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tradicion mantenida en la Univer-
E S sidad de Alicante, al igual que, creo,

en todas las universidades espano-
las, incluir, como parte del solemne acto de
apertura oficial del curso académico, una lec-
cién inaugural, impartida por uno de sus pro-
fesores, responsabilidad que, en esta apertura
del curso 2004-2005, ha recaido en mi perso-
na. Estimo a este respecto conveniente, en se-
guimiento de algo que ha devenido también,
si no en tradicién, si al menos en costumbre,
recordar que la designacién del profesor a quien
se encomienda esta tarea se efectia en esta uni-
versidad atendiendo a un criterio de rotacién
de sus Facultades y Escuelas, y de antigtiedad
dentro del centro, siendo, por tanto el azar, y
no los méritos académicos de quien les habla,
la causa de mi presencia ante ustedes.

La eleccién del tema sobre el que habria
de versar esta leccién no ha sido decision to-
mada a la ligera. En universidades de rancia
tradicion, la leccién inaugural de curso —en
tiempos denominada oracidn inaugural, en
atencion a su naturaleza exclusivamente oral,
mids tarde acompanada de su edicién impre-
sa— solia ser con frecuencia de caricter
exhortativo, como, al parecer, gustaba de lla-
marla Unamuno, y tenfa como principales, y
casi tnicos, destinatarios a los estudiantes que
se aprestaban a iniciar un nuevo curso. Una
leccion de estas caracteristicas irfa encamina-
da, como senalaba el profesor Lamberto de
Echevarria en la que ¢l mismo pronunciara en
1977 en la Universidad de Salamanca, “a can-
tar las excelencias de la Sabiduria y del trabajo
intelectual, y a animar a profesores y alumnos
en orden a las tareas del nuevo curso”. En otras
ocasiones se optaba por un tema rigurosamen-
te cientifico, una leccién “expuesta con la bre-

vedad que la cortedad del tiempo y la hetero-
geneidad del auditorio exigian” [1].

El tema por mi elegido es mucho mids
proximo a la segunda de las opciones. No obs-
tante, tampoco he creido que un tema de mi
especialidad con un contenido propio, por
ejemplo, de las asignaturas de licenciatura o
doctorado, pudiese mantener el interés mas
que, a lo sumo, de los colegas de quimica
analitica u otras materias cientificas afines. Tras
estas consideraciones, mi pretension para esta
leccién no ha sido otra que llevar a cabo una
incursién, sustentada mas en datos biograficos
y hechos curiosos que en dridas disquisiciones
cientificas, a través del desarrollo que han ex-
perimentado algunas técnicas analiticas, prin-
cipalmente durante el ya pasado siglo XX. La
diversidad de las técnicas que configuran la
metodologia actual de la quimica analitica hace
imprescindible seleccionar aquéllas sobre las
que esta lecciéon ha de tratar. He querido llevar
a cabo esta seleccién con un criterio objetivo,
como me ha parecido que es la atencién que
los avances en la metodologia analitica han
merecido por parte de la comunidad cientifica
internacional, y que se ha materializado en la
concesion del galardon mas prestigiado uni-
versalmente desde el ano 1901, como sin duda
es el premio Nobel, a algunos de los cientifi-
cos que han contribuido a la creacién de prin-
cipios y métodos en la disciplina de cuya ense-
Nanza me ocupo.

En la relacién de descubrimientos cien-
tificos distinguidos por el premio Nobel de
quimica no son frecuentes las contribuciones
cientificas especificas en quimica analitica. Una
de las razones se encuentra en que muchos de
los métodos y técnicas analiticas y de separa-



cién han sido desarrollados dentro de proyec-
tos y programas de investigaciéon en campos
diversos de la ciencia, como quimica inorganica,
quimica orgdnica, bioquimica o fisiologia.

El primer cientifico distinguido con el
premio Nobel de quimica por un trabajo espe-
cifico en el campo del anilisis quimico
(microandlisis orgdnico) fue Fritz Pregl (quien,
curiosamente, no era quimico, sino médico),
en 1923. Por aquel entonces publicaba Jaroslav
Heyrovsky (un quimico fisico) sus primeros tra-
bajos sobre polarografia, por lo que serfa tam-
bién galardonado con el premio Nobel bas-
tantes anos después, en 1959. Unos aios an-
tes, en 1952, los bioquimicos Archer J. P.
Martin y Richard L. M. Synge habian recibido
conjuntamente el premio Nobel de quimica por
el descubrimiento o invencién de la
cromatografia de particion.

Ademas de los anteriormente referidos,
habria que citar otros cientificos que, aunque
no desarrollaron su trabajo con fines analiti-
cos, fueron distinguidos con el premio Nobel
de quimica por contribuciones a la ciencia que
han supuesto avances sustanciales en el desa-
rrollo de la teoria o la practica de la quimica
analitica. Tal sucede, por ejemplo, con Svante
Arrhenius, quimico sueco a quien fue conce-
dido el premio Nobel de quimica en 1903 “en
reconocimiento de los extraordinarios servicios
prestados al avance de la quimica a través de su
teoria de la disociaciéon electrolitica”, contri-
bucién que, junto con la del aleman Wilhelm
Ostwald en relacion con los principios funda-
mentales del equilibrio quimico, por la que
merecio el premio Nobel de quimica en 1909,
constituyen las bases tedricas de la quimica de
las disoluciones, presente como es sabido en
una gran variedad de técnicas de andlisis qui-
mico y de separacion. El primer cientifico nor-
teamericano que merecio la distincion del pre-
mio Nobel fue Theodor William Richards, en
1914, y lo fue en reconocimiento a sus resul-
tados en la determinacion de las masas atomi-
cas de numerosos elementos quimicos, lo que
constituyé el primen paso para el descubrimien-
to de los is6topos. Los trabajos de Richards se
basaron en el empleo sistematico de métodos
clasicos de analisis quimico. Una técnica que
se aplica desde hace décadas con fines analiti-

cos, pero que en sus inicios fue desarrollada
como medio para llevar a cabo trabajos de in-
vestigacién en otros campos, es la
espectrometria de masas, que se basa en la
medida precisa de la relacion masa/carga de
los iones formados en un gas. El primer apara-
to para llevar a cabo este tipo de medidas fue
ideado, disenado y construido por Francis
Aston (Gran Bretana) en 1919. Aston deno-
mind espectrigrafo de masas a este instrumen-
to, y lo utiliz6 para determinar las masas at6-
micas de los elementos con mayor precision
de la que hasta entonces se habia conseguido,
lo que le permitié descubrir un gran nimero
de is6topos, por lo que recibi6 el premio Nobel
de quimica en 1922. En 1926, Theodor
Svedberg (Suecia) fue distinguido con el pre-
mio Nobel de quimica por sus estudios en la
quimica de los coloides. Para conseguir la pre-
cipitacion de las particulas coloidales, Svedberg
tuvo que construir una ultracentrifuga, dise-
nada por él mismo, cuyos primeros modelos
podian trabajar por encima de las 30 000 rota-
ciones por minuto (velocidad que producia una
aceleracién varios miles de veces superior a la
de la gravedad), siendo considerado por ello el
pionero de la técnica de la ultracentrifugacion,
de reconocida utilidad en la separacién de
macromoléculas y numerosas sustancias de in-
terés bioquimico. En 1925 Svedberg habia
admitido como ayudante de investigacion al
joven quimico, también sueco, Arne Wilhelm
Kaurin Tiselius, cuyo interés se centr6 en la
separacion de proteinas mediante el uso de un
campo eléctrico, técnica denominada
electroforesis, y que estaba basada en una idea
que, aunque propuesta a finales del siglo XIX,
no habia conducido hasta entonces a resulta-
dos relevantes. Los resultados obtenidos por
Tiselius le merecieron el premio Nobel de qui-
mica en 1948, y la consideracién de padre de
la electroforesis, técnica que ha experimenta-
do un auténtico renacimiento en las Gltimas
dos décadas con el desarrollo de la denomina-
da electroforesis capilar.

Centraré, no obstante, ¢l contenido de
esta leccion en las tres técnicas especificamente
analiticas a cuyo desarrollo colaboraron los
primeros cientificos que he citado: microanlisis
elemental organico, cromatografia y analisis
polarogrifico.



Ya en el siglo XVII se sabia que las sus-
tancias orgdnicas contenian carbono e hidroé-
geno, dado que la combustion de aquéllas pro-
ducia diéxido de carbono y vapor de agua.
Ademads de los citados elementos, la mayoria
de las sustancias orgdnicas contienen oxigeno,
muchas de ellas nitrégeno y, con menor fre-
cuencia, azufre, fésforo y otros elementos.
Consecuentemente, el proceso de analizar un
compuesto organico desconocido se inicia con
la determinacién de su contenido en los ele-
mentos citados —analisis elemental— como
primer paso para el establecimiento de su for-
mula empirica. En 1923 se concede el premio
Nobel de quimica a Fritz Pregl “por su inven-
cién del método de microandlisis de las sus-
tancias organicas”, segun figura textualmente
en el acta de la Real Academia Sueca de las
Ciencias. Estrictamente hablando, Pregl no
inventé los métodos quimicos de andlisis ele-
mental orgdnico, sino que adapté métodos ya
entonces utilizados a una escala de trabajo del
orden de 100 veces mds pequenia, lo que le
permitié partir de muestras de unos pocos
miligramos.

Para comprender la evolucién del anali-
sis elemental y su situacion cuando Pregl co-
mienza sus trabajos, a principios del siglo XX,
conviene remontarse a los ultimos anos del si-
glo XVIII, en los que el gran quimico francés
Antoine Laurent Lavoisier, nacido en Paris en
1743, intentaba analizar cuantitativamente las
sustancias orgdnicas mediante la determinacion
de su contenido en carbono e hidrégeno.
Lavoisier describié los procedimientos emplea-
dos en su libro Traité elementairve de chimie
[2], publicado en 1789, y para cuya prepara-
cién encontrd en su esposa una activa colabo-
radora (fue Mme. Lavoisier quien dibujo6 cui-
dadosamente los complicados montajes expe-
rimentales que lo ilustran). A diferencia de los
experimentos de analisis de sustancias organi-
cas que se habfan realizado hasta entonces, cuya
etapa inicial era la destilacién de la muestra, el
método de Lavoisier se iniciaba con su com-
bustién, bien en presencia de aire o de oxige-
no, o bien en presencia de clorato potisico u

oxidos metdlicos como sustancias suministra-
doras de oxigeno, para medir a continuaciéon
las cantidades de diéxido de carbono y de agua
producidas en la combustiéon. Aunque los re-
sultados obtenidos por Lavoisier fueron satis-
factorios sélo en una pequena parte, sus con-
tribuciones constituyen, ciertamente, las bases
quimicas del anilisis orgdnico, cuya metodo-
logia habria de desarrollarse a lo largo del si-
glo XIX, desgraciadamente ya sin el concurso
del propio Lavoisier. El rigor del pensamiento
cientifico de Lavoisier, y la superioridad inte-
lectual demostrada en cierta polémica que se
desarroll6 en el seno de la Academia Francesa
de las Ciencias despertaron recelos en algunos
académicos que habian alcanzado cierto po-
der en la recién iniciada Revolucién francesa,
entre los que se hallaba el radical Marat. A ins-
tancias de éste, Lavoisier fue despojado de los
cargos politicos y académicos que ocupaba vy,
cuatro anos mds tarde, detenido, juzgado, con-
denado y ejecutado en mayo de 1794, ala edad
de 50 anos. No resulta ficil decidir qué pro-
duce mas indignacion en el pensamiento cien-
tifico posterior a Lavoisier, si el hecho de ha-
ber truncado brutalmente la vida del cientifico
en su plenitud creadora, o el desprecio con el
que, tras su detencion, fue tratada su obra cien-
tifica: cuando alguien quiso interceder ante el
tribunal que lo juzgd, senalando que el acusa-
do no era un contrarrevolucionario sino un
cientifico, el juez Coffinhals respondié con la
tristemente célebre frase: “La Republica no
necesita sabios”. El matematico Lagrange, con-
temporaneo de Lavoisier, dirfa ante este dra-
matico desenlace: “Ha bastado un instante para
hacer caer su cabeza, mientras que, tal vez, cien
afnos no seran suficientes para reproducir otra
semejante”.

Tras Lavoisier, los también franceses
Berthollet [3], Gay-Lussac y Thénard [4] di-
sefiaron diferentes dispositivos para el analisis
elemental de sustancias orgdnicas, basados tam-
bién en la combustién de la muestra. Pero fue
Jons Jacob Berzelius (1779-1848), médico y
quimico sueco, quien introdujo las modifica-
ciones mds sustanciales en los métodos de ana-
lisis elemental: mejoro la eficacia de la com-
bustion llevandola a cabo en un tubo horizon-
tal (Lavoisier empleaba una campana de vidrio,
mientras que Berthollet y Gay-Lussac y



Thénard usaban un tubo en posicion vertical)
y simplificé notablemente los procedimientos
de medida del agua y del diéxido de carbono
producidos en la combustién [ 5], consiguien-
do con todo ello resultados mucho mas exac-
tos que los que proporcionaban los métodos
precedentes.

