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(57) Resumo: Patente de invengdo para PROCESSO DE
EXTRAGAO E PURIFICAGAO DE ARTEMISININA A PARTIR DE
MASSA SOLIDA DE ARTEMISIA ANNUA UTILIZANDO DIOXIDO DE
CARBONO Descreve-se um Processo de extragdo e purificagdo de
artemisinina a partir de massa soélida de Artemisia annua utilizando
diaxido de carbono supercritico compreendendo pelo menos (l) uma
primeira etapa de extragdo que consiste em um contato e dissolugao
da massa soélida particulada por CO, supercritico em um extrator (El)
obtendo CO, e droga vegetal dissolvida; (Il) uma segunda etapa de
purificacdo que consiste em um contato entre CO, e extrato vegetal
dissolvido com uma fase fixa polar em uma coluna fracionadora (Fi); e
(Ill) uma terceira etapa de eluicdo que consiste em um contato entre
mistura de CO, e co-solvente com fase fixa polar na coluna
fracionadora (Fl); (iv) o extrator (El) e a coluna fracionadora (Fi) sendo
dispostos em linha em um mesmo circuito. E descrito, ainda, uma
composi¢ao farmacéutica compreendendo contendo como principio
ativo artemisina a partir desto processo ora descrito nesta invengéao; e
b) um veiculo fisiologicamente aceitavel, para tratamento da malaria.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "PROCESSO DE EXTRACAOE
PURIFICACAO DE ARTEMISININA A PARTIR DE MASSA SOLIDA DE
ARTEMISIA ANNUA UTILIZANDO DIOXIDO DE CARBONO”

A presente invengéo refere-se a um processo de extragao e purificagdo de

artemisinina a partir de Artemisia annua utilizando diéxido de carbono
supercritico.

A presente invengéo refere-se ainda a um uso farmacéutico do extrato
refinado de Artemisia annua obtido e purificado a partir do processo utilizando
diéxido de carbono supercritico e a composigoes farmacéuticas compreendendo

o dito extrato.
Descrigao do estado da técnica

A tecnologia supercritica explora as altas densidades (préximas as de
liquidos) apresentadas pelos fluidos supercriticos, associadas a valores
intermediarios de difusividade (entre a de gases e liquidos) e viscosidades baixas
(caracteristicas dos gases). Estas propriedades favorecem altas taxas de
extracdo devido ao grande poder de solvatagdo atribuido aos valores de
densidades maiores, ao mesmo tempo em que valores baixos de viscosidade,
associados aos altos valores de difusividade, propiciam alto poder de penetragao
na matriz sélida [Yoda, S. K. Estudo da cinética de extragdo dos glicosidios da
Stevia reubadiana Bertoni com mistura CO, + dgua. 2001. 202p. Tese (Mestrado

em Engenharia de Alimentos). Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas).

No processo de extragdo supercritica em matrizes solidas, o fluido
supercritico escoa através do leito fixo (de particulas sélidas) e solubiliza os
compostos existentes na matriz sélida, sendo o solvente alimentado no extrator e

distribuido uniformemente no interior do leito fixo. Durante a extragao, a matriz

solida absorve o solvente supercritico, dilatando a estrutura da célula,

. promovendo uma diminuicdo na resisténcia a transferéncia de massa e 0s

compostos extraiveis sao dissolvidos pelo solvente e transferidos por difuséo para
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a superficie externa das particulas. S&o entao transportados pelo fluido, podendo
neste local, ocorrer mudangas de estado de agregacao, em seguida sao
removidos do extrator pelo escoamento da mistura soluto/solvente. [Brunner, G.
Gas extraction: An introduction to fundamentals of supercritical fluids and the

application to separation process. Darmastadt, Germany, Steinkpff, New York;
Springer, 1994, pp.387].

A extragao com fluidos supercriticos promove altas taxas de transferéncia
de massa a temperaturas relativamente baixas, caracteristica fundamental para a
escolha desta técnica para a extragdo de produtos naturais (6leos essenciais,
oleoresinas, corantes e outros principios ativos, etc.) na qual a qualidade do
produto final é de grande importéancia [Kiran, E., Brennecke, J.F., Supercritical

fluid engineering science: fundamentals and application. ACS, 1993, pp. 410].

A tecnologia de extragdo supercritica apresenta vantagens quando
comparada as extragbes convencionais, com solventes orgéanicos, relacionadas a
questdes de regulamentagdes: a protegao ambiental; esses tipos de solventes
tém sido banidos por varios paises; concentracoes residuais extremamente
reduzidas sdo exigidas nos produtos alimenticios (a lista de solventes permitidos
com restricdes para alimentos e o nivel maximo permitido no produto final pode
ser encontrado no “Extraction Solvent in Foods” (Amendment Regulations. 1998
No 2257, ISBN 0 11 079579 2). Além disso, a tecnologia supercritica esta
associada a qualidade diferenciada do produto final (produtos de alto valor como
suplementos alimentares, nutracéuticos, caracterizados como ‘“naturais” pelo
modo de preparagdo) [Perrut, M. Supercritical fluid application: industrial
development and economic issues, Ind. Eng. Chem. Res., 2000, 39, 4531-45395].
Segundo Meireles [Meireles, M. A. A. Supercritical extraction from solid process
design data (2001-2003), Current Opinion in Solid State and Materials Science.
2003, 7, 321-330), ao comparar os processos de obtengao dos extratos naturais,
devem ser levadas em consideragdo as propriedades funcionais e a qualidade
dos extratos obtidos por diferentes tecnologias de extragao. A extragdo
supercritica certamente apresenta custo de investimento desfavoravel frente as
outras tecnologias como hidrodestilagao (obtengéo de oleos volateis) ou qualquer

