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palabras del presidente
Desde el mes de marzo de 1987 al de 1988 la Comunidad Económica Europea

celebrará el Aflo del Medio Ambiente. En la actualidad este campo de la ciencia
ha trascendido a través de los medios de comunicación a casi todo el mundo y
es difícil encontrar a alguien que en mayor o menor grado no esté interesado en
el tema. la pregunta que surge inmediatamente es: ¿Hasta qué punto la Croma­
tografia y las Técnicas Afines (CTA) contribuyen al mejor conocimiento de las
ciencias ambientales y a la mejora de la calidad de la vida?

Desde hace millones de años los procesos cromatográficos han contribuido
a la modificación de la corteza terrestre. Muchos compuestos quimicos han
sido transportados por las aguas a través de medios porosos (cromatografia) a
largas distancias modificando su distribución en los medios acuoso y terrestre.
Cuando algunos de estos compuestos son nocivos o tóxicos pueden contami­
nar el medio ambiente, es decir, dar lugar a efectos ambientales significativos.
A partir de 1903, fecha de su descubrimiento por Tswett, la cromatografía se ha
desarrollado de tal forma que en la actualidad es la técnica analítica más exten­
dido y utilizada en los laboratorios modernos. Hasta la fecha no ha presentado
atisbos de obsolescencia y está innovándose continuamente. Un problema que
resuelve con éxito es el de los análisis de los contaminantes ambientales. Hoy
en día se utilizan industrialmente en Europa unos 100.000 compuestos quimi­
cos, siendo muchos de ellos de elevada toxicidad. Para analizarlos cualitativa y
cuantitativamente, y evaluar sus impactos ambientales las técnicas analíticas
que preferentemente se aplican son las CTA. Existen compuestos muy tóxicos
que ya en micro o nanocantidades son altamente nocivos para la salud de las
personas, de los seres vivos y deteriorantes del medio ambiente. Tanto si se
trata de medir la calidad del aire como la de las aguas, así como evaluar los
fenómenos de transporte de contaminantes en medio atmosférico y terrestre y
sus efectos sobre la calidad de la vida, las CTA son imprescindibles en cual­
quier tipo de proyecto. Sus éxitos en las ciencias ambientales han sido conside­
rables, por ejemplo el descubrimiento, aislamiento y medida del PAN (nitrato
de peroxiacetilo) el compuesto oxidante más perturbador de las nieblas foto­
químicas de las grandes ciudades. Por otra parte, se detectan hasta 20 femto­
gramos (10-15) de 2,3,1,8, Tetraclorodibenzodioxina, el isómero más tóxico de
las dioxinas. También se analizan y separan los dos isómeros, benzo(a)pireno
de gran poder cancerígeno y el benzo(e)pireno relativamente inocuo. Un
campo muy estudiado mediante las CTA es el de la quimica atmosférica que
comprende la investigación de las transformaciones de los contaminantes que
dan lugar a las "lluvias ácidas", así como la de los efectos ambientales de los
contaminantes sobre el hombre y el medio ambiente.

Finalmente hay que citar el tema de la "especiación" en el análisis ambiental,
que consiste en identificar y cuantificar precisamente las especies químicas de
cada contaminante en particular. Por ejemplo, uno de los casos más citados
corrientemente es el de evaluar los efectos sobre el organismo del mercurio
como ión, o del metil y alquil mercurios. Aunque el primero es tóxico los
segundos lo son mucho más por tener la propiedad de no eliminarse y acumu­
larse en los seres vivos, lo que aumenta considerablemente su toxicidad. Hoy
en dia no basta con expresar los valores máximos tolerables de los elementos
quimicos, hay que indicar la especie química correspondiente. Resumiendo, en
las ciencias ambientales, que son uno de los grandes campos de aplicación de
los CTA, no es imaginable un proyecto sin ayuda de estas técnicas.



Una muestra representativa de la importancia de las CTA en el análisis quí­
mica, en particular y en las ciencias ambientales en general lo constituyen los
trabajos presentados a las Jornadas de Análisis Instrumental que se celebrarán
en Barcelona en el marco de la Expoquimia (9-11 noviembre, 1987). De las cien
comunicaciones enviadas, unas cincuenta utilizan las CTA, y de ellas unas
catorce son de aplicaciones ambientales. Es un ejemplo del lugar que ocupan
estas técnicas en el conjunto del análisis instrumental.

Una prueba complementaria de la difusión de las CTA, principalmente en
Europa y los Estados Unidos, es que en el primer semestre de 1987 se han
publicado por vez primera dos nuevas revistas de distribución gratuita finan­
ciadas por la publicidad: European Chromatography News e Intemational
Analyst. La segunda incluye un cincuenta por ciento de trabajos sobre las CTA.

Sin embargo, hay que considerar un hecho bastante preocupante que se
presenta en Europa y que también puede afectar a España. En estos últimos
años, los cromatografistas europeos de más valía y experiencia han emigrado a
los Estados Unidos, en una desorbitada fuga de cerebros. Hay que tomar ya en
España las medidas preventivas. La recientemente promulgada Ley de la Cien­
cia y la Reforma Universitaria con la inclusión de las ciencias ambientales en
los planes de estudio universitarios contribuirán a evitar esta posible tendencia.

En España se habla mucho de proyectos avanzados y de la innovación tecno­
lógica, pero, estimo que a las CAT no se les ha dado la importancia que le
corresponde en los proyectos de ciencias ambientales. Las consecuencias
pueden ser deteriorantes a largo plazo si no se incentivan adecuadamente a los
especialistas cromatográficos. Y es dificil contratar a técnicos con experiencia
en las CTA, hay que hacer un mayor esfuerzo para formar más personal e
impedir que emigren al extranjero. Esperemos que en este Año del Medio
Ambiente se medite profundamente sobre estos problemas y que se trabaje a
todos los niveles para aumentar e incentivar a los cromatografistas dedicados a
las ciencias ambientales.
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Electroforesis y técnicas relacionadas.
Estado actual
M. Ramos
Insntuto de Fermentaciones Industriales (G.S./.C.)
Juan de fa Cierva, 3. 28006 Madrid

Las técnicas electroforéticas han constituido durante mucho tiempo uno de
los principales medios para caracterizar mezclas complejas de proteinas así
como para comprobar su pureza. Desde que la electroforesis libre fue introdu­
cida por Tiselius en 1937 la técnica ha sido ampliamente desarrollada y hoy dla
se puede hablar de una gran familia de técnicas electroforétlcas dentro de las
cuales el electroenfoque, la electroforesis bidimensional y la transferencia alee­
troforética son las que están adquiriendo más importancia en los últimos años.
La popularidad de esta técnica se refleja en conferencias internacionales, sim­
pósiums, revistas y libros dedicados exclusivamente a estos temas.

Los avances en las técnicas electroforéticas se basan fundamentalmente en
la gran diversificación de soportes utilizados, tipo de tampones, etc. Como
soportes se utilizan fundamentalmente, acetato de celulosa, almidón, agarosa,
gel de poliacrilamida, etc. La de gel de poliacrilamida se puede realizar con
diferentes tamanos de poro, en geles continuos o discontinuos o en gradientes
con o sin agentes desnaturalizantes, con buffers continuos o discontinuos, etc.
Dependiendo de la dirección del campo eléctrico y la orientación del gel, la
electroforesis puede ser vertical y horizontal. Dentro de la electroforesis verti­
cal se puede hacer en tubos o placas de diferente tamal'ío, incluso tubos capila­
res o placas ultrafinas de 0,1 mm de espesor. Dependiendo de la cantidad de
muestras puede ser analitica o preparativa.

