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Es indudable que la cromatogratia es una de las técnicas
analiticas mas versatiles con las que actualmente
cuentan los quimicos y no solo sirve para separar e
identificar a los componentes de una mezcla, sino que
también es util en la caracterizacion de solidos.

La cromatografia como hoy la conocemos, es el resultado del trabajo de muchos cientificos. Sin em-
bargo, se ha reconocido como su descubridor, al cientifico ruso Mijail Semionovich Tsvet, ya que fue
el primero en explicar correctamente y dar las bases del método, asi como de asignarle el nombre de
CROMATOGRAFIA.

En palabras del botanico Strain de la universidad de Stanford, Tsvet estuvo destinado a influir sobre
la vida de los hombres y los animales de la tierra.
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De la cuna a la universidad

Tsvet naci6 en Asti, provincia de Piamonte al norte de Italia, el 14 de mayo de 1872 a las 11.30 horas
en la habitacion 14 del Hotel Real localizado en la plaza Alfieri numero 5, donde sus padres vacacio-
naban. Su padre fue Semion Nikolaeivich Tsvet, alto oficial en el departamento de finanzas de Rusia,
liberal, abierto al mundo y viajero. Su madre fue Maria Dorosa, de raices italianas, quien murié muy
joven por lo que el pequeiio Michelle fue llevado a Suiza por su padre, donde en Lausana aprendid
las primeras letras en francés en el Colegio Guillard y después asistié a la escuela Saint Antoni, la
cual concluyé en 1891 como bachiller en ciencias. Durante sus afios escolares, su padre lo visitaba
frecuentemente porque también vivia en Suiza viajando todo el tiempo como representante comer-
cial de Rusia. Sus hermanos Natalia, Nadeshda, Vera, Aleksander y Vladimir nacieron del segundo
matrimonio de su padre.

Tsvet a los 4 anos en Lausana

En 1891 ingresé a la Universidad de Ginebra y se interes6 por la quimica, la fisica y la biologia. Por
esta razdn, pasaba la mayor parte de su tiempo en el laboratorio de botanica, donde comenzé a
investigar la anatomia de las plantas. Por su trabajo titulado “Acerca de la anatomia de las plantas”,
guiado por el profesor Chodat, obtuvo a los 22 afios el Premio Davy, dejando un legado de conoci-
mientos sobre las solanaceas. Pronto fue aceptado en el laboratorio de botdnica del profesor Thury
para estudiar el doctorado en la temética de la fisiologia celular proponiéndose estudiar la estructura
celular y el movimiento del protoplasma en la primera parte de la tesis y estructura del cloroplasto
en el segundo capitulo. Aqui defini6 los problemas que mas adelante fueron la esencia de su activi-
dad cientifica: el estudio de la clorofila, de la cual Darwin opinaba que era la mas interesante de las
sustancias quimicas orgdnicas.
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Laboratorio de Botadnica en Ginebra en 1876

La ardua evolucion a profesor

Cuando Tsvet terminé su doctorado en julio, su padre decidi6 regresar a Rusia y promovié su cam-
bio. Fue entonces nombrado presidente de la Cadmara del Tesoro en Crimea. La familia se mudé
entonces a Simferépol, donde Tsvet termind la escritura de su tesis doctoral para remitirla a Ginebra
y dedicarse a buscar trabajo. La primera opcion fue el jardin botanico de Odesa, plaza que ocup6 un
corto tiempo.