outro processo de extragdo com solvente a baixa pressdo (LPSE). Mesmo
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levando-se em conta o nimero de operagdes unitarias associadas que nao sao
requeridas pela extragdo supercritica (ESC) como decantagao, centrifugacao,
retirada do solvente do extrato e do lodo de solidos (bagago, material exaurido)
que envolve destilagdo, evaporagao, descoloragao, etc, 0s custos da ESC ainda
permanecem mais altos. Quando se confrontam as propriedades e a qualidade
dos extratos obtidos pelos diferentes processos, é que a ESC se torna

competitiva e passa a ser uma opgao na selecdo de um processo de extragao.

E do conhecimento do estado da técnica que a extragdo com fluido
supercritico tem sido usada na extragéo de diferentes espécies de substancias,

posteriormente aplicadas comercialmente.

O documento JP 02235997 refere-se a utilizagdo da tecnologia supercritica
para a preparagdo de aromas de alga, vegetais, e extragao/separacao de

compostos organicos de casca de uva.

O documento ES2103238 utiliza a mistura de diéxido de carbono a alta
pressdo (50 a 500 bar) e solventes como agua, hidrocarbonetos, alcool, cetona,
éter em proporgdes inferiores a 50%, em que a novidade esta na utilizagéo de
uma mistura na qual o solvente n&o se encontra na condi¢éo supercritica devido

a grande proporgéo de agua ou etanol presente.

O documento CN1253951 cita a utilizagao do processo de extragao com

fluido supercritico para separar e purificar a vitamina E com pressao de 10 a

26MPa e temperatura de 25-55 °C.

O documento WO2005044829 refere-se a um processo de purificacao de
silicone para uso como lente de contato utilizando fluido supercritico com
densidade entre 0,2 e 0,8 g/mL. Nesse caso, os sélidos soluveis (impurezas) séo

transferidos para a fase solvente.

O documento US 2005/0142231 descreve um método de isolar e purificar
compostos de cinco plantas que possuem atividade hipoglicemiante utilizando
diéxido de carbono super/subcritico através do ajuste das condi¢des de processo.
O estudo farmacolégico dos compostos mostrou atividade hipocolesterolémica,
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mostrando que eles podem ser utilizados para tratamento de arterosclerose e

obesidade.

O documento US 5,120,558 trata de um método de extracao e
fracionamento de extratos vegetais utilizando extragao com fluido supercritico e
fracionamento com etapas subseqglientes com separadores com pressoes

reduzidas (subcriticas).

O documento US 6,685,972 trata de um processo de extragdo e
purificagdo da artemisinina. A extragao dos compostos soluveis da Artemisia
annua é realizada por percolagdo com solvente polar nao aquoso (etanol) por 4 —
6 horas, temperatura de 20 a 50 °C. Apos esta primeira etapa o extrato e
concentrado e seguido pela etapa de purificagéo. A purificagdo da artemisinina &
realizada por uma sequéncia de solventes (agua e solvente orgéanico como 0
hexano). A solugdo hexénica é concentrada e em seguida, é adicionado acetato
de etila a solugdo contendo reduzida quantidade de hexano para iniciar a
cristalizagao da artemisinina liquida, através de evaporacao lenta. Para a retirada
de pigmentos foi usado um agente adsorvente do grupo do celite, carvéo ativado,
em seguida a solugdo é filtrada. As condigbes suaves usadas para extracdo

resultam em um extrato limpo e evitam a degradacéo da artemisinina.

O documento US 4,992,561 descreve a producgéo de artemisinina a partir
do acido artemisininico. O 4cido artemisininico é reduzido em 4&cido
dehidroepideoxiartenuina-B, diluindo-se o acido em metanol com NiCl, adiciona-
se NaBH, ou LiBH4. Acidifica-se a solugao e isola-se o dehidroepudeoxiartenuina-
B. A dehidroepideoxiartenuina-B, a partir de duas etapas sucessivas, solugao
fotossensivel com solvente organico como acetona ou cloridato de metileno em

seguida um solvente halogenado ou um hidrocarboneto seguido do contato com

atmosfera, formando a artemisinina.