En otro campo donde se han hecho grandes progresos es en el de la visuali­
zación, aumentando enormemente la sensibilidad, no sólo con las técnicas de
autorradiografia sino también con la utilización de nuevos colorantes como el
NO] Ag. Por otra parte se pueden utilizar técnicas basadas en diferentes princi­
pios, pudiendo separar protelna por la relación carga/masa (electroforesis
normal), por la masa molecular (electroforesis en SOS) o por el punto isoeléc­
trico (electroenfoque), O bien combinar algunos de ellos como ocurre con la
electroforesis bidimensional. También se puede transferir el electroforegrama a
un papel de nitro celulosa. Con todas estas posibilidades también se han
aumentado enormemente los campos de aplicación y asi se pueden usar las
técnicas electroforéticas no sólo en el campo clásico de la Bioquimica y Biolo­
gía Molecular, sino en otros campos como la Medicina forense, en el diagnós­
tico de enfermedades, en Microbiologia para diferenciar bacterias, levaduras,
etc. En Biotecnologia es posible que en un futuro se utilicen técnicas electrofo­
réticas para distinguir e identificar por ejemplo plantas que hayan sido mejora­
das genéticamente. En el campo de la Tecnología de Alimentos son amplia­
mente utilizadas para caracterizar e identificar el origen de carnes, pescados,
leches, quesos, cereales, legumbres, patatas, etc...

No pretendo en estas lineas revisar exhaustivamente los métodos electroforé­
ticos sino destacar algunos de los Que se han introducido más recientemente, a
la vez que brevemente describiré algunos ya introducidos pero Que siendo los
que más se utilizan parece necesario comentar.
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Electroforesis en gel de pollacrllamlda (PAGE)

Ca electroforesis en gel de poliacrilamida es un método capaz de separar las
moléculas por su masa molecular y carga neta. Es una técnica útil, versátil y
ampliamente utilizada. La ventaja que tiene es que el gel puede considerarse
como un medio poroso en el cual el gel actúa como un tamiz molecular y la
separación depende de la densidad de carga y del tamaí"lo. Las ventajas de la
acrilamida sobre otros soportes son que es inerte, estable en un amplio rango
de pH, temperatura, y fuerza iónica, es transparente y además, cambiando las
concentraciones de acrilamida y de bisacrilamida, es posible cambiar el
tamaño de poro, pudiendo hacer geles de un tamaño de poro determinado y
composición conocida. La concentración de acrilamida en los geles se define
según la terminología de Hjerten

Acrilamida + Bis

El tamaño de poro está determinado por la concentración de acrilamida (3­
30% PN) Y la cantidad de agente de entrecruzamiento. El tamaí"lo de poro es
inversamente proporcional a la T. El porcentaje de bisacrilamida afecta el
tamaño de poro en una función casi parabólica, geles con T < 3-5 yaC < 2 son
blandos, adhesivos y difíciles de manejar, por el contrario geles T> 30 YC > 13
son duros, opacos y quebradizos. Elegir la concentración de gel adecuada es
importantísimo ya que una concentración inadecuada puede conducir a la
exclusión total de las proteinas del geL Para la separación de macromoléculas
se necesitarán poros grandes, es decir, concentraciones de acritamida
pequeñas.

Una de las condiciones claves en la electroforesis en gel de pollacrilamida es
la de colocar la muestra en una banda muy estrecha; para conseguirlo se usan
dos concentraciones de gel diferente y también dos sistemas de buffer diferen­
tes. es la electrofooresis discontinua introducida por Ornstein y Davis. Con este
procedimiento se pueden estudiar muestras muy diluidas a la vez que se
aumenta la resolución. El mayor inconveniente de la electroforesjs en gel de
poliacrilamida es la toxicidad de la acrilamida.

El método electroforético más ampliamente utilizado en prácticamente todos
los campos es la electroforesis usando dodecil sulfato sódico (SOS). Esta téc­
nica fue introducida por Shapiro, Vifluela y Maizel en 1967. Las proteinas se
unen de forma no cava lente con el SOS y si la proteina es un aligómero se
disocia facilmente en subunidades. Por otra parte la unión del SOS con la
proteina da al complejo una fuerte carga negativa que enmascara la carga de la
proteína en ausencia de SOS, pudiendo separarse por pesos moleculares una
mezcla de proteínas y determinar dichos pesos moleculares por comparación
con una serie de proteinas de pesos moleculares conocidos.

Cuando se pretenden separar proteinas que es necesario que permanezcan
intactas, caso por ejemplo de enzimas que presentan actividad biológica, la
electroforesis debe realizarse sin agentes desnaturalizantes. Se pueden separar
las proteínas por la carga a cualquier pH entre 3 y 11 para permitir las máximas
diferencias en la carga entre proteinas próximas, pudiéndose realizar múltiples
combinaciones de gel y de buffers; en este sentido hoy dia es posible progra­
mar con ordenador cientos de combinaciones de buffers y elegir el idóneo para
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el problema que se plantee. Chrambach y Aodlard resaltan la importancia de
usar programas de ordenador para optimizar los procedimientos de separa­
ción. Hay un programa, el JOVIN, capaz de dar los diferentes sistemas de buffer
que pueden ser usados a cualquier pH; este programa genera hasta 4267 siste­
mas de buffer diferentes. Hay otros programas para elegir las concentraciones
óptimas de gel para resolución de las proteinas. Aunque estos programas son
eficaces muchas veces son inalcanzables a la mayoria de las personas que usan
las técnicas electroforéticas.

Dentro de las técnicas electroforéticas hoy dia hay tendencia a utilizar siste­
mas Micro: microtubos o microplacas. Estos sistemas se han desarrollado para
analizar pequenas cantidades de muestra con el consiguiente ahorro de reacti­
vos y tiempo. Se puede hacer una electroforesis incluso en gradiente en tubos
capilares de 250 6 100 111 que permiten deteclar 2 ng de proteina. El volumen de
muestra en estas condiciones es de 0,25 a 2 pi o incluso menos. También
puede realizarse en microplacas en general de 7,5 x 2,5 cm Ó 7,6 x 3,8 en las
cuales se pueden detectar 20 ng de proteina.

Electroforesls en gradiente

En la electroforesis en gradiente la concentración de acrilamida aumenta
regularmente de arriba a abajo (3-30% T) a la vez que el tamaflo de poro
decrece. Las ventajas de la misma serian: a) prolelnas de pesos moleculares
muy diferentes pueden ser separadas en un único gel; b) la separación de
bandas proteicas es mejor y cada banda es más estrecha que en geles unifor­
mes, y cl algunas separaciones anómalas por ej. de glicoproteinas pueden
disminuir.

Los geles en gradiente han adquirido gran popularidad en los últimos años,
siendo de gran utilidad en el estudio de mezclas complejas con un amplio
rango de pesos moleculares; de todas formas la separación de bandas en la
zona óptima de un gel uniforme sigue siendo superior a la conseguida en
gradientes. Se pueden preparar diferentes gradientes variando el rango de
separación según Hames (1984): 7-25% T; 1% e para pesos moleculares
de 14.300-330.000. 5-20% T; 2,6% e (14.300-210.000 y 3-30% T; 8,4% e
(13.000-950.000).