En octubre de ese mismo afio, la universidad de Ginebra le otorgé el grado de Doctor en Ciencias
Naturales, con la tesis titulada “Investigacion de la fisiologia de las plantas”. Esto le dio el valor para
mudarse en diciembre finalmente a San Petersburgo. Asi ingresé en 1896 al laboratorio de fisica de
la Academia de Ciencias de San Petersburgo y continué investigando ahi la anatomia y fisiologia de
las plantas. Los primeros afios en Rusia no fueron faciles. Su situacion laboral se complicé porque no
le fue reconocido su doctorado de Ginebra y se le exigi6 un titulo de Magister y de Doctor. Tsvet se
desmotivo y penso salir de Rusia, se sentia extrafio en su propia casa, como escribia en cartas a sus
amigos. Sin embargo, se propone obtener ambos titulos para cumplir su anhelo de dar clases y llegar
a ser profesor asociado en una universidad. Asi inicia en 1897 su tesis de Maestria en San Petersbur-
go, eligiendo investigaciones de fitofisiologia en los laboratorios de la Academia de Ciencias de San
Petersburgo y para mantenerse, se dedica paralelamente a impartir clases de botdnica a mujeres.
Durante 1899 y 1900, acude regularmente a la universidad de Kazan para presentar los examenes de
maestria. Ya en ese afio, se presenta con la ponencia “Acerca de la naturaleza de la clorofila” en una
sesion de la Seccién de Botanica de la Sociedad de Cientificos naturalistas, a la que ingresa como
miembro. Pronto, en 1901 presenta en la universidad de Kazan el examen de Magister en Botanica
con la tesis “Estructura fisicoquimica de la particula de la clorofila” Practicamente todo el trabajo
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de su vida estuvo centrado en investigaciones relacionadas con la clorofila, porque a diferencia de
muchos cientificos de fines del siglo XIX, Tsvet siempre estuvo convencido que la clorofila no era una
sustancia simple.

Ya mejor asentado en San Petersburgo, presenta la ponencia titulada “Métodos y tareas de la cloro-
fila” en el XI Congreso de Cientificos Naturalistas y Médicos Rusos en 1901. Aqui, por primera vez
menciona en publico el “método de adsorcién”

Recibe entonces una oferta de trabajo en Alemania, misma que no acepta. Aun asi, viaja a ese pais
en 1902 para conocer los métodos de ensefianza de la botanica en las universidades alemanas y es
aceptado como miembro de la Sociedad Alemana de Botanica. Al concluir su estancia, desplaza su
residencia a Varsovia donde trabajaria, primero como asistente de la catedra de anatomia y fisiologia
de las plantas; y después como docente y profesor investigador.
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En Varsovia en 1913 con los primeros sistemas cromatograficos

Nacimiento de la Cromatografia

En 1903 expone por primera vez el método de analisis por adsorcion en la ponencia “Acerca de una
nueva categoria de fenémenos de adsorcion y su aplicacion en el analisis bioquimico”. Esto ocurre en
la sesion del 8 de marzo de la Seccién de Biologia de la Sociedad de Investigadores Naturalistas de
Varsovia.

Esta fecha debe considerarse el nacimiento de la cromatografia porque fueron publicadas las memo-
rias, de las cuales puede traducirse literalmente:

“En la presente parte de esta revista, he reportado notables adsorciones sobre sustancias sélidas que
los pigmentos clorofilicos presentan en éter de petroleo o en disolucion de disulfuro de carbono.
Ahi se demuestra como uno puede obtener separaciones importantes por adsorcion fraccional, Por
ejemplo; separacion cuantitativa del caroteno y de otros pigmentos de hoja. Mas aplicaciones de este
método seran presentadas en articulos siguientes. Aqui sera discutida una segunda y mas significati-
va modificacién del analisis de adsorcion, que he designado como método cromatografico”
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Sin embargo, los trabajos completos fueron publicados hasta 1905, lo que causa discrepancias do-
cumentales de la fecha en que la cromatografia se abri6 al mundo. Ademas, la comunidad cientifica
internacional no tuvo manera de estudiar publicaciones en idioma ruso.

[ SLIC S LN IUERS ANE 1504 oy 5

BERICHTE

DEUTSCHEN
BOTANISCHEN GESELLSCHAFT.

WPl AW (Y PEFTINEES

VIERUNDEIWANZIGSTER JANRGANG,

REFY 7

WIT TAFEE NV - NWRIL
ICGlREEY oY O -FTINAER Dee

BERLIN

UERRIDER DOERSTRAGEE
e

5l. M. Tswett: Physikalisch-chemische Studien iiber das
Chlorophyll. Die Adsorptionen.

Eingegangen am 21. Juni 1906.

En ese tiempo, el trabajo con fracciones de pigmentos se basaba en la caracterizacién de la forma de
los cristales, la solubilidad y absorcion de luz ultravioleta. No se consideraban diferencias estructu-
rales, ni mucho menos el isomerismo. Los carotenoides era el nombre colectivo de los hidrocarburos
carotenos y las xantofilas eran los pigmentos oxigenados.