A pesar de todo, los métodos de Berzelius
fueron criticados con cierta aspereza por su con-
temporaneo Liebig, quien los consider extre-
madamente lentos. Justus Liebig (1803-1873)
fue un quimico alemdn cuya actividad destaco
principalmente en la quimica organica, pero tam-
bién en el andlisis quimico, la agroquimica y la
quimica alimentaria. Aun siendo un cientifico
prestigioso en su tiempo, sus ingresos profesio-
nales no eran muy sustanciosos, por lo que du-
rante la mayor parte de su vida pasé apuros eco-
némicos, lo que le causaba depresiones y brus-
cos cambios de humor. Llegd incluso a pensar
en el suicidio, como consta en la corresponden-
cia que mantuvo con sus colegas Berzelius y
Woller. Este tltimo atribuia las crisis animicas
de Liebig a lo que en su particular argot deno-
minaba hysteria chemicorum (1o que hoy tal vez
serfa diagnosticable como ansiedad o stess). En
la basqueda de fuentes de ingresos adicionales,
Liebig montd, inicialmente sin éxito, algunas
pequenas industrias en el campo alimentario,
hasta que encontrd aplicacion prictica a una idea
propia que habia sugerido en alguno de sus es-
critos: la posibilidad de obtener extractos de
carne que permitieran su conservacion. En cierta
ocasion llegd a su conocimiento la existencia de
excedentes de vacuno en la Pampa argentina
(donde, al parecer, por entonces se apreciaba
mis la piel que la propia carne), y pronto en-
contrd socios para financiar su proyecto, cuyos
resultados fueron excelentes. De hecho, la fa-
bricacién y comercializacién de extractos de
carne con su propio nombre permanece hasta
nuestros dias. Es muy probable que, a nivel po-
pular, el nombre de Liebig sea mis conocido
por la sopa “de sobre” que por sus contribucio-
nes a la quimica organica o al analisis quimico...

Volviendo al campo del analisis elemen-
tal, la principal contribucién de Liebig fue el
disefio, en 1831, de un aparato para llevar a
cabo la combustion de las muestras [6] que
mejoraba el sistema de calentamiento de

Berzelius. Asimismo introdujo la determina-
cion del didxido de carbono mediante pesada,
previa retencion del gas en hidroxido potésico,
en sustitucion de la medida del volumen de
gas como hasta entonces se habia hecho.

La determinacién del contenido de ni-
trégeno en sustancias organicas no se consi-
guié con resultados satisfactorios hasta que
Dumas mejord, en 1831, un complicado y te-
dioso método que habia propuesto Liebig. Jean
Baptiste André Dumas (1800-1884) fue pri-
mero aprendiz de farmacia en el sur de Fran-
cia, estudié quimica en Ginebra y, tras pasar
por la Escuela Politécnica de Paris como ayu-
dante de Quimica, llegd a ser nombrado pro-
fesor de la Universidad de La Sorbona. Dumas
es considerado por muchos quimicos organi-
cos el fundador de esta rama de la quimica.
Destacé por su escrupuloso trabajo de labora-
torio y por la exactitud de los resultados que
obtenia en sus experimentos. Intelectual y po-
lifacético, Dumas destac6 también en la politi-
ca (fue ministro de Agricultura y Comercio y
alcalde de Paris), reconociéndosele a su muer-
te, con un funeral de estado, los servicios que
habia prestado a su pais.

La determinacién de nitrégeno en com-
puestos organicos por el método de Dumas se
basa en la reducciéon de los 6xidos de nitroge-
no formados en la combustion de las mues-
tras, haciéndolos pasar por un tubo contenien-
do cobre metilico a elevada temperatura, para
medir después volumétricamente el gas nitro-
geno producto de dicha reduccién [7]. Este
método ha experimentado pocos cambios des-
de que fue propuesto, pero resultaba tedioso a
otros quimicos que intentaron aplicarlo.

Como alternativa a la determinacién del
nitrégeno organico por combustion de la
muestra, y tras algunos intentos fallidos, el da-
nés Johan Gustav Christoffer Thorsager
Kjeldahl (1849-1900) publicé en 1883 un
método basado en la conversion del nitrégeno
en amoniaco por via hiumeda (digestiéon con
dcido sulfarico concentrado), seguida de des-
tilacion del amoniaco y su determinacién
volumétrica [8]. Aunque el método de Kjeldahl
no es aplicable a muchos compuestos organi-
cos nitrogenados debido a la conversion in-



completa del nitrégeno en amoniaco, condu-
ce, no obstante, a resultados exactos cuando
se aplica a muestras que contienen nitrégeno
proteinico.

El primer método para la determinacién
de azufre en sustancias organicas fue propues-
to en 1830 por los franceses Henry y Plisson
[9], quienes transformaban dicho elemento en
diéxido de azufre mediante tratamiento con
corriente de oxigeno en presencia de 6xido de
hierro y arena de cuarzo. Cuatro anos después
aparecen casi simultineamente dos publicacio-
nes, una del propio Henry [10] y otra del ale-
man Zeise [11], en las que, siguiendo trata-
mientos distintos, se transforma el azufre en
sulfato para su posterior determinacién
gravimétrica, siendo éstas, esencialmente, las
bases del método que se sigue actualmente para
la microdeterminacion de azufre orgdnico.

Entre 1860 y 1870, el quimico aleman
Georg Ludwig Carius (1829-1875) desarrolla
un método que permite determinar azufre y
halégenos en sustancias organicas, basado en
la conversion de dichos elementos en sulfato y
haluros, respectivamente, mediante un trata-
miento comun: tratamiento con dcido nitrico
en presencia de cloruro de bario y nitrato de
plata, como paso previo a las correspondientes
determinaciones gravimétricas [ 12-14].

Coincidiendo con el desarrollo de la
bioquimica y la fisiologia, los quimicos orga-
nicos de finales del siglo XIX y principios del
XX comenzaron a interesarse por la quimica
de los seres vivos, animales y vegetales, y de las
sustancias de esta procedencia. El aislamiento
y purificacién de las sustancias organicas pre-
sentes en los productos naturales requeria cos-
tosos y elaborados procedimientos, por lo que
no resultaba ficil disponer de cantidades de
muestra suficientes para proceder a su analisis
elemental mediante los métodos al uso (entre
0.2 y 2 gramos). Resultaba, por tanto, necesa-
rio reducir drasticamente la escala de trabajo
para poder analizar cantidades de muestra que
habrian de ser unas cien veces mas bajas. Hubo
dos hechos que posibilitaron esta reduccion:
por una parte, la construcciéon de balanzas de
gran sensibilidad (microbalanzas) y, por otra,
la adaptacion de los métodos de analisis ele-

mental a la nueva escala de trabajo, lo que se
conoce con el nombre de microandlisis.

La primera microbalanza fue disenada
en 1903 por el quimico-fisico aleman Walther
Hermann Nernst (1864-1941), mdis conoci-
do en el dmbito cientifico por sus trabajos en
termoquimica y termodinimica quimica, por
los que le fue concedido el premio Nobel de
quimica en 1920. La microbalanza de Nernst,
basada en la torsién de una fina fibra de cuar-
70, presentaba una extremada sensibilidad, pero
su capacidad o carga estaba limitada a unos
cuantos centigramos [15], lo que le restaba
utilidad en anilisis quimico. Unos anos mas
tarde, en 1911, Wilhelm Kuhlmann constru-
y6 en Hamburgo una microbalanza destinada
al trabajo con metales preciosos que alcanzaba
una sensibilidad de 0.01 a 0.02 mg. La
microbalanza de Kuhlmann desempenaria un
papel crucial en el desarrollo del microanalisis
llevado a cabo por Pregl en Austria.

La microquimica y su faceta analitica, el
microandlisis, se inician a principios del siglo
XX en las dos universidades de la ciudad aus-
triaca de Graz. La Universidad Técnica de Graz
es la mas moderna —habia sido fundada en
1811—y en ella Friedrich Emich (1860-1940),
que ¢jercié como profesor durante varias dé-
cadas, contribuy6 decisivamente al desarrollo
de las técnicas microquimicas, y particularmen-
te al microandlisis inorganico. Asi, Emich, en
colaboracién con Donau, habia desarrollado
en 1909 el primer método de microdeter-
minacién de halégenos [16]. Aunque Emich
es considerado uno de los pioneros de la
microquimica, el término microanalisis va uni-
do indisolublemente al nombre de Fritz Pregl
(Figura 1) y a la antigua y afamada Universi-
dad de Graz, cuya fundacion, en 1585, habia
sido impulsada por los jesuitas, y que habia te-
nido en sus aulas a cientificos de enorme pres-
tigio (Johannes Kepler habia ensenado en ellas
matemdticas y retérica antes de trasladarse a
Praga, en 1600, por motivos religiosos).

Pregl habia nacido en 1869 en Laibach
(la actual Ljubliana), entonces bajo el domi-
nio del imperio austro-htingaro. Estudié me-
dicina en la universidad de Graz, consiguien-
do tras su graduacién una plaza docente en el



Figura 1. Fritz Pregl (1869-1930).

Instituto de Fisiologia de la misma universi-
dad, donde pronto fue conocido por su ex-
traordinaria destreza e ingenio en el trabajo de
laboratorio. Tras dos breves estancias en 1903
en Alemania, donde trabajé primero en la uni-
versidad de Leipzig con Wilhelm Ostwald, pre-
mio Nobel de quimica en 1909, y después en
la universidad de Berlin con Emil Hermann
Fischer, quien también habia sido distinguido
con dicho galardon en 1902, el interés cienti-
fico de Pregl empez6 a desplazarse desde la
medicina clinica hacia la fisiologia, la
bioquimica y el andlisis quimico. De regreso a
Graz, es contratado por el Instituto de Quimi-
ca Médica en 1905, y nombrado médico
forense en 1907, puestos que desempena has-
ta 1910.

Durante estos cinco anos en Graz es
cuando Pregl concibe la metodologia del
microanalisis, como consecuencia de sus pro-
pias necesidades en el trabajo de investigacién
que por entonces desarrollaba, centrado en el
analisis de las proteinas extraidas de la bilis y
de la orina. El problema con que se enfrentaba
era que los métodos tradicionales de analisis
elemental para carbono, hidrogeno y nitrége-
no (debidos a Liebig y a Dumas) requerian
cantidades de muestra muy superiores a las que
Pregl podia aislar a partir de los fluidos fisiol6-
gicos. No sin cierta dosis de ironia, el propio
Pregl describiria sus reflexiones al respecto en
el discurso que pronunci6 en la Academia Sueca

de las Ciencias el 12 de diciembre de 1923 en
el acto de recepcion del premio Nobel de qui-
mica que le habia sido concedido [17]:

“... durante el tiempo en el que estuve
investigando una sustancia que podia
obtenerse sélo en cantidades extraordina-
riamente pequenas, me vi obligado a de-
cidir entre procesar toneladas de material
o buscar nuevos métodos que me permi-
tieran alcanzar resultados analiticos correc-
tos usando cantidades mucho mds peque-
nas. Decidi que ésta tltima serfa la forma
de actuar. El plan mds obvio fue aplicar
reducciones a todas y cada una de las co-
sas, es decir, mover el punto decimal uno
o dos lugares a la izquierda, no solo en
relaciéon a la cantidad de sustancia, sino
también en relacién a todos los aparatos
implicados, cantidades de reactivos, etc.”

En 1910, Pregl se traslada a la universi-
dad de Innsbruck, donde ha sido nombrado
profesor de Quimica Médica, siendo alli don-
de, durante tres anos, inicia el desarrollo expe-
rimental de los métodos de microanalisis que
habia proyectado en la universidad de Graz.
Se interesa por la microbalanza de Kuhlmann
y consigue la colaboracién de éste para que
perfeccione el diseno de la misma siguiendo
sus propias sugerencias, tendentes a alcanzar
unas mejores prestaciones en el trabajo
microanalitico. De esta forma, Pregl consigue
disponer de una microbalanza que unia a una
capacidad de hasta 20 g una exactitud de 0.001
mg [18]. En 1913 Pregl regresa a la universi-
dad de Graz, también como profesor de qui-
mica médica, donde contintia cuatro anos mas
con su trabajo experimental, trabajo que lleva
a cabo practicamente solo, con suma dedica-
cién, habilidad e ingenio. Salvo una comuni-
caciéon sobre su método de microandlisis de
carbono, hidrégeno y nitrégeno [19], Pregl
no publica los resultados parciales de su inves-
tigaciéon. Como un perfeccionista incorregible,
prefiere mejorar paciente, sistematica y minu-
ciosamente sus métodos hasta que considera
que pueden darse a conocer en su conjunto, lo
que hace en 1917 con la publicacién de su li-
bro Die quantitative Mikroanalyse (El
microandlisis cuantitativo) [20], del que se han
hecho siete ediciones en aleman (la tltima en
Viena, en 1958), y que ha sido traducido tam-
bién al francés, inglés y ruso.
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Figura 2. Aparato de combustion de Pregl.