O documento US 4,952,603 refere-se a um processo de obtengao de
artemisinina substancialmente pura através de extragéo da Artemisia annua com
hexano e fracionamento da mistura hexano, acetonitrila e agua através de coluna
cromatografica (silica gel). A cristalizagao da artemisinia é realizada através da

mistura de éter e hexano e hexano e diclorometano.
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O documento US 6,180,105 faz referéncia a um processo que utiliza
diéxido de carbono liquido para obtengdo de artemisinina a partir de Artemisia
annua. O extrato final obtido contém teor inferior a 10% (em massa) de
artemisinina sem a presenca de solvente residual. A faixa de pressao de extracao
compreende entre 100 — 310 bar, preferencialmente 100 bar (1500 psi) e
temperatura na regiso entre 20 — 50 °C, preferencialmente 25 a 30 °C, utilizando-
se a mistura didxido de carbono liquido e um solvente polar hidroxilico, como

etanol. Variou-se a porcentagem de co-solvente etanol 5-20% e 10% mantendo-

se a pressao constante em 100 bar.

O documento US 5,955,084 trata de um processo que utiliza hexano para
a extragdo da artemisinina da Artemisia annua. O fracionamento é realizado com
mistura de solventes entre hexano e acetonitrila/dgua. O residuo da fragéo
hexanica é hidrodestilado obtendo-se o 6leo essencial. O extrato contido na fase
de acetonitrila & extraido com a mistura hexano-benzeno. O solvente é removido
e o extrato dissolvido em cloroférmio. Uma base é adicionada a solugdo para
extragdo da solugdo de cloroformio. A solucdo basica aquosa € entao
neutralizada. Os compostos de interesse sao extraidos da solugao neutralizada
com cloroférmio e em seguida o cloroférmio é evaporado e o extrato é cristalizado
com uma mistura de hexano-benzeno para produgéo de acido artemisininico. O
4cido artemisininico é reduzido através de fotooxidagéo. Através de cromatografia
com silica gel, a fase de acetonitrila é fracionada com hexano. O solvente &

evaporado e finalmente as fragdes enriquecidas em artemisinina sao obtidas.

O documento CN1680388 apresenta uma metodologia para extragao de
artemisinina utilizando 60 a 70% de solvente, regulando-se o pH entre 7,5-8,0,

sendo assim depositando as impurezas.

O documento PI9804730-2 descreve um processo de extragéo classica
(solvente etanol 96° GL) e extragdo em série, de modo que as solugdes obtidas
nestes dois processos sejam tratadas com carvao ativado por aproximadamente
1,5 horas e temperatura ambiente, e em seguida filtradas sobre terra diatomacea,
obtendo-se uma solugao na qual foi adicionada silica precipitada. O solvente é
destilado e o solido obtido designado por “farofa” é colocado em um extrator
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adaptado com agitador mecanico. A eluicdo desta “farofa” com hexano e
subseqilente hexano/acetato de etila 15% (viv) em filtragdo com coluna
empacotada com silica (relagao didmetro da coluna e altura da coluna de silica:
1:1,5) permitiu obter uma fragao enriquecida com artemisinina sendo
posteriormente tratada com carvao ativado por 1,5 horas em temperatura
ambiente, e em seguida filtrada sobre terra diatomita. A solugéo € concentrada
até 5% do volume inicial. A suspensdo obtida e entao cristalizada sob
resfriamento (0 a 5 °C) por aproximadamente 2 horas e entdo filtrada a vacuo e
lavada com uma mistura de hexano/acetato de etila 15% previamente resfriado, €
realizada entdo a secagem deste filtrado a 40 °C por 8 horas. Obtém-se
artemisinina como um solido branco com rendimento de 0,9% (massa de
artemisinina por massa de matéria-prima Artemisia annua) com 91% de pureza.
Para o processo de extragdo classica seguida de purificagdo e cristalizagao
utiliza-se 27,8 L de solvente entre etanol, hexano e acetato de etila e para o

processo em série utiliza-se 10,3 L por kg de matéria-prima seca.

O documento FR2706166 trata de um processo que utiliza extracao
supercritica com dioxido de carbono com pressdo variando de 60 a 500 bar e
temperatura variando de 10 a 100 °C preferencialmente 280 bar e 50 °C com
possibilidade de utilizagdo de co-solvente (modificador) com presséo variando de
150 a 300 bar e temperatura variando de 30 a 80 °C com preferencialmente 20%
(m/m) de etanol. O rendimento em extrato total de Artemisia annua foi de 4,33%
(m/m) apresentando teor de artemisinina no extrato (m/m) de 3,72%, sendo que 0
rendimento em artemisinina por matéria-prima utilizada foi de 0,16% (massa de

artemisinina por massa de Artemisia annua).

O documento DE10336056 faz referéncia a um processo de extragao a
alta pressao com dioxido de carbono (60 — 85 bar) e temperatura de 20 - 50 °C,
particularmente com a presenca de modificador, especificamente etanol (2 —
20%), para obtengéo de artemisinina proveniente da Artemisia annua. A melhor
condicdo de extragdo foi com 10% de etanol, 90% de dioéxido de carbono com
densidade de 0,79 g/mL. Foram usados extratores de 4L de capacidade, cujo
rendimento de extracao total foi de 8%, contendo 0,15% de artemisinina, portanto

rendimento em artemisinina de 0,012%. Apés a extragdo, impurezas e
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precursores da artemisinina sao separados do extrato € a artemisinina ¢ isolada

através de purificagdo em coluna cromatogréfica e posterior recristalizagao.

