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Quantificação de artemisinina em Artemisia annua L. - Uma comparação entre as 
técnicas de cromatografia em camada delgada com detecção densitométrica e 

cromatografia líquida de alta eficiência com 
detecção no ultravioleta
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RESUMO: Artemisia annua L.. planta nativa da China e aclimatada no Brasil, ê uma rica fonte de 
artemisinin a, uma lactona sesquiterpênica que contém em sua estrutura uma função endoperóxido, a qual 
é atribuída sua atividade antimalãrica, Este trabalho teve como objetivo verificar as vantagens e 
inconvenientes da técnica Cromatografia em Camada Delgada com Detecção Densitométrica (CCD/DT), 
comparando-a com a técnica Cromatografia Liquida de Alta Eficiência com Detecção no Ultravioleta (CLAE/ 
UV), nos métodos de quantificação de artemisinina em A.annua. Os resultados mostraram que a técnica 
CCD/DT não apresentou o grau de seletividade e sensibilidade necessários para considera-la um método 
quantitativo. A técnica CLAE/UV foi o método mais seletivo e sensível para análises quantitativas de 
artemisinina. A técnica CCD/DT superestimou os teores de artemisinina quando comparada a técnica 
CLAE/UV.

Palavras-chave: artemisinina. Artemisia annua densitometria, cromatografia em camada delgada, 
cromatografia bquida de alta pressão.

ABSTRACT: A comparison of thin layer chromatography and high performance liquid 
chromatography for artemisinin analyses Artemisia annua L, a native of China and adapted Io Brazilian 
climate, is a rich source of artemisinin, a sesquiterpene lactone proven to be effective against the malaria 
agent Plasmodium. The scope of this work was to compare the method of thin layer chromatography (TLC) 
using densitometnc detection with high performance liquid chromatography (HPLC) using ultraviolet detection 
for the analytical quantification ol the artemisinin contents. The results show that the TLC method does not 
have the same selectivity and sensibility necessary to be a useful alternative method to HPLC. Under 
experimental conditions the TLC method over-estimated the artemisinin contents, compared to those 
determined by HPLC.

Key Words: artemisinin. Artemisia annua L,, densitometry, thin layer chromatography, high pressure liquid 
chromatography.

INTRODUÇÃO

A malária é a mais importante doença 
parasitária tropical. A estimativa mundial de 
ocorrência da doença é da ordem de 300 a 500 
milhões de casos clínicos por ano e a mortalidade 
causada pela malária é superior a 1 milhão ao 
ano (WHO, 1998). O aparecimento de cepas do 
Plasmodium spp, principalmente do P.falcíparum, 
resistentes às drogas para o combate da malária, 
particularmente a cloroquina, é o fator que mais 
colabora para o crescimento dos casos clínicos e 
mortes causadas pela doença. Além da 
cloroquina, outros medicamentos como a 
sulfadoxina/pirimelamina e a mefloquina estão 
perdendo sua eficácia no combate ã malária 
(Klayman, 1985; Butler et ai, 1997; WHO. 1998). 
Até o momento, a melhor alternativa para o 
tratamento da malária, causada pelo P falciparum,
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é a utilização dos derivados semi-sintéticos da 
artemisinina (Figura 1), uma lactona 
sesquilerpènica isolada das folhas de Artem/s/a 
annua L< que contém em sua estrutura uma 
função endoperóxido, à qual é atribuída sua 
potente atividade antimalárica (Klayman, 1985, 
WHO. 1998).

Análises de rotina ou experimentos que 
necessitam estimar o teor de artemisinina em 
grandes quantidades de amostras provenientes 
de A.annua exigem um método analítico que alie 
precisão suficiente à rapidez na sua execução 
[Delabays, 1997). Outro fator a considerar é que 
o método deve oferecer a possibilidade da 
detecção simultânea de outros sesquiterpenos, 
como o ácido artemisinfnico (Woerdenbag ef a/., 
1991; Delabays. 1997), que é o mais abundante 
bioprecursor da artemisinina e tem sido usado na 
síntese química parcial da mesma (Geldre et ai, 
1997; Woerdenbag e/ ai, 1991).
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FIGURA 1: Artemisinina e alguns de seus derivados semi-sintéticos antimaláricos.