El método de Pregl se basa esencialmen-
te en el procedimiento de Liebig para la deter-
minaciéon de carbono e hidrégeno, el de Dumas
para le determinacién de nitrégeno y el de
Carius para la determinaciéon de azufre y
halégenos, incluyendo asimismo procedimien-
tos para la determinacién de algunos grupos
funcionales, como carboxilo, metoxi y
metilimida. La adaptacién llevada a cabo por
Pregl de estos procedimientos a la escala
microanalitica no fue, en contra de los que
pudiera parecer, algo trivial: debido a la reduc-
cién de la escala de trabajo aparecian errores
considerables que habian pasado inadvertidos
en la escala macroanalitica, y cuya solucién re-
quirié grandes dosis de inventiva (Figura 2).
Asi, las interferencias a las que daba lugar la
presencia de nitrogeno, azufre o halégenos en
la microdeterminacién de carbono e hidroge-
no fueron eliminadas mediante lo que deno-
mind relleno universal del tubo de combustion,
cuya funcion era, en palabras del propio Pregl,
“retener todo lo que no fuese diéxido de car-
bono o vapor de agua”. Dicho relleno consis-
tia en 6xido de cobre, cromato de plomo, pla-
ta metdlica y diéxido de plomo, mezcla que
aseguraba la retencion de los gases de cardcter
acido causantes de los errores en la determina-
cién del carbono. También en la microdeter-
minacién de carbono e hidrégeno, Pregl ad-
virtié la aparicion circunstancial de errores por
exceso, observando después que aquéllos sélo
se producian cuando los tubos de caucho que
utilizaba para la conduccién del oxigeno em-
pleado en la combustién eran nuevos, pero no

cuando habian sido objeto de un uso conti-
nuado. Pregl sospeché que el caucho nuevo
desprendia sustancias volatiles hidrocarbonadas
que eran arrastradas por el oxigeno, por lo que
decidi6 aplicar un tratamiento prolongado con
oxigeno a los tubos antes de su uso, con lo
cual conseguia un envejecimiento artificial del
caucho y, con ello, la desapariciéon de los erro-
res. Uno de los ejemplos mas evidentes de la
magnificacién que se produce en algunos erro-
res al trabajar en la escala microanalitica lo cons-
tituye la medida del volumen de nitrégeno en
la microdeterminacién de dicho elemento por
el procedimiento de Dumas: el volumen de la
delgadisima pelicula de disolucion que recubre
las paredes del recipiente de medida del gas es
suficiente para producir errores considerables
que, sin embargo, pasan por completo desaper-
cibidos en la escala macroanalitica. En el ya ci-
tado discurso pronunciado en el acto de re-
cepcidon del premio Nobel de quimica [17],
Pregl describié con conviccién éstos y otros
problemas que se habia encontrado a lo largo
de sus investigaciones, asi como la solucién que
habia hallado a cada uno”.

La reduccién de escala que aplicaba Pregl a sus experi-
mentos por un factor de 100, afectaba a las masas y a
los voltmenes, pero no a las superficies, que habrian
de resultar reducidas sélo por un factor de 10, como
puede deducirse mediante consideraciones geométricas
clementales. Como consecuencia de esto, cualquier
error asociado a fenémenos de superficie deberfa de
manifestarse, en términos relativos, en una proporcién
10 veces mayor trabajando en la escala microanalitica
que haciéndolo en la escala macroanalitica.



Aun hoy, después de transcurridos casi
noventa anos, se sigue reconociendo la extraor-
dinaria valia del trabajo de Pregl: la
optimizacién de los métodos empleados, el
diseno y construccion de los aparatos de com-
bustién y medida, el montaje de los equipos,
todo ello fue obra de su ingenio y esfuerzo
personal. Aunque, como se senalé anterior-
mente, Pregl no invento la quimica del analisis
organico, la reducciéon de la escala de trabajo
que fue capaz de conseguir sin merma de exac-
titud en los resultados habria sido sencillamente
imposible sin las cualidades y recursos de un
verdadero inventor: mente imaginativa, destre-
za en el trabajo de laboratorio y grandes dosis
de paciencia.

Pregl fue un cientifico cuyo trabajo fue
reconocido por sus coetineos: en 1914 la Aca-
demia Imperial de la Ciencia de Viena le con-
cede el premio Lieben de quimica; en 1920 la
Universidad de Gottingen le nombra doctor
honorario; en 1921 es elegido miembro co-
rrespondiente de la Academia de las Ciencias
de Viena y, finalmente, en 1923 la Academia
Sueca de las Ciencias le otorga el premio Nobel
de quimica.

La dedicacion de Pregl al trabajo cienti-
fico fue absoluta; hombre mas bien solitario,
no llegd a casarse, y habia conseguido ahorrar
un sustancioso capital que cedié en 1930, poco
antes de su muerte, a la Academia de las Cien-
cias de Viena con la finalidad de crear un fon-
do con el que se premiase cada aflo a un cien-
tifico austriaco distinguido por sus trabajos en
microquimica. Pregl murié ese mismo afio, a
la edad de 61 anos. Desde 1931, y hasta la
actualidad, la Academia otorga el premio Fritz
Pregl.

Muchos de los quimicos austriacos dis-
tinguidos con el premio Fritz Pregl han alcan-
zado renombre fuera de sus fronteras, tanto
en el campo del microanalisis como en otros
de la quimica analitica. Tal es el caso de Fritz
Feigl, que obtuvo el premio en su primera edi-
cién (1931), y cuya téenica de ensayos a la gota
para la identificacién de sustancias inorganicas
y organicas [21,22] se conoce y utiliza univer-
salmente, o el de Anton Benedetti-Pichler, pre-
mio Pregl en 1933, quien, terminada la guerra

europea, habia sido discipulo de Emich y del
propio Pregl en Graz, y que puede considerar-
se el introductor de la microquimica en Esta-
dos Unidos. Benedetti-Pichler se trasladé en
1929 a la Universidad de Nueva York, en la
que organizé el laboratorio de microandlisis,
disciplina que ensefié primero en la universi-
dad y después en el Queens College, hasta
1964. En 1935 fue uno de los fundadores de
la inicialmente denominada New York-New Jer-
sey Section of the Microchemical Society, que se
convirtié en 1963 en la American Micro-
chemical Society. Entre los quimicos analiticos
actuales que han sido distinguidos con el pre-
mio Fritz Pregl se encuentran Robert Kellner
(Universidad Técnica de Viena), premiado en
1977, y Hans Malissa (Universidad de
Salzburgo), que lo fue en 1965y 1992.

Después de la publicacion de la obra de
Pregl han sido numerosos los investigadores
que han trabajado en la mejora de sus méto-
dos, principalmente en la eficacia del proceso
de combustion. En 1943 Belcher y Spooner,
primero en Sheffield y después en Birmingham
(Gran Bretana) introducen en la microdeter-
minacién de carbono e hidrégeno una modifi-
cacion a la que denominan empty-tube (tubo
vacio) o de combustion rapida [23], caracteri-
zado por la ausencia de relleno, un mayor flu-
jo de oxigeno y una temperatura de trabajo de
800°C, lo que resulta en un tiempo de com-
bustién cuatro veces més corto que el del mé-
todo clasico de Pregl. Belcher e Ingram utili-
zan mas adelante un diseno similar para la
microdeterminacién de azufre y haldgenos
[24]. Una alternativa sustancialmente diferen-
te a los anteriores métodos de combustion fue
desarrollada en 1955 por Schoniger en Graz
(Austria), y consiste basicamente en llenar de
oxigeno un matraz tipo erlenmeyer, que ya con-
tiene la muestra y una disolucién de hidroxido
potasico y peréxido de hidrégeno, y taparlo
herméticamente después de iniciar la combus-
tién [25]. Este método, conocido con la de-
nominacién de oxygen-flask (matraz de oxige-
7o) se ha aplicado también a la determinacién
de carbono ¢ hidrégeno, y ha sido objeto pos-
teriormente de numerosas modificaciones.

Un componente de las sustancias orga-
nicas que no podia ser determinado por el



método de Pregl es el oxigeno. En 1939, el
aleman Zimmermann desarrollé un procedi-
miento para la microdeterminaciéon de oxige-
no basado en la pirolisis de la muestra en pre-
sencia de un gran exceso de carbono emplean-
do platino como catalizador, condiciones en
las que el oxigeno es transformado
cuantitativamente en monodxido de carbono
[26]. A lo largo del siglo XX la determinacién
de oxigeno en sustancias organicas puras o en
sus mezclas se ha hecho mas y mas necesaria
en muchos procesos de la industria y la tecno-
logia quimicas. Asi sucede, por ejemplo, en el
control del grado de transformacioén en ciertas
reacciones de polimerizaciéon o de condensa-
cién, o el control de calidad de los modernos
combustibles desde que, hace unos anos, el
plomo tetractilo que se empleaba como
antidetonante hubo de ser sustituido por com-
puestos organicos oxigenados. Aunque se han
propuesto diferentes modificaciones al méto-
do de Zimmermann, en esencia es dicho mé-
todo el que aplica en la actualidad.

En los anos sesenta los métodos de
microanalisis elemental comienzan a mostrar
una clara tendencia a la simplificacién y la
automatizacion, introduciéndose la cromato-
graffa de gases como forma de separaciéon de

Oxidation Reduction

los gases procedentes de la combustion, y las
medidas de conductividad térmica como alter-
nativa a la determinacion gravimétrica de los
mismos. Pronto aparecen los primeros
analizadores automadticos comerciales:
Coleman Instruments Inc. (1961-1962), F &
M Scientific Corp. (1963), Fisher Scientific Co.
(1963) y Technicon Instruments (1963), a los
que se¢ incorporarin después American
Instruments Co. y Perkin Elmer Corp. (1965),
y Hewlett Packard (1970). El procesado de
datos mediante acoplamiento del ordenador al
analizador elemental tiene lugar en la década
de los ochenta.

A pesar de los vertiginosos cambios que
se han producido en la metodologia del
microandlisis elemental en los Gltimos treinta
o cuarenta anos, sobre todo con la generaliza-
cién del uso de los analizadores automaticos,
el proceso de mineralizaciéon continta basado
esencialmente en el tubo de combustiéon del
método clasico de Pregl. Las modificaciones
mads sustanciales se han producido en las eta-
pas de separacién y cuantificacion de los gases.
En algunos analizadores automaticos la sepa-
racién de lleva a cabo, tal como se hace en el
método clasico de Pregl, mediante absorcion
secuencial de los gases (Figura 3), mientras que
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Figura 3. Esquema de un analizador elemental automitico con separacion secuencial de los gases.



en otros se ha incorporado una columna de
cromatografia de gases, con lo que la separa-
cién tiene lugar de forma continua (Figura 4).
Por lo que se refiere a la cuantificacién de los
gases, la medida gravimétrica (absoluta) del
método clasico ha sido reemplazada por me-
didas diferenciales de conductividad térmica,
siendo ésta la forma de deteccién que suelen
llevar incorporada ambos tipos de analizadores.
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Figura 4. Esquema de un analizador elemental automitico
con separacion continun de los gases mediante una colwmna
cromatogrifica.

Cuando de trata de analizar quimica-
mente muestras complejas, pocas veces puede
llevarse a cabo la determinacién individual de
sus componentes directamente en la muestra.
Lo habitual es que sea necesario aplicar una o
varias etapas previas de separacioén para evitar
interferencias entre unos componentes y otros
que puedan dar lugar a la aparicién de errores
en los resultados. La cromatografia es una téc-
nica de separacion, sin duda alguna la mas ver-
satil y eficaz de las que dispone el quimico, y
estd basada en las diferencias de movilidad de
los componentes de una mezcla (denomina-
dos solutos) como consecuencia de las fuerzas
relativas que se establecen entre cada uno de
los solutos y dos fases no miscibles, denomi-
nadas fase movil y fase estacionaria.

En 1952, los britinicos Martin y Synge
reciben el premio Nobel de quimica “por su
invencion de la cromatografia de particiéon”.
Aunque la contribucién de Martin y Synge fue
esencial para comprender las bases tedricas de
la cromatografia, por aquel entonces dicha téc-
nica distaba mucho de ser una novedad. Es
necesario remontarse a los primeros anos del
siglo XX para encontrar por primera vez el tér-
mino cromatografin, introducido por el bota-
nico ruso Mijail Tsvet” en sus primeras publi-
caciones. Se pueden hallar referencias a algu-
nos experimentos bastante anteriores que po-
drian considerarse precursores de la
cromatografia, como los del médico aleman
Friedrich Runge, publicados entre 1834 y
1850, en los que describe la formacién de ani-
llos concéntricos coloreados al depositar una
gota de disolucion sobre un trozo de papel de
filtro [27-30], o los de Christian Friedrich
Schonbein y Friedrich Goppelsroder, profeso-
res de quimica de la Universidad de Basilea,
quienes, entre 1861 y 1878 desarrollaron lo
que denominaron andlisis capilar empleando
tiras de papel de filtro para la separacion de
numerosas sustancias organicas [31,32]. En el
primer Congreso Internacional del Petvileo, ce-
lebrado en Paris en 1900, el norteamericano
Day presenta los resultados obtenidos en la
separacion de fracciones del petréleo emplean-
do un lecho de arcilla de batan [33,34]. Los
estudios de Day se desarrollaban en Estados
Unidos en los mismos afios en que Tsvet estu-
diaba en Polonia la separacion de los pigmentos
coloreados contenidos en extractos de plan-
tas, muy probablemente sin que ninguno de
estos cientificos tuviese noticia de los trabajos
realizados por el otro. No parece que Day con-
tinuase con sus investigaciones en este campo,
por lo que actualmente se reconoce a Tsvet
como el tnico y auténtico padre de la croma-
tografia.

Se han encontrado referencias bibliogrificas con las
grafias Tswett, Tsvett y Tsvet. Se ha optado por utili-
zar esta ultima por ser la transcripcién mas sencilla del
alfabeto cirilico al latino, y porque es también la que
suele aparecer en textos escritos originariamente en
ruso.
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Figura 5. Mijail Semenovich Tiver (1872-1919).

Mijail Semenovich Tsvet (Figura 5), de
padre ruso y madre italiana, naci6 en 1872 en
un hotel de Asti, al norte de Italia, durante un
largo viaje que sus padres hubieron por ello de
interrumpir en dicha ciudad. La madre de
Mijail fallece poco tiempo después, y su padre,
un alto funcionario del gobierno del Zar, de-
cide enviarlo a Suiza para que reciba una edu-
cacion adecuada. Tsvet estudia primero en
Lausana y luego se traslada a Ginebra, en cuya
universidad estudia Quimica, Fisica y Botani-
ca, para doctorarse en esta ultima disciplina en
1896, con una tesis titulada Investigaciones so-
bre In fisiologin de las células. Contribucion ol
conocimiento del protoplasma, membranas
plasmadticas y cloroplastos [ 35], trabajo que fue
considerado de especial relevancia, debido, se-
gln expresara textualmente uno de los com-
ponentes del tribunal “a la complejidad de su
materia y a la forma en que ha sido desarrolla-
do por su autor”.

