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DETERMINACION DE AZADIRACHTINA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.
(HPLC) EN SEMILLAS DE ARBOL DE NEEM (A. indica)

CULTIVADAS EN COLOMBIA.

DETERMINATION OF AZADIRACHTIN BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY. (HPLC) IN SEED OF TREE NEEM (A. indica) CULTIVATED
IN COLOMBIA.
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RESUMEN

El presente trabajo desarrollo un método especifico para la determinacion de azadirachtina
por cromatografia liquida en semillas de Neem provenientes de Girardot (Cundinamarca).
Para la obtencién de la muestra se utilizo una extraccién metandlica a temperatura
ambiente seguido por una extraccion liquido — liquido con diclorometano. El ensayo se
realiz6 bajo condiciones de gradiente, utilizando como fase mdvil agua — acetonitrilo en
una columna C-18, a un de flujo de 1ml/min, usando un detector de arreglo de diodos a una
longitud de onda de 214 nm. La curva de calibracién mostr6 ser lineal en concentraciones
de 8.75 a 100 ppm.
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SUMMARY

A specific method was developed for the azadirachtin determination by high performance
liquid chromatography in Neem seeds from Girardot (Cundinamarca). The sample were
obtained by methanol extraction at room temperature, following by an liquid- liquid
extraction with dichloromethane. The azadiracthin determination was carried out using
water—acetonitrile mobile phase in a column C-18, at a flow rate of 1ml/min and a diode -
array detector at a wavelength of 214 nm. The calibration curve showed to be lineal in
concentrations from 8.75 to 100 ppm.
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INTRODUCCION

Eiibol de N eem, Azadirachta indica A. Juss
ha despertado gran interés en el control biolégi-
co de plagas como insecticida natural ', cerca de
300 compuestos han sido aislados y caracteriza-
dos %, uno de estos, la azadirachtina, que se pre-
senta en la figura 1, es un tetranortriterpenoide,
considerado como el mis importante principio
activo causante de varios efectos en las plagas,
siendo un regulador de crecimiento de los in-
sectos, bloqueando la biosintesis de la ecdysona
’, que es una hormona que controla los cam-
bios fisioldgicos en el insecto. En Colombia se
ha venido cultivando este arbol con fines de re-
forestacion y se ha utilizado el extracto de las
semillas por su efecto insecticida *'. Debido al
crecimiento en la utilizacién de estos productos
naturales, se genera la necesidad de un control
de calidad, que lleven a la identificacién y valo-
racién de los principales metabolitos responsa-
bles del efecto plaguicida, lo cual nos permitié
desarrollar un método para la determinacién que
sea alternativo a los propuestos ", con las
caracteristicas de rapidez, especificidad y adecua-
do para el alcance de nuestros recursos. En el
presente trabajo se describe y propone un mé-
todo alternativo que muestra ventajas como la
rapidez, mejor separacién, mayor simetria en-
tre los picos y reproducibilidad.

Figura 1. Estructura de la azadirachtina
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PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIALES

Se utilizé estindar de azadirachtina
Chemservice (referencia NEAT ps2075). Semi-
lla de Neem proveniente de la localidad de
Girardot — Colombia, acetonitrilo grado HPLC
de EM science, metanol, diclorometano, éter de
petréleo y sulfato de sodio merck, agua grado
HPLC obtenida de un equipo de purificacién
por 6smosis inversa UAT (Technologies Inc.).

2.2. INSTRUMENTACION

Los anilisis por HPLC se realizaron en un
cromatégrafo liquido marca GILSON equipa-
do con un automuestrador 234 GILSON, una
bomba cuaternaria, un horno 831 GILSON
ajustado a 30 °C, detector de arreglo de diodos
UV visible (longitud de onda utilizadas 214nm).
Se analizaron los datos con el software
UNIPOINT® versién 1.71. La separacién se
realiz6 con una columna Waters Spherisorb®
4.6 x 150 mm (5 um).

