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1. Las primeras experiencias relativas a la emigracién, dentro de
un campo eléctrico, de particulas disueltas o en suspensién, fueron
hechas por Quincke en el afio 1861. Unos afios antes, en el 1808, Reuss
habia observado la corriente de agua que se origina a través de la ar-

cilla (electro-6smosis},asi como la emigracién de ésta en sentido con-
trario (1).

Se supone que fue Lodge (2), en el afio 1886, el primero que utilizd
la gelatina provista de un indicador para medir la velocidad i6nica, y
posteriormente Whetham midi6 esas velocidades en solucién libre. Sin
embargo, fue Helmholtz quien realizb los estudios mis importantes al
respecto en el periodo 1879-1888.

Kendall (3) efectué la separacién de las tierras raras por medios
electroforéticos con substratum de gel de agar. Field y Teague (4), en
el afo 1907, aprovecharon las distintas velocidades de emigracién,

dentro de un campo eléctrico, para separar la toxina y la antitoxina dif-
téricas.

Tiselius, en el afio 1925, dio un impulso grande a los estudios elec-
troforéticos al asociar las mezclas ‘de sustancias a una solucién tampén,
colocadas ambas en un tubo en forma de U de Nerst (5), con lo que
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consiguid controlar la movilidad de las proteinas que constituian la
mezcla gracias a lds diferencias de refrangibilidad de las distintas zo-
nas. listos estudios de Tiselius fueron desarrcllados posteriormente
por Thovert-Svensson (6) (7), Philpott (8), y por Longsworth (9). Se
hicieron nuevas aportaciones a la técnica de Tiselius cuando se inclu-
yeron los métodos interferométricos de Jamin y Michelson en el re-
gistro de los rayos luminosos.

El empleo del papel de filtro como soporte se debe a Konig (10),
quien conjuntamente con Klobusitzky (11), aislé6 un pigmento amarillo
del veneno de ciertos ofidios al utilizar como soporte electroforético el
papel de filtro.

Entre los afios 1947 y 1949 nuevos investigadores desarrollaron
independientemente diversos métodos de la técnica electroforética sobre
papel, con lo que se establecieron los principios basicos experimentales
a(in no modificados hoy-dia (12). Block, en 1948, y Bull, en 1949, su-
cesivamente realizaron valoraciones cuantitativas de las sustancias so-
metidas a electroforesis. Cremer en el 1950, y Turba en el mismo afio,
establecieron métodos de elucién para la valoracién cuantitativa de las
manchas proteinicas. I.a valoracién fotocolorimétrica directa se debe a
Gasmann en el afio 1950.

2. Los fenbémenos de disociacién iénica son los responsables de
la conductividad eléctrica de las soluciones, asi como también de las
anomalias que se presentan al determinar el descenso crioscépico o la
elevacién del punto de ebullicién de las mismas. Cuando una corriente
eléctrica circula por un circuito resulta que el potencial aplicado es
directamente proporcional a la intensidad de dicha corriente

E
~

siendo E el potencial medido en voltios, I la intensidad en amperios,
vy R la resistencia del circuito medida en ohmios.

En medidas cuantitativas se utiliza la resistencia especifica o resis-
tividad, que es la resistencia de un conductor de 1 cm. de longitud y
1 cm? de seccién.

Se emplea también, en las medidas de la conduccién eléctrica por
parte de las soluciones, la conductividad especifica, que viene dada por
la expresién



Ars PHAMMACEUTICA 65

A= kv

siendo v el volumen de la solucién en que estd contenido un equiva-
lente gramo.

L.as medidas de conductividad se efectian empleando corriente al-
terna, para evitar los fenémenos de polarizacién, v la solucién se coloca
en una vasija que posee electrodos de platino platinado. Para cada
vasija en particular se establece experimentalmente un factor de co-
rreccién que se denomina usualmente constante de la vasija, y que se
puede ficilmente determinar midiendo con ella las conductividades, de
soluciones N/10 de CIK, conductividades que han sido calculadas por
diversos autores y que vienen expresadas en cualquier agenda quimica.

Muchas de las propiedades de los iones, en cuanto a la conducti-
vidad de las soluciones se refiere, son de gran interés para poder expli-
car los fenémenos de electroforesis sobre papel.

I.a conductividad, debida a los iones contenidos por la solucién, va-

ria muy apreciablemente con la temperatura. En la tabla adjunta puede
apreciarse que para soluciones N/10 de CIK el valor de la conductivi-

dad a 0 viene a ser un 50% de la que corresponde a 25° C

Conductividad de la solucién N/10 de CIK

Temperaluras Conductividades
0 0,007129
10° 0,009316
18° 0,011163
257 0,012852

Cuando se miden las conductividades especificas a distintas dilu-
ciones se encuentra un aumento progresivo de la conductividad equi-
valente conforme la dilueién aumenta, siendo miximo ese incremento
para la dilucién infinita,

El grado de disociacién del electrélito, «, puede conocerse, para
una determinada concentracién, mediante la férmula

a = lw
en la que ) representa la conductividad equivalente de la solucién,
y Mw la correspondiente a dilucién infinita.