Através da extragdo supercritica utilizando dioxido de carbono (75 a 400
bar e 30 e 50 °C), o rendimento maximo em artemisinina total nas condigdes de
operagao estudadas foi de 0,7% (b.s) sendo que o teor de artemisinina no extrato
total foi de 12,1% (m/m). Na parte inicial da extracéo (5% do tempo total de
extracdo para esgotamento total do leito) obteve-se um extrato com teor de
17,9% (m/m) de artemisinina no extrato. [Quispe-Condori, S., Sanchez, D., Foglio,
M. A, Rosa, P.T.V., Zetzl, C., Brunner, G, Meireles, M. A. A., Global yield
isotherms and kinetic of artemisinin extraction from Artemisia annua L. leaves

using supercritical carbon dioxide, J. Supercr. Fluids., 2005, 36, 40-48].

Ainda, é do conhecimento do estado da técnica o interesse pela
preservagdo ou acondicionamento do extrato vegetal através de capsulas de
extrato de Aremisia annua, conforme ¢é mostrado pelos documentos
W09920289-A; W09920289-A1 e AU9896162-A. Estes documentos apresentam
a alternativa de encapsulamento de extratos naturais com, por exemplo, capsula
de extrato de Artemisia annua, entre outros, obtido via extracao supercritica com

diéxido de carbono adicionando-se éleo de soja (formando uma solucao) e em

seguida sendo encapsulado.

Como pode ser observado nos documentos do estado da técnica descritos
acima, os processos de extragdo e purificagéo ja conhecidos utilizam solventes
organicos e notadamente tdxicos em suas etapas, além de constituirem
processos pouco praticos e dispendiosos. Ainda, dos processos ja conhecidos do
estado da técnica apresentam teor de artemisina no extrato e rendimento em

artemisina inferior ao conferido pela presente invengao

Deste modo, a partir da descri¢do da presente invengao a seguir, pode-se
concluir que nao é conhecido do estado da técnica um processo de extragéo e
purificagdo de artemisinina a partir de Artemisia annua utilizando didxido de
carbono supercritico, constituido por uma coluna de adsorgdo e uma coluna de
extragdo dispostas em série, tornando possivel a realizagédo destas duas etapas

em um unico processo. O processo objeto desta invengao nado faz uso de
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solventes téxicos, além de ser pratico, pois permite o acoplamento de diferentes
etapas industriais em um Unico processo continuo ou semi-continuo. Além disso,
o extrato de artemisinina obtido a partir do processo aqui descrito apresenta um
teor em massa de ativo superior a 34,9% (equivalente a um teor nove vezes
superior ao relatado pela patente FR2706166-A1 e duas vezes superior ao relatado
por Quispe-Condori et al, 2005).
Objetivos da invengao

A presente invengao tem como objetivo prover um processo para obtencéao
de fragdo substancialmente enriquecida em artemisinina a partir de Artemisia
annua utilizando diéxido de carbono supercritico.

E também objetivo desta invengao prover um uso farmacéutico para a

fracao enriquecida do extrato de Artemisia annua obtido e purificado a partir do

processo utilizando didxido de carbono supercritico.

Ainda, é objetivo da presente invengao, prover o Uuso do extrato de

Artemisinina annua na preparagao de composicdes farmacéuticas.

Breve descri¢ao da invencao

A invencdo tem por objeto um processo de extragao e purificacdo de
artemisinina a partir de massa sélida de Artemisia annua utilizando diéxido de
carbono supercritico compreendendo pelo menos:

(i) uma primeira etapa de extragdo que consiste em um contato e
dissolugdo da massa solida particulada por CO, supercritico em um extrator
obtendo CO, e droga vegetal dissolvida;

(i) uma segunda etapa de adsorgéo que consiste em um contato entre CO;
e droga vegetal dissolvida com uma fase fixa polar em uma coluna fracionadora;
e

(i) uma terceira etapa de eluicdo que consiste em um contato entre
mistura de CO, e co-solvente com fase fixa polar na coluna fracionadora;

(iv) o extrator e a coluna fracionadora sendo dispostos em linha em um

mesmo circuito.
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Esta invengdo tem também por objeto um uso farmacéutico da fragao
enriquecida do extrato de Artemisia annua obtido a partir do processo descrito

acima e composigdes farmacéuticas compreendendo o referido extrato.

Descrigao resumida das figuras

A Figura 1 ilustra um fluxograma de processo de extragao e purificagao de
artemisinina a partir de massa solida de Artemisia annua utilizando didxido de
carbono supercritico;

A Figura 2 ilustra a férmula estrutural da artemisinina;

A Figura 3 ilustra o cromatograma do padrao de artemisinina; e

As Figuras 4a — 4f ilustram os cromatogramas dos extratos refinados de
Arfemisia annua contendo fragGes enriquecidas em artemisinina, obtidos pelo
processo descrito nesta invengao.

Descri¢ao detalhada da invencgao

De acordo com uma concretizagao preferencial e como pode ser visto nas
figuras 1, 2, 3 e 4a - 4f, a presente invengao refere-se a um processo de extracao
e purificagdo de artemisinina a partir de massa solida de Arftemisia annua
utilizando diéxido de carbono supercritico (COz); um uso farmacéutico da fragao

enriquecida do extrato de Artemisia annua;, € composigbes farmacéuticas

compreendendo o referido extrato.