A los 24 anos Tsvet abandona Suiza vy,
tras algunas breves estancias en centros de in-
vestigacion en Italia, regresa a su pais con la
ilusién de optar a un puesto de profesor en la
universidad para proseguir sus estudios sobre
fisiologia vegetal. Pronto advierte las dificulta-
des casi insalvables que va a encontrar. La poli-
tica académica de la Rusia de finales del siglo
XIX era rigida en extremo, y exigia a un aspi-

rante a profesor universitario haber obtenido
los grados de magister (licenciado) y doctor
en una universidad rusa, sin que se contempla-
se posibilidad alguna de aplicar convalidaciones:
el flamante titulo de Ph. D. en Botdnica expe-
dido por la Universidad de Ginebra, en Rusia
era papel mojado. Para subsistir, Tsvet acepta
en 1897 un contrato temporal en un laborato-
rio de biologia de San Petersburgo. Alli, supe-
rando las dificultades idiomdticas —su lengua
materna era el francés y su educacion, occiden-
tal— prepara una nueva memoria de licencia-
tura, que presentara en 1901, no sin antes su-
perar, en 1899, los exdmenes de botanica y
quimica en la Universidad de Kazan. La pre-
sentacion de la tesis de licenciatura, que dedi-
ca a la memoria de su padre, fallecido un ano
antes, le confiere el grado de maygister, lo que
le permite aceptar un puesto de ayudante en la
Universidad de Varsovia (por entonces, el Gran
Ducado de Polonia formaba parte del Imperio
Ruso). Este trabajo estaba mal remunerado, y
carecia de complementos de financiacién para
la investigacion, por lo que Tsvet tuvo que re-
currir a impartir clases en una escuela secun-
daria para poder costearla.

Superando sus dificultades econémicas,
Tsvet fue capaz de desarrollar en Varsovia un
fructifero trabajo de investigaciéon en el que
estableci6 las bases de lo que mds tarde deno-
minaria cromatografia de adsorcion, y que le
merecié una distincién por la Sociedad Ale-
mana de Botanica, de la que fue elegido miem-
bro en 1902, y en cuya revista Beritche der
Deutschen Botanischen Gesellschaft publicd bue-
na parte de sus trabajos. En 1903, en una re-
unién de la Sociedad de Cientificos Naturales
de Varsovia, Tsvet presentd una comunicaciéon
preliminar con el titulo Sobre una nueva cate-
gorin de fendmenos de adsorcion y sus aplicacio-
nes en andlisis bioldgico, en la que se describia
por primera vez el método cromatogrifico,
aunque serfa en 1906 cuando el mismo Tsvet
propone el término cromatografin en dos pu-
blicaciones en la revista de la Sociedad Alema-
na de Botanica [ 36,37 ]. En estos dos articulos
Tsvet inclufa un diagrama con el montaje ex-
perimental utilizado y describia el procedimien-
to que habia seguido (Figura 6): depositaba
un extracto de hojas verdes en éter de petréleo
en la parte superior de una delgada columna



de vidrio rellena de carbonato célcico y, a con-
tinuacion, hacfa pasar a través de la columna
éter de petréleo. Los pigmentos que compo-
nian el extracto (diferentes formas de clorofi-
la, xantofila y caroteno) avanzaban a lo largo
de la columna con velocidades diferentes, de-
pendiendo de la fuerza con que eran adsorbidos
por el relleno de carbonato célcico. El resulta-
do era espectacular, y consistia en el estableci-
miento de varias franjas de distintos colores a
lo largo de la columna que se podian distin-
guir con toda nitidez, lo que el propio autor
describia de esta forma:

«...Jos diferentes componentes de la mez-
cla de pigmentos se distribuyeron el la
columna de carbonato célcico como los
rayos luminosos en un espectro, lo que
permite su andlisis cualitativo y cuantita-
tivo. La preparacion obtenida como re-
sultado de este experimento se ha deno-
minado cromatograma, y ¢l método,
cromatogrifico...”

Figura 6. Aparato de Tsvet para separaciones cromatograficas.

Frente a alguna especulaciéon mds bien
pintoresca (la palabra svet en ruso significa
color), no parece que deba albergarse duda al-
guna de que lo que movi6 a Tsvet a denomi-
nar a su técnica cromatografin (del griego
chroma, color y graphos, escritura) fue el he-
cho de que las sustancias por él separadas po-
dian ser visualizadas debido a sus diferentes
colores. Pero esto era una mera circunstancia,
y el propio Tsvet asi lo advertia en el mismo
articulo:

“Los fenémenos de adsorcion descritos
no son, por supuesto, caracteristicos sola-
mente de los pigmentos de la clorofila;
obviamente, varios compuestos quimicos,
sean coloreados o incoloros, pueden tam-
bién separarse mediante este método.”

Tras contraer matrimonio en 1907 con
Helena Trusiewicz, que trabajaba en la Biblio-
teca de la Universidad de Varsovia, Tsvet pudo
satisfacer, un ano después, su anhelo de ejer-
cer como profesor universitario: fue nombra-
do profesor de Botdnica y Microbiologia en el
Instituto Politécnico de Varsovia. En 1910 pre-
sento su (segunda) tesis doctoral, esta vez en
la Universidad de Varsovia, trabajo que, al igual
que habfia sucedido catorce anos antes con la
tesis presentada en la Universidad de Ginebra,
merecio elogiosos comentarios por parte del
tribunal calificador, y que publicé ese mismo
ano en forma de monografia, escrita en ruso,
con el titulo Cromofilas en el mundo vegetal y
anmimal [38]. En 1911 se le
concedi6 el Gran Premio de la
Academia de las Ciencias de
San Petersburgo, lo que le su-
pondria, al fin, prestigio en los
circulos cientificos rusos y...
una gratificacién econémica de
mil rublos.

Desafortunadamente, la
era de bonanza cientifica, so-
cial y econémica de Tsvet no
iba a ser muy duradera: en
1912 su salud empieza a dete-
riorarse, lo que afecta a su rit-
mo de trabajo. Dos afios des-
pués estalla la guerra europea,
y en 1915 las tropas alemanas
llegan a Varsovia, lo que obli-
ga a Tsvet a abandonar la ciudad, trasladando-
se a Mosct con todos sus libros y archivos. En-
fermo ya de tuberculosis, estos acontecimien-
tos aceleran su deterioro fisico, del que trata
de recuperarse trasladindose una temporada
al Caucaso. En 1917 es propuesto para ocupar
una catedra en la Universidad de Tartu
(Estonia) pero, unos meses mds tarde, ante la
proximidad del ejército alemdn, la propia uni-
versidad como institucién decide trasladar su
sede a Voronezh, donde es refundada como
Universidad de Voronezh, de cuyo primer



claustro de profesores, debido a estas circuns-
tancias, formoé parte Mijail Tsvet. La Gran
Guerra terminé ese mismo ano, pero Tsvet
estaba ya muy enfermo: la tuberculosis se le
habia declarado abiertamente, y causaba su fa-
llecimiento en el verano de 1919, alos 47 aios
de edad. Pasados los afios, parece como si el
destino no permitiera que las tribulaciones de
Tsvet cesaran siquiera con su muerte: durante
la segunda guerra mundial, el cementerio del
monasterio Alekseev, donde reposaban sus res-
tos, fue destruido por los bombardeos, y des-
de entonces su tumba nunca pudo ser hallada.

Pese a su mas bien corta vida, Tsvet fue
un investigador prolifico. Entre 1894 y 1919
publicé mas de 70 articulos cientificos y la ci-
tada monografia en la que explicaba el méto-
do cromatografico [38]. Pero el hecho de que
ésta estuviese escrita en ruso y nunca fuera tra-
ducida a otros idiomas, dificulté sin duda la
difusion de su obra cientifica y retrasé
sustancialmente el desarrollo de la técnica
cromatografica.

Tsvet se consideraba un botdnico, y asi
era considerado también por los cientificos
coetaneos. Su interés cientifico siempre estuvo
enfocado hacia los pigmentos de las plantas,
pero el concepto que tenfa de la metodologia
de la investigacion le hacia apartarse frecuen-
temente del empirismo de las meras descrip-
ciones para buscar explicaciones tedricas a los
resultados que obtenia. Hoy Tsvet serfa consi-
derado un bioquimico o un biofisico, o tal vez
ambas cosas. En sus trabajos se pueden encon-
trar no solamente los brillantes resultados de
sus investigaciones, sino también ideas y re-
flexiones sumamente valiosas para el futuro
desarrollo de la cromatografia. En sus articu-
los se advierte un especial interés por las carac-
teristicas de la fase movil empleada en sus se-
paraciones. Asi, subrayaba que se puede con-
seguir una mayor eficacia empleando como fase
movil no un Gnico disolvente, sino varios, bien
de forma sucesiva (lo que muchos anos des-
pués se llamaria elucion en etapas) o bien en
forma de mezcla de composicién variable (lo
que constituye una clarisima prediccion de la
técnica que actualmente se conoce como
elucion en gradiente). También reclamaba la
atencion sobre el tamano de grano de las par-

ticulas del material adsorbente que rellena la
columna, haciendo ver el efecto positivo que
el uso de particulas de grano muy fino tenia
sobre la eficacia de las separaciones, debido a
la atenuacién de los fenémenos de difusion
responsables del ensanchamiento de las ban-
das, lo que actualmente constituye una de las
bases de la cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon (HPLC), que no comenzaria a ser
desarrollada hasta casi cincuenta aios después.

Como suele suceder con los hombres de
ciencia imaginativos y rupturistas, el quehacer
cientifico de Tsvet fue controvertido, y suscitd
polémicas que él nunca rehuy6. En 1905, du-
rante su estancia en Varsovia, aparecieron unas
publicaciones de Hans Molisch, profesor de
Botanica de la Universidad de Praga, sobre los
pigmentos extraidos de las algas. Tsvet com-
probd que los resultados de Molisch diferfan
notablemente de los suyos propios, atn inédi-
tos, por lo que publicé una carta en la misma
revista que habia recogido las publicaciones de
aquél, en la que mostraba las diferencias ad-
vertidas en los resultados, aunque no descri-
bi6 la metodologia que habia empleado. Esto
provoco la protesta de Molisch, a quien se unié
F.G. Kohl, autor de un libro sobre carotenos.
La respuesta de Tsvet no se hizo esperar, y se
materializoé en la publicacion de los dos articu-
los ya referidos en la revista de la Sociedad Ale-
mana de Botanica, la mds prestigiosa de la es-
pecialidad, y en los que describia el método
empleado y usaba la palabra cromatografia por
primera vez para denominarlo [36, 37]. Las
criticas de Molisch y Kohl fueron retomadas
en 1907 por Leon Marchlewski, profesor en la
Universidad de Cracovia, ciudad polaca que por
entonces se hallaba bajo el dominio del impe-
rio austro-huingaro. A las diferencias de indole
académica que Marchlewski mantenfa con
Tsvet (a quien tachaba de arrogante, segin
decia, “por pretender cambiar la quimica de la
clorofila con la ayuda de un simple experimen-
to de filtracién”) se sumaban otras de indole
politica mas dificiles de solventar (para
Marchlewski, nacionalista polaco, Tsvet era un
invasor ruso en la Varsovia ocupada). Otro in-
vestigador contemporaneo de Tsvet manifies-
tamente critico con los trabajos de éste, fue
Richard Willstitter, profesor del Instituto Po-
litécnico de Ziirich y tal vez el quimico orga-



nico alemdn mds prestigiado de su tiempo.
Willstitter trabajaba también en pigmentos
vegetales, principalmente clorofilas, por lo que
se intereso por los trabajos de Tsvet. Como la
monografia de éste sélo habia sido publicada
enruso, en 1913 encargé particularmente una
traducciéon alemana de la misma para mejor
estudiarla. Las discrepancias se centrarian en
dos suposiciones de Willstitter: por una parte,
que la cromatografia no podia ser una técnica
atil con fines preparativos y, por otra, que las
sustancias sufrirfan necesariamente alteraciones
quimicas durante el proceso de separacion.
Ninguna de estas dos suposiciones era cierta,
como demostrd Tsvet y, segun parece, el pro-
pio Willstitter reconocié mas tarde. Tras in-
corporar la cromatografia, como método pre-
parativo, a sus propias herramientas de traba-
jo, Willstitter obtuvo en 1915 el premio Nobel
de quimica por sus investigaciones sobre las
clorofilas, siendo asi el primero de los mas de
veinte cientificos que han accedido al citado
galardon por descubrimientos para cuya con-
secucién se han valido de las técnicas
cromatograficas.

Debido, por una parte, a que los traba-
jos de Tsvet no fueron del todo comprendidos
por los bioquimicos y quimicos organicos de
la época, principalmente alemanes, y, por otra,
al hecho de que su monografia nunca fue tra-
ducida del ruso a otras lenguas, el método
cromatogrifico fue muy escasamente utiliza-
do por sus contemporaneos, con lo que cayo
en un olvido del que no saldria hasta la década
de los anos treinta. El inicio de este renaci-
miento tuvo lugar en 1922, gracias a un traba-
jo relativamente modesto del quimico norte-
americano Leroy Sheldon Palmer (1887-
1944). Palmer habfa estudiado en la Universi-
dad de Missouri, en el estado de Columbia vy,
tras un inicio en la investigacion en el campo
de la ingenieria quimica, ingresé como cola-
borador en el Instituto de Investigaciones Lac-
teas de la universidad de Missouri, para trasla-
darse en 1919 a la Universidad de Minnesota,
donde permaneci6 hasta su muerte en 1944.
Durante su estancia en la Universidad de
Missouri, Palmer trabajo en el estudio de los
pigmentos de la grasa de la leche, sobre lo que
publicd, en 1914, varios articulos, en el pri-
mero de los cuales [39] empled la técnica

cromatografica de Tsvet, de la que tenia cier-
tos conocimientos a través de alguno de los
articulos de Tsvet escritos en alemdn o en fran-
cés que habian llegado a su poder. En 1922
Palmer public6 una monogratia sobre los
carotenoides y otros pigmentos [40], en la que
describe algunos de los trabajos de Tsvet y la
técnica cromatogrifica. Esta monografia fue
editada por la American Chemical Society, na-
turalmente en inglés, y fue por eso el medio a
través del cual la cromatografia empez6 a ser
conocida por quimicos de todo el mundo.