La determinación de pesos moleculares en los geles en gradiente es un poco
diferente de la de geles uniformes ya que no hay relación directa entre el peso
molecular y el Af sino entre el Ig,o del Pm y el Ig 10 de la concentración de
acrilamida (% T).

Electroenfoque
El electroenfoque difiere de la electroforesis convencional en que el pH no es

constante y puede ser definido como una electroforesis en un gradiente de pH
estable y continuo, donde las proteínas se separan y enfocan a un valor de pH
igual al punto isoeléctrico. Es una técnica de alta resolución con la que se
pueden separar proteinas cuyos puntos isoeléctricos difieran en 0,01 unidad de
pH, es una técnica de concentración, define un parámetro físico de la proteína,
es simple y se puede utilizar tanto para fines analíticos como preparativos. Se
puede hacer vertical u horizontal y en tubos o placas y sobre diferentes sopor­
tes, poliacrilamida, sacarosa, glicerol o sephadex. Este último se usa funda­
mentalmente en el electroenfoque preparativo.
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Todas las separaciones electroforéticas se basan en el hecho de que cada
proteína tiene una carga neta que varía con el pH del medio. Esta carga neta
representa la suma de cargas positivas y negativas sobre la superficie de una
proteína. Cuando se pasa de un pH muy bajo a uno muy alto los cambios en la
carga neta varían de manera continua de más a menos. A cierto pH. bien
definido, la carga neta de la proteína es cero. Este punto es el llamado punto
isoeléctrico (pi).

El electroenfoque utiliza un gradiente de pH estacionario y estable orientado
de forma que el pH aumenta hacia el cátodo.

En la fig. 1 se representan de manera esquemática la electroforesis y el
electroenfoque. Dos proteínas A (pi = 5) Y B (pi = 8) cuyas curvas de titulación
se representan al lado derecho del esquema se separan por PAGE e IEF. En el
caso de la electroforesis a pH = 9 los macroiones se mueven con una carga
negativa constante. En el caso del IEF la muestra B que se ha colocado en un
pH inferior al punto isoeléctrico tendrá una carga positiva y migrará hacia el
cátodo hasta enfocarse en su punto isoeléctrico. La proteína A que está colo­
cada en un pH inferior a su punto isoeléctrico estará cargada negativamente y
migrará hacia el ánodo. Las dos proteínas se han separado y enfocado a sus
puntos isoeléctricos como zonas estrechas y bien definidas.

ELectY'ofoY'esis ELectY'oenfoque
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En esta técnica es clave que el gradiente de pH sea lineal y estable. El gra­
diente se obtiene mediante una mezcla de sustancias anfóteras llamadas "anfo­
Iitos". De la misma forma que las proteínas, los anfolitos poseen cargas netas
que varían con el pH y tienen diferentes puntos isoeléctricos. Existen diferentes
marcas comerciales que producen anfolitos con distintos nombres y composi­
ción química, que cubren diferentes rangos de pH; cada vez se están comercia­
lizando anfolitos con rangos más estrechos de pH. Cuando se aplica un campo
eléctrico el anfolito empieza a migrar. El anfolito portador con el más bajo
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punto isoeléctrico será la molécula más negativamente cargada y empezará a
moverse hacia el ánodo; en el punto en que su carga neta sea cero se parará.
Asi van haciendo los diferentes anfolitos con sus diferentes puntos isoelectri­
cos y de esta manera se forma el gradiente.

Los anfolitos deben reunir una serie de características: buen poder tampo­
nante a su punto isoeléctrico para conseguir un gradiente lineal y estabilidad, la
conductividad debe ser suficientemente elevada y uniforme a lo largo de todo el
gradiente, el peso molecular debe ser bajo y deben tener poca absorción en el
UV, las interacciones no específicas deben ser mínímas, lo mismo que la
toxicidad.

El electroenfoque también tiene algunos inconvenientes y uno de ellos es la
inestabilidad en el gradiente. EIIEF es una técnica de equilibrío y en teoría el
experimento termina cuando en un gradiente de pH estable las proteinas han
alcanzado su punto isoeléctrico y han parado de moverse, en la práctica el
gradiente no es estacionario y se mueve con el tiempo lo que se conoce con el
nombre de deriva catódica. El problema es que la movilidad de las proteinas se
reduce cuando se acercan al punto isoeléctrico. Existen muchas teorías para
explicar este fenómeno y parece ser que el factor más importante es la elec­
troendoósmosis; otro problema es la alteración o distorsión de las bandas; en
este caso tiene gran importancia el contenido salino de las muestras.

Para resolver algunos de los problemas que presentan los anfolitos, recien­
temente y basándose en una patente de LK8 de Gasparic y col. (1978), (1981),
se han introducido en el mercado las "lmmobiline", con este procedimiento el
gradiente de pH es inmovilizado. La resolución es mayor que con los anfolitos
pudiendo separarse proteinas que difieren en 0.001 unidad de pH; es muy
reproducible: se puede crear cualquier gradiente de pH; además se puede
poner 10 veces más cantidad de muestra.

Métodos de visualización

Aunque muy brevemente es interesante comentar el gran avance que en los
últimos años se ha conseguido al aumentar la sensibilidad de los colorantes. El
colorante que primero se utilizó fue el Negro de Amida, posteriormente se
introdujo el Azul Coomassie R-250, Ó G-250 y diferentes fórmulas de eltos han
sido ampliamente utilizadas. Recientemente Neuhoff y col. (1985) en un estudio
sistemático y muy interesante observa que el Azul Coomassie G-250 es más
fuerte que el R-250 y que usando sus propiedades coloidales aumenta la sen­
sibilidad de la tinción de proteínas a límites de detección de 0,7 ng de seroal­
búmina por mm2 de gel.

Otro colorante que ha sido introducido en los últimos años es la tinción con
plata. Su sensibilidad según algunos autores llega a ser 100 veces mayor que
con Azul Coomassie y muy parecida a la autorradiografía. El método consiste
en fijar las proteínas en el gel, y después tratarlas con Nitrato de Plata. Poste­
riormente hay una serie de pasos de reducción y realce del proceso. El meca­
nismo del proceso no se conoce bien a pesar de los trabajos que sobre este
lema se han publicado en los últimos años; una explicación del proceso podría
ser que el ion Ag" se une al grupo imino del enlace peptídico de las proteínas
en un medio ácido. La increíble sensibilidad del método (se pueden detectar
cantidades tan pequeñas como 0,38 ng) ha sido explicada como un crecimiento
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físico de la Ag inicialmente depositada en la zona por un mecanismo de ampli­
ficación similar al que ocurre en la exposición y desarrollo de una emulsión
fotográfica.

La tinción con Ag se ha aplicado a DNA y ANA mostrando una sensibilidad al
menos 20 veces mayor que el Bromuro de etidio. Se pueden detectar cantida­
des del orden de 0,6 Jig de DNA.

Otras técnicas de gran sensibilidad son la Autorradiografía, Fluorografía,
Autorradiografía indirecta y Doble detección de isótopos.

