para su aislamiento, lo que también
favorece el proceso de su purificacion, eventualmente, por cromatografia en
columna de Silicagel.

a.2) Meétodo de aislamiento de A llevado a cabo utilizando una “bomba
peristaltica” para lograr el flujo continuo de solvente a ca. —10 °C.

Procedimiento. ca. 75 g de hojas de AA, en este caso sin haber sido secadas

previamente (denominada Molino-04), con ca. 50 % (p/p) de humedad, o la
denominada “Concepcion 2004, (con 10 % de humedad por secado al aire
libre a ca. 37°C), son convenientemente molidas en un molinillo y colocadas
en un frasco de 1 L de capacidad con tapa roscada (protegida interiormente
con lamina de aluminio), adicionadas de 200 mL de n-hexano o de EP
(fraccidn de p. eb. 60-80°C), 30 mL (15 %) de etanol 96° y 15 g de carbdn
adsorbente (activado en estufa eléctrica a 150 °C) y agitados vigorosamente
durante 8 h. a ca. 20 °C.

El liquido sobrenadante (de color amarillo verdoso) se filtra por doble
papel de celulosa plegado (0 en Biichner, evacuando con bomba mecanica o
trompa de agua) y recolectandolo en Erlienmeyer de 250 mL. Finalmente se
agregan sobre el residuo en el Biichner 50 mL de agua destilada. El filtrado
total se separa en una ampolla de decantacion (de 250 mL) decantandose la
fase organica, que se deshidrata con sulfato de sodio anhidro.

El liquido orgdnico anhidro (de color verde claro), proveniente de su
filtrado por papel de celulosa (uso cualitativo, grado fino N° 597), se hace
circular lentamente (flujo ca. 1 gota cada 2 s 0 sea ca. 1 mL/ min), ya sea con

ayuda de gravedad o mediante la intercalacion en el sistema de flujo de una
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bomba peristaltica (Figura 21) y una trampa de liquidos de Pyrex a ca. —10°C
(bafio de hielo y sal).

Figura 21. Esquema del dispositivo de flujo contindo utilizando una bomba
peristaltica para la separacion a temperaturas inferiores a 0°C de los
componentes del extracto de AA obtenido con n-hexano y vigorosa agitacion

a temperatura ambiente (72 h).

-
N
C
BP

N - hexano -10° C

Este procedimiento de circulacion del liquido (ca. 150 mL) por el
sistema se repite ca. 40 veces, el cual demanda un tiempo de ca. 4 h.

Nota: De esta manera se realizaron pasajes del del extracto obtenido en
EP (ca. 200 mL) utilizando una bomba peristiltica (Figura 22). El sélido
blanco, de aspecto microcristalino, acumulado en el fondo de la trampa de
Pyrex (ca 10 °C) es separado mediante una pipeta introducida por su entrada
superior o bien, mediante una conveniente sobrepresion gaseosa aplicada por

el otro tubo de la trampa.
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Figura 22. Fotografia de la bomba peristaltica empleada en el método de flujo

continuo a —10°C para la extraccion de A de AA.

p BIBES TE EENshy

Nota: Si por accidente se resuspende el precipitado acumulado en las
operaciones de trasvase, se puede subsanar el inconveniente utilizando
centrifugacion. Como control de las operaciones realizadas por este método,
puede dejarse durante la noche el Erlenmeyer a la temperatura de ca. -10°C a
fin de verificar la efectiva eliminacion de la totalidad del acido arteanuico y
arteanuinas mediante su precipitacion.

El liquido sobrenadante se concentra (en Rotavapor) hasta ca. 5 mL o
bien, se lo lleva a sequedad mediante destilacion molecular (20 °C / 5 Torr),
recogiéndose los volatiles congelados a —190 °C. De esta manera se elimina la
principal impureza de arteanuinas y/o artemisitene (componentes que poseen
una discreta presion de vapor a temperatura ambiente). El residuo solido
remanente de esta operacion, realizada a temperatura ambiente, se transfiere a

un tubo de centrifuga conico (de 10 mL de capacidad), con la ayuda de gotas
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de una mezcla de solventes (diclorometano-hexano 1:4 v/v), y se deja en
heladera a ca. 4°C para lograr la cristalizacion separandose asi y al cabo de
unos dias, un soélido blanco de aspecto microcristalino que contiene A. Este se
disuelve (ayudando con una lenta rotacion del balon del Rotavapor) con un
minimo volumen de la mezcla de solventes (diclorometano:n-hexano, 1:4 v/v).
Luego se elimina (con pipeta plastica) el sobrenadante, separandose A
microcristalina, efectuandose los controles de identidad y de calidad (ver
Seccion J.). El sobrenadante remanente se concentra a ca. 40°C y se lo deja a
ca. 4°C para lograr otra cosecha de cristales.

G.). Extraccion de A de AA utilizando “fluidos supercriticos”

a) Método con anhidrido carbonico gaseoso, adicionado de un modificador de
su polaridad (e.g. metanol) [17]

Procedimiento. ca. 100 g. de hojas secas de AA (denominada Concepcion)
fueron extraidas en la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (UNRC) utilizando anhidrido carbonico en
condiciones supercriticas (SFC). El material convenientemente molido fue
sumergido previamente en metanol y luego de escurrido su exceso fue
colocado en el sistema de extraccion (Figura 23) en las condiciones

apropiadas de funcionamiento del sistema SFC.
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Figura 23. “Flow-sheet” del Sistema empleado para la extraccion de A de AA
empleando anhidrido carbdnico en condiciones supercriticas. (1) cilindro con
CO, a presion; (2) bomba del CO,, (3) valvula de purga, (4) bomba del
solvente modificador, (5) precalentador del solvente, (6) camara de extraccion,

(7) restrictor del efluente, (8) colector de los analitos, (9) con temperatura

controlada.

H.). Otros métodos de separacion de A utilizando columnas rellenas
(empacadas) de cromatografia liquida, HPLC-RP

a.l1) Su aplicacion en escala semi-preparativa para el aislamiento de A y
otros metabolitos de AA. (ver el Procedimiento en la Seccién C.).

a.2) Utilizando la técnica preparativa “Dynamic Axial Compression, DAC”.

(Figura 24).
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Figura 24. Equipo de HPLC preparativo (con vista de la columna rellena con
Silicagel,(d.i 30 cm y long. 60 cm) utilizado para la aplicacion de la técnica
“Dynamic Axial Compression” en la extraccion de A de AA silvestre, con

acetato de etilo (10% v/v):n-hexano como mezcla eluyente.
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Caracteriisticas sobresalientes del equipo industrial utilizado.

El equipo de marca PROCHROM de procedencia holandesa, provisto con

una columna empaquetada con Silicagel apropiada, que utiliza la tecnologia

DAC, permite un alto grado de eficiencia en las separaciones empleando

distintos solventes o sus mezclas y tipos del material de relleno de la columna.

Su longitud puede variarse controlando la cantidad de material empaquetado,

siendo la presién maxima de operacion de 70 bar.

El mddulo de envio y de control del flujo del solvente estd compuesto de :

Sistema de bombeo para la inyeccion de la muestra

Pre-columna de proteccién

Sistema de recirculacion de solventes a través dde la columna

Control de velocidad del flujo de los solventes

Reciclado de la muestra y/o solventes

Detector espectrofotométrico de los eluidos

Colector mdltiple de fracciones eluidas de la columna

Control neumatico manual del sistema o bien, eléctrico comandado por

Ordenador acoplado al sistema

Breve descripcion del funcionamiento del sistema

La Unidad Purificadora Industrial Modelo LC 300-1000 VE 70, de Marca

Prochrom trabaja con una columna empaquetada de 30 cm de didametro y de

longitud variable,(40-60 cm) donde se pueden emplear distintos tipos de

materiales de relleno.

El sistema incorpora el solvente a través de bombas eléctricas de

diafragma. Estas pueden crear gradientes binarios, ternarios o cuaternarios de

distintos solventes que llegan a una camara de mezclado y conexion con la

valvula de purga de solvente. La muestra se inyecta con una boma
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independiente. EIl sistema de reflujo puede ser utilizado para la regeneracion
de la columna y/o aumento de lla eficiencia utilizando el concepto Flip/Flop ®
(PROCHROM). El sistema de deteccion esta constituido por un monitor en el
ultravioleta conectado a la computadora de comando. La coleccion de las
fracciones es generada por pulsos y/o controlada por tiempos. Un
intercambiador de calor mantiene constante la temperatura del solvente
circulante. Las valvulas neumaticas del colector de fracciones pueden ser
activadas desde el software de automacion o desde el panel de control
neumatico manual.