Uno de los primeros quimicos europeos
que tuvieron acceso a la monografia de Palmer
era el austriaco Edgar Lederer (1908-1988).
Lederer habia estudiado quimica en la Univer-
sidad de Viena, donde presenté en 1930 su
tesis doctoral sobre los alcaloides del indol, tras
de lo cual se incorporé al equipo de Richard
Kuhn (1900-1967), en el Instituto de Investi-
gaciones Médicas de la Universidad de
Heidelberg (Figura 7). Se daba la circunstan-
cia de que Kuhn se habia incorporado recien-
temente como profesor a dicha universidad,
procedente del Instituto Politécnico de Ziirich,
donde habia sido discipulo de Willstitter quien,
como antes se ha senalado, se habia distingui-
do como uno de los mas furibundos criticos
de Tsvet, y conservaba en su poder la traduc-
cién alemana de la monografia de éste.
Willstitter cedio esta traduccion a Kuhn, quien
la llevé consigo a la universidad de Heidelberg.
Alli Kuhn trabajé sobre los pigmentos presen-
tes en la yema de huevo, pero no utilizé la
cromatografia hasta que Lederer se integrd en
su equipo de trabajo. Cuando Kuhn le encar-
ga que investigue la posibilidad de que la luteina
de la yema de huevo sea una mezcla de xantina
y xantofila, Lederer le comunica su intencién
de aplicar el método cromatografico, que co-
nocia superficialmente a través de la monogra-
fia de Palmer, por lo que Kuhn le facilité la
traduccién alemana de la monografia de Tsvet.
De esta forma, Lederer pudo acceder a las de-
talladas descripciones contenidas en el libro, y
aplicar la técnica cromatografica a sus estudios
sobre la luteina. El resultado que obtuvo con-
firmaba las sospechas de Kuhn: a partir de una
muestra de luteina de huevo se separaron dos
bandas cromatograficas que contenian, respec-
tivamente, zeaxantina y xantofila [41]. A par-



tir de entonces, tanto Lederer como otros co-
laboradores de Kuhn continuaron empleando
la cromatografia, tanto a escala analitica en la
separacion de carotenos [42,43], como a esca-
la preparativa [44].

Figura 7. Richard Kuhn (1900-1967) y
Edgar Lederer (1908-1988).

Los trabajos de Kuhn y Lederer, publi-
cados en 1931, fueron el detonante para que
las técnicas cromatograficas empezasen a ser
utilizadas en Europa de forma generalizada: se
habia producido el renacimiento de la
cromatografia, 25 afios después de los prime-
ros articulos de Tsvet y 12 anos después de su
muerte. No deja de ser curioso que la traduc-
cién alemana del libro de Tsvet encargada ex-
presamente por Willstitter para criticar el mé-
todo cromatografico sirviera, 18 anos mas tar-
de, para propiciar su renacimiento. En 1938,
la Academia Sueca de las Ciencias otorgd el
premio Nobel de quimica a Richard Kuhn por
sus estudios sobre los carotenoides y las vita-
minas. Sin embargo, el gobierno aleman, en
poder de los nazis, nunca le concedi6 el per-
miso para acudir a Estocolmo. Kuhn recibi6 el
premio en 1945, cuando finalizé la segunda
guerra mundial.

En la década de los treinta la
cromatografia ya se empleaba habitualmente
en Europa, pero no en Estados Unidos, don-
de la bibliografia en aleman dificultaba su di-
tusion. No obstante, la publicaciéon en 1937
de la primera monografia sobre esta técnica
[45] después de la que habia publicado el pro-
pio Tsvet, de la que se hicieron dos ediciones
alemanas en Viena y Berlin, supondria, cuatro

anos después, el impulso necesario para que la
cromatografia llegase a los laboratorios norte-
americanos: uno de los autores de esta mono-
grafia, el hiingaro Laszlo Zechmeister (1889-
1972), emigré en 1940 a los Estados Unidos,
donde fue contratado como profesor en el Ins-
tituto de Tecnologia de California, y desde alli
influy6é para que la segunda edicién alemana
de su libro fuese traducida al inglés y editada
en 1941 [46]. La edicién en lengua inglesa al-
canzo una rapida difusion, no sélo en Estados
Unidos, sino también en Europa.

La cromatografia, tal como era entendi-
da a principios de la década de los cuarenta,
era un proceso basado en la adsorcién (reten-
cion de las sustancias en la superficie de un
solido) y la separacion de las mismas con ayu-
da de un liquido. En 1941, los britanicos
Martin y Synge publican el primer articulo so-
bre una nueva técnica cromatogrifica: la
cromatografin de particion proceso basado en
la distribucién de las sustancias entre dos li-
quidos en los que se absorben o disuelven en
un grado que depende de sus propiedades [47].
Este articulo no solamente abria nuevos hori-
zontes a la cromatografia, sino que contenia la
teorfa de la separaciéon cromatogrifica y pos-
tulaba la posibilidad de aplicar la técnica a la
separacion de gases, lo que, 11 anos después,
constituirfa la cromatografia gas-liquido.

Figura 8. Archer J.P. Martin (1910-2002) y
Richard L.M. Synge (1914-1994).

Archer John Porter Martin (1910-2002)
nacio en Londres y estudié en la Universidad
de Cambridge, donde se graduo en bioquimica
en 1932 y se doctor6é en 1936. En 1938 se



trasladé a Leeds, donde fue contratado por un
centro de investigacién sobre la lana, la Wool
Industries Research Association. Richard
Laurence Millington Synge (1914-1994) na-
ci6 en Liverpool y estudio fisica, quimica, fi-
siologia y bioquimica también en la universi-
dad de Cambridge, obteniendo el doctorado
en 1941. En 1939 Synge habia realizado un
trabajo de investigacion en la Wool Industries
Research Association en Leeds, donde, junto
con Martin, comenzaria a trabajar en la sepa-
racion de los aminodcidos presentes en las pro-
teinas de la lana. Martin habia adquirido en
Cambridge cierta experiencia en separaciones
mediante extraccioén a contracorriente, y se sen-
tia fuertemente atraido por esta técnica, intro-
ducida unos anos antes por Lyman C. Craig.
La extraccion a contracorriente es una técnica
de fundamento tedrico muy claro, pero cuya
puesta en practica requiere un complicado apa-
rato constituido por un elevado nimero de
tubos mediante los cuales se van desplazando
dos liquidos inmiscibles, en sentido contrario,
y de forma secuencial.

En 1940, ya en Leeds, y con Synge como
colaborador (Figura 8), Martin propuso a éste
estudiar la separaciéon de aminodcidos median-
te extracciéon a contracorriente. Synge consi-
deré que el benceno y el agua serfan disolventes
adecuados para ello, y construyé un aparato
de 40 elementos para llevar a cabo los experi-
mentos. La separacién resulto satisfactoria, pero
el aparato dio muchos problemas y requeria
una atencioén continua, por lo que Martin pas6
un tiempo disenando nuevos modelos, que
después mostraba a Synge, quien, segin pala-
bras del propio Martin, terminé cansado de
escuchar sus propuestas. Entonces Martin tra-
t6 de poner en practica una idea que habia
concebido tiempo atrds: la posibilidad de lle-
var a cabo una separacién a contracorriente de
forma continua, no secuencial, para lo cual te-
nia que conseguir desplazar los dos liquidos
en sentidos opuestos simultineamente, como
si resbalasen uno sobre el otro. Naturalmente,
esta forma de operar permitiria prescindir de
la complicada maquina de tubos, pero su puesta
en practica no parecia ficil. Atn asi, Martin y
Synge prepararon una columna empaquetada
con fibras paralelas de algodén y lana de forma
que, poniendo agua en un extremo del tubo y

cloroformo en el otro, se produjese un flujo
de corrientes paralelas y en sentido contrario
de uno y otro disolvente. Los resultados, sin
embargo, no fueron los deseados. En busca de
nuevas soluciones, Martin decidié que no era
necesario que los dos liquidos se movieran, sino
que bastaria con que lo hiciera uno de ellos,
siempre que se consiguiera fijar el otro conve-
nientemente, por ejemplo reteniéndolo en la
superficie de un sélido. En los primeros expe-
rimentos que llevaron a cabo con éxito, el li-
quido que habria de mantenerse inmovil, o fase
estacionarin (agua) se fijaba sobre gel de silice,
y esto constituia el relleno de la columna
cromatografica. En la parte superior de la co-
lumna se depositaba la mezcla de sustancias que
se queria separar (aminodcidos acetilados), y
finalmente se hacfa pasar a través de la colum-
na un liquido inmiscible con el agua, o fase
movil (cloroformo con algo de etanol), que
arrastraba los componentes de la mezcla a ve-
locidades distintas, consiguiéndose de esa for-
ma su separaciéon. Como los aminodcidos son
incoloros, encontraron una forma de visualizar
o revelar las bandas impregnando previamente
el relleno de silice con disolucién de un indica-
dor 4acido-base (anaranjado de metilo), con lo
que el resultado fue la formacién de vistosas ban-
das de color rojo sobre un fondo anaranjado.

Después de presentar sus primeros re-
sultados en una reunién de la Biochemical
Society britdnica en junio de 1941, a finales de
ese mismo ano publicaron el articulo A new
form of chromatogram employing two liquid
phases [47], que presentaba primero la teorfa
de la cromatografia de particion y después la
separaciéon de aminodcidos contenidos en las
proteinas. Asi nacia la cromatografia de parti-
cién o cromatografia liquido-liquido, como los
autores la denominaron inicialmente. Martin
y Synge recibieron en 1952 el premio Nobel
de quimica por la invencién de la cromatografia
de particiéon. El trabajo de Martin y Synge
mereci6 el siguiente comentario en la presti-
giosa revista cientifica Nature [48]:

“Los métodos desarrollados por Martin
y Synge son probablemente tnicos en
virtud de su sencillez y elegancia de con-
cepcién y ejecucion, y también por el
extenso alcance de su aplicacion. Es pro-
bable que su invencién sea considerada



por las futuras generaciones como una
de las mds importantes piedras angulares
en el desarrollo de las ciencias quimicas”.

Martin y Synge, a quienes se unieron
después A.H. Gordon y R. Consden, conti-
nuaron con el estudio de la separacién de otros
aminodcidos, cambiando el soporte de silice
por otro de celulosa, para lo cual emplearon
trozos de papel de filtro (celulosa casi pura),
primero en forma semicircular y después de
forma lineal, cortando tiras de dicho material,
que podian considerarse como delgadas colum-
nas cromatograficas. Como fase movil para la
separaciéon de valina y leucina emplearon
butanol, que avanzaba por capilaridad a lo lar-
go de la tira de papel. El revelado lo llevaban a
cabo con ninhidrina, reactivo que forma con
los aminodcidos compuestos fuertemente co-
loreados, lo que permitia localizar la posicion
alcanzada después de la separaciéon. La técnica
fue denominada cromatografin sobre papel. Para
separar un mayor nimero de aminodcidos re-
currieron al empleo de un trozo de papel de
filtro cuadrado en lugar de una tira y, después
de la primera separacién, repitieron la opera-
cién tras cambiar de disolvente y girar el papel
un dngulo de 90 grados, de forma que el avan-
ce de las nuevas manchas se producia en direc-
cién perpendicular a la de las primeras, por lo
que llamaron a esta modalidad cromatografin
bidimensional sobve papel. En 1943 Synge se
habia trasladado al Lister Institute of Preventive
Medicine en Londres, debido a lo cual su par-
ticipacién en este trabajo se redujo a su etapa
inicial, y los nuevos resultados fueron publica-
dos por Consden, Gordon y Martin [49].

Aunque el equilibrio de intercambio
i6nico ya se habia usado en 1938 por T.L
Taylor y H.C. Urey como base para la separa-
ciéon de isétopos de litio y potasio [50], el
método era complicado, pues hubieron de
emplear para ello columnas de unos tres centi-
metros de didmetro y mas de treinta metros de
longitud, empaquetadas con zeolita como
intercambiador i6nico natural. La cromato-
grafia de intercambio i6nico s6lo comenzaria
a emplearse de forma generalizada cuando fue
factible disponer de resinas cambiadoras sinté-
ticas, a principios de la década de los cuarenta,
y se pudo demostrar su eficacia como método

de separacion durante el desarrollo, en plena
Segunda Guerra Mundial, del gigantesco y
multidisciplinar proyecto Manhattan, cuyo
objetivo central, como después se supo, era la
fabricacién de la bomba atémica. El empleo
de la cromatografia de intercambio i6nico den-
tro de dicho proyecto Manhattan estuvo a car-
go de Glenn Theodore Seaborg (1912-1999),
quien, junto con Edwin Mattison Mac Millan
(1907-1991), aisl6 los 64 kilos de plutonio
necesarios para construir la bomba que el 9 de
agosto de 1945 serfa arrojada sobre la ciudad
japonesa de Nagasaki. Por obvias razones de
seguridad, el gobierno de los Estados Unidos
no permitié que ni la metodologia ni los resul-
tados alcanzados en la separaciéon de los ele-
mentos transuranidos fuesen dados a conocer
hasta después de finalizada la guerra. Seaborg
continué después de la guerra sus investiga-
ciones en la separacion de elementos
transuranidos, descubriendo los elementos de
namero atémico entre 94 (plutonio) y 102
(nobelio), que, junto con el 103 (laurencio),
descubierto en 1961, completaban la segunda
serie de transicion. (Se ha dicho de Seaborg
que ha sido, después de Mendeleeyv, el cientifi-
co que mas ha hecho por la tabla periddica de
los elementos). Seaborg y Mac Millan recibie-
ron el premio Nobel de Quimica en 1951 por
sus descubrimientos en la quimica de los ele-
mentos transurdnidos. A principios de la déca-
da de los 70 se desarrollé una nueva modali-
dad de cromatografia de intercambio ibnico:
la cromatografin de iones, basada también en el
uso de una columna separadora rellena con una
resina de intercambio i6nico con deteccidon
principalmente conductimétrica, lo que requie-
re una segunda columna cuya finalidad es eli-
minar los iones del fondo, también mediante
un proceso de intercambio iénico (columna
supresora).