Electroforesis bidimensional

La versatilidad de la electroforesis tanto para caracterizar una proteína en
particular como para analizar una mezcla compleja ha hecho de estas técnicas
uno de los principales medios disponibles en la Bioquímica moderna. La com­
binación de dos técnicas electroforéticas diferentes para dar lugar a una sepa­
ración en dos dimensiones aumenta, enormemente el poder de separación de
mezclas complejas. La electroforesis en 2 D- debe hacerse basándose en dos
principios diferentes. En la fig. 2 se muestran algunas de las posibilidades para
hacer electroforesis en 2 D. A pesar de existir varias posibilidades de realiza­
ción de electroforesis en dos dimensiones, hoy día la que ha ganado más
popularidad es la descrita por O'Farrell (1975) y Klose (FAG) que publicaron
independientemente una técnica de alta resolución que permite fraccionar pro­
teínas celulares. En principio esta electroforesis en 2 D es una combinación de
electroenfoque en primera dimensión (separación de proteínas basándose en
el punto isoeléctrico) y electroforesis f,n SDS (separación según el peso mole­
cular) en la segunda dimensión. Con esta técnica es posible separar proteínas
celulares en varios cientos de polipéptidos. Si a la alta resolución de la técnica
se acoplan métodos de visualización como el N03Ag o autorradiografía, el
número de manchas que se pueden encontrar en un electroforegrama en 2D
puede superar el millar. Con estas técnicas es posible reconocer cambios en la

I

Blectroforesis SDS (Pm)

>
Electroforesis en gradiente

>
-;o Electroforesis en gel (mapa de proteinas)+J
<l> )

"
'" Inmuno eletroforesis

" '" >'" ........ '" Electroforesis gradientes estacionariosUl u en

" de pH (curvas de titulacic5n l
<l>
E H ).....
'" .::;. Isotacoforesis

'" )... ....
<l> '" ~ (segunda dimensión)H

Flg. 2.-Dlagrama de electroforesls en dos dimensiones en la cual una de ellas es el electroenfoque
(tomado de Glnazza y Rlqhetll, 1979).
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carga debidos a la sustitución de un aminoácido, con su posible aplicación en
el campo del polimorfismo genético. La reproductibilidad de la técnica es muy
alta; sin embargo la comparación entre geles es realmente difícil. Teniendo en
cuenta que esta técnica se está aplicando a numerosos sustratos, el numero de
publicaciones en revistas especializadas es enorme; se ha generado una
inmensa cantidad de información sobre la expresión y caracterización de miles
de proteínas desconocidas. Sin embargo esta información no se ha recogido de
forma util. Esta situación ha surgido debido a la dificultad en la interpretación
de los mapas de proteínas en 20 que segun Righetti es solamente un poco
menos complicado que la cartografía de los astrónomos. Los ultimas avances
en este campo han sido el desarrollo de programas de ordenador para resolver
este problema. Hoy día existen al menos dos programas capaces de analizar los
mapas en 20: el TYCHO, sistema desarrollado en el Laboratorio Nacional
Agronómico de Chicago, y el CUESTo

Transferencia electroforétlca

Es la técnica electroforética que se ha introducido más recientemente fue en
1979 cuando Renar y Towin describieron la transferencia de proteínas a matri­
ces inmovilizadas, para su posterior caracterización con pruebas específicas.
Hoy día hay varios procedimientos y aparatos comerciales para realizar la
transferencia electroforética y se está utilizando cada vez más en el campo de la
química clínica, bioquímica, etc.

El hecho de que se esté utilizando cada vez más esta técnica es debido a la
enorme ventaja que supone el tener la proteína transferida a una matriz inmovi­
lizada y las posibilidades de identificación con colorantes específicos o técni­
cas inmunológicas; por otra parte es una técnica sencilla y sensible.

Una excelente revisión sobre la misma ha sido recientemente publicado por
Beisiegel y a continuación resumímas los aspectos fundamentales de la
técnica.

Los pasos fundamentales en la transferencia son:

19 ) Electroforesis

Separación de las proteínas por cualquiera de las técnicas descritas ante­
riormente PAGE, 2-D, IEF... SDS - PAGE, etc.

22 ) Lavado

Previamente a la transferencia a veces (por ejemplo cuando se transfieren
proteínas separadas en PAGE con SOS) es necesario lavar para quitar el
SOS o incubación para renaturalización de proteínas.

311 ) Transferencia propiamente dicha.

Esta transferencia puede hacerse por difusión simple, por capilaridad, por
vacío o por fuerzas electroforéticas; de estas cuatro posibilidades la electro­
transferencia (electroblotting) es una de las más eficientes y ampliamente usa­
das. El gel y la matriz embebidos en papel de filtro y esponjas se colocan en un
marco entre dos electrodos.
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Para realizar la transferencia se usan diferentes matrices inmovilizadas; una
de las más utilizadas es la nitrocelulosa (NC) No está claro cómo ocurre la
interacción pero se piensa que es debido a una interacción hidrofóbica. Esta
matriz es la que se usa con más frecuencia, pero tiene el problema de que el
tamaño de poro es crítico para algunos péptidos. Otra matriz que se utiliza es el
papel de DBM-L (Diazobenzyloxymetil). Tiene la ventaja de que la proteína se
enlaza covalentemente por medio de los nitroderivados, sin embargo tiene el
inconveniente del tratamiento previo del papel (diazotación). Existen otras
matrices como las membranas de nylon, que tienen una alta capacidad de
enlace con las proteínas; en este último caso el tipo de enlace se basa en
interacciones electrostáticas y el problema que tienen es la dificultad de tin­
ción con colorantes convencionales.

Las condiciones de la transferencia varían según el tipo de proteínas y las
matrices utilizadas. Los dos factores más críticos durante la transferencia son
la eficacia de la elución de la proteína fuera del gel y la capacidad de enlace de
la matriz por la proteína. En la eficacia de la elución influyen la fuerza iónica y
pH del buffer, así como la ausencia o presencia de metano!.

42 ) Saturación de los puntos activos de la matriz.
Una vez transferida la proteína al papel (NC, o DBR) la matriz se puede teñir

directamente con un colorante de proteínas o bien incubar con varios agentes
de enlace; cuando se va a tratar la proteína con anticuerpos es necesario el
bloqueo e inactivación de los compuestos activos de la matriz. Los agentes
bloqueantes más utilizados son los detergentes por ej. el Tween-20; también se
han usado suero o proteínas no específicas. Tienen la ventaja que no hay
pérdidas de proteínas, pero normalmente son más caros que los detergentes.
Este paso de bloqueo es muy importante ya que determinará el alcance de la
interacción no específica entre prueba y matriz y por tanto el nivel de
transferencia.

52) Visualización.

Después de la incubación la matriz se lava y el paso final es la detección de
las proteínas en la matriz. Esta detección puede hacerse por tinción no especí­
fica usando los colorantes clásicos, Negro de Amida, Azul Coomassie o tinción
con plata o bien se utilizarán pruebas específicas, en general con anticuerpos
(debido a su alta especificidad y afinidad a la proteína antigénica convalente­
mente unida a la matriz). Se pueden utilizar anticuerpos marcados con radio,
fluorescencia, enzimas o incluso oro, pudiendo realizarse pruebas con uno o
varios ligandos.
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Fronteras actuales de la cromatografía
M. V. Dabrio
Instituto de Ouímica Orgánica General. es/e.

Los fundamentos básicos de la Cromatografía son comunes a las diversas
modalidades de la técnica, lo que ha sido utilizado para hacer avanzar metodo­
logías de una modalidad basándose en conocimientos adquiridos en otra. las
diferencias entre ellas son más de tipo cuantitativo que cualitativo.

Son tres los campos en los que se pueden agrupar los avances que se produ­
cen en Cromatografía: 1) Mecanismos de retención. 2) Tecnología de la
columna. 3) Instrumentación.