De 1903 a 1906, Tsvet imparte clases en Alemania en las universidades de Berlin y Kiel, pero sigue
evaluando intensivamente los resultados obtenidos en su paso por San Petersburgo. No se alejé nun-
ca del tema de la clorofila y siguié buscando un método para separar compuestos complejos. Con
cientos de experimentos, lleg6 a encontrar un método, cuya simplicidad fue una desventaja porque
no fue apreciada por sus contemporaneos.

En sus notas Tsvet escribe: “Cuando una disolucién de pigmentos verdes en éter de petréleo se per-
cola por una columna de adsorbente, los pigmentos se distribuyen en varias zonas coloreadas. Esta
separacion se considera prdcticamente concluida cuando después de que la disolucién ha percolado
totalmente, sigue percolando el disolvente puro a lo largo de la columna. De manera similar a como
se separa la luz blanca al refractarla en un prisma, asi se separan los diferentes componentes de una
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mezcla de pigmentos y se les puede determinar cualitativa y cuantitativamente. A este preparado co-
loreado lo he llamado ‘cromatograma” y al respectivo método de andlisis, “método cromatogréfico”
Puede parecer extrafio que Tsvet restringiera sus métodos a sustancias coloreadas, pero posterior-
mente aclard que era evidente que los fendémenos de adsorcidn descritos anteriormente no se limita-
ran a compuestos clorofilicos y cabia suponer que todos los tipos de compuestos cromaticose inc
oloros sehallaban sujetos a las mismas leyes.

Entre junio y julio de 1906 publicd, ya en aleman, en la revista Berichte de la Sociedad Alemana de
Boténica, dos trabajos con los que fue aceptado internacionalmente como descubridor de la croma-
togratia a partir de ese afo. El primero llevé por titulo “Analisis por adsorcién y método cromatogra-
fico. Aplicacion a la quimica de la clorofila’, mientras que el segundo se titula: “Estudios fisicoquimi-
cos de la clorofila. Las adsorciones”. Asi, la palabra “xpomarorpa¢us (cromatogratia)” aparecia por
primera vez en un idioma diferente al ruso. S6lo en ese afo, en esa revista, Tsvet publico 4 trabajos y
en las publicaciones de ese nimero, fue citado mas de 20 veces. Post-mortem, el Journal of Chemi-
cal Education publicé, apenas en 1967, en inglés, el trabajo original de 1903 donde la cromatogratia
habia nacido.

La cuspide sin declive

En 1907, Tsvet acepta una plaza de profesor suplente de botanica y agricultura en el Instituto de
Veterinaria de Varsovia en cuya biblioteca conocié a quien fuera su esposa, Elena Aleksandrovna
Trusevich. En total, Tsvet vive 14 afios en Varsovia, antes parte del imperio ruso. Fue su época mas
productiva y feliz. Siempre inquieto, persistente y con la aspiracion de llegar a ser Profesor , se cambia
al Instituto Politécnico de Varsovia, donde es contratado como docente de botanica, en la seccién de
quimica y geologia.

Elena y Mijail en Varsovia
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El 31 de diciembre tiene lugar el XII Congreso de Cientificos Naturalistas y Médicos Rusos, donde
Tsvet presenta la ponencia “Nuevo método fisicoquimico de analisis de mezclas de pigmentos y su
aplicacién en la investigacion de la clorofila” donde muestra el dispositivo cromatografico que se ha
convertido hoy en refinados cromatégrafos con colector de fracciones.

Hepaga xponamozpafiuieckas yemanoeka, coadannas M. C. [faemon,
i £ OCHOSKEME WACTI

Sistema cromatografico con colector de fracciones en 1910

Tsvet lo describe asi: “...para obtener la composicion de una mezcla de pigmentos en pocos minu-
tos, uno puede usar este aparato provisto con un mandémetro y una botella que sirve como una
reserva de aire capaz de producir cierta presion a través del tubo por medio de una perilla de
hule. ... Este aparato es muy util para la rapida separacion de pequeias cantidades de disoluciéon
de pigmento. Cuando se requiere obtener grandes cantidades para poder estudiar cada pigmen-
to separadamente, se prefiere otro arreglo experimental ...”