O processo aqui descrito apresenta uma série de vantagens quando
comprado aos processos ja conhecidos do estado da técnica para extragao e

purificagdo de Arfemisia annua:

- Com a introdugdo de uma coluna fracionadora (F1) em série com um
extrator (E1), as etapas de extragao e adsorgao/eluicdo sdo realizadas em um
mesmo circuito, com ou sem a adigdo de modificadores, em uma fragao
enriquecida do extrato de Artemisia annua contendo fragbes enriquecidas de

artemisinina;

- Processo pratico (poucas etapas), de baixo custo (equipamentos com

grau baixo de sofisticagao) e n&o utiliza solventes organicos toxicos;
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- Residuos e solventes abordados no decorrer das etapas deste processo

sio classificados como “GRAS” (Generally recognized as safe);

- O ambiente de extragdo (circuito) é completamente hermético,
possibilitando a obtengéo de extratos refinados de Artemisia annua com 0 minimo
potencial de oxidagao;

- O processo permite a extragéo da substancia desejada a temperaturas
amenas (30 a 70 °C),

- O processo €é versatil (continuo ou semi-continuo), podendo acoplar em

seu circuito mais de um extrator, coluna fracionadora e separador;

- O processo evita alguns tipos de degradagdo comuns a processos de
extragdo de drogas vegetais, como por exemplo, no processo de hidrodestilagao

ou destilagao por arraste a vapor ocorre hidrélise do extrato;

- Fracao enriquecida do extrato de Artemisia annua obtido a partir do
processo objeto desta invengao compreende um teor superior a 34,9% em massa

de artemisinina.

Processo de extracdo e purificacdo de massa solida de Arfemisia annua:

O processo de extragao e purificagao de artemisinina a partir de massa
sélida de Artemisia annua utilizando diéxido de carbono supercritico, objeto da
presente invengao, compreende pelo menos:

() uma primeira etapa de extracdo que consiste em um contato e
dissolucdo da massa solida particulada por CO, supercritico em um extrator (E1)
obtendo CO, e droga vegetal dissolvida; '

(i) uma segunda etapa de adsorgao que consiste em um contato entre CO>
e droga vegetal dissolvida com uma fase fixa polar em uma coluna fracionadora
(F1); e

(i) uma terceira etapa de eluicao que consiste em um contato entre

mistura de CO, e co-solvente com fase fixa polar na coluna fracionadora (F1);

(iv) o extrator (E1) e a coluna fracionadora (F1) sendo dispostos em linha

em um mesmo circuito.
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Mais detalhadamente, a concretizagdo preferencial deste processo

compreende as etapas:

- Carga do sistema: O extrator (E1) é alimentado com massa solida

particulada de Artemisia annua, por exemplo, folhas, caules ou raizes. A coluna
fracionadora (F1), que esta em série com o extrator (E1), € empacotada com o

material de adsor¢do como, por exemplo, silica ou alumina.

_ Sistema de alimentacdo com solventes: A bomba (B1), alimentada com
diéxido de carbono liquefeito a -15 e -10 °C, proveniente de um tanque (T1), é
utilizada para elevar a presséo do sistema para um intervalo entre 60 e 400 bar,
preferencialmente 100 bar. Em uma das etapas a seguir, como descrita no
Exemplo 6, um compressor (C-3) é alimentada com, por exemplo, ar sintético
pressurizado proveniente do tanque (T3) com press&o igual ou superior a 55 bar

ou nitrogénio pressurizado proveniente do tanque (T3) com pressédo igual ou

superior a 40 bar, ambos os exemplos, gases pressurizados.

A bomba (B2), alimentada com etanol proveniente de um tanque (T2), é
utilizada para deslocar o solvente e promover a pressurizagdo do sistema,

igualando-se a pressao do diéxido de carbono.

- Etapa de extracdo: Uma possivel configuracdo desta etapa compreende um

solvente CO2 pressurizado pela bomba (B1) escoa para o sistema de valvulas (V1
e V4). O didéxido de carbono passa entao pela massa soélida particulada de
Artemisia annua que esta alojada no interior do extrator (E1) e solubiliza os
solutos de acordo com a condigdo de operagéo (preferivelmente temperatura de
30 °C e pressdo de 100 bar) por 1 a 60 minutos, preferencialmente por 10
minutos, sem fluxo de diéxido de carbono pela valvula de saida do extrator (V7)
(periodo estatico). Apos este periodo, é permitido o fluxo de COz pela valvula pelo
extrator (E1), valvula (V7), coluna fracionadora (F1) e separador (S1) e valvula
(V8) obedecendo no exemplo que segue, preferencialmente, mas sem restringir,
a razdo entre massa de didxido de carbono utilizado por massa sélida particulada
de alimentaco igual a 96,22 (kg/kg). Durante este periodo, a extragao e a etapa

de purificagao ocorrem simultaneamente € o extrato & recolhido no coletor (C1).
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- Etapa de purificacdo: Nesta etapa o solvente de extragéo (dioxido de