Automatizacion del sistema DAC® (Dynamic Axial Compression)

El sistema de automacion provee el control manual de la unidad o su
operacion automatica utilizando un sofiware con programas de facil manejo
por el usuario, monitoreo continuo y control visual del tiempo real del
régimen de flujo del eluyente, presiones, sefial observada en el detector y
colector de fracciones.

I.). Aislamiento de A utilizando otros métodos ya descriptos en Patentes
Sudamericanas de Invencion ya existentes

a) Descripcion de la Patente Brasilefia original (Pl 9804730-2 A),
otorgada en el Ao 2000 [5].

Nota. A continuacion se incluye una traduccion literal desde el Idioma
Portugués, de los procedimientos descriptos en esta Patente.

Titulo de la Patente de Invencion: “Proceso de obtencién de la artemisinina a
partir de Artemisia annua L.”

Resumen.  Comprende un proceso de extraccion clasica, juntamente con otro
de extraccion en serie, de modo que las soluciones obtenidas [con etanol de
96°] de estos dos procedimientos sean tratadas con carbon activado por

aproximadamente 1,5 horas a temperatura ambiente, seguidas por filtracion
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sobre tierra de diatomeas, obteniéndose una solucion de color amarillo
oscuro, que es luego adicionada de una porcién de silice precipitada, donde el
solvente es destilado y el sélido obtenido (karina o farofa) colocado en un
extractor adaptado con agitador mecanico y eluido de esta “harina” con
hexano y subsecuentemente con hexano-acetato de etilo 15%, permitiendo
obtener asi artemisinina con 91% de pureza.
Descripcion de la Patente

La propuesta basica del proceso en esta Patente es obtener artemisinina
utilizando técnicas simples y reducir los costos de produccion. Otros
investigadores, (USA, afio 1990) mencionaron técnicas de extraccion de
artemisinina que resultan trabajosas, usan reactivos caros y hacen la
separacion de A necesariamente en columnas cromatograficas. Como el
producto necesita operaciones repetidas de cromatografia y de cristalizaciones
para ser purificado, el proceso total de esta manera se torna oneroso.

Nota aclaratoria. En esta Patente se optimizé el aislamiento de
artemisinina, estudiando los siguientes factores:
e Extraccion por diferentes solventes.
o Diferentes etapas del crecimiento de la planta de Artemisia annua L.
e Adsorbentes utilizados para la purificacion de los extractos.
e Solventes para la elucion en la columna cromatografica y factores de

seguridad a ser adoptados.

Proceso 1
La planta seca y molida fue extraida 3 veces con etanol de 96° agitando por
aproximadamente 1,5 h a temperatura ambiente y luego filtrando. Se

monitored el contenido de artemisinina por TLC.
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Proceso 2

Aqui se reduce el volumen de etanol utilizado a menos de la mitad, lo que

representa un factor importante para el costo final del producto.

Purificacion

Las soluciones alcohdlicas fueron tratadas con Carbon Activado a temperatura

ambiente y enseguida filtradas sobre Celite. Se obtiene asi una solucion de

color amarillo oscuro la cual fue adicionada de Silica Precipitada (ZEOZIL).

El solvente se destildé y el sélido obtenido (FAROFA) fue colocado en un

extractor con agitacién mecanica.

Luego se extrajo con hexano y enseguida con una mezcla de hexano y

15% de acetato de etilo. Los solventes fueron sometidos a una filtracion en

columna de silice precipitada. La relacion didmetro de columna con la altura

de la masa de silice utilizada fue de 1:1,5 y la velocidad de elucion 15 mL

/min. En estas condiciones se obtiene un producto con un rendimiento de 75%

de la cantidad de artemisinina presente en las hojas del material vegetal.

Conclusiones obtenidas en la aplicacion de la Patente de Invencion

e El etanol (96°) es el solvente més eficiente, aparte de ser menos toxico y
mas barato. El rendimiento sobre la planta secada a 40° C por dos dias fue
del orden del 1,2 % (p/p) siendo ca.9 % la humedad contenida en el vegetal
procesado.

e EIl uso de hexano como solvente favorece la extraccion del material graso,
mientras que la mezcla de hexano-acetato de etilo (15% v/v) separa
satisfactoriamente artemisinina de los demas compuestos. Esta solucién fue
tratada con Carbon Activado por aproximadamente 1,5 horas a temperatura
ambiente y enseguida filtrada sobre Celite. La solucion levemente amarilla

fue concentrada por enfriamiento (0° - 5° C) en aproximadamente 2 horas y
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luego filtrada al vacio y lavada con una mezcla enfriada de hexano-acetato
de etilo 15%.
e Se obtiene artemisinina como un sélido blanco con un rendimiento
del 75% (p/p) comparado con el tedrico de 91% (HPLC).
e Se efectla la extraccion y purificacion en Escala de Planta Piloto.
e El costo de produccion en este proceso es de 0,50 U$S por gramo de
artemisinina.
e Los procesos realizados fueron utilizando catidades de 300 g., 1 kg.

y 10 kg. de planta seca y molida.

Aspectos sobresalientes derivados de la aplicacion de esta Patente de

Invencion.

1.

Las técnicas propuestas son simples y reducen los costos de produccion.

2. Se utiliza etanol 96° como solvente.

3. Los extractos se clarifican con Carbon Activado.
4,
5

. Se sustituye la columna cromatografica tradicional por una filtracion al

Se efectua la extraccion del material vegetal en dos etapas.

vacio utilizando un soporte de bajo costo.
La purificacion se realiza por cristalizacion con solvente, el cual proviene

de la filtracion al vacio.

Adaptacion del procedimiento descripto en la Patente Brasilefia para la

extraccion en este trabajo, de A a partir de AA.

(realizada por el Ingeniero Quimico (UNL) y Farmacéutico Nacional
Leonardo Schacht).

Procedimiento. En un recipiente de acero inoxidable o de vidrio provisto de

agitacion mecanica se colocan las hojas de AA. previamente secadas Yy

molidas junto con etanol 96°. La mezcla se agita a temperatura ambiente

durante 1 hora 30 minutos. Luego de este tiempo, la solucion se filtra y se
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reserva el extracto (A-1). Las hojas se retornan al recipiente para ser extraidas
nuevamente con etanol 96° por dos veces mas en un periodo de 1 hora 30
minutos, cada una. Se obtienen asi los extractos (B-1) y (C-1). Las hojas
agotadas son lavadas con etanol 96 ° obteniendose el extracto (D-1). Los
extractos (A-1) + (B-1) + (C-1) + (D-1) se mezclan para la inmediata
separacion de artemisinina.

o Cantidades de solventes a ser utilizados para la extraccion de 300 g de

hojas de AA molidas.
Etanol (Primera extraccion) 590 mL
Etanol (Segunda extraccion) 590 mL
Etanol (Tercera extraccion) 590 mL
Etanol (para Lavado) 300 mL
Extracto etanolico obtenido finalmente 2070 mL

e Separacion de artemisinina del extracto etandlico bruto.

Las soluciones resultantes de la extraccion se colocan en un tanque de
acero inoxidable (o de vidrio) y son tratadas con Carbon Activado con
agitacion a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora 50 minutos y
de inmediato es filtrada por tierra de diatomeas (Celite). Este material es
lavado con etanol 96°, obteniéndose una solucion amarilla oscura a la cual se
le adiciona silica precipitada (ZEOZIL®). La suspension se concentra a
sequedad a temperatura de 40°C ayudada por presion reducida obteniéndose
un solido amarillo denominado “Farofa”. Este solido se seca inmediatamente
en estufa a 40° C durante 8 horas. En paralelo se prepara la columna de
filtracion con silica precipitada (ZEOZIL®) que se empagueta con ayuda de
presion reducida. El solido seco, se coloca en un recipiente con agitacion y se

le adiciona hexano. Este extracto, después de ser filtrado, se pasa por la
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columna de silica precipitada. (ZEOZIL®). Luego se lo trata inmediatamente
con una mezcla de hexano:acetato de etilo 15 % (v/v), en aproximadamente 30
minutos, a fin de que no ocurra distribucion de artemisinina en las fases. La
fase hexano-acetato de etilo 15 % (v/v), enriquecida con artemisinina, se trata
con Carbon Activado y agitacion a temperatura ambiente por 1 hora 50
minutos e inmediatamente es filtrada por tierra de diatomeas44. Este material
se lava con mezcla de hexano/acetato de etilo 15 % (v/v). La solucion
(amarillo claro) resultante se concentra a presién reducida hasta un 5 % (p/p)
del volumen inicial. La artemisinina es cristalizada a ca. 0-5° C en
aproximadamente 2 h, filtrada y lavada con una mezcla de hexano:acetato de
etilo 15 % (v/v) previamente enfriada. Se obtendria asi un producto sélido
blanco cristalino (91 % de artemisinina).

e Nota. Dos factores son importantes para asegurar una aceptable separacion

del producto principal (A) de las demas sustancias que la impurifican

~a

Relacion entre diametro de la columna con la altura de la masa de silice
utilizada y la velocidad del proceso de elucién. Los mejores valores
encontrados para estos factores fueron 1:15 y 15 mL/min,,

respectivamente.