Vários autores afirmam que a análise de 
artemisinina por CLAE/UV é dificultada devido à 
inexistência de cromóforos (Zhao & Zeng. 1986; 
Elsohly et a/.. 1987; Woerdenbag et a/... 1991; 
Jazin et al.r 1993; Delabays, 1997) e de grupos 
funcionais na molécula (Jaziri et al., 1993; Geldre 
et a/.. 1997). Outra desvantagem é que vários 
compostos do extrato brulo de pannua interferem 
na sua detecção (Elsohly et aí, 1990; Geldre et 
aLt 1997).

Diversos métodos analíticos têm sido 
descritos na literatura para a determinação do teor 
de artemisinina e outras lactonas sesquiterpênicas 
em A.annua. Métodos considerados 
semiquantítativos, como a cromatografía em 
camada delgada com quantificação por 
densitometria - CCD/DT (Bryson & Croom. 1991; 
Delabays et a/., 1994; Gupta ef a/., 1996; 
Magalhães, 1996; Delabays, 1997; Magalhães et 
al., 1997; Marchese, 1999) e CCD com leitura 
visual (Pras efa/., 1991; Foglio, 1996; Magalhães, 
1996) sâo utilizados. Outros métodos mais 
sensíveis e específicos envolvem a cromatografía 
liquida de alta eficiência com detector 
eletroquimico - CLAE/EQ (Acton et al., 1985; 
Charles et a/., 1990; Delabays et a/., 1994; 
Ferreira. 1994; Ferreira et al., 1994; Ferreira & 
Janick, 1996; Delabays, 1997); a cromatografía 
liquida de alta eficiência com detector ultravioleta 
- CLAE/UV sem derivatização da artemisinina 
(Elhag eia/., 1992); a CLAE/UV com derivatização 
pré-coluna (Zhao & Zeng, 1986; Liersch et al., 
1986; Pras et a/.. 1991; Marchese, 1999); a CLAE/ 
UV com derivatização pós-coluna (Elsohly et aí, 
1987); a cromatografía gasosa-CG (Sipahimalani 
etaL, 1991) e a cromatografía gasosa acoplada a 
espectro met ria de massa - CG/EM (Woerdenbag 
et al., 1991; Ferreira et ai., 1994), Algumas 
técnicas imunológicas também são descritas 
(Jaziri et a/., 1993; Ferreira & Janick, 1996b).

Devido à ausência de cromóforos na 
molécula. CLAE/EQ é a técnica mais adequada 
para quantificar a artemisinina (Acton et a/., 1985; 
Charles etaL, 1990; Ferreira e/a/., 1994). CLAE/ 
EQ. Porém, é considerado um método demorado 
quando há necessidade de se realizar um grande 
número de análises em curto espaço de tempo 
(Woerdenbag etaL. 1991; Elhag etaL, 1992; 
Delabays, 1997). Outro fator a considerar é que o 

detector eletroquimico exige um sistema 
totalmente isento de oxigênio, pois o oxigênio 
molecular é reduzido no mesmo potencial catódico 
da artemisinina (-0,8 a -0.9 V), conferindo um grau 
de dificuldade para estabilizar o detector (Foglio, 
1996; Delabays, 1997; Geldre etaL, 1997). Outros 
compostos análogos à artemisinina, produzidos 
naturalmente por Aannua, podem interferir na sua 
detecção, como é o caso do arlemisiteno (Ferreira 
et a!., 1994).