Para el caso de una solucién N/10 de CIK resulta que la conducti-
vidad especifica a 18° C es 0,0112, la conductividad equivalente 112 y
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el grado de disociacién aparente 0,862, ya que la conductividad equi-
valente a dilucién infinita vale 129,9. Resulta, por tanto, que el CIK,
en solucién N/10 se encuentra disociado tan sélo en un 86%.

Esta incompleta disociacién en soluciones concentradas ha sido
estudiada por Debye y Hiickel, y también por Onsager, quienes ex-
plican el fenémeno admitiendo que alrededor de cada ién se forma la
llamada atmésfera iénica, integrada por iones de carga opuesta al cen-
tral, resultando como consecuencia que los iones quedan frenados en
su movimiento por los que constituyen su correspondiente atmobsfera
i6nica. Los trabajos de electroforesis sobre papel confirman muchos
de estos resultados.

Segfin se puso de manifiesto por Kohlrausch la conductividad equi-
valente a dilucién infinita, A » ,resulta ser, para una sal, la suma de
las conductividades equivalentes de los iones. Asi tenemos que

Diferencias debidas a la dis-
tinta velocidad del K+ y Na+

Lo (CIK) 130,01 L e (CINa) 108,99

L % (NOSK) 126,5 L\ » (NO,Na) 105,33 At

21,17

Diferencias debidas a
las distintas velocida- 3,6 3,66
des de Cl — y NO;—

En consecuencia, resulta que las movilidades de los iones pueden
ser conocidas a partir de las conductividades equivalentes a dilucién
infinita de las sales en que intervengan dichos iones. Asi se ha podido
comprobar que los iones de igual carga difieren poco en su movilidad,
siendo en los monovalentes aproximadamente la mitad que en los i-
valentes.

A partir de las concentraciones de la solucién en las proximidades
de los electrodos y en las partes alejadas de los mismos puede estable-
cerse otro concepto interesante conocido por nilmero de lransporte.

Caida de concentracién alrededor del cdtodo (o 4dnodo)

T Caida de concentracién alrededor del cdtodo y 4nodo

Nimero de transporte

La velocidad de un i6n se expresa en tanto por ciento de la corrien-
te transportada por ambos iones. El CIK, NO,NH,, CINH, y NO,K
son sales que tienen aproximadamente igunal velocidad.
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Independientemente de la atmésfera idnica de Debye y Hiickel
existen otros hechos que significan una reduccién de la movilidad de
los iones. Tal es el caso de la formacién de complejos metélicos, los
cuales poseen una carga relativamente alta en un volumen ibnico pe-
quefio. En soluciones de CIH no puede existir libre el catién Fe+++,
pero en soluciones débiles aparecen, FeOH++ y Fe(OH),* como formas
del hierro trivalente, y a altas concentraciones de CIH hay una tran-
sicion gradual de complejos clorhidricos.

L[]
FeCl++ 2 FeClT 2> Fell; < FeCly

tal como se ha podido comprobar por estudios espectroquimicos y de
equilibrio.

Otro es el caso de los 4cidos y bases débiles, en los que existiran
dos partes, una disociada y otra sin disociar, influyendo esta altima
sobre la movilidad de la primera. Lia relacién que hay entre el pH del
electrdlito y la constante de disociacién viene dada por la ecuacién de
Henderson-Hasselbach

[disociada]

pH = pK + log
[sin disociar]

También es digno de tenerse en cuenta el caso de los aminoacidos.
Estos son cuerpos que poseen grupos ionizables de caricter 4cido y
basico, y que presentan un movimiento catiénico y otro anidnico, de
acuerdo con el pH del electrolito. El pH para el que el aminoacido no
presenta carga se llama punto isoeléctrico. En estos aminoacidos el
movimiento catiénico corresponde al i6n mas basico, y el anidnico al
méis 4cido. No existird posibilidad de separacién de dos sustancias de
la misma movilidad y de la misma constante de disociacién, por lo me-
nos teéricamente, a no ser por la distinta adsorcién que presenten frente
al papel electroforético.