N

Con estas condiciones experimentales es posible obtener un producto con
un tenor de 91 % y un rendimiento de 75 % en relacidn a la artemisinina
presente en las hojas de Artemisia annua L. silvestre,
a.1) Conclusiones adicionales de una reciente publicacion [6] que describe
modificaciones al método descripto en la Patente brasileria original (Seccion
l.a) para la obtencion de A a partir de AA.

Los autores del trabajo [6] concluyen que las pricipales modificaciones
a ser introducidas en la aplicacion del método ya descripto en la Patente

deberian ser las siguientes:
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e En la molienda de las plantas de AA, la granulometria de malla ideal
tendria que ser menor de 1 mm.

e En lo que respecta a la técnica extractiva a ser aplicada, la realizacion en
serie posibilitaria una reduccion del 65% en el consumo de solvente, con
una economia de 2,5 veces referida al método original. Ademas, el uso de
etanol permite un proceso mds seguro, en razon de su menor toxicidad.

e En la etapa de purificacion de A, se lograria una reduccion en el volumen
de solventes empleados, representando esto una economia de cerca 2,7
veces con respecto al método de la Patente mencionada.

e El uso de ZEOZII® como fase estacionaria en la etapa de filtracion con
vacio, posibilita una mayor rapidez y economia de 65 veces con relacion a
la Silicagel tradicional.

e La clarificacion de los extractos con carbon activado permitiria la
cristalizacion directa de A a partir de la mezcla de hexano/acetato de etilo
(85/15 % v/v).

e Por otra parte, los resultados finales mencionados en ese trabajo [6] indican
una produccion de A con un costo global 2,6 veces menor que el del
proceso clasico; ademas, en la publicacion mencionada [6] se emplean
técnicas operativas simples, reactivos y solventes econdmicamente mucho
mas convenientes por su toxicidad y seguridad industrial.

J). Los métodos analiticos empleados en este trabajo para la determinacion de

Ay de otros metabolitos presentes en AA
Nota. Las soluciones provenientes de la practica de los métodos

descriptos, en algunos casos convenientemente filtradas por membranas de

Teflon® 6 de Nylon® a fin de eliminar residuos insolubles, se analizaron

mediante técnicas cromatogrdficas apropiadas a los tipos de solventes
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empleados en la extraccion de A y de otros metabolitos.

a) Analisis por cromatografia planar en capa delgada (CCD, TLC) [19,

20]

Procedimiento. (en forma de breve descripcion de las etapas que lo
componen)

1. Se utilizan laminas de aluminio (“cromatofolios™) recubiertas de Silicagel

60 (0,2 mm de espesor de la capa, marca E. Merck (Darmstadt), N° Cat.
5554) con indicador fluorescente (F254 nm), cortadas en dimensiones de
10 cm de largo x 3,5 cm de ancho, las que dependen del numero de
muestras a ser analizadas en cada una de ellas.

Previamente a la realizacion de los analisis, esas placas se activan en un
hornillo eléctrico a 105°C +5° durante 30 minutos.

Se siembran separadamente 10 uL de las soluciones a evaluar y del patron
de artemisinina utilizado (200 ppm, marca Sigma-Aldrich, USA, HPLC (98
%, p/p) en solucion de n-hexano, utilizando una microjeringa de vidrio
provista con émbolo y aguja metélica.

La placa TLC se coloca en una cuba de vidrio (a temperatura ca. 25° + 1°C)
provista con tapa de cierre hermético y que posee en su pared interior un
recubrimiento de papel de celulosa, la que contiene (5 mm de altura) la

solucion eluyente anhidra (tolueno-93 % v/v, acetato de etilo.

Nota. El tiempo de corrida de los eluidos (ca. 17 s), depende de la

temperatura de la cuba, lo que hace necesario mantenerla constante a fin de

obtener valores reproducibles de Rf de las sustancias analizadas.

5.

Luego del secado de la placa con aire caliente, el correspondiente revelado
se realiza impregnandola uniformemente con gotas de una solucion de
vainillina (1 %) en acido sulfurico (densidad 1,84 g/mL) preparada a 0 °C,

calentandola para la visualizacion de las manchas en horno eléctrico a
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107°£1°C durante 2 minutos. Se observa cada 30 s el desarrollo de la
intensidad visual de las *“ “manchas”, caracterizandose artemisinina por un
color verde claro inicial que cambia al violaceo y al otro dia se torna
rosado (color magenta). Esta variacion de tonalidad resulta especifica para
artemisinina lo que permite corroborar su identidad (Rf ca. 0,2) frente a
otros metabolitos presentes en AA (Rf acido arteanuico = 0; Rf arteanuina
B ca. 0,07; Rf artemisitene ca. 0,1; Rf terpenos y ceras >> 0,2).

6. Para la correspondiente determinacion cuantitativa de A se efectud la
comparacion visual de la intensidad de sus manchas con la de muestras
patrones auténticas de concentraciones conocidas (en el ambito de 100-200
ppm de artemisinina en solucion de n-hexano. La sensibilidad (MDQ) en la
observacion de la minima visualizacion de intensidad en este método de
analisis resulta ca. 0,2 ug de artemisinina.

7. El célculo de la concentraciébn de artemisinina (A), expresada
porcentualmente en el volumen del extracto analizado y referida a la
cantidad de Artemisia annua L.empleada se realiza aplicando la formula
siguiente:

A% (pPIV) = c X f x V' x10*/ P (1)

donde:

¢, s la concentracion de A (expresada en ppm) en la solucién utilizada como

patron (e.g. 2 g de A /10 mL de n-hexano, 200 ppm).

1, es el factor de coincidencia visual de las intensidades de la “mancha” de la

muestra desconocida, comparadas con la producida por 10 uL de la solucion

patron de A.

V, es el volumen total de solvente utilizado en la preparacion del extracto de

AA.
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P, es la cantidad de AA expresada en gramos, utilizada en la preparacion de
los extractos en solventes no-acuosos.

Nota. Los valores de A% (p/v), a fin de poder ser expresados
gravimétricamente como A% (p/p), deben ser corregidos teniendo en cuenta la
densidad del solvente de extraccion utilizado (e.g. dn-hexano = 0,6603 g/mL), el
contenido de humedad residual en la muestra de AA y el tenor de A en el
patron analitico (e.g. 98 % p/p).

a.1) ejemplo de calculo del dosage de A en un extracto de AA obtenido en n-
hexano

Se efectud el dosage de A en un extracto (132 mL) proveniente de 50 g
de AA con un contenido de humedad residual de ca. 2 % (p/p), utilizdndose
como solvente n-hexano (d = 0,6603 g/mL) para la extraccion a reflujo en
Soxhlet, del cual se sembraron (TLC) 2 uL de la solucidn (con una jeringa de
10 uL).

Nota. Para contribuir a la exactitud de los resultados, este volumen de
solucion analizada conviene que sea semejante al que produciria una
“mancha” de intensidad similar a la de la solucion patrén utilizada. En este
caso se debe tener en cuenta para el calculo el factor de dilucion
correspondiente.

Por ejemplo, si la mejor concordancia visual de las “mancha/s”
obtenidas por la técnica TLC corresponde a la siembra de 4 puL de la muestra
problema (M) comparada con la de 10 uL de la solucion patrén (200 ppm), el
factor de concordancia visual estimado resulta (f=10/4=2,5) corresponderia a
una concentracion de ca. 500 ppm de A en la muestra problema (M). En
consecuencia, el volumen total del extracto analizado (132 mL) contendran
(132x500/1000) =66 mg de A.
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El rendimiento porcentual de A en la AA analizada resulta entonces (66
x 100/50000) ca. 0,132 g % A (p/v).

Nota. Se obtiene, consecuentemente, un valor coincidente si se utiliza
directamente la expresion anterior () para efectuar el calculo numérico del
rendimiento expresado en forma volumétrica.