Con todas las investigaciones realizadas en mas de una década, por fin defiende una segunda tesis de
doctorado el 28 de noviembre de 1910, misma que le confiere el titulo ruso de Doctor en Botanica.
Su tesis “Clorofilas en el mundo vegetal y animal” es publicada también como libro y es galardonada
con el premio Ajmatov de la Academia de Ciencias de San Petersburgo.
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Hokrop 6otannku M. IIset (Doctor en botanica M. Tsvet)
Wikimedia commons

En 1914 salen a la luz sus 2 ultimas publicaciones: la primera “Acerca de la antocianina sintética” edi-
tada simultaneamente en aleman y en ruso, y la segunda “Para conocimiento del camaleén vegetal”
acerca de la decoloracidn de antocianinas frutales con alcoholes en una relevante descripcion de las
reacciones quimicas acido- base y su relacién con la fisiologia vegetal. En realidad, su productividad
cientifica fue de aproximadamente 15 afios, durante los cuales publicé 40 articulos y 1 libro. De ellos,
s6lo 3 o 4 obras fueron estrictamente en el campo de la botanica y el resto son de gran contenido e
interés quimico.

Con buen ritmo en su productividad cientifica, Tsvet va a Odesa de vacaciones en verano de 1915y
por la situacion de la Primera Guerra Mundial, el ejército alemdn ocupa Varsovia. Tsvet ya no puede
regresar y se desplaza a Moscu. Aplica para Profesor de botanica en Samara y Novosibirsk sin lograr
una contratacion porque la guerra esta en su apogeo. En 1916, su instituto polaco es evacuado a Ni-
zhni Névgorod (hoy Gorki) y Tsvet se mueve a la nueva localidad. Con condiciones adversas para la
investigacion, decide entonces cambiarse a Estonia, en donde finalmente es contratado como “Profe-
sor ordinario” de la universidad de Yuriev (hoy Tartu).

Contrae una enfermedad pulmonar y se retira casi un afo a Beslan, en el Caucaso. Ahi permanece
hasta septiembre que inicia actividades en la Universidad de Tarty, la cual también es evacuada y
Tsvet escoge Voronezh como nueva residencia por su buen clima. Ingresa a la universidad y organiza
la catedra de botdnica que inicia labores en octubre de 1918. Enferma nuevamente y muere el 26 de
junio de 1919. Es enterrado en el monasterio Alekseiev, pero sus restos se perdieron durante la 22.
Guerra Mundial porque el monasterio fue destruido.

Algunas partes de la biografia de Tsvet se conocen por las cartas a su esposa que actualmente estan
en la biblioteca del jardin botanico de la Universidad de Ginebra, guardadas celosamente por ella
durante los 3 afos que le sobrevivié.
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Trascendencia vs. obliteracion
Tsvet no inventd la adsorcion!!! El mérito de Tsvet es la generalizaciéon de la adsorcién como un
método analitico y la investigacion detallada del papel que juegan tanto los adsorbentes, como los
disolventes en el método. Prob¢ sistematicamente un gran nimero de disolventes capaces de extraer
los pigmentos de la materia vegetal y mas de 100 sdlidos aptos para adsorber: 6xidos, hidréxidos,
haluros, sulfuros, cloratos, yodatos, nitritos, fosfatos, molibdatos, permanganatos, sulfatos, sulfitos,
silicatos y cianuros. Durante su corta vida, siempre se refiri6 a su trabajo de adsorcién de 1901, como
el origen de su método cromatografico. Al tratarse de un fenémeno, el de adsorcién, que ya existia,
pero que no se conocia como causa de la separacion cromatografica, Tsvet no inventd la cromatogra-
fia, sino que la descubrio.
En todos los descubrimientos importantes, es frecuente encontrar antecedentes. Ya Aristoteles habia
reflexionado sobre la capacidad de la arena de mar para separar sustancias y la primera evidencia
del fenémeno de separacion se puede atribuir a Plinio, quien en su obra Naturalis Historia, describe
como identificar dos tintas, una de hierro que adulteraba a la mds valiosa, la de cobre, remojando el
papiro en una infusion de nuez.
En la era moderna, existen experimentos y aplicaciones que pueden ser visualizadas en relacién con
la cromatografia. En el siglo XIX, Runge y Goppelschroder usaron tiras de papel y pafio para divi-
dir manchas coloreadas y lograron asi desarrollar una técnica parecida a la cromatografia en papel,
a la cual llamaron andlisis capilar. Read observé que era posible la separacion de alcaloides en una
columna de caolin, usando la idea de la columna empacada de Williams y Thomson. Con fines de
purificacion, Day clarificé aceite al borde del fin del siglo y Kwitka, Engler y Albrecht fraccionaron
petroleo. Sin embargo, a pesar de que Day reconoci6 el potencial analitico del proceso investigado,
él y sus colegas interpretaron incorrectamente la base fisicoquimica de la separacion, llamandole
“proceso de difusion capilar”. Esta es la razén principal por la cual en la actualidad Tsvet y no Day,
es reconocido como el descubridor de la cromatografia de adsorcion. Si bien algunos investigadores
estuvieron involucrados con una cromatografia incipiente, la persona que debe ser reconocida con la
autoria, no puede solamente utilizar o describir el fendmeno, sino que debe ser capaz de interpretar
y aplicar el conocimiento para propositos especificos.
El descubrimiento de Tsvet ha sido de tal trascendencia, que se podria pensar equivocadamente que
recibié premios y que le fue reconocida su aportacion. Por ejemplo, de 1906 y hasta 1931, la columna
de Tsvet se utilizé sélo en pocas y esporadicas investigaciones porque a su muerte su contribuciéon
cientifica fue rechazada por las razones descritas por Livengood en 2009 en su articulo de historia y
filosofia de la ciencia:

Basicamente los quimicos y botanicos no entendieron el funcionamiento del método croma-
tografico y cometieron errores cuando usaron la nueva técnica.

El idioma ruso era inaccesible para la mayoria de los investigadores europeos. Willstéter en-
cargd la traduccion de la tesis doctoral de Tsvet para su uso personal, pero nunca se publicd.

Se mencionaba que se trababa de un novato ruso modificando la quimica de pigmentos y la
quimica analitica.

Segun Molisch y Kohl el método de Tsvet era superfluo y lo ignoraron, ponderando el uso de
los métodos “clasicos”

El destino ciertamente fue tragico por el contexto histérico de la primera Guerra Mundial
que saboteo su descubrimiento.

El quimico Willstiter y el botanico Marchlewski se opusieron rotundamente a los trabajos
de Tsvet acerca de la separacion de todos los componentes de la clorofila y su recuperacién en forma
pura.
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Willstdter habia obtenido el premio Nobel de quimica por sus investigaciones de la quimica
de pigmentos de plantas y particularmente de la clorofila, asi que era natural que su opinién jugara
un importante papel en la aceptacién y aplicacion de los métodos de Tsvet.

Tsvet era un botanico y no un quimico organico y esto lo convertia en un extrafo en la cerra-
da sociedad de prominentes cientificos europeos.

Los quimicos llegaron a objetar la pureza de las sustancias separadas por analisis cromatogra-
ficos argumentando la ausencia de técnicas clasicas de purificaciéon como la cristalizacion.

Algunos investigadores opinaban que el analisis era polémico y sin contribucién a la quimica
y a la biologia, negando la utilidad de las columnas cromatograficas porque se preferenciaba el aisla-
miento de las sustancias principales sobre la separacion de todos los componentes.

El método de cristalizacion estaba arraigado y era considerado confiable.

El método era tan novedoso y original que estaba fuera de la rutina de los quimicos.

Con todo y todo, Willstiter entregd a Kuhn una traduccion de los trabajos de Tsvet, con los cuales
Kuhn implementé columnas y pudo demostrar que el pigmento de la zanahoria era una mezcla de
carotenos.

En este desfavorable contexto histdérico, con la muerte de Tsvet y la obliteracién como el inventor
de la cromatografia, los investigadores Martin y Synge fueron galardonados después, en 1952 con el
Premio Nobel por la invencién de la cromatografia de particién, después de casi 50 afios del articulo
de Tsvet que abrid la cromatografia a las ciencias naturales. Fue hasta 1969, por la conmemoracién de
los 50 afios de su muerte y a iniciativa del profesor Kiselev, que se coloc6 una placa en la casa 20 de la
calle Yalutinska que dice “aqui vivié el prominente cientifico ruso Mijail Semionovich Tsvet, funda-
dor de la cromatografia”. En 1972, conmemorando 100 afios de su nacimiento, se colocd también una
placa en la casa 25 de la calle Targova, donde antes estuvo el Laboratorio de Biologia de la Academia
de San Petersburgo. La inscripciéon dice: “En este edificio vivid y trabajé entre 1897 y 1902 el ilustre
cientifico ruso Mijail Semionovich Tsvet, fundador de la cromatografia. También en Vorénezh y Tar-
ty, se instal6 una placa, asi como en Asti, donde nacié.