Estas consideraciones han sido desarrolladas mateméiticamente por
Consden, Cordon y Martin (13), para el caso de los acidos débiles o de
otros electrdlitos. Sean dos acidos, AH y BH, con constantes de di-
sociacién Ka y Kb y movilidades iénicas Ua y Ub (14)

un [A] Us Ka
* T Tau] +1a-] T [H+] +ka

U




68 Jesus Trmomas Govmz

y la diferencia de movilidades

Ua Ka up Kp
H+t] 4-Ka [H+] + Kb

Ua—-Ub=[

E_sta diferencia es maxima cuando

—]/K e ]/ Ka
ub Kb
e Vua Ka

2 “up” Kb+ %

_]/ va _ ]/ Ka
pKa + pKp ub Kp
log.

obientpH = ——mmm —

2
l_VUaKa
up Kb

(Ht) = VKa Kp

En el supuesto de que Ka sea mayor que Kb, (pKa < pKb), v
a excepcién de que Ka/Kb esté comprendido entre los valores u, [up
y Ub/Ua,al emplear un pH 6ptimo adecuado, la maxima diferencia de

movilidad viene dada por
ol ‘l / ua Ka *a
o ( ua Kp "% )

U.—Ub]=

Ka
'E; — 1

Otro es el caso de las particulas coloidales dotadas de carga eléc-
trica. Las moléculas coloidales, tales como las proteinas y las mu-
cinas, poseen numerosos grupos aminos y carboxilos, determinantes
de una densidad de carga neta que motiva la emigracién de la molécu-
la de proteina en una direccién y con una velocidad que dependen del
signo y de la magnitud de la densidad de carga. L.a carga no es fija,
sino que a su vez depende del pH y de la fuerza iénica del disolvente.
Ademaés, la particula esti constantemente cediendo o tomando carygas,
de manera que durante un instante la carga de la particula es un mfl-
tiplo entero de la carga idnica y en un tiempo medio es una fraccién
de la misma. La introduccién de particulas coloidales en electrélitos
homogéneos motivard una redistribucién de los iones. Si se supone que
la particula es esférica y que lleva una carga negativa surgiri una con-
centracién de los iones positivos en la regién que rodea la particula, de
manera que la carga total sea cero. Helmholtz supone que estos iones
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positivos se concentran en una capa, a una distancia definida de la
superficie de la particula, apareciendo una diferencia de potencial entre
esta superficie y la de la capa. lL.as consideraciones de Debye y
Hiickel relativas a la atmoésfera i6nica se pueden hacer extensivas al
caso de las particulas coloidales, pero como éstas son de superior ta-
mafio, la atmésfera i6nica serd mayor, con una gran concentracién
ipnica. Es la conocida por capa iénica doble. Esta particula coloidal con
su capa i6nica doble forma una unidad electrocinética, v el movimien-
to del coloide depender4 de la carga de esa unidad, y no de las cargas
de superficie de dicha particula. I.a carga de las particulas coloidales
se expresa generalmente en una unidad llamada potencial zeta, que
se define por el trabajo necesario para llevar la unidad de carga desde
la superficie al infinito.

I.a densidad de carga de la atmésfera idnica decrece ripidamente
cerca de la superficie, y se aproxima asint6ticamente a cero a una dis-
tancia infinita de ella. Se puede medir cuantitativamente el potencial
en un punto determinado de la atmdsfera i6nica. I.a diferencia de po-
tencial entre la particula de radio r, y la capa de Helmholz de radio r,,
es la siguiente :

vl_v3=f’= A a1
J rn, Drny Dry r,

siendo Q la carga de la particula, y D la constante dieléctrica.

Refiriéndonos ahora a un tipo general de particula, admitamos que
posee una carga (Q, v que se encuentra dentro de un campo de inten-
sidad X. La fuerza gue obra sobre la particula es Q.X. Esta particula
se movera dentro del campo en una direccién determinada, v hasta
tanto la fuerza de friccién del medio, o viscosidad, termine nor fre-
narla

Q.X = 6xnav

siendo 7 el coeficiente de viscosidad, a el radio, v v la velocidad.

Further introduce el concepto de movilidad

Q

b
u=x= 6'[7]'-

Esta movilidad est4 determinada por el tamafio de la particula y por
su carga, y es independiente de la forma (15).
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Alexander y Johnson establecen ecuaciones parecidas a las ante-
riores, pero hacen variar el coeficiente 6 por 4 6 8, seglin las particulas.

Al modificarse el pH se modifica la carga de la particula, Q, ¥y
varfa la movilidad de la misma. Si se cambia la fuerza ibnica del elec-
trélito se altera también el valor de d. o espesor de la capa i16nica en el
sentido de que al aumentar la primera se reduce la segunda, y al mismo
tiempo disminuye el potencial zeta. La relacién entre este {iltimo y la
fuerza idnica, a 25°C, es la que sigue:

473 1
D 0,33. 10f ]/_1;‘

Potencial zeta =

en donde o representa el valor de la carga eléctrica de la superficie
de la particula, D la constante dieléctrica, v p la fuerza idnica. el
potencial zeta es proporcional a la movilidad

K.axo y 1
D 0,33 IOSVT

y por ello podemos conseguir que la movilidad aumente al disminuir
la fuerza iénica.