Efectuando la correccion del valor anterior por la densidad (aparente)
del extracto de A obtenido en n-hexano, resulta: A% (p/p) = 0,132 % (g/mL) /
0,6603 g/mL, es decir 0,199 % vy considerando la correccion debida al
contenido de humedad residual de la AA empleada, se obtiene:

A% (p/p) = 0,199 /0,98 % = 0,203 % (p/p)
Ademas, dado que el volumen sembrado del patron analitico utilizado (10 uL)
contienen 200 ppm de A (2 ug/ 10 uL de n-hexano) de una droga patron con
98 % (p/p, (HPLC) de A, resulta finalmente:
A% (p/p) = 0,203 /0,98 % = 0,208 %
Nota. Estos resultados pueden compararse satisfactoriamente con los
obtenidos de cromatogramas (TLC) evaluados con la determinacion de las
areas geométricas superficiales de las “manchas” de A, sin utilizar la

obsrvacion visual de la intensidad de su color.

Métodos de preparacion de las mezclas utilizadas alternativamente como
reveladores de las placas TLC [19-24].

Nota. En el caso de utilizar cromatofolios para ser empleados con deteccion
por fluorescencia (F 254 nm), es conveniente observarlos con irradiacién UV,
previamente al tratamiento con los reveladores quimicos.

Revelador I. 1 g de vainillina se disuelven en 100 mL de etanol de 96° y luego
se mezclan con 2 mL de &cido sulfurico (densidad 1,84 g/mL), previamente

enfriado a —18° C y guardando finalmente la mezcla (ca. — 10°C) para su
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oportuna utilizacion. EIl revelado se realiza por calentamiento a ca. 100 °C
durante 15 minutos de las placas impregnadas con el revelador.

Revelador I1. Se prepara una solucién de 5 % de acido sulfurico previamente
enfriado (densidad 1,84 g/mL) en etanol 96°. EIl revelado en este caso se
realiza por calentamiento de las placas impregnadas con el revelador a ca. 170
°C durante 10 minutos. Este reactivo, que es general e inespecifico para los
diferentes metabolitos de AA, se lo conserva ca. 0°C

Modificacion del método de monitoreo cualitativo de A en los eluidos de
metabolitos de AA obtenidos por el método de Elsohly et al [16]

En este caso los analisis cromatogréficos realizados fueron llevados a
cabo en placas de Silicagel G-25, UF254. El sistema de desarrollo de los
metabolitos de AA se realiza utilizando como eluyente mezclas de acetato de
etilo:cloroformo en el ambito 5-7,5 % (v/v) y visualizacion de las “manchas”
en las placas con un spray de anisaldehido en acido sulfarico y posterior
revelado por su calentamiento a 120°C.

b) Analisis mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (RP-HPLC
[25].

El analisis cualitativo y cuantitativo de los extractos de artemisinina en
hidrocarburos alifaticos (e.g. n-hexano) se realizé empleando un cromatégrafo
de fase liquida marca LKB Modelo 2942 (origen Suecia) provisto de una
columna marca Spherisorb Superpack RP-C18 (de 100 mm de longitud, 4 mm
de didmetro interno, 3 um de tamafio promedio de particulas), colocada a 25°
C vy provisto de un detector refractometrico diferencial marca LKB modelo
2142. La fase mavil utilizada consistio en una mezcla de metanol (85%, v/v):
agua, la cual fue filtrada previamente para su utilizacion a través de
membranas de Nylon® o de Teflon® con porosidad 0,2 um de didmetro. Se

utilizé un caudal de 0,4 mL/min, tanto en el canal de referencia del detector
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como de la muestra, (o bien, 90 % (v/v):metanol-agua con un caudal de 0,6
mL/min, celda de referencia: agua), inyectandose manualmente 100 uL de las
muestras patrones (en el ambito de concentraciones 200-300 ppm de
artemisinina) para las correspondientes calibraciones. Se empled un
registrador-integrador de los picos cromatogréaficos (Figura 25) de los distintos
analitos presentes, marca Hewlett-Packard Modelo 3335 (condiciones de su
funcionamiento: threshold: 0-1. Zero 7; Attenuation 8X1. Chart speed 4, Time

constant 4).

Figura 25. Cromatograma RP-HPLC tipico de un patron de artemisinina (200
ppm en n-hexano) utilizado pata la evaluacién del contenido de A en extractos

y el correspondiente control de calidad de la sustancia obtenida.
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c) Analisis mediante cromatografia capilar en fase gaseosa con deteccidon
de llama de hidrogeno(GC-FID) [26-28].

El dosage de artemisinina (A) en los extractos en solventes
hidrocarbonados (e.g. n-hexano) se realizd en un cromatégrafo marca Perkin
Elmer modelo 8000, Serie 2, provisto de una columna capilar (25 m de
longitud y 0,25 mm de d.i.) recubierta con metilfenilsilicona como fase
estacionaria, con el horno a 180 °C (o bien, empleando un programa de
temperaturas de 50° hasta 250 °C), e inyector a 220 °C con relacion “split”
1:100. Se utilizé un detector FID a 250%C inyectandose para los analisis 2 uL
(a 190° C) tanto de los patrones de artemisinina en n-hexano (200 ppm, marca
Aldrich, 98, % p/p) como de los extractos en los solventes hidrocarbonados.
En las determinaciones cuantitativas se utilizd, en general, el método
cromatogréafico absoluto (Figura 26).

Figura 26. Curva de calibracion de artemisinina (A), utilizada en los analisis
realizados por cromatografia en fase gaseosa (FID), empleando el método
absoluto y la suma de las areas de los dos picos originados por la inyeccion (2
uL a 180°C) de soluciones de artemisinina (98% p/v) en en n-hexano.
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700 - 7
ppm
600 1 (P/IV) A CATEDRAL &~  Sigma 2
500 _ & sigma3
400 A
300 -
200 - o
&% SIGMA
100 7 ’Qoﬁc_epcic')n
o & Vit | ___Areatotal (A1+A2)
0 20 40 60 80 100

66



EXTRACCION CON SOLVENTES
DE ARTEMISININA Y OTROS METABOLITOS
DE Artemisia annua L. SILVESTRE

También se utilizé el método del patron interno adicionando n-pentano
0 acetofenona a las muestras y empleando para el calculo el software incluido
en el sistema registrador del cromatografo. El valor de la sensibilidad (MDQ)
de este método resulto ca. 50 ppm de artemisinina en las soluciones analizadas
(Figura 27).

Figura 27. Cromatograma tipico (CG-FID) obtenido en el dosage de
artemisinina en extractos de AA preparados con solventes hidrocarbonados,

puros o0 sus mezclas.

2 ul Sigma 4

N./Inj. 225 °C
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d) Resultados obtenidos en analisis cualitativos de los extractos de A y

otros analitos en solventes, presentes en AA silvestre (Tabla I).

Tabla 1. Valores (promedios) de pardmetros de retencion cromatografica de

analitos presentes en extractos de Artemisia annua L. silvestre obtenidos en

solventes hidrocarbonados.

ANALITO RT (HPLC)* R,(TLC) Vainillin/color" Fyssun' RT (GC)?

Arteanuina B 1,7 0,07
Artemisinina® 2 0,2
Artemisinina® 2 0,2
Artemisitene 5,3 0,1
Acido arteanuico 2,1° 0
Acido arteanuico® 11,9 0

+/marron

+/rosado
+/rosado
+/rosado
+/marron

+/marron

Extractos en EPY 1,7-2-11,9 0,2-0,3-0,07

"
-- 30,6 y 32,2
- 246y34,4
+ n.d.

+

+

+

* RP-HPLC (Cyg), detector de indice de refracciéon; RT, min.; fase
mévil metanol 85%:agua, Q=0,4 mL/min; ° con fase mévil metanol
90%:agua se observan cristales al preparar la muestra para su
inyeccion (Q=0,6 mL/min); © columna con temperatura programada
(50°>250°C);  horno CG a 180°C e inyectando (2 pL) a 190°C; ©
valores mas probables; " utilizando detector UV a 254 nm; ¢
parametros de retencion de componentes analizados en extractos de

eter de petroleo (fraccion 60°-90°C);

h

vainillina-acido sulfurico

como revelador; ' en cromatofolios TLC con indicador fluorescente.
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La retencidén cromatografica de los patrones analiticos (estandard) utilizados
para la identificacion de los metabolitos de Artemisia annua L. silvestre, fue
determinada aplicando métodos que resultaran adecuados a sus caracteristicas
fisicoguimicas (e.g. reactividad quimica, volatilidad); en algunos casos no fue
posible aplicar un mismo método para su totalidad debido a la aplicacion de
las condiciones instrumentales que resultaran apropiadas (e.g. sensibilidad,
especificidad). En la dltima fila de la Tabla 1 se indican los valores obtenidos
al analizar extractos tipicos de A en solventes hidrocarbonados.

e) Resultados de algunos andlisis cuantitativos tipicos de extractos de A
silvestre en solventes, canculados respecto al valor teorico (ca.0,12 % p\p),
aplicando diferentes métodos de extraccion utilizados en este trabajo
(Tabla I).