2.3. CONDICIONES
CROMATOGRAFICAS

Como fase mévil se dispone un gradiente con
fase inicial agua 70 % - acetonitrilo 30 %; y des-
pués de 25 minutos la fase cambia a agua 10% -
acetonitrilo 90%, con el fin de obtener una bue-
na separacién y resolucién de los picos. Un vo-
lumen de inyeccién de 100 uL. Con un tiempo
de corrido de 30 minutos que garantiza la lim-
pieza de la columna, donde la azadirachtina pre-
senta un tiempo de retencién de 9.14 minutos.
Véase figura 2.
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Figura 2. Cromatograma del estindar de azadirachtina.

2.4. PREPARACION DEL ESTANDAR DE
CALIBRACION

Se prepararon soluciones de estindar
azadirachtina a 100, 70, 35, 17.5, 8.75. ppm uti-

lizando como solvente metanol.

2.5. PREPARACION DE LA MUESTRA Y
PROCEDIMIENTO.

Se utilizé el procedimiento de extraccién
sugerido por Jianming.” Se colocaron 2g de se-
milla de Neem con 60 ml de éter de petréleo
(fraccién 50 — 60 °C) en agitacién a temperatu-
ra ambiente durante 12 horas. La muestra
desengrasada se extrajo en agitaciéon con 20 ml
de metanol cambiindolo cada 4 horas por tres
veces consecutivas. Las fracciones obtenidas
fueron evaporadas al vacio a una temperatura
de 50 °C. El extracto metandlico se disolvié en
metanol (10 ml) y agua (10 ml) seguido por la
adicién de 1ml de solucién de cloruro de sodio
al 5%. Luego se realiz6 una extraccién con éter
de petréleo para eliminar el remanente de gra-
sa. La fase polar fue extraida con diclorometano
(6 x 20 ml), como paso siguiente se secd con
sulfato de sodio, se filtro y se evaporé al vacio
para obtener un sélido amarillo, el cual se di-

solvi6 en metanol para ser inyectado en el equi-
po de HPLC.

2.6. APLICACION DEL METODO

Este método alternativo fue aplicado para la
determinacién cuantitativa del metabolito acti-
vo azadirachtina en muestras de semillas de
Neem cultivadas en Colombia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. LINEALIDAD

La curva de regresién de las dreas de los picos
versus la concentracién dié como resultado una
linea con un coeficiente de correlacién de

r=0,999747 y nivel de significancia de P= 0.0003.
Y= 156123.0x C

Donde Y es el drea y C la concentracién en
ppm (partes por millén).

El modelo lineal describe una relacién entre
la concentracién y el drea con un nivel de con-
fianza del 99% donde se observa un P-value
menor que 0.01 y un coeficiente de correlacién
que explica la variabilidad en el drea de

99.9495%. Véase tigura 3.
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Figura 3. Curva de calibracién.

2.2. CONCENTRACION EN MUESTRA

La cuantificacién de azadirachtina, analiza-
da a través del método propuesto de seis mues-
tras, se obtuvo un 0.29 (£ 0.01%) de dicho

metabolito activo en la semilla de Neem culti-
vada en Girardot —Colombia. Véase figura 4.

Figura 4. Cromatograma de la muestra.

CONCLUSIONES

El método alternativo permite una ripida
determinacion de azadirachtina en extractos de
semillas de Neem, con una buena separaciéon
de senales comparada con los encontrados en
la literatura gracias a la utilizacién de un
gradiente de concentracién en la fase movil. El
intervalo de concentracién de azadirachtina en
las muestras analizadas de semilla de Neem de
la localidad de Girardot (Colombia) es superior
si se compara con datos reportados’ en regio-
nes como Nigeria (0.15%) y Sudan (0.19%), e

inferior con la de Indonesia (0.47%), Nicara-
gua (0.47%), Togo (0.40%) e India (0.35%).
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