El valor de la fuerza i6énica viene dado por la expresién

r
P =5

1
et 21 ci Li
donde s representa el ntimero de iones tipo contenidos en la solucién,
¢; la concentracién, expresada en moles por litro, v Li la valencia.

En los cuerpos anfolitos, tales como los péptidos y proteinas, la
influencia del pH es decisiva en sus movilidades. Los acidos y las
bases actfian sobre el anfolito segfin el siguiente equilibrio :

M, ® 0007 BT tag R —c00 T "_; +NH, — R COOH

Si el pH corresponde al campo 4Acido, entonces el anfolito adquiere una
carga neta positiva y emigra hacia el citodo. El caso opuesto ocurre
en medio alcalino. Por otra parte, la composicién quimica del electrélito
influye también sobre la movilidad de la particula. La influencia de
los iones adsorbidos por la particula no es sblo cuantitativa sino que
también interviene la valencia, como es de esperar a partir de la fér-
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mula que nos da el valor de la fuerza i6énica. En medidas experimenta-
les, como sucede en la electroforesis sobre papel, se aconseja utilizar
iones monovalentes.

Un fenémeno interesante desde el punto de vista tebrico, y de im-
portancia decisiva en la préctica, es el que ha venido recibiendo la de-
nominacién de electroésmosis. Consiste en el movimiento del electré-
lito en un determinado sentido. Cuando las particulas coloidales se
mantienen fijas, como ocurriria en el caso de que se colocara una red
constituida por un gel o por un polimero de celulosa, entonces el li-
quido que rodea al gel se moveri para conseguir termodinimicamente
las mismas condiciones electroforéticas. Esta electroésmosis (16) viene
dada por la férmula

)
470

Vv
U,=-—i°‘=

donde u, representa la movilidad osmética,z el potencial zeta,y D la
constante dieléctrica del medio.

En el caso de las medidas electroforéticas con substratum de papel
de filtro, la electrobsmosis es una consecuencia de la carga eléctrica
negativa que adquiere el papel frente al liquido tampén. El papel re-
presenta la fase estacionaria, y el efecto se transmite a la solucién tam-
pon, que a su vez adquiere carga positiva con emigraciéon hacia el
catodo.

Para contrarrestar la electro6smosis se procura en la electroforesis
sobre papel que el liquido no sifone a través del substratum, por lo que
los dos compartimientos habran de mantenerse rigurosamente al mismo
nivel. Ademas habrin de emplearse papeles tupidos, con poca capaci-
dad de absorcién de la humedad, que eviten corrientes del liquido. Por
otra parte el papel se le puede proveer de carga positiva, de igual signo,
por tanto, que la solucién.

Como consecuencia del paso de la corriente a través de la solucién
tampdn, se produce una evaporacién del solvente de la misma, fend-
meno que resulta también de gran importancia practica, ya que origina
una cierta corriente liquida. Macheboeuff (17) pone de manifiesto que
si la tira de papel se suspende libremente, la evaporacién es mayor en
la extremidad sumergida en la solucién tampdn, decrece hacia la parte
media, y es nula en la parte suspendida. Estos hechos motivan una
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corriente de liquido en el sentido del punto de maxima evaporacién al
punto de evaporacién nula. Si se coloca una particula, sin electrdlito,
sobre el papel electroforético, sucede que emigra en virtud de la co-
rriente motivada por la evaporacién del liquido, y se traslada hasta una
zona un poco anterior al punto de evaporacién nula. Esa zona ha sido
llamada linea de flujo nulo. De acuerdo con lo expuesto una particula
emigrard el 4nodo con una velocidad que serid la diferencia entre la
movilidad de la particula y la suma de los efectos electrosmético y de
evaporacién del disolvente

v

e (e + E)

L.a particula se detendri en el punto en que ¢ sea igual a (e + E).
Con este fundamento Macheboeuff estableci6 una técnica conocida por
elecirorreoforesis (18), eu la que la zona alcanzada por la particula es
independiente del punto de partida.

Kunkel v Tiselius (19) trabajaron en la separacién de proteinas
séricas, a un pH = 8,8, empleando tampones barbitiiricos de fuerza
i6nica 0,1, y atribuyeron el movimiento electrosmético a las cargas
negativas del papel de filtro. Este contiene grupos COOH, que para
el pH = 8,8 se encuentran muy ionizados. Para medir el movimiento
electrosmético colocaron en el papel una mancha de dextrano, polisa-
carido neutro que se tifie igual que las proteinas, con el azul de bro-
mofenol. Se hizo notar que en los papeles gruesos y espesos la emi-
gracién del dextrano era superior que en los finos.