La ecuación fundamental de la Cromatagrafia es la que define la separación
entre una pareja de compuestos:

a-1 k' ~
R. = ---;;- 1+k' 4 (1)

donde se expresa la Resolución (Rs) en función de la Retención Relativa (a), el
factor de capacidad (k') y el número de platos teóricos de la columna. Dos
sustancias serán más fácites de separar cuanto más difiera de la unidad el valor
de a. La retención relativa es, en cierta manera, una medida de la diferencia de
energias de tránsito de los solutos de una fase a la otra, a través de la ecuación

.t:.G1 - .t:.G2 = -R Tina (2)

Se considera que una pareja es fácil de separar cuando, con el sistema ele­
gido, los valores de la retención relativa son a > 1.14. Si estos valores son de a <
1.01 se considera que la mezcla es muy dificil de separar. Por ello, la elección
del sistema fase estacionaria-fase móvil, junto con la temperatura, tiene una
gran importancia ya que determina los valores de a y, por tanto, la dificultad de
separación.

1. MECANISMOS DE RETENCION

Los mecanismos de retención dependen mucho del tipo de Cromatografía
que se utilice. El mas usado en Cromatografia de Gases (CG) es el Reparto. La
adsorción ha quedado restringida a casos muy especiales en los que, general­
mente, se utilizan adsorbentes del tipo I de Kiselev l . La causa fundamental del
poco desarrollo de este mecanismo se debe al pequeño rango de linearidad de
las isotermas de adsorción, que produce asimetría de los picos en función de
la cantidad de muestra inyectada. Otro mecanismo que se ha usado a veces es
la exclusión molecular pero, debido a la baja estabilidad térmica de los rellenos
de este tipo y a los requerimientos de diferencia relativa de tamaño molecular
entre los componentes de la mezcla, se ha utilizado solamente en la separación
de moléculas pequeñas.

En una separación por reparto en eG, la afinidad por la fase móvil viene
definida exclusivamente por la tensión de vapor del soluto. La afinidad por la
fase estacionaria es función de su solubilidad en la misma, consecuencia de fa
energía de formación de cavidad y de las interacciones soluto-disolvente. Por
tanto, dos sustancias que difieren sensiblemente en sus presiones de vapor,
son fáciles de separar por CG, cualquiera que sea la naturaleza de la fase
estacionaria que se use. Para sustancias con valores próximos de la presión de
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vapor será necesario elegir una fase estacionaria "selectiva", es decir, que a la
vista de las diferencias estructurales entre las moléculas que se desea separar,
interaccione de manera diferente con cada una de ellas. Existe una variedad
notable de fases líquidas para CG, que permiten abordar la mayor parte de los
problemas analíticos susceptibles de ser resueltos por la CG. Basta echar una
ojeada a la abundante bibliografía de aplicaciones analíticas de la CG para
sacar la impresión de que están resueltos la mayor parte de los problemas de
separación. El límite, en este caso está impuesto por la escasa "solubilidad" de
la muestra (compuestos iónicos, polímeros, etc ... ) en la fase móvil o en la
excesiva volatilidad de la fase estacionaria (polimérica, en general) a la tempe­
ratura de trabajo.

Pueden, no obstante, darse casos en los que el problema que nos interesa no
esté resuelto. En estas circunstancias existen criterios que suministra la Ter­
modinámica de disoluciones, que está avanzando considerablemente en los
últimos años. A este avance ha contribuido considerablemente la propia CG,
que constituye un instrumento de trabajo muy útil para este tipo de estudios,
debido a la simplicidad del sistema, al fácil control de las variables experimenta­
les y a la exactitud y reproductividad de los resultados que proporciona. Ello ha
suministrado criterios cuantitativos para la evaluación de las distintas fases
estacionarias de que se dispone y su clasificación en grupos de comporta­
miento similar. Esta contribución al estudio de disoluciones es una de las apli­
caciones de la CG con más perspectivas de futuro.

la situación en la moderna Cl es completamente distinta. En este caso, se
puede jugar con las interacciones selectivas que se producen en ambas fases,
lo que permite gran número de combinaciones. la limitación teórica que posee
una molécula para ser sometida a un proceso de Cl es su solubilidad en la fase
móvil. Esta solubilídad, por otra parte, no tiene que ser necesariamente total;
basta con una solubilidad limitada. Sería muy raro encontrar alguna sustancia
que no sea capaz de disolverse, aunque sea parcialmente, en nada. las sustan­
cias iónicas o poliméricas, que no podían abordarse por CG, lo son en Cl.

Mecanismos de retención tales como la adsorción, el reparto, el intercambio
iónico o la exclusión molecular se utilizan con éxito en Cl. Asimismo, se han
desarrollado otros mecanismos de separación tales como la cromatografía de
afinidad, la cromatografía micelar, la cromatografía hidrofóbica, etc ... y, sobre
todo, el más difundido en la práctica por su versatilidad: la cromatografía en
fase inversa con fase ligada. Un requerimiento imprescindible de la cromato­
grafía de alta eficacia es la rigidez de las partículas del relleno de la columna; si
el relleno es deformable, al ser sometido a altas presiones se provocan obstruc­
ciones de la columna. Por esta razón, los materiales más utilizados para este fin
son de tipo silíceo o vítreo, que son los que suministran los rellenos más esta­
bles desde el punto de vista mecánico. No ocurre lo mismo con la estructura
química superficial, que puede cambiar en función de la composición de la fase
móvil y la temperatura, por creación o supresión de grupos -OH, que son los
que actúan como puntos activos. Por esta razón, estos puntos se utilizan para
ligar moléculas orgánicas, lo que le confiere estabilidad e hidrofobicidad a la
superficie. En la mayoría de los casos esta parte orgánica ligada suele ser
apolar (cadena hidrocarbonada) y de apreciable longitud (18 átomos de Cl. lo
que suministra el sistema adecuado para la cromatografía en fase inversa. Si la
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parte orgánica posee grupos funcionales que actúen selectivamente sobre los
solutos, el mecanismo de retención puede cambiar. En cualquier caso, estas
columnas tendrán unas aplicaciones limitadas para ciertos tipos de problemas,
mientras que la columna de fase inversa puede ser modificada dinámicamente
mediante la introducción de un aditivo en la fase móvil, previa o simultánea­
mente al análisis, que se puede eliminar posteriormente por elución, dejando la
columna en su situación inicial. Un ejemplo típico es la adición de una especie
dotada de una parte iónica, tal como un alquilsulfonato o una sal de tetraalqui­
lamonio, que podrán retener cationes o aniones como si de un cambiador de
iones se tratase. En este terreno existen zonas enormes por explorar.

Algo similar podria decirse de las posibilidades de modificación que ofrece la
fase móvil. En ella se pueden, o es necesario a veces, introducir aditivos tales
como agentes complejantes, buffers, contra iones, etc.... además de los clásicos
modificadores orgánicos (metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, etc... ), que
son los encargados generalmente de controlar la retención. Piénsese, por
ejemplo, en las posibilidades que tiene la adición de una sustancia quiral a la
fase móvil, capaz de interaccionar selectivamente con uno de los enantiómeros
de una mezcla racémica. O bien. depositar una enzima sobre la fase estaciona­
ria y cromatografiar una serie de posibles inhibidores de su acción: no cabe
duda de que sus retenciones deben estar relacionadas, en principio, con sus
capacidades inhibidoras, ya que interaccionarán más fuertemente. En el
terreno de los mecanismos de retención existen grandes zonas por explorar.