Tabla Il. Cuadro comparativo de resultados analiticos cuantitativos obtenidos

aplicando diferentes métodos de extraccion de A de AA utilizados en este

trabajo.

Método AA® Rendimiento” Calidad del producto®
de extraccion g A% (p/p) A% (p/p)
n-hexano® 50 50 98
n-hexano ° 150 70 98

CO,f 200 50 99
.EtOH 70%-agua 150 50 98

% con ca. 10% de humedad residual; ® calculado con AA secada que
contiene 0,12 % (p/p) de A; © RP-HPLC; ¢ a reflujo en Soxhler; © a
ca. 25°C con vigorosa agitacién mecénica; ' como fluido supercritico
(SF) con el agregado de metanol como polarizante.
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En general, aplicando los diferentes métodos de extraccion de A y luego de
efectuar su purificacion por recristalizacion de etanol 96° utilizando
temperaturas no superiores a los 50 °C en cortos periodos para evitar su
descomposicion, se logro obtener pardmetros de calidad comparables con los
correspondientes a los patrones analiticos empleados. Sin embargo, fue
necesario recurrir al tratamiento del residuo lignoceluldsico (“torta”) de la
extraccion empleando solventes de mayor polaridad para mejorar la
recuperacion de la sustancia retenida los que dependerian de las caracteristicas
fisicoquimicas del material lignocelulosico remanente luego de los procesos
de extraccién (“torta™) en los distintos lolventes utilizados:

Es de notar que los valores correspondientes de recuperacion de A, en
ningdn caso fueron superiores a ca.70% p/p del tedrico, considerando el
dosage inicialmente efectuado de A en el vegetal utilizado. Se tienen
evidencias también que este valor depende de las cantidades de A presentes en
el material utilizado en las extracciones, de la temperatura (que influye en la
descomposicién de A) y de los volumenes de solventes empleados.

K.). Control de calidad de la artemisinina obtenida en este trabajo.
a) Mediante la determinacion de algunas constantes fisicas de A.
a.1) Punto de fusion y caracteristicas cristalinas de artemisinina [30]

Se determinaron en capilares de Pyrex cerrados utilizando un equipo marca
Electrothermal y los valores informados son sin correccion por vastago
emergente.

a.2) Solubilidadesde A en solventes (e.g. agua, metanol, etanol 96°, alcohol

isopropilico, n-hexano) (Tabla lll).
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Tabla Ill. Solubilidades de artemisinina (mg/L) en solventes [29]

Etanol 96° (21°C) 12
Agua (pH 7a 37°C) 0,063
Hexano (40°C) 460
Hexano (5% acetato de etilo) 33000
Acetato de etilo (20°C) 100000

b) Utilizando metodos cromatograficos [19-28]
a.1) Cromatografia planar en capa delgada (CCD, TLC).(ver Seccion J a)
a.2) Cromatografia de alta eficiencia en fase invertida (CLAE, RP-HPLC) )
(ver Seccion J b).
a.3) Cromatografia capilar en fase gaseosa (CG).(ver Seccion J c)
¢) Utilizando métodos espectroscopicos [32]
a.l) Especroscopia infraroja (IR)
a.2) Espectroscopia RMN, NMR de 'H y °C

Se utiliz6 equipamiento analitico perteneciente al Laboratorio LADECOR
(UNLP), empleandose patrones auténticos para el control de los resultados o

bien, su comparacion con informacion bibliografica disponible.

L.). Evaluacion de la eficiencia de los procedimientos de extraccion y de
analisis de A utilizados en este trabajo. [33]

1. En general, los solventes utilizados en la preparacion de los extractos de A
y en la realizacion de sus correspondientes andlisis cromatograficos (TLC,

RP-HPLC y CG), exhiben una diferente afinidad ya sea como extractantes
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(i.g. probablemente debido a sus intrinsicas propiedades fisicoguimicas) como
también en sus comportamientos frente al soporte, fases estacionarias y
solventes de elucién cromatografica empleados en cada caso, reflejada en los
valores de los parametros de retencion de las sustancias analizadas (Tabla I).

2. Acetona resulta un eficiente solvente para la recuperacion de A de
Artemisia anuua L., aunque también extrae simultdneamente, aln a
temperatura ambiente y en periodos relativamente cortos, otras sustancias que
no interesan y molestan para los objetivos de este trabajo (i.e. se observan en
los anélisis cromatograficos numerosos picos (CG) 0 “mancha/s” (TLC),
algunas correspondientes a sustancias no-identificadas). Efectivamente, se
presentan inconvenientes para la posterior eliminacion de e.g. clorofilas
degradadas, terpenos, lipidos, etc. sustancias que interfieren para lograr una
eficiente y rapida cristalizacion de Ay por otra parte, afectan negativamente el
costo economico respecto al uso de otros solventes (e.g. etanol 96°, éter de
petroleo 0 hexanos).

3. En el otro extremo de la serie de solventes potencialmente utilizados se
encuentra agua. A pesar del inconveniente de la relativamente reducida
solubilidad de A (Tabla I1l) se han logrado preparar sus correspondientes
extractos acuosos. En este caso, y luego de la extraccion con vigorosa
agitacion de la solucion acuosa con aolventes hidrocarbonados (e.g. n-
hexano), no se observan (TLC) otras sustancias aparte de A que disminuyan
su calidad y que efectivamente estaban presentes en la AA utilizada. El
inconveniente para que agua pueda ser utilizada en la preparacion de extractos
con significativas concentraciones de A y buena calidad analitica radica en
que son necesarios periodos de extraccion muy prolongados con temperaturas
cercanas a la ambiente, no mayores de ca. 60 °C para disminuir su hidrolisis
[12].
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4. Las condiciones experimentales necesarias para la realizacion de los
andlisis cuantitativos (CG) de A (e.g. relativamente baja temperatura del
inyector del cromatdgrafo) y las caracteristicas fisicogquimicas del solvente
utilizado (e.g. polaridad, etc.), influyen significativamente en los valores de
las areas de los dos “picos” asignados a la artemisinina inyectada en solucion.
Por lo tanto, en este caso es necesario ajustar precisamente las temperaturas de
las zonas calefaccionadas del cromatdgrafo (especialmente de su puerto de
inyeccion) a fin de incrementar la reproducibilidad de los correspondientes
resultados cuantitativos.

5. En la composicion de los extractos de A obtenidos en Eter de Petréleo (EP,
grado analitico, fraccion 60°-90°C), se observa un efecto de la presencia de
trazas de humedad en este solvente comercial, al comparar las areas totales de
los dos picos (GC) provenientes de A, si bien no-identificados pero asignados
a productos de la descomposicion térmica de esa sustancia. Esto podria estar
relacionado con la estabilidad térmica de A en agua [12], eventualmente
presente en el solvente hidrocarbonado utilizado.

6. Excepto en el caso de utilizarse o-xileno, en todos los demés solventes
empleados en el anélisis CG de A, siempre crece en funcion del tiempo (e.g.
valores de RT observados), mas rapidamente el area del pico 1 con respecto al
area del pico 2 (Figura 27), lo que sugiere una solvolisis de A en esos
solventes.

7. En la mayoria de los métodos de extraccion empleados en este trabajo se
observa (TLC) que A cruda obtenida inicialmente contiene otros metabolitos
como impurezas (e.g. terpenos, probablemente artemisitene y arteanuinas)
observados en la realizacion de los anélisis TLC y RP-HPLC (utilizando en
este Gltimo caso un detector cromatografico a 254 nm) presentes en Artemisia

annua L. lo que resulta mas importante en el caso de utilizar solventes
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hidrocarbonados (e.g. EP, n-hexano) para la preparacion de los extractos. Por
otra parte, la metodologia del procedimeinto de Elsohly et al [16] que
recomienda para la extraccion de A el empleo de solventes de distinta
polaridad (e.g. acetonitrilo, agua, hidrocarburos alifaticos) presaturados y
particionados entre si, solamente logra parcialmente la eliminacion de ese tipo
de impurezas del producto final; en cambio resulta efectiva la eliminacion del
acido arteanuico como impureza de A.

8. En todos los solventes utilizados para la preparacion de los extractos, los
valores aparentes de la velocidad de extraccion deA (con vigorosa y uniforme
agitacion durante el tiempo), resulta mayor al cabo de 1 h que en 2 h, salvo en
el caso de utilizar etanol 96° (Figura 12), donde su disminucion se justifica por
la descomposicion que ocurre principalmente en el inyector del instrumento
analitico (i.g. CG) la que resulta significativamente mayor a temperaturas
superiores a 120°C.