Como se ha senalado anteriormente,
Martin y Synge habian considerado ya en 1941,
la posibilidad de separar compuestos gaseosos
mediante cromatografia de particion. Esta po-
sibilidad fue llevada a la practica por el propio
Martin, quien el 1950 se habia trasladado al
National Institute of Medical Research en Lon-
dres, donde se le unié como colaborador un
joven cientifico, Anthony Trafford James
(Carditf, 1922). James, que se habia graduado



en Londres en 1943 y doctorado en 1946, traté
en un principio, a instancias de Martin, de con-
tinuar con el desarrollo de una columna
cromatografica con algtn sistema de distribu-
cién entre fases distinto a la particién, pero no
obtuvo resultados. Ante estos desalentadores
inicios, Martin, con el fin (como él mismo re-
conocerfa después) de levantar la moral de su
colaborador, sugiri6 a éste que tratase de po-
ner en practica una idea que ya habia incluido
en su primer articulo sobre la cromatografia
de particién: usar un gas, en lugar de un liqui-
do, como fase mévil. Seis semanas mas tarde
habian conseguido separar una mezcla de
amoniaco con metil, dimetil y trimetilamina, y
en 1952 publicaron el primer articulo sobre
esta nueva técnica cromatografica: Gas-Liquid
Partition Chromatography. A Technique for the
Analysis of Volatile Materials [51]. La separa-
cién de sustancias volatiles mediante
cromatografia de gases no podia servirse del
color de las mismas ni del uso de reactivos re-
veladores para visualizar la posicion de las ban-
das, como se podia hacer en cromatografia de
liquidos. James y Martin solucionaron el pro-
blema mediante recoleccion de fracciones del
gas a la salida de la columna en distintas por-
ciones de disolucién y valoraciéon de cada una
de las fracciones, operacion que pudo agilizarse
empleando un valorador automatico que cons-
truy6 el propio Martin. Mds adelante se intro-
dujo el uso de detectores instrumentales, como
el de conductividad térmica, el de ionizaciéon
de llama y el de captura electrénica. En dos
anos el empleo de la cromatografia gas-liqui-
do se extendio por laboratorios de todo el mun-
do: practicamente cualquier muestra organica
podia ser analizada por esta técnica, siendo en
la industria petroquimica donde alcanzé un ma-
yor grado de implantacién. Los avances mas
recientes en cromatografia de gases se han al-
canzado en el uso de acoplamiento a sistemas
post-columna (detectores de mayor sensibili-
dad y selectividad como la espectrometria de
masas), o bien a sistemas pre-columna, como
micro-extracciéon en fase sélida, espacio en ca-
beza o cromatografia multidimensional.

El desarrollo de las técnicas cromato-
graficas en la segunda mitad del siglo XX fue
espectacular, no s6lo en cuanto al perfecciona-
miento de las modalidades ya conocidas, sino

también en cuanto a la introduccién de otras
nuevas. Con la introduccién de la cromato-
grafia gas-liquido por James y Martin parecia
que se habia alcanzado la maxima versatilidad
posible en las técnicas de separacién, en tanto
que la cromatografia liquido-liquido, por en-
tonces mucho més lenta y de menor resolu-
cién, habia quedado relegada a una posicion
muy secundaria. En 1963, John Calvin
Giddins, en la Universidad de Utah (USA)
propone una modalidad de cromatografia de
liquidos claramente inspirada en algunas de las
caracteristicas propias de la cromatografia de
gases, y expone las bases de la técnica en su
articulo  Liquid Chromatography with
Operating Conditions Analogous to those of Gas
Chromatography [52]. Para incrementar la re-
solucioén de las separaciones, el tamano de par-
ticula del relleno de la columna tenfa que ser
sometido a una reduccion dréstica en compa-
racion con el empleado en cromatografia de
liquidos convencional. En estas condiciones el
flujo de fase moévil s6lo podra alcanzar valores
utiles si se aplica una presion suficientemente
elevada. Esta modalidad, denominada
cromatografin de liquidos de alta resolucion
(HPLC) empez6 a emplearse de forma gene-
ralizada en la década de los 70 en diversas areas
de la bioquimica y la biotecnologia, utilizando
principalmente detectores fotométricos y
electroquimicos, expresamente diseniados y
construidos para este fin.

Una de las técnicas cromatogrificas que
aparecieron después de la cromatografia gas-
liquido es la cromatografia de capa fina, una
modalidad de cromatografia plana introduci-
da en 1956 por Ergon Stahl en la Universidad
de Mainz (Alemania) [53]. Stahl comprobd
que el tamano de poro del papel de filtro em-
pleado en cromatografia sobre papel era exce-
sivamente grande para ciertas separaciones que
tenia que llevar a cabo, por lo que prepar6 unas
placas de vidrio sobre las que pulverizo finas
suspensiones de alimina o silice. Después de
homogeneizar y secar cuidadosamente la capa
asi formada, el soporte quedaba dispuesto para
operar de forma semejante a como se hacia en
cromatografia sobre papel. El mecanismo de
retencion de los solutos consistia esencialmen-
te en un proceso de adsorcion sobre una fase
estacionaria solida, por lo que, como el mismo



Stahl reconoceria, su dispositivo equivalia esen-
cialmente a la vieja columna cromatogrifica de
Tsvet, pero en forma abierta.

A finales de los aios 50 y principio de
los 60 se propone una nueva modalidad de
separaciéon cromatogrifica basada en el uso de
geles porosos como relleno de la columna, que
permite separaciones en funcién del tamano
de los solutos: la cromatografia de exclusion
molecular, desarrollada por Jerker Olof Porath
en la Universidad de Upsala y Per Flodin en
los laboratorios de la empresa farmacéutica
Pharmacia de la misma ciudad sueca. Esta téc-
nica es de especial eficacia en la separacion de
macromoléculas, por lo que se aplica en
biotecnologia y quimica de los polimeros. La
separacion de muchas macromoléculas de ori-
gen bioldgico como proteinas, polisaciridos o
acidos nucléicos, dificil de conseguir con siste-
mas convencionales, puede hacerse mediante
cromatografia por afinidad, basada en
interacciones soluto-fase estacionaria altamente
selectivas (como enzima-sustrato, enzima-
inhibidor, antigeno-anticuerpo, etc.). A partir
de los anos 80 comenzaron a emplearse los flui-
dos supercriticos (fluidos sometidos a condi-
ciones de presién y temperatura por encima
de su punto critico, con lo que adquieren un
estado diferente del liquido y del gaseoso) con
fines analiticos. La cromatografia de fluidos
supercriticos presenta algunas ventajas defini-
das sobre la cromatografia de gases y la
cromatografia de liquidos de alta resolucion,
pero su uso no ha llegado a generalizarse.

Han transcurrido cien anos desde que
Mijail Tsvet llevara a cabo los experimentos que
dieron lugar a la cromatografia. Durante ese
tiempo las técnicas cromatograficas han sido
sometidas a procesos de instrumentacién,
automatizacién, miniaturizacién y compu-
terizacion, y el conocimiento y control de los
procesos fisico-quimicos que rigen las
interacciones entre soluto, fase estacionaria y
fase movil han alcanzado niveles en muchos
casos dificilmente superables. No obstante, las
bases de la separacion cromatografica han cam-
biado esencialmente muy poco respecto a las
primeras descripciones que hizo Tsvet. En cir-
cunstancias menos desfavorables que las que
concurrieron en la vida de Tsvet, éste habria

sido, sin duda, un digno candidato al premio
Nobel de quimica. No fue asi, pero la veintena
de cientificos que alcanzaron tal galardén va-
liéndose de la cromatografia para llevar a cabo
sus investigaciones constituyen una prueba fe-
haciente de la transcendencia de su invento.

La polarografia es una técnica
electroquimica de analisis basada en la medida
de la intensidad de la corriente que fluye por
un circuito como consecuencia de la reaccién
electroquimica que se produce en un electro-
do de gotas de mercurio al aplicar a éste un
potencial determinado. La importancia de la
polarografia como método de anilisis cuanti-
tativo radica en que la intensidad de la corriente
(intensidad limite de difusién) resulta ser pro-
porcional a la concentracion de la especie qui-
mica que reacciona en la superficie del electro-
do. En 1959 la Real Academia Sueca de las
Ciencias concedi6 el premio Nobel de quimi-
ca “por el descubrimiento y desarrollo de los
métodos de analisis polarografico”, al quimico
checo Jaroslav Heyrovsky casi cuarenta anos
después de que éste diera a conocer sus prime-
ros resultados en 1922 [54]. La contribucién
que con la polarografia hacia Heyrovsky a la
electroquimica supuso la introducciéon de una
técnica instrumental que impulsaria de forma
espectacular la quimica analitica, inicidandose
con ello la era de la moderna electroquimica
analitica o electroandlisis.

Los fenémenos electroquimicos asocia-
dos a la interaccion entre la electricidad y la
materia empezaron a ser estudiados a finales
del siglo XVIII, siendo probablemente el fa-
moso experimento del médico italiano Galvani
con las ancas de una rana, en 1791, el primero
del que se tiene noticia, y el que serviria de
germen para el posterior desarrollo de la
electroquimica. Luigi Galvani (1737-1798) tue
profesor de Anatomia y Obstetricia en la Uni-
versidad de Bolonia hasta que fue destituido
de su citedra en 1797 por mostrar su oposi-
cién a la creacién de la Repuablica Cisalpina,
tras la ocupacién de Italia por las tropas de
Napoleén. En su laboratorio de anatomia,



Galvani observé en 1791 que las ancas de una
rana que mantenia suspendidas de un gancho
de cobre, que a su vez pendia de una barra de
hierro, experimentaban bruscas sacudidas cuan-
do se las tocaba con ambos metales Galvani,
mads interesado por la anatomia que por la elec-
tricidad, interpreté este fenémeno suponien-
do que los tejidos animales contenian una es-
pecie de fuerza vital a la que denominé electri-
cidad animal, y que era la que provocaba los
movimientos de los musculos cuando éstos al
contactaban con un metal. Parece ser que el
experimento de Galvani se hizo tremendamen-
te popular en Europa, siendo raro el mucha-
cho que no trataba de cazar alguno de esos
animalitos para reproducir tan espectacular
milagro. Tres anos después el fisico también
italiano Alejandro Volta (1745-1827) demos-
tré que el Gnico elemento prescindible del ex-
perimento de Galvani era, precisamente, la rana
y, con ello, la inexistencia de la electricidad
animal: la electricidad se generaba como con-
secuencia del contacto entre el cobre y el hie-
rro, y el papel de las ancas de la rana era mera-
mente el de sensor de la electricidad produci-
da. Volta logré generar electricidad entre dos
discos de metales distintos (plata y cinc) sepa-
rados por un trozo de tela impregnado en di-
soluciéon de sal. Comprobd, ademas, que el
fenémeno era tanto mas sensible cuanto ma-
yor era en numero de elementos metal-disolu-
cién-metal, por lo que construyé un dispositi-
vo generador de corriente constituido por va-
ras decenas de dichos elementos apilados, al
que denominé por ello pila, término que se
sigue empleando en la actualidad, asociado in-
distintamente a los nombres de los dos cienti-
ficos mencionados (pila galvanica o pila
voltaica). Volta llegd a construir una pila de
grandes dimensiones, con el apoyo de
Napoleén, quien, fascinado por el invento,
instauro el premio Volta para cientificos que se
distinguieran en sus trabajos sobre electricidad,
premio que alcanzo6 gran prestigio en la Euro-
pa de principios del siglo XIX.

El primer premio Volta fue concedido
al quimico britdnico Sir Humphrey Davy
(1778-1829) quien en 1807 habia consegui-
do aislar varios metales (sodio, potasio, calcio,
estroncio y bario) mediante el empleo de la
corriente eléctrica, y publicé ademas una teo-

rfa de la electrolisis [55]. Unos anos antes los
también britanicos Anthony Carlisle (1768-
1840) y William Nicholson (1753-1815) ha-
bian demostrado que el agua puede descom-
ponerse por medio de la corriente eléctrica, y
otro britinico, William Cruickhanks (1745-
1800) que durante la electrolisis los metales
reaccionan en el polo negativo y los elementos
no metdlicos lo hacen en el positivo.
Cruickhanks fue también el primero en em-
plear la electrolisis con fines analiticos cualita-
tivos: la formacién de un depdsito de cobre
servia para identificar la presencia de dicho ele-
mento en la disolucién electrolizada. Mds ade-
lante el método electrolitico se aplicaria a la
identificacién de otros metales, como arséni-
co, plomo y manganeso.