A CLAE/UV está entre as técnicas mais 
comumente usadas para análises fitoquímicas 
(Delabays, 1997). principalmente pelo detector UV 
ser facilmente encontrado nos laboratórios. Elhag 
etaL (1992), consideram a técnica usando CLAE/ 
UV com detecção em X. - 216nm um método 
simples, rápido, sensível e seletivo para 
determinar artemisinina e compostos similares, 
No entanto, a artemisinina apresenta pouca 
absortividade na região ultravioleta devido à 
ausência de grupos cromóforos na molécula que 
permitam uma detecção adequada (Zhao & Zeng, 
1986; Elsohly et at, 1987; Woerdenbag et at. 
1991; Jaziri et aL, 1993; Delabays, 1997), além 
da ausência de grupos funcionais para uma 
derivatização direta (Jaziri et al., 1993; Geldre et 
ai., 1997). Outra desvantagem, é que muitos 
compostos presentes em extratos de A.annua 
também absorvem entre 210 e 220 nm, 
obliterando completamenie o pico da artemisinina 
(Elsohly etaL, 1987; Charles etaL, 1990; Ferreira 
etaL, 1994). Uma reação química da molécula 
de artemisinina visando a sua modificação 
estrutural para um composto espectrometri- 
camente ativo (cromóforo) se faz necessána. Para 
tal, Zhao & Zeng (1986), usando CLAE/UV. 
descrevem um tratamento pré-coluna para 
artemisinina com solução alcalina, transforma ndo- 
a em um composto denominado Q292, que é 
instável, e este, por sua vez, através de tratamento 
ácido, é rearranjado para um produto estável, que 
absorve em 260 nm. o qual foi denominado de 
Q260 (Figura 2). Segundo Delabays (1997), 
citando Zhao (1987), este método apresenta uma 
sensibilidade elevada, próxima a 2,5 ng/mL. 
Paralelamente, é possível a dosagem simultânea 
do ácido artemisinínico. bem como a 
automatização do método (Delabays, 1997).
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FIGURA 2. Conversão de artemisinina em Q260, segundo Zhao & Zeng (1986).

A técnica CCD é considerada, por alguns 
autores, reprodutível, rápida e barata (Foglio. 
1996; Gupta et a/., 1996; Delabays, 1997). 
permitindo dosar várias amostras em uma mesma 
cornda. além de possibilitar a análise simultânea 
de artemisinina e ácido artemisinínico 
(Woerdenbag et al, 1991; Foglio, 1996). Pras et 
aí (1991), comparando CLAE-UV e CCD com 
lertura visual, encontraram uma boa correlação 
entre as duas técnicas, justificando que a CCD 
pode ser utilizada em trabalhos de seleção de 
plantas ricas em artemisinina. com grande 
quantidade de amostras, possibilitando obter uma 
idéia global da percentagem de artemisinina 
Gupta et aí (1996). comparando CCD/DT com 
CLAE/UV. e Delabays (1997). comparando CCD/ 
DT com CLAE/UV e CLAE/EQ, encontraram boas 
correlações entre CCD/DT e os métodos CLAE, 
utilizando CCD/DT com sucesso na análise de 
grande número de amostras de plantas, em 
experimentos de melhoramento de A.annua. 
Entretanto, Delabays et al. (1994). comparando 
CCD/DT com CLAE/EQ. encontraram diferença 
nos resultados de ambas as técnicas, com CCD/ 
DT apresentando teores em média 20% (mínimo 
de 16% e máximo de 28%) infenores a CLAE/ 
EQ. Segundo os autores, a explicação para tais 
desvios deve-se aos diferentes modos de 
extração. Charles et al. (1990), Ferreira (1994) e 
Geldre et ai. (1997) não consideram o método 
por CCD suficientemente sensível e preciso para 
quantificar artemisinina, devido à pouca 
quantidade da molécula encontrada na forma 
intacta nos extratos da planta de A.annua, além 
de não ser possível evitar a interferência de outros 
compostos constituintes presentes nos mesmos 
extratos. Outra desvantagem que a análise 
quantitativa de substâncias através da CCD/DT 
demonstra, é o fato de compostos incolores, ao 
serem revelados, apresentarem distribuição 
desigual da mancha ou má resolução 
(Woerdenbag et aí, 1991; Lopes. 1995). em 
função da quantidade do revelador utilizado, 
aquecimento ou volatilização da amostra (Lopes, 
1995). Por outro lado, Delabays (1997) afirma que 
os autores que consideram o método por CCD 
pouco adaptado para análises quantitativas de 