9. La extraccion de artemisinina con etanol 96° si bien es mas eficiente que la
lograda con solventes hidrocarbonados (Figura 12), no se considera
conveniente utilizarla con fines preparativos, ya que A es térmicamente
inestable en las condiciones utilizadas para ese solvente [1], aln a temperatura
ambiente. Ademas, tampoco es aconsejable el analisis cromatogréafico de estos
extractos en fase gaseosa, si el mismo ha sido obtenido en solventes polares
(e.g. alcoholes, acetonitrilo, cloroformo), dado que para ello se requiere la
volatilizacion de sus soluciones (a temperaturas mayores a 190 °C) sin que se
produzca su significativa descomposicion en el inyector del instrumento.

10. Resulta recomendable efectuar la preparacién de los extractos de A en
solventes hidroalcoholicos (e.g. mezclas metanol-agua o etanol-agua con bien
determinadas concentraciones relativas) a temperatura ambiente y con

vigorosa agitacion mecéanica a fin de incrementar el proceso de difusion de la

74



EXTRACCION CON SOLVENTES

-'/j:\l
i m &
DE ARTEMISININAY OTROS METABOLITOS J&E}:{ §/§rfa;::-’
DE Artemisia annua L. SILVESTRE H 0 s
‘(JAL% f i

droga desde las superficies de las hojas del vegetal a la solucion,
disminuyéndose asi (atribuido a la presencia de agua en el solvente), la
presencia en los extractos iniciales de algunos metabolitos de AA (e.g.
clorofilas, arteanuinas, acido arteanuico, artemisitene y terpenos). Este
fenomeno tendria probablemente un control cinético adecuado con
participacion de moléculas de agua, en este caso presentes en el solvente de
extraccion.

11. No obstante, con el Procedimiento anterior realizado con solventes
hidrocarbonados en forma bien controlada también se extrae A en cantidades
relativamente pequefias (ca. 10%), las que dependen de la temperatura y del
tiempo de permanencia de AA en los solventes hidrocarbonados utilizados
(e.g. n-hexano), conjuntamente con los metabolitos anteriormente
mencionados. En este caso es posible recuperar A en forma cristalizada,
aunque recubierta de material inconveniente y de color negro, por un
prolongado enfriamiento (a ca. 4 °C) o bien, por elucion cromatogréafica
semipreparativa llevada a cabo en columnas de Silicagel.

12. En general, los analisis cuantitativos de los extractos de A obtenidos tanto
directamente en n-hexano como en los provenientes de las mezclas
hidroalcohdlicas indican pardmetros de calidad que resultan reproducibles
para las sustancias finalmente cristalizadas y purificadas con los diferentes
Procedimientos ensayados (96-98 % (p/p, RP-HPLC). Por otra parte, los
valores de los rendimientos obtenidos se encuentran comprendidos dentro del
60-70 % del correspondiente a los monitoreos inicialmente realizados en las
diferentes muestras de Artemisia annua L. silvestre utilizadas.

Nota. Los resultados mencionados en el parrafo anterior concuerdan con la
conclusion ya expresada, de que el tiempo optimo para la extraccion de A, en

estas condiciones, no es conveniente que sea superior ca. 2 h segun se puede
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inferir también de un estudio experimental de transferencia de materia
complementario, pero en menor escala, representado graficamente en la
Figura 28.

Figura 28. Representaacion grafica del dosage de artemisinina (A) en funcion

del tiempo, en la solucién en equilibrio con su residuo lignocelulésico “torta”
proveniente de AA , a ca. 25°C.
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M.) Método propuesto en este trabajo para la extraccion de A en escala semi-
preparativa utilizando AA silvestre (Flow-sheet, Figura 29).

Figura 29. “Flow sheet” del método en escala preparativa propuesto como
resultado de este trabajo, que emplea etanol (96°) 70% (v/v) / agua, para la

extraccion de A y otros metabolitos de AA.

-

—
25°C AA 150g, carb6n10g (x 3)
2 hs. +H+++++t+t+++ EtOH 70% agua 30% 250 mL
i 47 EtOH 70% agua 30% 300 mL
XXXXXXXXX| ——» Residuo AA —— Acido Arteanuico
(x3)
i — > Presionreducida
ﬁISO mL n-hexano
‘:»
25°C

[T

+HttttHtH++++

i

= Artemisinina cristalizada

Na, SO,
4°C
concentrar Rv

Acido Arteanuico + arteanuinas

C. Columna

Artemisinina
Acido Arteanuico

Otros Metabolitos

[T [0 [ [TI] [0 [
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Nota. Las caracteristicas principales y ventajosas con respecto a otros métodos
hasta ahora utilizados, son que aqui se ha empleado agua como componente
complementario de la mezcla alcohdlica extractante de AA molida,
procediendo a temperatura ambiente a fin de disminuir la pérdida de A por
reacciones secundarias, no utilizandose tampoco cromatografia para su
recuperacion en forma finalmente cristalizada. La eliminacion de las
impurezas naturales (otros metabolitos presentes en AA) se realiza aplicando
extracciones con solventes comunes y a la vez econdmicos de reducida
agresividad tanto fisica y sanitaria como también ecologica.

Procedimiento sugerido. En escala de laboratorio se extraeran porciones de
ca. 150 g cada una, de las partes aéreas de AA, convenientemente molidas y
previamente adicionadas con 30 g de carbon vegetal activado, empleandose
mezclas extractantes consistentes de 500 mL de etanol 96° 70% (v/v)-agua,
agitando vigorosamente en un recipiente (e.g. de vidrio, con tapa a rosca que
permita su cierre hermético, de seccién cuadrangular y de ca. 1000 mL de
capacidad), a temperatura ambiente durante periodos de 2 h. en cada una de
las 3 etapas de extraccion que se realizaran del mismo material, con similares
volumenes de la misma mezcla de solventes fresco.

Luego de cada extraccion se procedera a filtrar, por filtro Biichner con
membrana de celulosa (apoyada la operacion con presion reducida), el liquido
(de color verde negrusco). La mas completa eliminacion del liquido
extractante remanente en el residuo del vegetal (“torta”) se efectuara por su
centrifugacion (en una centrifuga de canasto con tela filtrante) operada a
elevada velocidad o bien, por expresion mecénica (en filtro prensa).

Nota. Se ha comprobado que, sin embargo, ca. 80% (v/p) del liquido
extractante es retenido por la “torta” residual, el que evidentemente contiene A

la cual es necesario recuperar.
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Los liguidos provenientes pde cada extraccidn se evaporaran rapidamente
en Rotavapor a temperatura ambiente, a fin de eliminar el etanol en forma de
su azeotropo de 96°. Este azeodtropo, adicionado de ca. 30% (v/v) de agua se
utilizara en la percolacion que se realizara sobre la AA ya extraida (“torta”) la
que se encuentra como residuo sobre el filtro Biichner..

Nota. Es decir que estas operaciones extractivas y de agotamiento del material
vegetal se repetiran sucesivamente 3 veces con la cantidad de AA inicialmente
procesada.

La totalidad de los liquidos reunidos (ya libres de etanol por destilacion de

su azeoltropo) con reaccion ca. pH 5,5 debida al &cido arteanuico, se
adicionara de ca. 30% de su volumen de n-hexano (calidad puro), agitando
vigorosamente la mezcla durante 30 min. (lo que también puede realizarse en
el recipiente de vidrio donde inicialmente se efectud la extraccion.
Nota. Este periodo debe ser optimizado de acuerdo con el valor obtenido del
dosage de A realizado por TLC (Seccién C.), el cual se efectuara en muestras
alicuotas del correspondiente extracto zexdnico, a fin de verificar una minima
concentracion de A (Rf ca. 0,2) en la solucion, aunque también maxima de los
otros metabolitos (Rf'>> 0,2), que inconvenientemente impurifican el extracto.
En realidad, este tiempo depende de la cantidad de AA a ser extraida en cada
operacion, del volumen y de la naturaleza del solvente extractante (e.g. n-
hexano, c-hexano, “éter de petrdleo”) y de la temperatura a que se lleva a
cabo.

Una vez separada en una ampolla de decantacion la fase organica
(superior, de color verde claro), de la fase inferior acuosa, se la deshidratara
con sulfato de sodio anhidro durante 24 h., filtrandola por gravedad y con
lavado del depdsito de sulfato de sodio sobre el filtro de celulosa, con gotas de

solucion de acetato de etilo (10% v/v) en hexano anhidro. El extracto organico
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recogido (de color amarillo verdoso) se concentrard en Rotavapor hasta ca.
1/3 de su volumen. El aislamiento de A en forma cristalina se puede realizar
ya sea por prolongado enfriamiento del extracto (ca. 4 °C) o eventualmente, y
para lograr también la purificacion de A, por cromatografia semi-preparativa
en columna de Silicagel (ver Seccion C.).