Como respuesta a esta versatilidad de la CL, ha surgido la idea de utilizar
fases móviles activas en CG. Para conseguirlo se han usado aditivos en la fase
móvil, tales como agua, metano, amoniaco, etc... Estas experiencias no han
resultado espectaculares. por lo que se abandonaron hace años. Otra via más
prometedora parece ser la utilización de fluidos en condiciones supercriticas.
lo que ha dado origen a una nueva modalidad denominada Cromatografía
Supercrítica (CSC). La esc está siendo objeto de fuerte atención por parte de
los cromatografistas en los últimos años, aunque los resultados obtenidos
hasta ahora no parecen justificar la complicación instrumental que supone el
uso de este tipo de fluidos. Por otra parte, tampoco existe una gran variedad de
fases móviles susceptibles de trabajar en estas condiciones.

2. DISEf,lO DE LA COLUMNA
Hasta ahora se han descrito sistemas y mencionado conceptos que son ter­

modinámicos y no propiamente cromatográficos. Pero, una vez que se ha ele­
gido el sistema de fases y la temperatura, los valores de a (ec.1) quedan fijados
y si se desea obtener una resolución aceptable (Rs> 1), será necesario contar
con el número suficiente de platos teóricos (N) para poder llevar a cabo la
separación. Vamos a considerar, a efectos comparativos, que se fija el valor de
k' = 2. zona considerada como la óptima para llevar a cabo separaciones. A
partir de la ec.1 podemos deducir el número de platos teóricos necesarios para
llevar a cabo la separación

36 a'
N> (3)

(a-1 )'

Esto supone que con 2.387 platos se podrán resolver las mezclas que hemos
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(4)
Dm

denominado "fáciles". Para las "muy difíciles" harán falta, al menos, 170.000
platos. Como N = l/H, teóricamente puede esperarse que se puede obtener
cualquier valor de N con tal de utilizar la longitud de columna (l) adecuada.
Esta afirmación es cierta si no se tiene en cuenta un parámetro de gran impor­
tancia práctica para cualquier químico analítico: el tiempo de análisis (t). A
partir de ella puede definirse un nuevo parámetro, la Velocidad de Generación
de Platos de la columna, N/t, en la que t coincide en primera aproximación con
el tiempo de retención del último pico en salir de la columna. El valor de N/t
puede calcularse mediante la ecuación2.

N v 1
--- ---

h 1+k' d2

donde h y v son al altura de plato y la velocidad reducidas, Dm el coeficiente de
difusión en la fase móvil y d el tamaño medio de partículas (en columnas de
relleno) o el diámetro interno de la columna (en capilares abiertas). Si conside­
ramos que 10 mino es un tiempo de análisis razonable, para mezclas fáciles
harán falta generar solamente 4 plato/s, mientras que para las muy difíciles
serán necesarias velocidades de generación superiores a los 612 plato/s.

los valores de Dm están en torno a 0.1 en CG yen torno a 10-5 cm2/s en Cl.
la eco 4 permite deducir de inmediato que para el resto de condiciones idénti­
cas, los valores de d deberán ser 100 veces menores en Cl que en CG, si se
desean las mismas prestaciones. Para k' = 2 y en columnas rellenas que poseen
la misma calidad de construcción, lo que se reflejaría en idénticos parámetros
de la eco de Knox (A=1; 8=2; C=0.1) y parámetro de resistencia al flujo (0=
700). a la velocidad óptima de la eco de Knox (vo=2.72) se obtiene un valor
mínimo de la altura reducida en ho=2.4. Para obtener los valores de N/t necesa­
rios para la separación de mezclas fáciles bastará con utilizar partículas de 970
/lm en CG o de 9.7 /lm en CL. las longitudes de columna necesarias para la
separación serán de 5.56 m en CG y 5.56 cm en Cl. Para mezclas muy difíciles,
por el contrario, se necesitarán valores de d = 78 /lm y l = 68.8 m en CG, y d
=0,8 /lm y l = 69 cm en CL. Es interesante observar que los tamaños de
partícula más utilizados en CG son del orden de los 200 /lm y en Cl de 3 a 5/lm,
que están comprendidos entre ambos. Con ellos, aplicando la eco 4, los valores
de N/t que se obtienen son de 66 en CG y 30 en Cl3.

El uso de columnas capilares abiertas está muy generalizado en CG, pero en
Cl sólo está en sus comienzos. Para separar mezclas fáciles en CG, solamente
harán falta diámetros internos de columnas de 2041 /lm y en Cl de 20.4 /lm. las
mezclas muy difíciles necesitarán, por el contrario, diámetros inferiores a 165
/lm en CG y 1.7 /lm en Cl. Actualmente se está trabajando con columnas de
estos diámetros en CG; se suele denominar una operación con ellas "Cromato­
grafía de Gases Ultrarrápida". Este hecho está permitiendo comenzar a abordar
los problemas muy difíciles.

El panorama de la Cl es aún muy diferente. Todavía no está generalizado el
uso de las columnas capilares abiertas4 y las rellenas sólo llegan a 3 /lm de
tamaño de partícula, con los que las velocidades máximas de generación de
platos son del orden de 30 plato/s. la disminución del tamaño de las partículas,
aparte de sus dificultades de construcción, presenta problemas de requeri­
miento de presión.
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(6)

(5)

Volviendo a los ejemplos que venimos manejando. puede calcularse la longi­
tud de columna necesaria para obtener N platos a través de

l=Nhd
v la oresión necesaria para obtener Vo se deduce de

Pi V 2l1] k f:::,. P-- = Uo + 1 (en CG) y 11 = -- (en Cl)
Po kPo ~ l

Mediante el cálculo oportuno podemos comprobar que para mezclas fáciles
en CG harán falta 5.6 m de columna rellena y presiones de 2.5 x 10-2 atm. En
Cl las columnas deberán ser de 6 cm y requerirán presiones de 1.16 atm. Para
mezclas difíciles, por el contrario, se necesitarán 69 m y 34 atm en CG y 69 cm y
27554 atm en CL. Estos últimos valores son inviables en la práctica, por lo que
la CG optó en su momento por las columnas capilares abiertas, cuyos requeri­
mientos de longitud (54 m) y presión (1.9 atm) son perfectamente viables. La
solución para desbloquear una situación que parece similar en Cl. debe seguir
un camino parecido. Así pues, se puede calcular, que para la resolución de
problemas muy diflciles, bastaría con columnas de 1.7 ~m de diámetro interno,
54 cm de longitud y unos requerimientos de presión de 172 atm. Todos estos
valores son asequibles en la práctica, ya que no hay problemas para fabricar
capilares de este diámetro y longitud, y las bombas que existen actualmente en
el mercado alcanzan fácilmente estas presiones. No obstante existen otros
problemas relacionados con la relación de fases de la columna. e instrumenta­
les, sobre todo lo referente a la detección, que no están resueltos.