I.a emigracién de una proteina especifica, por ejemplo la albiimina,
se calcula por la fé6rmula

dalb + ddex

— ualb = Ft

donde d es la distancia recorrida, F la intensidad del campo, y t el
tiempo.

El movimiento electrosomotico se calcula por :

ddex
F.t

uel =
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v dividiendo

ddex uel
dalb 4 ddex — ~ ualb
uel ddex

l.a relacién no deben wvariar con la distancia

valb Y  Tdaib
recorrida, ni con el tiempo y valor del campo eléctrico, en aparatos en
los que se evite la sifonacién y la evaporacién del liquido, pero varia

mucho con la carga y porosidad del papel.

Estos hechos se han confirmado empleando distintas clases de pa-
peles, como papeles Munktell 20, papel Ford, y papel suave espeso

Otro aspecto de la electroforesis sobre papel es el concerniente a la
determinacién de la velocidad de los iones. Hemos dicho anteriormente

que la movilidad de los iones viene dada por u = ; ,siendo v la

velocidad y X el campo eléctrico aplicado.

Llevando ésto a la electroforesis sobre papel.

en la que d es la distancia recorrida, V el voltaje, 1 longitud de la tira,
y t el tiempo. También puede tomar esta otra expresién siendo q la

seccién transversal del 4rea del papel, K la conductividad, i la inten-
sidad de la corriente, y t el tiempo.

Sin embargo, estas dos ecuaciones no pueden aplicarse al movimien-
to en el interior del papel, puesto que d es la longitud sobre el papel,
v ese valor no coresponde al trayecto real que la particula recorre a lo
largo de los canaliculos del papel en su red fibrosa, ni tampoco 1 es la
longitud total del papel por razones anilogas a la anterior.

\

Una particula en solucién libre emigra una distancia d = u. t.

- 4 rd ] v
y sobre el papel la emigracion sera d’ = u. t. ——
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A partir de estas igualdades, de I’ = 1 (I'/1) y de 4’ =d (I'/1) se

Tu.“tz%iy d = u t.v/l. (I°/1)2.

podra escribir: d. I'/1 =
Teniendo en cuenta que en solucién libre la particula emigra una

; : ti
distancia d = —r
qK

en el papel serd d’ = q“:iK siendo ga el area de una seccién del mismo
uti uti :
d' = d. (') d'”l=q_a_l? d = =K - (11

Las expresiones obtenidas para las distancias recorridas en el papel
difieren de las correspondientes a la alectroforesis libre en el término
1/’ que representa un factor de correccién para calcular la movilidad
en el papel.

Este factor se puede calcular también utilizando esta otra expre-
siéon : I’ = Rqa K, siendo R la resistencia de la tira.

El empleo de papel de filtro en la electroforesis de las sustancias
implica una determinada adsorcién de éstas por parte de aquél. La ad-
sorcibn ha sido estudiada por muchos métodos, especialmente en el
caso de las proteinas. Michl (20) aplica proteinas a distintas clases de
papel, y encuentra una adsorcién muy variable de unas muestras co-
merciales a otras.

En un trabajo de Kunkel y Tiselius, y en un posterior trabajo de
Kunkel (21) se describen tres métodos para investigar la adsorcién
por parte del papel: a) La sustancia se hace discurrir a lo largo de
éste mediante liquido fluyente (tal como en el desarrollo cromatogri-
fico), y la mancha formada con aspecto de cometa ilustra acerca de la
adsorcién en las condiciones utilizadas. b) La electroforesis bidimen-
sional pone de manifiesto a algunos materiales que no discurren en
forma de mancha redondeada sobre el papel, sino como trazas, emplean-
do el buffer en las dos direcciones. ¢) Las bandas electroforéticas se
colocan primero en una direccién, y luego por inversién de la corriente
retornan al punto de partida.

Algunas huellas que quedan remanentes son debidas a la adsorcién
por el papel, lo que es considerado por Kunkel como una limitacién
a los métodos electroforéticos sobre papel. Por el contrario, se cono-
cen muchas sustancias que no dejan rastro en su emigracién. Es el
caso de las experiencias hechas con razas radioactivas de determinados
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lones, alcaloides sensibles a la luz ultravioleta, ciertos péptidos y ami-
noicidos, ete., que se han evidenciado en forma de mancha redondeada,
sin efecto de cometa. ¢

Desde un punto de vista practico la adsorcién no interfiere los re-
sultados, pues normalmente se recurre a métodos standard, como es el
caso de las medidas que usualmente se hacen con proteinas séricas.
Sin embargo, no ocurre asi en el caso del examen y anilisis de mezclas
de proteinas desconocidas, en las que existe la posibilidad de interfe-
rencias, pues suelen ponerse de manifiesto separaciones aparentes cuan-
do en realidad puede tratarse de adsorciones diferentes por el papel a
pesar de tener velocidades idénticas.