La fase acuosa inferior (pH ca. 5,5 debido al acido arteanuico que

contiene) se llevara a pH ca. 8 con carbonato de sodio sélido y agitacion a fin
de salificar el acido artenuico parcialmente soluble en la solucion original (la
cual presenta un aspecto muy oscuro).
Nota. Eventualmente, la separacion de la mayor parte del acido arteanuico,
artemisitene y arteanuinas presentes en la solucion acuosa se puede lograr
enfridndola (ca. 2°C) durante 24 h. y efectuando la decantacion del
sobrenadante con recuperacion de los sdlidos cristalinos (generalmente
fuertemente adheridos a las paredes de vidrio del recipiente), que finalmente
seran purificados por recristalizacion en solventes apropiados (e.g. acetonitrilo
0 mezclas de éter etilico-diclorometano, 1:4 v/v).

Esa operacion de separacién de solidos insolubles a bajas temperaturas
(e.g. ceras, terpenos, otros metabolitos, etc.) puede realizarse aplicando el
método de flujo continuo denominado “trasvase” (Seccion F.), utilizando en
este caso una bomba peristaltica.

El aislamiento de la mayor parte de A gque se encuentra parcialmente en
solucidén como también en suspension en la fase acuosa alcalinizada y extraida
repetidamente a temperatura ambiente con un total de 100 mL de n-hexano,.
se realizara ya sea por cristalizacion (a ca. 4 °C) desde la fase organica,
previamente deshidratada con sulfato de sodio y filtrada, agregando gotas de
la solucidén enfriada de acetato de etilo en hexano sobre el residuo o bien, por

cromatografia liquida en columna semi-preparativa de Silicagel (ver Seccion
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C.) Esta parte de la ejecucion de la técnica también constituye un método
apropiado para la conveniente purificacion de A.

La solucion acuosa que contiene, entre otros componentes, el artenuato de
sodio se concentra en Rotavapor Yy luego se acidificard con acido acetico
glacial o bien HCI 6 N hasta lograr un pH ca. 4-5, dejandola finalmente a 4 °C
para la cristalizacion del acido arteanuico, el que luego se purificara por
recristalizacidn de acetonitrilo o de mezclas de solventes apropiados.

Nota. La eliminacion de los restos de metabolitos volatiles que
eventualmente impurifican la A microcristalina (e.g. terpenos, artemisitene,
arteanuinas) se podria efectuar por destilacion molecular (a ca. 40 °C.y la
recoleccion de solidos a ca. —190°C) aprovechando sus pequefias volatilidades
a temperatura ambiente. Alternativamente, puede realizarse la purificacion de
A por sucesivas recristalizaciones de etanol 96°, conteniendo como
decolorante carbon activado y vestigios de acetato de etilo, solvente que

favorece la cristalizacion de A..

N.). Etapas sugeridas para la extraccion de A en mayor escala utilizando ca. 5
Kg de AA silvestre (Flow sheet, Figura 30).
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Figura 30. Flow Sheet del método propuesto para la extraccion (en 2
operaciones sucesivas) de acido arteanuico y de artemisinina a partir
de 5 Kg de Artemisia annua L. con una mezcla hidroalcohdlica a
temperatura ambiente (donde se incluye la etapa opcional de
purificacion por cromatografia en columna)

AA 5Kkg, carbon20g
EtOH 70% 1200 mL

My

I

209C bt

2 hs.

Na, SO,
——>» n-Cg—>

EtOH aqg

O,
l 4°C i
Acido Arteanuico

—> Artemisinina
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Procedimiento seguido. En un recipiente de forma cilindrica (1) de material
plastico resistente a los solventes (e.g. de 30 L de capacidad, con su boca
provista de tapa roscada e insertado en un sistema con vigorosa agitacion
mecanica (e.g. con paletas oscilantes o rotacion y grifo con filtro para su
desagote) se colocarian ca. 5 Kg de AA (e.g. previamente molida en un
molino de cuchillas, preferentemente, sin haber sido previamente secada)
junto con 1 % de su peso de carbon vegetal activado, 8,4 L de EtOH (96°), 3,6
L de agua destilada (i.g. 12 L. de una mezcla 70% EtOH 96° - agua).

2. La mezcla seria agitada vigorosamente durante un periodo de 24 hs. a
temperaturas cercanas a la ambiente (ca. 20 °C).

3. Luego se desagotara el liquido del tanque | por su grifo inferior (provisto
con filtro de malla metélica) a otro recipiente de similares caracteristicas (1),
el cual también contendra ca. 5 Kg de AA a ser igualmente procesada.

4. Se agitara vigorosamente el recipiente Il con su contenido, durante 24 h. a
temperatura ambiente.

5. Los residuos lignoceluldsicos de la AA parcialmente agotada (“torta”),
recolectados tanto de los recipientes | como de Il (que contienen una cierta
cantidad de otros metabolitos de AA (e.g. ceras, terpenos, acido arteanuico,
artemisitene y arteanuinas) se reservaran para posteriormente efectuar la
eventual recuperacion de Ay de otros metabolitos.

6. El extracto total convenientemente filtrado, ya sea por Biichner 0 bien, por
un filtro prensa o centrifuga de canasto, se concentrara de la manera mas
rapida posible en un Rotavapor hasta reducirlo a ca. 10 % de su volumen
inicial (ca. 1200 mL).

7. Ese extracto se agitard vigorosamente (ya sea en una ampolla de

decantacion (e.g. de 2 L de capacidad) o bien, en uno de los recipientes de
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extraccion empleados inicialmente, con ca. 10% de su volumen (ca. 120 mL)
de n-hexano.

8. Las fases superior (orgdnica) separadas previamente por decantacion, se
recogeran en un Erlenmeyer (provisto de tapa), el que contiene sulfato de
sodio anhidro, colocandolo a temperatura ambiente.

9. Con ayuda de un Biichner se eliminara por filtracion el agente deshidratante
recogiendo el liquido filtrado, con ayuda de presion reducida, en un Kitasato
de 1 L de capacidad.

Nota. El filtro Biichner puede reeemplazarce por un filtro prensa o bien, una
centrifuga de canasto, equipos apropiados provistos con membranas de
celulosa o de algodon.

10. Se realizara el monitoreo de A y de la presencia de sus impurezas (ver
Seccioén J,b) a fin de conocer la composicion de la solucion orgdnica (i.g. la
cual contiene otros metabolitos de AA como asi también una cierta cantidad
de A).

11. El liquido orgdnico, una vez concentrado en el Rotavapor, se enfriard
convenientemente a ca. 4° C para separar de esta manera A en forma
cristalizada.

Nota. En el caso que sus cristales se encuentrem impurificados con otros
metabolitos de AA (e.g. clorofilas degradadas, restos de lipidos), los mismos
porian ser eliminados de su superficie con n-hexano enfriado (ca. 0°C).

12. Opcionalmente, se podria efectuar la evaporacion del liquido anhidro (fase
organica) en un Rotavapor hasta reducirlo a un volumen de ca. 20 mL a fin de
la separacion de A y de otros metabolitos a ca. 4°C. Eventualmente, se
procederia a su elucion en columnas preparativas empacadas con Silicagel

(ver Seccién C.).
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Nota. La eliminacion de arteanuinas y artemisitene de la artemisinina
cristalizada podria realizarse por destilacion molecular, dada la significativa
volatilidad que poseen estas sutancias a temperatura ambiente.

13. La fase hidroalcoholica inferior (que posee un pH ca. 5,5 debido a la
mayor parte del acido arteanuico que contiene) se concentrard en Rotavapor a
fin de eliminar por destilacion fraccionada la mezcla azeotropica de etanol
96°, neutralizandosela luego con carbonato de sodio sélido hasta pH ca. 7, a
fin de salificar el acido arteanuico parcialmente soluble en la solucién (la cual
posee un aspecto muy oscuro).

14. El aislamiento de la mayor parte de A contenida en la solucion
hidroalchdlica se podria realizar como se indico anteriormente en la Seccion
M.

15. La recuperacién de A que se encontraria retenida por complejos
fendmenos de adsorcion selectiva (ver Figura 28) en el residuo lignocelulésico
(“torta”), se podria realizar para incrementar su rendimiento, por la extraccion

con soluciones eluyentes de mayor polaridad (e.g. acetato de etilo en hexano).
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES DEL PRESENTE TRABAJO

. Se efectud la extraccion de A proveniente de AA de distintas regiones de la
Republica Argentina (i.g. Provincias de Entre Rios y de Buenos Aires),
donde la hierba crece en forma silvestre y abundante, como lo es también
al ser cultivada con facilidad en terrenos al aire libre y condiciones
climaticas naturales, en periodos comprendidos entre los meses de octubre
y de febrero del afio siguiente.