artemisinina obtiveram suas conclusões a partir 
de resultados de análises de plantas pobres em 
artemisinina. com teor aproximado de 0,1% nas 
folhas, quando necessita-se de no mínimo 0,25%, 
sendo o teor ótimo próximo ou superior a 0.5%.

O objetivo deste trabalho foi verificar as 
vantagens e inconvenientes da técnica 
cromatografia em camada delgada com detecção 
densitométrica (CCD/DT). comparando-a com a 
técnica cromatografia liquida de alta eficiência 
com detecção no ultravioleta (CLAE/UV). para a 
quantificação de artemisinina em A.annua.

MATERIAL E MÉTODO

Material Vegetal e Reagentes Utilizados

Como material vegetal, foi utilizado o 
híbrido de A.annua CPQBA 2/39x1 V, que 
apresenta altos teores de artemisinina (0,87%) 
(Magalhães et aí, 1997), o que é recomendado 
para análises em CCD/DT (Delabays, 1997). 
Folhas de nove repetições de cada tratamento 
(11/20°C e 18/28°C) foram utilizadas nas análises 
para comparar a técnica CCD/DT com CLAE/UV 
As plantas foram cultivadas em câmara de 
crescimento CONVIRON CMP 4030, colhidas no 
Estádio B (Delabays, 1997) e secas em estufa 
com circulação de ar a uma temperatura de 
34°C±1°C durante 48 horas. Posteriormente, as 
folhas foram separadas dos talos e finamente 
moídas em moinho de facas com malha 40. 
Durante a moagem, junto às folhas, foi adicionado 
gelo seco. Os cristais de artemisinina utilizados 
nas análises foram purificados na Divisão de 
Química Orgânica e Farmacêutica do CPQBA/ 
UNICAMP (ponto de fusão obtido = 154-155°C). 
Todos os reagentes utilizados foram de grau 
analítico. Em CLAE/UV foram utilizadas 
acetofenona e acetonitrila grau CLAE. Para 
comparar CCD/DT com CLAE/UV foram 
calculadas as correlações entre as duplicatas das 
repetições dentro de cada técnica e entre as 
técnicas, além do teste t de Student comparando 
as repetições destas. Também foram 
determinados os coeficientes de correlação.
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Análise por Cromatografia em Camada 
Delgada

Esta análise baseou-se no método 
descrito por Delabays (1997). Para cada amostra. 
100 mg de folhas finamente moídas foram 
extraídas em 5 mL de tolueno, em ultradispersor 
por 30 segundos a 20.000 RPM. Posteriormente, 
o extrato foi centnfugado durante 6 minutos a 3200 
RPM Com uma microseringa, 3 pL de cada 
extrato foi aplicado sobre uma cromatoplaca de 
sílica-gel 60 F2M (MERCK art. 1.05554). Cada 
cromatoplaca recebeu 4 diferentes concentrações 
de artemisinina padrão (1,5; 2,0; 2,5 e 3.0 pL de 
uma solução contendo 0,25 pg/pL) ao centro, 
mais 4 aplicações laterais, em duplicata, das 
amostras. As cromatoplacas?foram eluídas em 
cuba de vidro previamente saturada com uma 
mistura de clorofórmio:metanol (98:2). Para a 
revelação, uma solução contendo 50 mL de ácido 
acético glacial, 0,5 mL de anisaldeído e 1,0 mL 
ácido sulfúrico concentrado, foi borrifada sobre 
as cromatoplacas. Posteriormente, cada 
cromatoplaca foi colocada em uma estufa a 110°C 
durante 5 minutos. Em seguida, para quantificar 
a artemisinina, usou-se um densitômetro 
Pharmacia-Biothech/lmage-MasterlD, 
escaneando-se as cromatoplacas mancha por 
mancha e avaliando-se por comparação, a 
densidade ótica dos padrões e amostras. As 
medições foram feitas na região da luz visível e a 
resposta medida no modo reflectãncia.