3. INSTRUMENTACION

la instrumentación en CG ha alcanzado un notable grado de desarrollo,
fundamentalmente en todo lo relacionado con la "periferia" del proceso croma­
tográfico en si (electrónica, automatismos, adquisición y tratamiento de datos,
etc...) debido a los grandes avances de la microelectrónica y de la informática.
Ello ha permitido, incluso, mantener unos precios que, en pesetas constantes,
suponen una clara disminución del coste de los equipos. Sistemas de control y
medida de caudales y temperaturas (para operaciones isotérmicas o en gra­
diente), etc... , se sitúan actualmente en un nivel excelente. Más lento quizás ha
sido lo referente a sistemas de detección e inyección. En cuanto al segundo, se
han ideado dispositivos que tratan de asegurar la evaporación instantánea y
total de la muestra. con objeto de conseguir una distribución entrada en la
columna lo más próximo a lo ideal y la elución total de la muestra inyectada (o
no selectiva en el caso del uso de divisores de flujo), para conseguir un análisis
cuantitativo correcto. Este es un tema que, a pesar de los avances realizados,
continúa abierto y en el que caben nuevas aportaciones.

Con referencia a la detección, la situación es bastante estacionaria desde la
aparición del Detector de Ionización de Llama. la universalidad y sensibilidad
de este sistema hace que sea útil para casi todas las aplicaciones de la CG, por
lo que la investigación de nuevos sistemas de detección se mueve en sentido
contrario, es decir, detectores selectivos de aplicación mucho más concreta y
restringida. Más interés general tienen, tal vez, los esfuerzos que se vienen
realizando para acoplar la CG con otras técnicas analíticas. De ellas, la más
importante continúa siendo la combinación CG-EM, que reúne todas las condi-
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ciones favorables para su uso (fase gaseosa, diferencia grande entre fase móvil
y soluto, alta sensibilidad, etc... ). la evolución de esta combinación se dirige al
uso de EM de bajos costos, lo que le hace cada vez más asequible a los labora­
torios analíticos.

Otra bien distinta es la perspectiva que ofrece la Cl. En este caso no existe
ningún detector equivalente al de ionización de llama. El más universal es el
refractómetro diferencial, que carece de la sensibilidad necesaria para jugar el
mismo papel. De otro lado están los detectores selectivos, en mayor o menor
grado, tales como el espectrofotómetro UV o visible, el fluorímetro, el detector
electroquímico, etc ... que, si bien poseen altas sensibilidades para ciertos tipos
de moléculas, no son de aplicación muy extensa. Otro inconveniente de estos
métodos es la necesidad de utilizar células de pequeño volumen para que no
contribuyan apreciablemente a la dispersión de los pícos, lo que lleva consigo
una disminución de la sensibilidad. En general, es admisible que la célula del
detector provoque una pérdida de eficacia de hasta el 10%, pero no más. Para
ello puede calcularse que el volumen de dicha célula no exceda el 20% del
volumen muerto de la columna, trabajando a vo. En general esto no presenta
problemas en columnas de relleno pero puede calcularse que para trabajar con
capilares abiertas de 10 J.1m de diámetro interno, el volumen máximo de célula
sería de 15.7 ni por metro de columna, lo que supone un importante reto.
Existen, no obstante, perspectivas favorables en la actualidad para resolver este
problema mediante la utilización de rayos láseres y fibra óptica, lo que permite
acumular mucha energía luminosa en pequeñas superficies.

Una interesante opción para resolver el problema de la universalidad es la
Detección Indirectas. Consiste en añadir a la fase móvil un "visualizante", que
permite detectar la presencia de una sustancia a la que, en principio, no es
sensible el detector. Esta técnica, sobre la que se trabaja bastante en la actuali­
dad, permite usar detectores selectivos (espectrofotómetros UV, fundamental­
mente) como detectores universales.

Pero existe todavía una limitación intrínseca de la cromatografía, que se trata
de superar actualmente: el perfil parabólico de velocidades de un fluido cuando
se mueve bajo la acción de un gradiente de presión. Esta causa importante del
ensanchamiento de los picos puede ser eliminada, por ejemplo, si las molécu­
las se mueven bajo la acción de un campo eléctrico, como ocurre en la electro­
foresis. Si este movimiento se produce en un sistema cromatográfico, la veloci­
dad de generación de platos aumenta de forma espectacular, produciéndose
separaciones muy difíciles en tiempos muy cortos6 . los últimos meses han
empezado a ser pródigos en la publicación de artículos sobre esta técnica, a la
que ha comenzado a llamarse "Electrocromatografía" y que, aunque de limi­
tado uso en la actualidad, presenta un futuro muy prometedor.
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Cromatografía -término, concepto, técnica­
y Fotografía
José-Guillermo MERCK-LUENGO (')

,. INTRODUCCION.

La Unión Internacional de Quimica Pura y Aplicada (=IUPAC). en sus reco~

mendaciones sobre nomenclatura para Cromatografía, define (1):
"Un método usado primariamente para la separación de los componentes de

una mezcla en la que los componentes estan distribuidos entre dos fases, una
de las cuales es estacionaria mientras la otra se mueve. La fase estacionaria
puede ser un sólido o un liquido mantenido en un sólido, o un gel. La fase
estacionaria puede ser relleno en una columna, extendida como una capa, o
distribuida como una película, etc. En estas definiciones lecho cromatográfico
se usa como un término general para indicar cualquiera de las diferentes for­
mas en las que puede usarse la fase estacionaria. La fase móvil puede ser
gaseosa o liquida". Entidades y autores suministran especificas fuentes históri­
cas de referencia (2)-(15). Y cromatografistas españoles crean, en el GCTA de
la Real Sociedad Española de Química, un Comité de Nomenclatura que, desde
1983, normaliza terminología y definiciones en sucesivos glosarios (16H18).

El antecedente del hecho cromatográfico de partida, con general aceptación
historiográfica, corresponde justamente a MJKHAIL SEMENQVJCH TSVET(en
otras ortografías, TSVETT y TSWETT), hijo de oficial ruso e italiana de proba­
ble origen turco (7). TSWETT (1872-1919) nació en Asti (Italia) y murió en
Voronesh (URSS). Formado botánico en Suiza -Univ. Gínebra- y químico en
Rusia -Univ. San Petesburgo y Kazan- con tesis donde ya analiz6 clorofila
por cromatografia de adsorción (19), en 1901. Después, en Polonia -Univ.
Varsovia- e121 de marzo de 1903, se referirá, concretamente, al método croma­
tográfico que generó el estereotipo de la Cromatografía Líquida inicial, como
columna adsorbente anillada de colores vegetales -pigmentos de cloro­
plastos- a través de fase estacionaria sólida, C03Ca, y fase móvil liquida, eter
de petróleo.

2. CROMATOGRAFIA: HECHO, IDEA Y PALABRA, EN EVOLUCION.

"Cromatografía -define TSVET en alemán- es un método en el que se
separan los componentes de una mezcla a través de una columna adsorbente
en un sistema de flujo". Y aporta las expresiones derivadas "cromatograma"y
"metodo cromatográfico" (7) (21). Se creyó que TSVET (=color, en ruso) podía
haber comouesto la "color-!=Irafia" o "cromatografia" sugeridora de "Tsvet­
gratia" para fundir, con humor, término, técnica y autor. (22) (23) (24).