. Los ejemplares de AA utilizados en los procesos de extraccion fueron
identificados como pertenecientes a Artemisia annua L. por la Profesora
Dra. Etile Spegazzini en la Catedra de Farmacognosia de la Facultad de
Ciencias Exactas de la UNLP.

. Las determinaciones analiticas del contenido de A en el material empleado
indicaron que los ejemplares silvestres, cosechados generalmente antes de
su floracién (i.g. al cabo de 3-4 meses de su crecimiento), contenian ca.
0,12 % (p/p) de A referida a AA seca, con humedad residual en el &mbito
ca. 7 - 50 % (p/p), y con valores de ca. 2 % (p/p) de A en el material
obtenido en los cultivos de AA provenientes de semillas de ejemplares
europeos seleccionados.[21, 22].

. Los ejemplares de AA provenientes de cultivos donde se utilizaron
semillas de plantas silvestres pero que fueron recolectadas el afio anterior,
mostraron un contenido mayor de A (con un incremento ca. 30%).

. El agregado de 15% (v/v) de etanol (96°) o de metanol anhidro (alcoholes
que confieren una mayor polaridad al medio de extraccién) al solvente n-
hexano en las extracciones realizadas en este trabajo, trajo como
consecuencia una aceleracion del proceso inicial de aislamiento de A

realizado a temperatura ambiente, respecto al procedimiento tradicional
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utilizando el hidrocarburo puro. La extraccion de la mayor parte de A pudo
realizarse asi en un periodo total de ca. 20 min (procediendo con hexano a
reflujo en Soxhlet) y de 24 hs. si se procedia a temperatura ambiente y con
vigorosa agitacion mecanica externa en un recipiente de vidrio
herméticamente cerrado, respectivamente.

. La recuperacion de A en los ejemplares silvestres de AA (con
relativamente menor contenido de A), resulté también menor (ca. 50 %)
que la lograda en plantas provenientes de cultivos con semillas
seleccionadas [21], las que presentaron mayores valores de su recuperacion
(ca. 60%-70%) referido al material de AA fresco y recientemente
recolectado.

. Los extractos de A preparados con una mezcla de etanol 70 % (v/v)-agua a
temperatura ambiente y con vigorosa agitacion mecanica, permitieron
obtener ya sea directamente o bien, al ser eluidos de la columna
cromatografica de Silicagel (ver Seccion C), cristales incoloros con el
aspecto de largas agujas tipicas (Figura 16) y por lo tanto, de excelente
calidad (e.g. punto de fusion y controles realizados por TLC, RP-HPLC y
RMN).

. El aparente agotamiento de la AA procesada (material lignocelulésico,
“torta”) con n-hexano a reflujo en un extractor Soxhlet 0 con mezclas
hidroalcohdlicas a temperatura ambiente , no resulté total al cabo de las 5
h. de extraccion. Estos resultados se interpretaron como debidos a una
rapida descomposicién de A por accién térmica en las soluciones, la cual
ocurre probablemente en presencia del material lignocelulésico residual
proveniente de AA. Esta disminucion del rendimiento con respecto al
teorico en la extraccion de A se justificaria (ver Figura 30) considerando la

cinética de la separacion desde el material vegetal (transferencia de materia
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a la solucion) y, en parte también, por un complejo proceso de solvélisis de
A, principalmente en el medio alcoholico o hidroalcohdlico utilizado en
es0s Casos.

9. Parte de ese fendmeno se corroboraria por la recuperacion de A remanente
en los residuos lignoceluldsicos obtenidos con solventes considerados de
mayor polaridad y supuestamente mas efectivos para su extraccion (e..g.
acetato de etilo).

10.En general el tenor de A en el residuo agotado (“torta”) con solventes
hidrocarbonados (e.g. n-hexano, EP liviano) luego de las extracciones
efectuadas, resulto ca. 0,02 % (p/p) referido a AA seca del material vegetal
silvestre con un contenido inicial de la droga de ca. 0,12 % (p/p), lo que
equivale a una perdida de ca. 20% de A; esto se deberia a complejos
procesos de su descomposicion en solucion y/o selectiva adsorcion.

11.La cantidad total de A aislada fue posible incrementarla mediante un

»

tratamiento extractivo final de la “forta” realizado con una mezcla de
acetato de etilo ca. 10% (v/v)-etanol 96° con vigorosa agitacion y a
temperatura ambiente. De esta manera se logro un rendimiento final de A
referido a AA seca que, sin embargo, no supero ca. del 80% del tedrico .

12.El método de Elsohly et a/ [16] utilizado para el aislamiento de A permitio,
empleando cromatografia liquida semi-preparativa en columna de
Silicagel, separar ademas de A, &cido arteanuico, artemisitene vy
arteanuinas, sustancias presentes en la AA silvestre analizada. Esto
también se pudo comprobar al utilizar mezclas de liquidos de extraccién
que contenian agua en su composicion (e.g solventes hidroalcohdlicos).

13.No obstante, en la aplicacion de ese método se observo que algunos de los
metabolitos de AA (e.g. é&cido arteanuico) quedaban retenidos, en

significativa cantidad, en el material agotado (“torta”) residual de AA,

88



EXTRACCION CON SOLVENTES {Yl |

I b
/| P
DE ARTEMISININA Y OTROS METABOLITOS <% o=
DE Artemisia annua L. SILVESTRE {%@;\2@) Y .
b SN

principalmente si los extractos se obtuvieron utilizando mezclas de etanol
(70%)-agua.

14.La recuperacion mas efectiva de A, ya sea por su directa cristalizacion
como también empleando cromatografia liquida, se logr6 mediante un
prolongado enfriamiento (ca. 4°C) de los extractos iniciales en solventes
organicos y la separacion previa como solidos de los demas metabolitos
presentes en AA silvestre. .

15.El agregado de 10% (p/p) de carbon activado a los medios de extraccion
inicial (e.g. n-hexano, EP, mezclas hidroalcoholicas), permitio eliminar
gran parte de las sustancias de elevado peso molecular (e.g. clorofilas y
productos de su degradacion, responsables del color verde oscuro de los
extractos  iniciales  preparados  (principalmente  con  mezclas
hidroalcohdlicas), dando lugar luego de su filtracion, a soluciones de color
amarillo claro (e.g. probablemente debido a sustancias carotenoides
también presentes en AA).

16.La aplicacion de la metodologia denominada “trasvase” (Seccion F. a)
permitié disminuir en los extractos sometidos a bajas temperaturas (ca. -8
°C), la cantidad de otros metabolitos del vegetal (terpenos, clorofilas
degradadas, acido arteanuico, ceras, etc.), los que interfieren en la etapa
posterior del aislamiento de A mediante su directa cristalizacion o
utilizando cromatografia liquida.

17.El método denominado de flujo continuo (ver Seccion F. b) resultd
eficiente y practico para eliminar o bien, recuperar otros metabolitos (e.g.
ceras, terpenos, acido arteanuico, artemisitene) mediante el pasaje de los
extractos iniciales en solventes hidrocarbonados (e.g. n-hexano, EP), por
un recipiente (trampa de sustancias) que permitio recuperar materiales

solidos a bajas temperaturas (ca. -10 °C,) empleando una “bomba
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peristaltica” para mantener constante la recirculacion del solvente por el
sistema.

18.EIl agregado de un “atrapador” de radicales libres (BHT) en la extraccion
de AA con solventes hidrocarbonados a temperaturas mayores que la
ambiente, incrementd el rendimiento de A debido a la disminucion de su
descomposicion por reacciones de tipo radicalario que probablemente
ocurren durante el mencionado proceso de extraccion.

19.La extraccion de A con anhidrido carbonico supercritico (SFC) rindié una
sustancia de buena calidad libre de otras sustancias que efectivamente se
observan como impurezas al aplicar los otros métodos aqui utilizados, dada
la reconocida selectividad ya informada de este metodo [17] cuando se
utiliza metanol como solvente polarizante del anhidrido carbénico liquido.

20.El método descripto en la Patente Brasilefia, que emplea etanol de 96° para
realizar la extraccion inicial de A, a temperatura ambiente, no incluye el
uso de la cromatografia tradicional en columna para la obtencion de A
purificada.

21.Teniendo en cuenta la experiencia acumulada durante la practica realizada
de los diferentes métodos de extraccion y de analisis de A, se describen
aqui procedimientos que, a criterio de los autores, deberian seguirse para el
aislamiento con ventajas de A en escalas ya sea semi-preparativas como

preparativas.
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