La relaciéon cuantitativa entre la canti-
dad de electricidad invertida en la electrolisis y
el peso de sustancia reaccionada fue estableci-
da por el britdnico Faraday entre 1832 y 1834,
cuando enuncié las leyes de la electrolisis.
Michel Faraday (1791-1867) nacié en
Newington, Surrey, al sur de Inglaterra y co-
menz6 a trabajar muy joven como ayudante
de Davy, en cuyo laboratorio de Londres pudo
experimentar con la electrodeposicion de los
metales alcalinos y alcalinotérreos en forma de
amalgamas. Construyé un culombimetro de
gases con el que podia medir la cantidad de
electricidad a través del volumen de hidroge-
no y de oxigeno obtenidos en la electrolisis del
agua, y sus observaciones le permitieron enun-
ciar sus famosas leyes, segtn las cuales el peso
de sustancia que reacciona durante un experi-
mento de electrolisis es proporcional a la can-
tidad de corriente y al equivalente quimico de
la sustancia. Se debe también a Faraday la in-
troduccion de los términos electrolisis, elec-
trodo, dnodo, citodo, anién y cation.

La primera aplicacion de la electrolisis
con fines analiticos cuantitativos se debe al
norteamericano Wolcott Gibbs (1822-1908)
graduado en Medicina en Nueva York aunque,

No debe confundirse con el cientifico coetaneo y tam-
bién norteamericano Josiah William Gibbs (1839-
1903), quimico teérico, profesor de la Universidad de
Yale, y a quien se debe el enunciado de la regla de las
fases.



a su regreso a los Estados Unidos después de
una estancia en Europa durante la que trabajé
con Liebig y con Dumas comenzara a ensefar
Fisica y Quimica y llegase después a ser profe-
sor de Ciencias Naturales en la Universidad de
Harvard. Gibbs determiné cuantitativamente
cobre mediante electrolisis, pesando el depo-
sito que se formaba en un crisol de platino que
utilizaba como citodo, determiné también ni-
quel de forma similar, y denomind
electrogravimetrin a este método de analisis
cuantitativo [ 56]. El método resultaba ser muy
exacto, y en los anos siguientes se propusieron
métodos electrogravimétricos para la determi-
nacion de otros metales, como plata, cing, plo-
mo, mercurio, cadmio y manganeso, y se¢ pu-
blico la primera monografia sobre esta técnica:
Quantitative analyse auf electrolytischen Wege
(Analisis cuantitativo por medios electroliticos),
con el que su autor, el alemin Alexander
Classen (1843-1934), profesor de Quimica
Analitica en la Universidad de Aachen, hacia
importantes aportaciones a la teorfa y la prac-
tica de la electrogravimetria.

Durante unos treinta afios las determi-
naciones electrogravimétricas se llevaron a cabo
manteniendo la corriente aproximadamente
constante. Esta forma de operar no permite
controlar el potencial del electrodo, por lo que,
en caso de la presencia de varios iones metali-
cos en la disolucién, el depésito formado du-
rante la electrolisis estard constituido no por
un metal puro, sino por una mezcla de meta-
les, lo que impide la determinacién individual
de cada uno de ellos. Este problema pudo
solucionarse gracias a los avances que se pro-
dujeron en la electroquimica teérica en las dos
altimas décadas del siglo XIX, y que permitie-
ron conocer la importancia del control del
potencial del electrodo durante los procesos
de electrolisis. Uno de los avances mas signifi-
cativos se debe a Nernst, quien en 1889 publi-
¢6 su famosa ecuacion [57], mediante la que
se establecia la dependencia entre el potencial
de equilibrio y las actividades de las especies
quimicas en la disoluciéon. Walther Hermann
Nernst (1864-1941) fue primero ayudante de
Ostwald, luego profesor de la Universidad de
Gottingen y finalmente director del Instituto
de Fisica Experimental de la Universidad de
Berlin entre 1924 y 1933, ano en que fue des-

tituido debido a su manifiesta oposicion al na-
zismo. Nernst habia sido distinguido con el
premio Nobel de Quimica en 1920, y se le
considera, junto con Arrhenius y Ostwald,
fundador de la quimica fisica. Después de que
Le Blanc midiera experimentalmente el poten-
cial de descomposicion de numerosos compues-
tos metdlicos en disolucién [58], las determi-
naciones electrogravimétricas comenzaron a
efectuarse a potencial constante, lo que per-
mitia determinar selectivamente unos metales
en presencia de otros (electroseparacion) [59].
La introduccién del electrodo anxilinr en 1908
por el alemdn Henry Julius Salomon Sand
(1873-1944) permitié controlar con gran pre-
cisién el potencial del electrodo durante las
determinaciones electrogravimétricas [60].

A principios del siglo XX el uso de las
reacciones electroquimicas en analisis estaba
limitado a las determinaciones electrogravi-
métricas y a las electroseparaciones. En los pri-
meros anos veinte, Jaroslav Heyrovsky (Figu-
ra 9) introduciria una nueva y decisiva linea en
los métodos de electroanalisis con la medida
de la intensidad de la corriente producida en la
electrolisis cuando se usa un electrodo de go-
tas de mercurio, lo que constituiria el princi-
pio del andlisis polarogrifico.

Figura 9. Jarosiav Heyrovsky(1890-1967)



Jaroslav Heyrovsky nacié en Praga en
1890. Su padre, Leopold Heyrovsky, era pro-
tesor de Derecho Romano en la Universidad
Karlova (Carolina) de Praga”, de la que llega-
ria a ser rector. El ambiente de estudio que se
vivia en la familia propicio las inquietudes del
joven Jaroslav, que se interesé en su adoles-
cencia por la botdnica, la zoologia, la
mineralogia, la astronomia, la musica y el de-
porte. En el Akademické Gymnasium (escuela
secundaria) de Praga estudié matematicas, fi-
sica, quimica, latin y griego y, después de su-
perada la prueba de madurez, en 1910 ingreso
en la Facultad de Filosofia de Praga, donde
estudio fisica, quimica y matemadticas. Intere-
sado por los estudios de quimica-fisica, que por
entonces no podia cursar en Praga, consiguid
ingresar en 1910 en el University College de
Londres, donde estudié con Sir William
Ramsay, profesor de quimica general y premio
Nobel de quimica en 1904 por el descubri-
miento de los gases nobles. En 1913 Heyrovsky
obtiene el grado de bachelor (licenciado) en
Ciencias. Ese mismo afo se retira el profesor
Ramsay, siendo sustituido por Frederick
George Donnan, que reorienta las lineas de
investigacion hacia el campo de la
electroquimica, asignando a Heyrovsky un pro-
yecto de tesis sobre la medida del potencial de
electrodo del aluminio. Pronto advierte
Heyrovsky las dificultades, tanto experimenta-
les como de interpretacién, que surgen como
consecuencia de los fenémenos superficiales de
pasivacion y de desprendimiento de gas hidro-
geno, por lo que, a instancias de Donnan, co-
mienza a utilizar una amalgama liquida de alu-
minio con la ayuda de un capilar de vidrio para
poder renovar convenientemente la superficie
del metal. Pero sus trabajos son bruscamente
interrumpidos: en 1914, durante una visita a
su familia en Praga, estalla la primera Guerra

La Universidad Karlova de Praga, la mds antigua de la
Europa central, fue fundada por el rey Carlos IV en
1348. A finales del siglo XVIII se habfa impuesto el
alemdn como lengua oficial de la universidad, pero los
movimientos nacionalistas durante el siglo XIX obli-
garon al gobierno de Viena en 1882 a dividir la uni-
versidad Karlova en otras dos, una alemana y otra
checa, la Universidad Checa de Praga. Después de la
fundacién del estado checoslovaco en 1918, la Uni-
versidad Checa recuper6 el antiguo nombre de Uni-
versidad Karlova de Praga.

Mundial, lo que le impide regresar a Londres,
al ser reclutado por el ejército austro-htinga-
ro. Heyrovsky no es destinado al frente, sino a
un hospital en Austria, cerca de Innsbruck,
como ayudante de radiologia, donde dispone
de tiempo para ultimar el trabajo experimental
y redactar la memoria de su tesis
Electroafinidad del Aluminio que, una vez fi-
nalizada, remite a la Facultad de Filosofia de la
Universidad Checa de Praga, en la que, des-
pués de terminada la guerra, obtiene el titulo
de doctor en 1918.

Uno de los miembros del tribunal de
doctorado que juzgd los méritos de Heyrovsky,
el profesor Bohumil Kucera, propuso al nuevo
doctor trabajar en un proyecto ya iniciado so-
bre el efecto del potencial eléctrico sobre la
tension superficial del mercurio. Kucera habia
tratado de sustituir el uso del electrémetro ca-
pilar estdtico —en el que no habia flujo de
mercurio— construido a tal efecto por el fisico
francés Gabriel Lippmann en 1887, por el de
un capilar dindmico en el que la variable medi-
da seria el peso de las gotas de mercurio des-
prendidas. Los resultados obtenidos por Kucera
mostraban ciertas anomalias en algunas de las
curvas electrocapilares, cuyo estudio encomen-
dé a Heyrovsky. El trabajo experimental de éste
consistia en recoger sucesivas porciones de 50
gotas de mercurio cada una para, después de
secadas convenientemente, pesarlas y represen-
tar este peso frente al voltaje aplicado. Esta ta-
rea era harto tediosa, y Heyrovsky introdujo
una modificacién que conducia a resultados
mucho mas ripidos, consistente en medir el
tiempo de goteo, igualmente influenciado por
el potencial, por lo que constituia una alterna-
tiva ventajosa para obtener las curvas
electrocapilares. De esta manera reprodujo las
anomalins que habia observado Kucera, con-
sistentes en la aparicién de pequenos picos en
las curvas obtenidas en presencia de iones me-
tilicos como cinc, cadmio, manganeso o ba-
rio. Pensaba Heyrovsky en un principio que
este efecto podria ser utilizado para medir los
potenciales de electrodeposicion de los distin-
tos metales, pero la conviccion de que los fe-
némenos mas interesantes eran los asociados a
las reacciones de electrolisis en la superficie del
mercurio le hizo cambiar de estrategia.



En 1919 Heyrovsky se habia incorpora-
do como profesor ayudante al departamento
de Quimica Inorganica y Analitica donde, un
ano después, fue habilitado como profesor aso-
ciado de Quimica Fisica. Heyrovsky no habia
olvidado los aiios pasados en Inglaterra”, y de-
cidi6 enviar un resumen de sus trabajos sobre
las propiedades del aluminio y los aluminatos
a la Universidad de Londres, donde los habia
iniciado bajo la direccién del profesor Donnan,
para optar al grado de doctor por esa universi-
dad, lo que obtuvo en 1921. Ese mismo ano
fallecia el profesor Kucera, por lo que
Heyrovsky prosiguié el trabajo en
electroquimica segn su propia iniciativa, lo
que le llevo a medir la corriente eléctrica que
se producia a diferentes voltajes aplicados al
electrodo. Para llevar a cabo estos experimen-
tos hubo de pedir prestados un galvanémetro
suficientemente sensible y un potenciometro.
Heyrovsky obtuvo sus primeros resultados el
10 de febrero del1922, segtin consta en su cua-
derno de laboratorio. En el experimento uso
una disolucién de hidréxido sédico, un elec-
trodo de gotas de mercurio como citodo y una
cierta cantidad de mercurio introducida en el
fondo del recipiente como contraelectrodo
(dnodo) vy lefa en el galvanémetro la intensi-
dad de corriente producida a diferentes valo-
res del voltaje aplicado. En el cuaderno de la-
boratorio aparecen todas estas anotaciones,
incluyendo las ritmicas oscilaciones produci-
das por la caida de las gotas de mercurio (Fi-
gura 10). La representacion de la intensidad
de la corriente frente al potencial dio lugar a la
primera curva intensidad-potencial, en la que
se aprecian dos aumentos consecutivos de la
corriente correspondientes a la reduccién del
oxigeno disuelto —mas adelante Heyrovsky
comprenderia la conveniencia de eliminarlo—
y un tercero debido a la reduccion del ion sodio
para formar amalgama (Figura 11). Estos re-
sultados fueron publicados ese mismo ano en
la revista checa Chemické listy[55], y constitu-
yen el nacimiento de la polarografia. En expe-

* Los cuatro anos que Heyrovsky estuvo en Londres

imprimieron ciertos rasgos en su comportamiento:
hasta el final de su vida escribi6 en inglés las anotacio-
nes en su libro de laboratorio, mantuvo siempre un
trato extremadamente cortés con sus subordinados...
y conservo la costumbre de tomar el té a diario.

rimentos posteriores Heyrovsky procedio a eli-
minar previamente el oxigeno disuelto median-
te una corriente de hidrogeno que generaba
en un aparato de Kipp, lo que le permitié, du-
rante los dos anos siguientes, obtener las cur-
vas intensidad-potencial producidas en la re-
duccién de otros iones metalicos, asi como de
algunas sustancias organicas.
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Figura 10. Pagina del cuaderno de lnboratorio de Heyrovsky
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Figura 11. Primera curva intensidad-potencinl, obtenidn
punto a punto por Heyrovsky el 10 de febrero de 1922.