carbono supercritico) proveniente do tanque (T1) passa pela valvula (V1), bomba
(B1), valvula (V4), extrator (E1). Na descarga do extrator (E1), a mistura
composta pelo solvente (diéxido de carbono supercritico) e droga vegetal
dissolvida passa pela valvula (V7), coluna fracionadora (F1) e em seguida pelo
separador (S1). Na coluna fracionadora (F1) disposta em série com o extrator
(E1) o extrato vegetal dissolvido entra em contato com a fase fixa polar, por
exemplo, silica. Nesse momento, quando os componentes hidrofilicos entram em
contato com a coluna de adsor¢do, como no caso da artemisinina, eles ficam
retidos na superficie da fase fixa polar. O solvente de extragao funciona como
fase moével na etapa de eluigdo da artemisinina. O diéxido de carbono, extrato
contendo componentes hidrofébicos que néo ficaram retidos na fase fixa polar da

coluna fracionadora e co-solvente, se houver, séo direcionados a um separador

S1 e em seguida a um coletor (C1).

- Etapa de eluicdo: Nesta etapa, ocorre a alimentagao da coluna

fracionadora F1 com a mistura de co-solvente polar e COz, como por exemplo,
etanol contidos nos tanques T2 e T1 respectivamente através da operagéo
simultanea das bombas B1 e B2. Sendo assim, o CO> proveniente do tanque T1
passa pela valvula V1 sendo pressurizado na bomba B1 até a pressao de
operagao, passa pela valvula V5, entra no misturador M1 para homogeneizagao
com o co-solvente etanol que é proveniente do tanque T2 que inicialmente sai do
tanque T2, passa pela valvula V2, & pressurizado até pressdo de operacao B2,
passa pela valvula V6 até o misturador M1. A mistura de CO, + etanol passa pela
valvula V10 e alimenta a coluna fracionadora F1. O sistema de alimentagao dos
solventes (CO, + etanol) na coluna fracionadora F1 segue gradiente (% de etanol)
de 0, 1, 3, 5 e 10% (m/m). Entre cada etapa denominada eluigao dentro da coluna
fracionadora F1 o sistema é despressurizado e uma fragéo € obtida no coletor C2
apés a etapa de separagdo St conforme descrito a seguir na etapa de
separacdo. Em seguida a coluna fracionadora F1 é alimentada com 100% (m/m)
de etanol (preferencialmente na proporgéao 3:1 de etanol:silica) através do
funcionamento exclusivo da Bomba B2 operando a pressao atmosférica (as

valvulas V1 e V5 sdo mantidas fechadas e a bomba B1 inoperante). Apos esta
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etapa de “lavagem” da coluna fracionadora F1 com 100% de etanol, a valvula V2
é fechada e a bomba B2 é desligada. Um gas pressurizado inerte, como, por
exemplo, ar sintético ou nitrogénio, proveniente do tanque T3 passa pela valvula
V3, é bombeado através do compressor C3 para dentro da coluna fracionadora
F1 para completa remogéo do etanol + fragao enriquecida “recuperada” no coletor
C2 apds passagem pelo separador S1 e valvula V10. Inicia-se novamente a
pressurizagdo da coluna de adsorgao com a alimentacédo simultanea de solvente,
sendo a porcentagem de co-solvente superior, conforme gradiente apresentado
anteriormente. Esta etapa de eluicdo do fracionador utiliza razdo massa de
diéxido de carbono por massa de silica igual a 79,19 e preferencialmente o

gradiente de etanol é de 0 e 1% (m/m).

- Etapa de separacéo: As fragbes do extrato de massa solida de Artemisia
annua passam pelo separador S1. A etapa de separacéo do diéxido de carbono e
etanol (no caso de utilizagéo de modificador) com compostos naturais extraidos é
realizada despressurizando-se o dioxido de carbono que passa para o estado
gasoso e perde o seu poder de solvatagao. A pressao do separador podera estar
entre o intervalo de 1 e 40 bar. A fragao enriquecida passa pela valvula V8 na
etapa de extragdo/adsorgdo ou V11 na etapa de eluicdo e é coletada nos
coletores C1 e C2, respectivamente. O dioxido de carbono é recolhido através da

valvula V9, passando pelo condensador L1 e armazenado no tanque T1, para

posterior reutilizagao.

Preferencialmente, apés a etapa de extragao conforme descrita
anteriormente, o extrator E1 é descarregado e re-alimentado. A coluna
fracionadora F1 cuja silica encontra-se recuperada parcialmente ao final da etapa
de eluicdo, deve passar por uma etapa de recuperagéo total (retirada de
compostos contaminantes) estando pronta para o préximo ciclo, uma vez que a

recuperagéo da silica é total.

- Etapa de concentragdo: O co-solvente organico polar utilizado deve ser

removido das fragdes enriquecidas com componentes hidrofilicos (artemisinina,

entre outros) utilizando-se evaporadores sob vacuo, preferencialmente.
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O processo objeto da presente invencao pode ser continuo, para isto, €
requerido um numero maior de extratores e fracionadores para que 0s mesmos
sejam utilizados em seqiiéncia, de modo que, enquanto ocorre a parada na linha
(E1 e S1 exauridos), outra linha (E2 e S2) esteja preparada com massa vegetal
particulada e o separador esteja pronto para novo ciclo de
extragao/adsorgao/elui¢do. Preferencialmente, no caso do processo ser continuo,

o equipamento devera conter no minimo dois extratores, dois fracionadores e dois
separadores.