La consolidación del "tópico TSWETT" - "botánico" o "quimico" "ruso"­
pasa así a la Historia de la Quimica Analítica y de las técnicas separadoras
preparativas con todas las consecuencias lógicas debidas al creador científico:

(') Protesor Dr. Titular en Quimica Analitica de Universidad. Doctor IngenieroAgr6nomo (Uni ....
Politéc. Madrid). Farmacéutico (Univ. Complut. Madrid), Quimico (Unlv. Murcia), Ingeniero Téc­
nico Agrlcola (Ese. Unív. Madrid). Jefe de Sección de la Subdirección General de Sanidad Vegetal
del Ministerio de Agricultura. Pesca y Alimentaci6n. MADRID.
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la merecida propiedad del logro, de sus primicias conceptuales semánticas y de
la técnica. Si ésta -el hecho- fue desarrollada sin duda por TSWETT, todavía
hay quien considera también que fue "la primera persona" que usó la palabra
"cromatografía" (25), del griego "chromatus", "chroma" (=color) y "graphein"
(=escribir). Y todos los textos cromatográficos aceptan globalmente unánimes
que "en principio fue TSWETT (1903-1906)". En sentido estricto el término
pronto se convirtió en nombre "inapropiado o erróneo" y hasta se intentó cam­
biar por "Análisis de Sorción" (26). El mismo TSWETT separó sustancias sin
color. La evolución de los diferentes métodos cromatográficos, hoy cataloga­
dos, y sus técnicas instrumentales separan generalmente componentes incolo­
ros. Ha habido evolución. La cromatografía, considerada hecho, idea y palabra;
técnica, concepto y nomenclatura -"tres impresiones de un mismo sello"­
para que sea verdad objetiva, exige uso y contraste, es decir, evolución. Todo
tiene sus antecedentes. La humanización histórica como obligado ornato de los
más eficaces textos cromatográficos, aparte de las naturales filtraciones en
capas de suelos, de las seculares y empíricas separaciones en polvo de ladrillo
o en mechones de lana, descubridora de fraudes, pasa por hitos científicos
evolutivos muy conocidos, anteriores -o contemporáneos- a TSWETT.

Según WILLlAMS y WEIL (27) (28) la palabra cromatografía, (="chromato­
graphy", en inglés) dio contenido a un "Tratado sobre el Color" en el "Universal
Etymológical English Dictionary"de Natan BAILEY, segunda edición de 1731, e
intituló un libro de FIELD, en 1835, siempre antes del descubrimiento de
DAGUERRE (1839). La acepción, considerada hasta aquí "pura coincidencia"
por ETTRE (11), es recogida por FUNK y WAGNALL en su "New Standard
Dictionary of the English Language" (1949) así como la del término "cromató­
grafo"-instrumento para producir diferentes colores mediante rotación de un
disco multicolor- pero, en todo caso, sin relación expresa con la Fotografia, ni
con la Fotoquimica.

RUNGE, (1834-1843 y 1850), GOPPELSROEDER (1861, 1868). SCHONBEIN
(1878) Y DAY (1897-1903), ejemplos clásicos, usan papeles -Papirografía­
que actúan -análisis capilar- como columnas, o columnas rellenas de tierra
de batán finamente dividida y flujo ascendente, basados en principios teóricos
comunes en la larga marcha. (25) (29). Por otra parte, también se consideró,
anacrónicamente, "muy probable" que "cromatografía" y similares fueran
adaptación evolutiva de cierto término, "cromatología" (=chromatology), obra
de SORBY (30), tan conocido por TSWETT (7) como las publicaciones germá­
nicas de SCHONBEIN y de su discípulo GOPPELSROEDER (7). Según eso, la
evolución del término y la del hecho fueron obra secular anterior a TSWETT.

3. NUEVOS DATOS: FOTOGRAFIA y CROMATOGRAFIA.
El conocido proceso de DAGUERRE, -1839- placa de cobre plateada por

una cara espejada, donde se extendía por reacción con vapores de iodo una
capa fina continua -película- de ioduro de plata, especialmente fotogénico a
los fotones ultravioleta del siglo XIX, constituyó una retina química artificial que
-mediante reacciones redox, mercurio, hiposulfito y lavados oportunos- fijó
la luz del pasado para hacerla presente. Posteriormente, iniciando la democra­
tización fotográfica, TALBOT extendió el procedimiento a negativos de papel
-otra forma de Papirografía- que hicieron posible el múltiple positivo, y la sal
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de plata se distribuyó, sucesivamente, en capas finas de albúmina, colodión
húmedo y seco, y gelatina, sobre placas de cristal.

La primera acepción histórica del término "CROMATOGRAFIA" considerada
plana, en capa fina, estática, sin desarrollo pero con "REVELADO" que detec­
tará "IMAGENES LA TENTES" invisibles, aparece en un libro de Fotoquímica
(34). BERON, en obra memorable dedicada a la Química Fotográfica de 1862,
introdujo como antecedente técnico entre Fotoquímica y Fotografía la palabra
"CROMATOGRAFIA", lO que demuestra también la sinuosa evolución concep­
tual ochocentista del vocablo, acunado con contenidos o acepciones tempora­
les diferentes, Que conecta con la Fotografía diez años antes del nacimiento de
TSEWTT. Esta aportación historiolóQ.ica, cond(cionante de la realidad histórica,
resulta significativa por lo absolutamente ignorada por la casi siempre exhaus­
tiva bibliograHa anglosajona (3) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (31) (32) (33); Y sor­
prendente, por desconocida para los autores franceses, tan minuciosos con sus
anticipaciones. El antecedente textual de BERQN titulado "Photographie,
Chromatographíe, Photochímie", explicando el modo de producción de los
hechos quimicos por la luz coloreada, se presentó, en París, como extracto de
la "Photostatique", en 811 • Y lo recogieron, como fuente, BARRESWIL y
DAVANNE, clásicos por su "Química fotográfica", de la que, después de repe­
tidas ediciones, hizo versión castellana Benito de CERECEDA, edición de Car­
los BAILLY-BAILLlERE", Madrid, 1864 (35),

"Cromatografía" tiene un contenido muy evolucionado, que inicialmente no
fue creación de TSWETT, como se ha venido repitiendo en lo que va de siglo,
sino que incorporó la Fotografía, -cromatografía sin desarrollo, en capa fina­
de donde se expolió, y que, gracias a ta eficacia de TSWETT, actualmente
define, con frecuencia cada vez mayor, técnicas instrumentales trivalentes,
separativas, analiticas, cualitativas y cuantitativas, y preparativas, realmente
modalidades propias del "Análisis por Inyección en Flujo" (F.I.A., en inglés)
(36) donde si ya perdió sus senales cromáticas visibles, aún recuerda etapas
primitivas en expresiones como "frente disolvente", e incorpora a su creciente
teoría aspectos separativos de la destilación, como el número de platos teóri­
cos en columna de difusión.

Sin embargo, hoy todavía puede verse -"a simple vista"- toda la belleza
cromiltica de una cromatografía líquida en histórica columna al limpiar y purifi­
car, por ejemplo, un extracto de pimentón previamente a una cromatografía de
gases o de liquidas, con objeto de detectar residuos plaguicidas procedentes
de tratamientos dados al pimiento. Obsérvese que en la precolumna detecta­
mos a ojo. El ojo es el detector que "revela" las diferentes bandas o anillos de
los distintos componentes del extracto vegetal. Y en un cromatógrafo el sis­
tema de revelado adecuado", el detector, es, según definición de GASSIOT
MATAS, "todo ingenio útil para revelar las sustancias eluidas a la salida de la
columna cromatográfica", lo que exige "sistemas de revelado cada vez más
precisos y sensibles", (38) técnicas de detección más sofisticadas que el ojo
humano, capaces de "REVELAR" residuos a nivel, por ejemplo, de partes por
millón, según perfil de concentraciones por picos de componentes separados
en papel de registrador.

y puesto que del ojo se va a la Fotografía como de la Fisiología a la Química,
y de la columna "CROMATOGRAMA" -"como rayos de luz en el espectro"
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