aquecida a 40*0 durante exatos 15 minutos (com 
agitação magnética), para depois ser rapidamente 
resinada em banho de gelo e neutralizada com a 
adição de 4 mL de ácido acético 0,1 M. Para a 
derivatização dos padrões de artemisinina, 
substituiu-se 1,0 mL de EtOH 95% por 1 mL da 
solução de extração. Quatro diferentes 
concentrações de artemisinina foram utilizadas 
como padrão, respectivamente, 0.04; 0,2; 0.5 e 
1,0 mg de artemisinina por mL de EtOH 95%. O 
teor de artemisinina foi calculado utilizando-se 
uma curva de calibração com padrão interno 
(acetofenona). Anteriormonleà injeção, a mistura 
foi filtrada em filtro WATERS GVWP 0,2 pm. O 
equipamento utilizado para dosar o Q260 por 
CLAE/UV constituiu-se de um cromatógrafo 
WATERS modelo M-45 de pistão simples, com 
injeção manual e um compartimento de 
aquecimento para a coluna, onde a temperatura 
foi mantida a 47°C. A separação foi efetuada em 
uma coluna WATERS/NOVA-PAK® Cl8/4pm 
(3,9x150 mm). Como fase móvel foi utilizada uma 
solução de tampão fosfato 10 mM mais 
acetonitrila. numa proporção de 80:20, numa 
vazão de 1,0 mL.min Nestas condições, o tempo 
de retenção para Q260 foi de aproximadamente 
3 minutos e para o padrão interno acetofenona 
de aproximadamente 8,5 minutos. A detecção foi 
feita no modo absorbância (comprimento de onda 
260nm), através de um detector WATERS 
MODELO 481. O volume de amostra injetado foi 
de 20|ll.

Análise por Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência

A quantificação de artemisinina porCLAE/ 
UV foi conduzida de acordo com o método 
proposto por Zhao & Zheng (1986), modificado 
por Delabays (1997), Este método utiliza 
inicialmente uma derivatização pré-coluna da 
artemisinina, com solução alcalina, para a 
produção do composto Q292, que é transformado 
em meio ácido para Q260. este último detectável 
na região UV (Figura 2). Aproximadamente 100 
mg de folhas finamente moídas foram extraídas 
com 5 mL de solução de extração contendo 
acetonitrila mais 0,5 mg/mL de acetofenona, 
usada como padrão interno. A extração foi feita 
em um ultradispersor por 30 segundos a 20.000 
RPM, seguida de uma centrifugação a 3200 RPM 
por 6 minutos. Para a derivatização da 
artemisinina, foram adicionadas em um tubo de 
reação, alíquotas (em duplicata) de 1,0 mL de 
cada extrato. 1,0 mL de EtOH 95% e 4,0 mL de 
solução aquosa de NaOH 0,2%. Os tubos foram 
fechados com tampas de borracha e a mistura foi

RESULTADO E DISCUSSÃO

Os coeficientes de correlação (R?) 
encontrados para os padrões de artemisinina em 
CCD/DT variaram entre 0,900 e 0,988 (Figura 3). 
sendo em média superiores a 0,950. Todavia, os 
coeficientes de correlação para CCD/DT, quando 
comparados aos encontrados para CLAE/UV. R7 
= 0,999 (Figura 4), foram menores e mostraram 
maior variação, apresentando uma menor 
lineandade que a técnica CLAE/UV. Para a técnica 
CCD/DT. foi comum encontrar pontos localizados 
fora da reta na curva padrão, obrigando a 
reconfecçâo da cromatoplaca. Isto, 
provavelmente, é decorrente do fato de 
compostos como a artemisinina presentes nos 
extratos, ao serem revelados, apresentarem 
distribuição desigual da mancha ou má resolução. 
Outros fatores que podem prejudicar a utilização 
da cromatoplaca são a quantidade do revelador 
utilizado, aquecimento ou volatilizaçâo da amostra 
durante a aplicação (Woerdenbag et at., 1991; 
Lopes, 1995).
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FIGURA 3. Curva padrão para análise de artemisinina por CCD/DT.