- Quantificacdo da artemisinina presente nas fracdes recolhidas nos

coletores C1 e C2:

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chamas (CG-FID, Shimadzu, modelo 17A, Japao) equipado com
coluna capilar DB-5 (30m x 0,25mm x 0,250m, J & W Scientific). O gas
carregador foi hélio (1,7 mL/min, 99% de pureza); splite de 1:30. As temperaturas
do injetor e do detector foram 240 °C e 280 °C, respectivamente. A coluna foi
mantida a 50 °C por 5 minutos, seguido por uma rampa de 5 °C/min até 280 °C,
mantida neste valor por mais 5 minutos. 1 uL da amostra foi injetada. O padrao
de artemisinina foi utiilizado para identificagdo e quantificagao. Sabe-se que a
artemisinina se degrada durante a analise por cromatografia gasosa [Christen, P.,
Veuthey, J.L. New trends in extraction, identification and quantification of
artemisinin and its derivatives. Curr. Med. Chem., 2001, 8 1827-1839), assim, o
método indireto de determinagéo proposto por Sipahimalani et al [Sipahimalani,
A.T., Fulzele, D.P., Heble, M.R. Rapid method for detection and determination of
arfemisinin by gas chromatography. J. Chromatogr., 1991, 538, 452-455] foi
utilizado para este ensaio de quantificacao.

A fragdo enriquecida do extrato de Artemisia annua obtido e purificado a
partir do processo objeto da presente invengao apresenta teor de artemisina

superior a 34%

Composicdo farmacéutica compreendendo fracdo enriquecida do_extrato

de de Artemisia annua obtido a partir do processo objeto da presente invengao

para tratamento da malaria
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Composicado farmacéutica

A composigao farmacéutica objeto da presente invengao compreende:

(i) fragdo enriquecida do extrato de Artemisia annua preparado a partir do

processo objeto desta invengao; e
(i) um veiculo fisiologicamente aceitavel;
sendo todas as quantidades baseadas no peso total da mistura.

Os principais exemplos de formas galénicas de produtos que podem ser

preparados a partir da composi¢ao farmacéutica objeto desta invengao sao:

a) formulas injetaveis;
b) comprimidos; e

c) supensoes;

Quanto ao veiculo fisiologicamente aceitavel, este consiste em uma base
usual farmacéutica de acordo com a aplicagdo objetivada para a composicao a
ser preparada. Este veiculo é constituido por compostos fisiologicamente inertes
e adjuvantes usuais.

Serao listados, a seguir, alguns exemplos - de maneira nao restritiva, mas
apenas demonstrativa - de adjuvantes e constituintes inertes compativeis com as
propriedades da composi¢do aqui descrita e que, adicionalmente, podem ser

empregues na presente composigao farmacéutica destinada ao tratamento da

malaria:
- Agua: A agua é a base de diversas concretizagbes preferidas da

composicdo farmacéutica da presente invencao, atuando como o veiculo para os
demais componentes (inclusive a artemisinina, principal componente da fragao
enriquecida do extrato). As composicdes da presente invengdo compreendem
agua preferencialmente estéril em um percentual adequado (q.s.p.) para atingir
100% da férmula com base no peso total da presente composi¢ao. Naturalmente,
podem-se utilizar outros veiculos fisiologicamente aceitaveis na presente

invengao.

- Agentes antioxidantes:
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-Agentes conservantes:
- Gomas e polissacarideos:

- Agentes desintegrantes:

Tendo sido descrito um exemplo de concretizagdo preferido, deve ser
entendido que o escopo da presente invengdo abrange outras possiveis
variagées, sendo limitado tdo somente pelo teor das reivindicagdes apensas, ai

incluidos os possiveis equivalentes.
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REIVINDICAGCOES

1. Processo de extragao e purificagdo de artemisinina a partir de massa sélida de
Arfemisia annua utilizando dioxido de carbono supercritico caracterizado pelo fato
de que compreende pelo menos:

() uma primeira etapa de extragdo que consiste em um contato e
dissolugdo da massa sélida particulada por CO, supercritico em um extrator (E1)
obtendo CO; e droga vegetal dissolvida;

(ii) uma segunda etapa de purificagao que consiste em um contato entre
CO, e droga vegetal dissolvida com uma fase fixa polar em uma coluna
fracionadora (F1); e

(iii) uma terceira etapa de eluigao que consiste em um contato entre

mistura de CO, e co-solvente com fase fixa polar na coluna fracionadora (F1);

(iv) o extrator (E1) e a coluna fracionadora (F1) sendo dispostos em linha
em um mesmo circuito.
2. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato de que

antes da primeira etapa o extrator (E1) € alimentado com massa solida de

Artemisia annua particulada e a coluna fracionadora (F1) é empacotada com fase

fixa polar.