El trabajo manual de obtencion de las
curvas intensidad-potencial punto a punto re-
sultaba extremadamente lento y tedioso. En
1923 Heyrovsky conoce al quimico-fisico ja-
ponés Masuzo Shikata (1895-1964), que ha-
bia trabajado dos anos en Berlin sobre quimi-
ca de superficies. La colaboracion entre
Heyrovsky y Shikata consistié en el diseno y
construcciéon de un aparato que permitia va-
riar el potencial automaticamente y registrar la
intensidad de la corriente. El primer aparato
de estas caracteristicas, construido en 1925
[61], empleaba un ingenioso aunque laborio-
so dispositivo fotografico para registrar la in-
tensidad de la corriente (Figura 12). El apara-
to fue denominado polarégrafo, y la técnica que
estudiaba los procesos de electrolisis en el elec-
trodo de gotas de mercurio polarografin. En
1933 Heyrovsky habia viajado a Londres para
participar en la General Discussion of the
Faraday Society sobre las reacciones y equili-
brios en los electrodos, en la que informé de-
talladamente sobre sus resultados en
polarografia e introdujo el término wave (ola
u onda)” para referirse a la morfologia tipica
de las curvas intensidad-potencial.
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Figura 12. Esquemn del primer poldrografo, con vegistro
forogrifico, construido por Heyrovsky y Shikate en 1925.

Aunque en las publicaciones en castellano se suele uti-
lizar el término onda, parece que la acepcion ola re-
presentarfa mejor la morfologia sigmoide de las cur-
vas intensidad-potencial.

En 1926 Heyrovsky es nombrado pro-
fesor ordinarius (catedritico) de Quimica Fi-
sica en la Universidad Karlova de Praga, y en
los anos siguientes colaboran en el departamen-
to cientificos que alcanzarfan renombre en el
campo de la polarografia, tanto en Checoslo-
vaquia como en otros paises europeos. Asi su-
cedio, entre otros, con Wiktor Kemula (1902-
1985), quien disenaria el primer electrodo de
gota de mercurio suspendida (HMDE) en la
Universidad de Varsovia, o con Rudolf Brdicka
(1906-1970), que estudio, en el Instituto de
Polarografia de Praga, las denominadas ondas
polarograficas cinéticas y cataliticas, o con
Dionyz Ilkovic (1907-1980), primero ayudante
de investigacién de Heyrovsky en Praga y fi-
nalmente profesor en la Universidad de
Bratislava, a quien se debe la deduccion, en
1934, de la ecuacion fundamental de la inten-
sidad de difusién polarogrifica, conocida por
ecuacion de Ilkovic.

Heyrovsky mantuvo siempre la convic-
ciéon de que los resultados de la investigacion
han de ser objeto de pronta difusiéon entre la
comunidad cientifica. En 1929 fund, junto
con el profesor Emil Votocek, de la Universi-
dad Técnica de Praga, la revista Collection of
Czechoslovak Chemical Communications, cuya
politica era fomentar la publicacién de los tra-
bajos de cientificos checos en otros idiomas
europeos, principalmente en inglés. El primer
libro sobre polarografia se publicé en 1932,
pero curiosamente no fue escrito por
Heyrovsky, sino por uno de sus primeros cola-
boradores, G. Semerano [62], que fundarfa un
instituto de polarografia en Padua. En 1933
aparece el primer libro de Heyrovsky, en checo
[63], del que cuatro afios mas tarde se editaria
una traduccién rusa. Heyrovsky viajé por pri-
mera vez a los Estados Unidos en 1933, im-
partiendo cursos y seminarios en las universi-
dades de Berkeley y Stanford en California, en
el Instituto de Tecnologia de California, en las
universidades de Minnesota y Wisconsin, en la
Olio State Universityy en las universidades de
Princeton y Cornell, lo que contribuiria
sustancialmente a la difusion de las técnicas
polarogrificas en aquel pais.

Con la ocupacion de Checoslovaquia por
el ejército alemdan en 1939 la Universidad



Karlova de Praga fue clausurada, aunque el
laboratorio de Heyrovsky fue respetado debi-
do alainfluencia de un colega aleman. Duran-
te la segunda Guerra Mundial, Heyrovsky se
dedicé a preparar su nuevo libro, que se publi-
carfa en Viena en 1941 [64] y cuya version
inglesa se publicaria en Estados Unidos en

1944 [65].

Finalizada la guerra, la Universidad
Karlova de Praga reanuda sus actividades aca-
démicas, con lo que el departamento de Qui-
mica Fisica vuelve a ser el principal ntacleo de
la investigacién en polarografia. En 1950 se
funda en Praga el Instituto Polarografico Cen-
tral, cuyo primer director es Heyrovsky quien,
por motivos de salud, habia limitado sus acti-
vidades académicas en la universidad, a la que
permanecia vinculado, no obstante, como pro-
fesor honorario. Durante los dos anos siguien-
tes a su creacion, el Instituto Polarografico
Central experimenta una fuerte expansiéon y en
1952 se convierte en el Instituto Polarografico
de la Academia Checoslovaca de las Ciencias.
El progreso de la polarografia en todo el mun-
do era ya una realidad en los anos 50, y su
empleo como método de anilisis cuantitativo,
principalmente de iones metdlicos, se habia
generalizado en las industrias metaltrgica, qui-
mica, farmacéutica y alimentaria. En 1951 se
celebraba en Praga el primer Congreso Inter-
nacional de Polarografia.

El impacto causado por la polarografia
en la comunidad cientifica habia llegado tam-
bién al la Real Academia Sueca de las Ciencias:
en los anos 1938, 1939 y 1948 Heyrovsky fi-
guraba entre los cientificos propuestos para la
concesion del premio Nobel de quimica, pero
al final el premio fue para otros cientificos (R.
Kuhn, A.F.J. Butenandt y L. Ruzicka, y A.
Tiselius, respectivamente)’. Heyrovsky habria
de esperar aun once afnos: en septiembre de
1959 se dio a conocer oficialmente la conce-
sién del premio Nobel de Quimica a Jaroslav
Heyrovsky, quien lo recibi6 el 11 de diciem-
bre de ese mismo afio. En su discurso ante la

Parece que el hecho de que durante la guerra
Heyrovsky hubiera podido continuar su trabajo en la
Universidad Karlova de Praga, clausurada por los na-
zis, fue interpretado en algunos circulos como un sig-
no de colaboracionismo.

Academia Sueca, Heyrovsky present6 de for-
ma sistematica los trabajos que habia desarro-
llado durante los Gltimos treinta y ocho anos,
desde las caracteristicas de los capilares emplea-
dos, el concepto e importancia de la intensi-
dad limite de difusion y la ecuacién de Ilkovic,
hasta las aplicaciones mds recientes de las téc-
nicas polarogrificas.

El reconocimiento oficial de las aporta-
ciones de Heyrovsky a la electroquimica vy el
electroandlisis durante casi cuarenta ailos de
trabajo habia llegado finalmente, pero las fa-
cultades fisicas del cientifico estaban ya muy
mermadas y su creatividad muy limitada.
Jaroslav Heyrovsky murié en Praga siete afios
mas tarde, el 27 de marzo de 1967,y fue ente-
rrado en el cementerio Vysehrad de Praga,
donde antes lo habian sido los musicos Biedrich
Smetana y Antonin Dvorak, entre otros artis-
tas y escritores.

Como anteriormente se ha senalado, la
visita de Heyrovsky a los Estados Unidos en
1933 despertd el interés por la polarografia en
muchos investigadores de aquél pais, donde
uno de los que contribuy6 de forma mas acti-
va al desarrollo de las técnicas polarograficas
fue Kolthoft en la Universidad de Minnesota.
Izaac Maurits Kolthoft (1894-1993) habia
nacido en Almelo (Holanda), y ya en sus estu-
dios elementales comenzo6 a mostrar su interés
por la quimica. En 1911 se matricul6 en la
Escuela de Farmacia de la Universidad de
Utrech, donde adquiri6 los primeros conoci-
mientos de quimica analitica, una materia por
entonces casi totalmente empirica. Después de
obtener su diploma de farmacéutico en 1915,
curso asignaturas de quimica fisica y quimica
coloidal en la Universidad de Utrech, y prepa-
r6 una tesis que, con el titulo Fundamentos de
Todimetrin, present6d en 1918 para obtener el
titulo de doctor en Quimica. En la Universi-
dad de Utrech, donde habia conseguido un
nombramiento de privaat docent (ayudante)
en electroquimica, public6 numerosos articu-
los sobre temas diversos de quimica, como
quimica de los coloides o el concepto de pH
(que habia sido definido en 1909 por el danés
Sorensen), muchos de ellos en inglés, lo que
hizo que sus trabajos fuesen conocidos rapida-
mente en Europa y en Estados Unidos.



Después de una breve estancia en
Norteamérica (Canada y USA) en 1924,
Kolthoft regresé alli de forma que serfa defini-
tiva en 1927, contratado como profesor de la
Divisiéon Analitica de la Escuela de Quimica de
la Universidad de Minnesota, donde perma-
neci6 hasta 1962, ano en que se retir6 oficial-
mente, ya que, de hecho, nunca abandono el
mundo académico hasta su muerte, a los 99
anos, acaecida en 1993. Kolthoff fue un inves-
tigador que se interes6 por materias muy di-
versas en quimica analitica, tanto cldsica como
instrumental. Una de ellas fue el electroanalisis.
Inmediatamente después de la visita de
Heyrovsky a la Universidad de Minnesota en
1933, Kolthotf encomendé proyectos de in-
vestigacion en electroandlisis a sus discipulos
J.J. Lingane (con el electrodo de gotas de
mercurio) y H. Laitinen (con electrodo sélido
de platino). En 1941 Kolthoff'y Lingane pu-
blican su libro Polarography, del que aparece-
ria en 1952 una segunda edicién ampliada, en
dos volimenes [66]. En 1940 Kolthoff intro-
dujo el término voltammetry (voltampe-
rometria) para referirse a la técnica de obten-
cién de curvas intensidad-potencial emplean-
do electrodos sélidos en sustitucion del elec-
trodo de gotas de mercurio.

Estando en desacuerdo con la situaciéon
de la quimica analitica cuando empez6 a in-
vestigar (a principios del siglo XX era conside-
rada mas un arte que una ciencia), Kolthoft ha
sido el quimico que més ha contribuido a trans-
formarla. Para ello tomé como base los funda-
mentos que habian incorporado a la teorfa de
la quimica cientificos como J.W. Gibbs, J.H.
Vant’Hoff, S. Arrhenius, W. Nernst y N.J.
Bjerrum, y edific6 sobre aquéllos las bases teo-
ricas de los métodos analiticos. La investiga-
cién de Kolthott abarcé practicamente la tota-
lidad de los campos de la quimica analitica, en
cada uno de los cuales solia publicar, ademas
de los articulos originales, una monografia en
la que se presentaban las bases tedricas y sus
principales aplicaciones. Kolthoff siempre tra-
taba de mantener un equilibrio entre la teorfa
y la practica en el trabajo cientifico. Entendia
que la investigaciéon en quimica analitica tenia
que buscar objetivos de utilidad pero que, al
mismo tiempo, era necesario que la metodo-
logia tuviese una firme base tedrica en la que

sustentarse. Una frase suya que llegd a hacerse
famosa resume esta filosofia: Theory guides,
experiment decides. (La teorfa guia, el experi-
mento decide).

El desarrollo de la polarografia a partir
de los anos 50 estuvo marcado por la btasque-
da de limites de deteccién mas bajos (en
polarografia clasica el limite de deteccion, im-
puesto por la corriente capacitiva, se halla en-
tre 10*y 10> M). Para conseguir este objetivo
se desarrollaron, entre otras, las técnicas de
polarografia de impulsos normal (NPP) y dife-
rencial (DPP), mediante las que se consigue
incrementar la corriente faradaica y disminuir
la corriente capacitiva [67].

La voltamperometria con electrodos s6-
lidos en condiciones de difusién convectiva o
voltamperometria hidvodindmicallegd a adqui-
rir un uso generalizado a partir de la
comercializacién de los electrodos rotatorios
para los que el ruso Veniamin Levich habia
desarrollado entre 1942 y 1944 un riguroso
tratamiento matematico que conduce a la ecua-
cién de la intensidad limite en condiciones
hidrodinamicas conocida como ecuacion de
Levich [68]. La voltamperometria con electro-
dos solidos adquirié una nueva perspectiva
cuando empezaron a disenarse detectores
amperométricos para cromatografia de liqui-
dos de alta resolucion [69].

La tendencia de la instrumentacion ana-
litica a la miniaturizaciéon se manifiesta en el
campo de los sensores. El biblogo norteameri-
cano Leland C. Clark, disefi¢ un sensor para la
determinacién de oxigeno disuelto basado en
la medida de la intensidad de la corriente pro-
ducida en la reduccién del oxigeno en un elec-
trodo de platino. Este sensor se popularizé con
el nombre de electrodo de Clark, y constituye
la base de los modernos biosensores
amperométricos, basados en la inmovilizaciéon
de enzimas que catalizan una reaccidon
bioquimica y el empleo de mediadores redox
que catalizan la transferencia de electrones.

Desde que, hace mas de ochenta anos,
Heyrovsky realizara los primeros experimen-
tos que darfan lugar al desarrollo de la
polarografia, la forma de llevar a cabo las de-



terminaciones ha experimentado cambios sus-
tanciales: el electrodo de gotas de mercurio ha
sido drasticamente modificado o, alternativa-
mente, sustituido por electrodos solidos de
platino o carbono, la instrumentacién ha sido
objeto de mejoras tendentes a alcanzar mayor
sensibilidad, precision, rapidez y automatismo,
y la terminologia ha tenido que incorporar ele-
mentos inexistentes (e innecesarios) en la
polarografia clasica: voltamperometria, impul-
sos, muestreo, detectores, sensores... Pero la
eficacia actual de la metodologia electroanalitica
no habria sido posible sin el invento o descu-
brimiento? de Heyrovsky. Petr Zuman, uno de
los mas destacados discipulos de Heyrovsky,
clude responder a la anterior disyuntiva apli-
cando la reflexion:

“Como con otros descubrimientos, el de
la polarografia se produjo porque la per-
sona adecuada se hallaba en el lugar ade-
cuado en el momento adecuado” [70].
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