En el cementerio donde fue sepultado, mds tarde se erigi6é una placa memorial con el epitafio “Tsvet,
Mijail Semionovich, descubridor de la cromatografia que separa moléculas y une a las personas”

10
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Placa memorial en el monasterio Alekseiev

Los logros de la cromatografia

En vida Tsvet recibié poco o nulo reconocimiento y él mismo no considero la gran influencia de su
descubrimiento en el desarrollo de la quimica, la bioquimica y la tecnologia.

En los afios treinta del siglo pasado se cuestiono hasta el nombre dado a la cromatografia. Se sugirié
como “analisis Tsvet” o analisis por adsorcion tsvetiana por considerar que aparentemente no servia
para compuestos incoloros. Se propuso también el término “colorografia”. En los sesentas, la IUPAC
no aceptd cambiar el nombre y sélo regulé el nombre de los sistemas cromatograficos: gas-liquido y
gas adsorcion. Después, en los setentas se sugirieron los términos sorptograma y sorptografiar por el
trasfondo de la adsorcion. A 100 afios del descubrimiento de la cromatografia, el nombre Tsvetogra-
fia estaba cobrando fuerza. Sucedié en los foros de cromatografia existentes, donde el profesor Ettre
reiteradamente defendi6 la voluntad de Tsvet y persuadié para dejar el nombre original de cromato-
grafia, que dicho sea de paso oculta sutilmente el nombre de Tsvet, ya que el prefijo griego “chromos”
presente en la palabra cromatografia, se traduce como “color” que en ruso se dice “tsvet”

Después de muchos aiios, se comenzdé a demostrar el reconocimiento nacional e internacional al bo-
tanico ruso. En 1969 se celebro6 el primer Simposio Memorial Internacional en Lausana, donde Tsvet
paso su infancia y por el 50 aniversario de su muerte se celebré en Mildn un simposio italo-ruso.
En la profundidad de la guerra fria en 1972 y a un siglo de su nacimiento, se celebré en Leningrado,
hoy nuevamente San Petersburgo, un simposio al que asistieron mas de 1200 cientificos de 13 paises,
entre los cuales estuvieron antiguos estudiantes de Varsovia como invitados especiales. Ya en el siglo
XXI, Tsvet recobré vigencia durante el 3er. Simposio de Separaciones en Biociencias celebrado en
Mosct en 2003 en conmemoracion de los 100 afios del descubrimiento de la cromatografia.

11
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Alos 75 afios del descubrimiento de la cromatografia, se instituy6 en el simposio de Tallin, la medalla
Tsvet, con la cual han sido reconocidas las aportaciones de cromatografistas como: Hamilton, Guio-
chon, Karel, Lederer, Macek, Patra, Pool, Schomburg, Scott y Zlatkis por mencionar a unos cuantos.

Medalla Tsvet instaurada en 1978

Tsvet fue nominado al Premio Nobel en 1918 y no se le otorgd. Sanger lo obtuvo en 1958 por la
secuenciacion de proteinas usando cromatogratia en papel. Después secuencié acidos nucleicos, ga-
nando otra vez el Nobel en 1980. Otro Nobel, el de quimica en 1972 de Moore y Stein, se vali6 del
renacimiento de la cromatografia en sus investigaciones del centro activo de la molécula ribonuclea-
sa. Sin duda, muchos ganadores del Nobel en ciencias naturales usaron la cromatografia en algin
momento durante sus investigaciones.

Esta cronica acerca de la vida y obra de M.S. Tsvet y su papel en el desarrollo de la investigacion,
demuestra la aseveracion de Claude Bernard: “El progreso de la ciencia frecuentemente depende del
descubrimiento de buenos métodos”
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