3. Son numerosos los cstudios realizados sobre el comportamien-
to de los alcaloides en su desplazamiento electroforético sobre papel.

Todos los alcaloides se comportan como cationes a pH 4cido, mien-
tras que en medio neutro o béisico se pueden comportar como aniones,
como consecuencia de ciertas funciones, tales como los grupos oxhidri-
los, lacténicos, hidrégenos 4cidos, etc.

La separacién de los alcaloides se ha realizado a pH diferentes para
valores también distintos de pK, pero puede también efectuarse para
alcaloides de pK préximos y velocidades miximas de desplazamiento
diferentes.

La movilidad de un alcaloide no depende sblo del pH del medio y
del campo eléctrico aplicado, sino también del flujo electroosmético, de
la fuerza i6nica, y de la corriente del liquido desde la extremidad hacia
el centro del papel, consecuencia ésta de la evaporacién debida al efecto
Joule (22).

Las experiencias electroforéticas se han aplicado tanto a mezclas
de alcaloides puros, como a la separacién de éstos de las drogas que
los contienen.

Deckers y Schreiber (23) separan la escopolamina y la hiosciamina
empleando tampén boratado N/5, a pH = 8,6, durante dos horas, y la
brucina y estricnina con tampbn de 4cido citrico a pH 3,5, y revelan
con el reactivo de Dragendorff. También estos mismos autores utili-
zan la técnica de electroforesis continua para la separacién de la esco-
polamina y hiosciamina, operando a 60 voltios, con tampén veronal,
pH 8,6, durante 40 horas.

Schelz y Hagedorn (24) separan alcaloides de extractos vegetales,
operando a 110 voltios, con disolucién de NaOH N/10, durante tres
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horas. En sus investigaciones utilizan las siguientes tinturas: Aescu-
lus, Abies, Nigra, Apocynum, Bactisia, Cactus, Abrotanus, Allium,
Aloe, Frangula, Hydrastris, revelando las manchas de alcaloides a ia
luz ultravioleta. Las tinturas que contienen alcaloides como la de
Berberis y Quina, las estudian en medio 4cido. La disociacién de la
cafeina-quinina la hacen con disolucién electrolitica de sulffirico N/10,
y el revelado con solucién de I, N/50.

Burna (25) examina numerosos alcaloides a distintos pH, sin ob-
tener resultados del todo concluyentes. Segin este autor las discrepan-
cias que parecen presentarse en la electroforesis sobre papel de los al-
caloides hacen necesario la reunién de los mismos en diversos grupos,
anilogos por su comportamiento electroforético, si bien ni atin en los
incluidos en el mismo grupos se consigue la separacién en condiciones
idénticas. El método empleado por este autor es el de Cramer, y revela
con luz ultravioleta de 2537 Anstrong. De este modo, por fluorescencia,
detecta alcaloides como la quinina, quinidina, cinconidina, y pavave-
rina. En otros, utiliza la técnica, por él descrita, de Holiday y Johnson.
Las muestras las disuelve en sulffirico N/10. Como solucién tampén
emplea citrico-fosfato, y corriente de 220 voltios. Para pH comprendido
entre 2 y 10, dice el autor que todos los alcaloides se mueven hacia el
electrodo negativo, de acuerdo con su caricter bisico. Para pH béasicos
encuentra mas de una mancha para cada alcaloide, que las atribuye a
la formacién de bases libres, sales disociadas y no disociadas, etc. Al
incrementar el pH encuentra que la movilidad del alcaloide empieza a
disminuir, siendo este hecho muy apreciable en los alcaloides de la
quina, y menos en los del opio y strycnos. De los cinco alcaloides del
opio que ha estudiado, son la narcotina y la narceina los que menos
movilidad poseen. S6lo consigue la separacién de la papaverina a un
pH 8, debido a su pequefia solubilidad en los 4lcalis. En términos
generales afirma que los alcaloides de las quinas se desplazan més fa-
cilmente en medio 4cido que los del opio y strycnos.

T. Kariyone, J. Hashimoto, I. Mori y M. Kimura (26) realizan una
investigacién intensa con alcaloides comunes, y obtienen diversas se-
paraciones en distintas condiciones de experimentacién. Para ello em-
plean tampén de 4icido acético 5 N, a 750 voltios y 0,5 mA/cm. duran-
te dos horas.