3. Processo, de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizado pelo fato de que a
fase fixa polar consiste em silica ou alumina.

4. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato de que na
primeira etapa de extragcdo o CO2 supercritico € mantido em contato com a

massa soélida particulada por um periodo variando entre 1 e 60 minutos,
obedecendo a uma razéo de 10 a 500 kg preferencialmente 96,22kg de CO2 para

1kg de massa solida particulada.
5. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato de que a
primeira etapa de extragao ocorre simultaneamente a segunda etapa de

purificagao.
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6. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na
segunda etapa de purificagdo componentes hidrofilicos presentes no extrato

vegetal dissolvido ficam retidos na fase fixa polar na coluna fracionadora (F1).

7. Processo, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de que o
CO2 e extrato contendo componentes hidrofébicos presentes no extrato vegetal
sao direcionados a um fracionador (F1).

8. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1 e 7, caracterizado pelo fato de que

apds a segunda etapa de adsorgéo e antes da terceira etapa de eluigao ocorre

uma mistura entre CO2 supercritico e co-solvente em um misturador (M1) que

alimenta o dito fracionador.

9. Processo, de acordo com a reivindicagéo 8, caracterizado pelo fato de que o

co-solvente é selecionado dentre o grupo dos solventes polares.

10. Processo, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo fato de que o
co-solvente consiste em etanol.

11. Processo, de acordo com todas as reivindicagoes anteriores, caracterizado
pelo fato de que o separador (S1) separa o CO2 do extrato contendo uma

primeira fragao de extrato de Artemisia annua.
12. Processo, de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pelo fato de que o

CO2 separado, condensado é posteriormente direcionado ao tanque de

armazenamento e o extrato é recolhido em um primeiro coletor (C1).

13. Processo, de acordo com as reivindicagdes 6, 9 e 10, caracterizado pelo fato
de que na terceira etapa de eluigao a mistura de CO2 e co-solvente solubiliza os

componentes hidrofilicos do extrato vegetal dissolvida adsorvidos na fase fixa
polar na coluna fracionadora (F1).

14. Processo, de acordo com a reivindicagéo 13, caracterizado pelo fato de que a
mistura entre CO2, co-solvente e componentes hidrofilicos € direcionada a um
separador (S1).

15. Processo, de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo fato de que
no sepgrador (S1) ocorre a separagéo entre CO2 e solugao de co-solvente e

componentes hidrofilicos.
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16. Processo, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo fato de que o
CO2 separado é condensado e a solugao de co-solvente e componentes

hidrofilicos é recolhida em um segundo coletor (C2).

17. Processo, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo fato de que
apos a terceira etapa de eluicdo um gas pressurizado inerte & inserido na coluna

fracionadora (F1) removendo residuos de componentes hidrofilicos adsorvidos a
fase fixa polar.

18. Processo, de acordo com a reivindicagéo 17, caracterizado pelo fato de que
os residuos de componentes hidrofilicos s&o direcionados a um segundo coletor
(C2).

19. Processo, de acordo com as reivindicagdes 16 e 18, caracterizado pelo fato

de que a solugao de co-solvente e componentes hidrofilicos é submetida a uma

evaporacdo separando o co-solvente e obtendo uma fragdo do extrato com

componentes hidrofilicos.

20. Processo, de acordo com a reivindicagéo 19, caracterizado pelo fato de que a
fracdo enriquecida do extrato de componentes hidrofilicos compreende um teor

de artemisinina superior a 34,9% em massa.
21. Composigdes farmacéuticas caracterizadas pelo fato de que compreendem:

a) fracdo enriquecida de extrato de Artemisia annua preparado a partir do

processo de acordo com a reivindicagao 1; e
b) um veiculo fisiologicamente aceitavel,

22. Composigdes farmacéuticas, de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizadas pelo fato de que sdo destinadas ao tratamento da malaria.
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RESUMO

Patente de invengdo para "PROCESSO DE EXTRACAO E PURIFICACAO DE
ARTEMISININA A PARTIR DE MASSA SOLIDA DE ARTEMISIA ANNUA
UTILIZANDO DIOXIDO DE CARBONO”

Descreve-se um Processo de extragdo e purificagéo de artemisinina a partir de
massa solida de Artemisia annua utilizando dﬁbxido de carbono supercritico
compreendendo pelo menos (i) uma primeira etapa de extragao que consiste em
um contato e dissolugdo da massa solida particulada por CO; supercritico em um
extrator (E1) obtendo CO, e droga vegetal dissolvida; (i) Uma segunda etapa de
purificagdo que consiste em um contato entre CO; e extrato vegetal dissolvido
com uma fase fixa polar em uma coluna fracionadora (F1); e (iii) uma terceira
etapa de eluigdo que consiste em um contato entre mistura de CO; e co-solvente
com fase fixa polar na coluna fracionadora (F1); (iv) o extrator (E1) e a coluna

fracionadora (F1) sendo dispostos em linha em um mesmo circuito.

E descrito, ainda, uma composigao farmacéutica compreendendo contendo como
principio ativo artemisina a partir desto processo ora descrito nesta invencgao; e b)

um veiculo fisiologicamente aceitavel, para tratamento da malaria.
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