FIGURA 4. Curva padrao para análise do derivado da artemisinina Q260 por CLAE/UV.

Conforme pode-se observar na Tabela 1, coeficiente de variação (C.V.) de 19% para o
a CCD/DT apresentou maior variação nos teores tratamento 11/20 °C,
de artemisinina que a CLAE/UV, registrando um

TABELA 1. Teores de artemisinina, expressos em percentagem da massa seca de (olhas de plantas de 
A.annua. submetidas a duas amplitudes térmicas de cultivo e analisadas por CLAE/UV e CCD/DT.

Amplitudes
térmicas

CLAE/UV CCD/DT

cv’*
(m9-g )

Artemisinina1
(mg.g‘) C.V.’%

% variação 
em relação a 

CLAE/UV
H/ao’c 6,3 11 8,5 19 + 34,9
ia/28“C 7.8*“ 13 9,9 12 + 26.9

1 Média de 09 repetições.
1 C.V/ coeficiente de variação.
’*• Significativo (p < 0,003) pelo teste t de Student
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Ainda na Tabela 1. verificamos que o 
método CCD/DT apresentou teores de artemi- 
sinina superiores àqueles encontrados para CLAE/ 
UV. aumentando em 34,9% para o tratamento 11/ 
20°C e 26,9% para 18/28°C. Isso deve-se. 
provavelmente, à interferência de outros 
compostos presentes no extrato de A.annua 
(Charles et a/.t 1990; Ferreira. 1994; Geldre et 
al., 1997). levando a uma superestimação dos 
teores de artemisinina. Esses resultados 
contrariam os encontrados por Delabays et al. 
(1994). que encontraram uma redução de 20% 
no teor de artemisinina detectada através de CCD/ 
DT quando comparada com CLAE/EQ.

Essas diferenças podem ser atribuídas às 
diversas operações manuais realizadas no método 
CCD/DT (Lopes. 1995), as quais podem gerar 
diferenças nas leituras, principalmente quando 
todas as repetições não são aplicadas em uma 
mesma cromatoplaca. Face a isto, algumas 
considerações devem ser feitas: 1 - para este 
experimento, as aplicações das amostras e 
padrões nas cromatoplacas foram feitas 
manualmente com uma microseringa. 
Dependendo do tempo de aplicação, pode ocorrer 
evaporação do solvente e consequente 
cristalização de parte da amostra na agulha da 
microseringa; 2 - durante a revelação, o revelador 
é borrifado manualmente na e a quantidade 
distribuída pode ser desigual entre placas 
diferentes ou até mesmo em cromatoplaca. uma 
única placa, interferindo na quantidade de 
artemisinina detectada na densitometria. Sendo 
assim, uma alternativa para minimizar esses 
erros, seria o uso de aplicadores automáticos (não 
disponíveis no laboratório), o que melhorana a 
reprodutibilidade das aplicações.

Portanto, pode-se concluir nas condições 
deste experimento, que o método que utiliza a 
técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 
com detecção no ultravioleta foi mais preciso para 
análises quantitativas de artemisinina. A 
sensibilidade para as técnicas CCD/DT e CLAE/ 
UV foram similares nos níveis de concentração 
estudados, sendo que a menor concentração de 
artemisinina detectada para CCD/DT foi 0,375 
pg.mL1, enquanto que para CLAE/UV foi de 0,04 
kig.ml
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