Marini y Lederer (27) estudian los alcaloides del curare y los de-
rivados del Strycnos Trinerva. El revelado de las manchas lo hacen
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con sulfato cérico o con luz ultravioleta, y como solucién tampdn acido
acético 5 N o boérax al 2%, a 300 voltios, y durante una hora.

Graf y List (28) consiguen la separacién de la morfina y chelidonia.
Paris y IFaugueras (29) operan con el aparato de Machebouel y papel
Arches n.” 301, a la temperatura de 20°C, a 10 voltios/cm. y 0,5
mA/cm. Como finica variable modifican el tiempo, en relacién a la
temperatura del electrélito. Consideran que los 4cidos minerales y sus
sales no constituyen soluciones tampén adecuadas, ya que producen
ripidamente una variacién del pH a nivel del papel. Hablan a favor
de los 4cidos orginicos, acético y férmico, y de las soluciones consti-
tuidas por veronal sédico o fosfatos, que poseen gran estabilidad tal
como se pone de manifiesto al invertir el sentido de la corriente. En
la mayoria de sus trabajos utilizan solucién 2N de 4cido férmico,
pH 1,5, en el que afirman que los alcaloides se encuentran disociados
en sus formas simples. Por otra parte consideran que este acido es
facilmente volatizado y se elimina al secar la banda, no interfiriendo el
revelado de la mancha. En otras ocasiones cambian el pH, como es
el caso de la separacién de la lupanina, lupinina y cistina, que al pH
anterior dan una mancha comfin para los tres, lo que evitan a pH=8,6.
Utilizan pipetas de 25 mm.®, graduadas en fracciones de 2,5 mm.?, y
colocan una gota en la linea media del papel, que resulta a concentra-
cién de 0,05 y 0,5%. Para el revelado de la mancha utilizan el método
de Dragendorff (5 grs. de carbonato de bismuto, 50 c.c. de agua, 10 c.c.
de CIH puro. Afiadir 25 grs. de IK, y comprobar a 100 c.c. con ague
destilada). En el momento de su empleo se diluye la solucién a 1/25
con CIH N/10. Este método lo consideran sélo fitil para las investi-
gaciones cualitativas, ya que para las cuantitativas las manchas son
débiles para las medidas fotocolorimétricas, y demis resultan de dis-
tinto color para cada alcaloide. También emplean el revelado con iodo,
y tratamiento posterior con almidén una vez eliminado el exceso de
aquél. El iodo lo emplean en solucién cloroférmica al 1%. Para que no
se destruya la coloracién afiaden al almidén un estabilizador, 4cido sa-
licflico en medio 4cido. Después de la desecacién de la banda y elimi-
nacién del iodo en exceso, la empapan con el siguiente reactivo: almi-
dén de trigo, 2 grs., agua, 200 c.c., y hierven durante 10 minutos afia-
diendo 0,30 grs. de a. salicilico. Después de enfriar afiaden en el mo-
mento de su empleo 0,50 c.c. de IK al 1% y 1 c.c. de CIH puro.

Siguiendo este método han estudiado diversos 6rgancs vegetales de
los géneros Anagyris, Cytius, Genista, Lupinus, Sarathamnus, Spar-
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tium y Ulex, haciendo las experiencias comparativamente con alcaloi-
des puros. Toman arbitrariamente como unidad de desolazamiento el
correspondiente a la esparteina. En el Sarathamnus scoparius y Ge-
nista purpfirea encuentran que los alcaloides del fruto maduro son dis-
tintos a los de los tallos y flores. En la maduracién encuentran un pro-
ceso de transformacién de la esparteina en lupanina.

Marini v Bettolo y Coch Frugoni (30) ha nrealizado un extenso es-
tudio con unos 70 alcaloides contenidos en extractos, empleando para
cllo un voltaje de 10 voltios/cm. durante hora y media, y utilizan el
tampdn de Britton a distintos pH y diferentes fuerzas ibnicas, prepa-
rado segfin las tablas de Coch-Frugoni (31).

Gormann y Salisbury (32) estudian la emigracién de la brucina y
estricnina en célula electroforética, empleando pH comprendidos entre
5 y 6, cuya influencia observan, asi como la relacién entre la presencia
del anién acompanante al alcaloide, y la movilidad del mismo.

RESUMEN

Se hace una reacia inicial de la evolucién de los métodos electroforéticos sobre pa-
rel. Se revisan los principios fisico-quimicos del método, conductividades eléctricas de
clectrolitos débiles y fuertes, aminodcidos y particulas coloidales, en funcién de su densi-
dad de carga, asi como la influencia del pH del medio sobre el desplazamiento dentro del
campo eléctrico. Se estudian también el comportamiento de los alcaloides, y las técnicas

vtilizadas par su separacién e identificacién.

ZUSAMENFASSUNG

Man beginnt mii einem Berichte iiber die gesichtliche Entwicklung der papierelck-
trophoretischen Methoden. Es folgen die physiko-chemische Grundzitze des Methodles,
elektrischen Leitungs(ihigkeiten der schwachen und starken Electrolyten, Amino-siizren
und Kolloidallen Partikeln in Verbindung mit ihren elecktrichen Dichte, Ladung sowie
die Einfliissung des pH der Umgebung oder iiber die Verschiebung im elektrischen Feld.
Es werden auch das Verhallen der Alkaloiden und die gebrauchten Techniken fiir ihre

esperimentalle Festellung und Abtrennung studieren.
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RESUME

On y rait une compilation initiale de I'évolution des méthodes electrapharétiques
sur papier. On révise aussi les principes phisic-chimiques de la méthod, conductibilites
electriques d’eléctroles faibles et forts, amino-acides et paticules eouoidaux, en fonetion de
ieur densité et charg: aussi bienque I'influence de pH du milieu sur de déplacement dans
le champ électriques. On fait aussi une étude sur le comportement des alcaloides es .es

techniques utilises peur leur identification et séparation expcrimentale.

BIBLIOGRAFIA

1. Dan H. Moorr Physical Methods of Organic Chemistry. Col. 1, Part. 11, pag. 1.686
2. 0. Looce, Brit. Assie. Reports. 39 (1886).

3. J. Kenoarn v J. F. WHitE, Proe. Nat. Acad. Sci. Wash. 10,458 (1924).

4. G. Fiewp y S. Teacug, J. Exp. Med., 9, 86, 225 (1907).

5. TiseLivs, Trns. Faraday Soe. 33, 524 (1937).

6. 7. J. Tuoverr, Ann. Physik. 2, 369 (1914) y H. Svenson, Koll. Z. 87, 181 (1932).
96, 141 (1940).

8. J. St. Puirrorr. Natura, 41, 283 (1938).

9. L. LoneswortH, Ann. N. Y. Acad. Seci. 39, 105 (1939)

10. P. Konic, Actats 111 Congr. Sud-Americ. Quimica, 2, 334 (1937).

11. D. vox Kresusitzey y P. Konic. Arch. exp. Pathot Pharmakol. 192, 271 (1939).
12. Hauvcarp y Kroner, 1948. Wieland, 1948. Durrum, 1949, Garrison, 1949.

13. R. Conspen, A. H. Goroon, and R. J. P. MarTIN, Biochem. J. 40, 33 (1946).

14. R. J. Brock. E. L. Durrum, G Zweic. A. Manual of Paper Cromatography and
laper Electrophoresis. N. Y. 1955, pag. 340.

15 H. A. Asramson. J. Phys. Chem. 35. 289 (1931).
16. A. E. ELexaxper and P. Jounson, Colloid, Scienc. Oxford (1949).

17. M. Macuepeeurr, P. Resevrotte, J. Dusert y M. Brumier. Bulle Soc. Chim
fiiol. 35, 334 (1953).




8o

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

Jesus Tromas Gomez

M. Macuesoeurr, Chem. Weckbland, 49, 237 (1953).

H. KunkerL y A, Tiseuius, J. Gen. Physiol. 35, 89 (1951).

H. Micu, Monatsh, 83, 210 (1952).

H. Kunkel, Methods of Biochemical Analysis, New York (1954).
M. Berroro v J. A, Cocn Frueni, Gaz. Chim. Ttal. 86, 1325 (1956).
W. Deckers y J. ScureiBer, Naturwiss, 40, 553 (1953).

E. Scnorz y P. Hacevorn, Dstch. Apoth. Z. 3, 81 (1953).

D. Burn~a, Naturwiss, 41, 19 (1954).

T. Karnvose, H. Hasaimoro, 1. Mort y M. Kimura, J. PHARM. Soc. Japan,

73, 805 (1953).

27.
28.
29,
30.
31.
32,

G. B. Marini-Berroro y M. Leperer, Natura, 174, 133 (1954).

E. Grar y D. P. H. Lisr, Arzneimittelforsch, 1, 150 (1954).

M. M. Paris y G. Faucueras, Ann. pharm. frane. 13. 359 (1955).

G. B. Marini Berroro, y Juan A, Cocn Frucoxi, Gaz, Chim, 7, 329 (1957).
J. A. Coca Fruconi, Gaz. Chim. Ital. 87, 403 (1957).

W. G. Gormann y R. Savisury, Journ. Am. Pharm. Assoc. 46, 476 (1957).



	Binder3.pdf
	Binder2.pdf
	Ars Pharm 1(1)_63-80.pdf
	img181

	img182

	img183



