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Una Pagina di Storia della Chimica – “Le Origini della Cromatografia”

Introduzione
La cromatografia come tecnica di larga diffusione nasce intorno agli anni '40 del nostro secolo ed assume una importanza fondamentale non solo per l'analisi chimica ma anche per le sue applicazioni nella Chimica organica, nella Chimica industriale, in Biologia, in Botanica e nelle Scienze mediche. 

Anche se indubbiamente appare corretto considerare il botanico russo M. Tswett (1872-1920) come il vero fondatore della tecnica cromatografica, da lui utilizzata per separare ed iden​tificare pigmenti vegetali, innanzi tutto esamineremo in breve alcune applicazioni all'analisi e alla separazione delle sostanze, basate su processi di assorbimento, che si svilupparono in vari ambiti nel secolo scorso. In realtà queste prime pionieristiche osservazioni restarono abbastanza isolate e non risvegliarono l'interesse della comunità sui possibili sviluppi di tali tecniche e in qualche misura vennero riprese e considerate solo a posteriori, quando, una volta sviluppatasi la cromatografia, nacque, nella stessa comunità degli addetti ai lavori, l'interesse, se vogliamo di tipo un po' archeologico, per trovare gli antesignani di tale importante metodologia. Del resto lo stesso Tswett, a cui si deve indubbiamente la prima sistematica messa a punto della cromato​grafia, che lui stesso battezzò con questo nome, non ebbe una grande accoglienza nella comu​nità e i suoi studi dell'inizio del secolo restarono di fatto non applicati fino alla ripresa della metodologia a partire dagli anni '30.

In questa analisi dei possibili precursori della cromatografia, possiamo utilmente distinguere da un lato alcune ricerche per la separazione delle miscele di idrocarburi, effettuate da ri​cercatori americani verso la seconda metà del secolo scorso e dall'altro una sorta di "spot-test" su carta, legati alle attività delle industrie di coloranti, soprattutto di ambiente tedesco. 

Per quanto riguarda il primo filone di ricerche, esso, come accennato fu "riesumato" nel tentativi di rifare la storia della cromatografia, operato intorno agli anni '50. Effettivamente nel 1897 (quindi una decina di anni prima della pubblicazione dei lavori di Tswett) uno statunitense, D. T. Day, che si occupava di processi di formazione e trasformazione del petrolio naturale, os​servò che se si forzava del petrolio grezzo in una colonna di calcare in polvere si otteneva un qualche frazionamento e l'olio che usciva per primo era più fluido e più chiaro di quello che usciva dopo. Del resto un simile processo industriale era stato escogitato anche alcuni anni prima, sempre nell'ambito dell'industria petrolifera, da C. Engler e M. Boehm per la chiarifica​zione degli oli. Questi processi, descritti dalla letteratura americana del settore intorno alla fine del secolo, furono in realtà considerati successivamente dei fenomeni di filtrazione per assor​bimento. Per quanto riguarda Day egli fu presente al primo congresso internazionale del petrolio di Parigi del 1900, dove mostrò le frazioni di petrolio da lui ottenute per assorbimento differen​ziale, metodo che ottenne al congresso interesse e riconoscimenti. Peraltro Day non realizzò le sue speranze di perfezionare la metodologia al punto di ottenere puri idrocarburi e dal punto di vista teorico egli interpretò fino a molti anni più tardi i fenomeni osservati essenzialmente come dovuti a capillarità, trascurando la fondamentale importanza dell'assorbimento. 

Sempre riferendoci a questo tipo di studi c'è da dire che il già citato Engler, dopo le ap​plicazioni di Day, proseguì nei suoi studi e trovò la maniera di accelerare il flusso nella co​lonna, utilizzando una maggiore parte alta di liquido. Inoltre egli raccolse a intervalli di tempo fissi le varie frazioni che uscivano dalla colonna e le distinse determinandone le proprietà fisiche quali densità, punto di ebollizione, viscosità. 

Tuttavia questi studi, anche se arrivarono fino a riviste quali lo Zeitschrift fur An​gewandte Chemie, restarono casi isolati, che non ebbero alcuna accoglienza positiva nella comu​nità. Un tentativo è stato fatto per ipotizzare un'influenza di tali ricerche in Tswett, che avrebbe potuto, quale botanico sì ma di interessi chimici e non parrocchiale nei suoi studi, leggere noti​zie del genere e trarne spunto. Tuttavia non esiste alcun positivo riscontro di tale illazione e quindi questo legame delle ricerche nel campo petrolifero sul sorgere e svilupparsi della cro​matografia moderna sembrerebbe del tutto inesistente.

Indubbiamente invece qualche legame esiste con l'altro filone di ricerche che abbiamo citato sopra, vale a dire le osservazioni sull'assorbimento di coloranti su carta e altre sostanze e l'utilizzazione di queste osservazioni almeno a livello di primi saggi in ambito industriale.

Senza andare a ricordi classici quali l'uso antico del papiro immerso in un estratto di galla per testare la bontà del solfato di rame (già ricordato nella prima dispensa sulla Storia della Chimica Analitica), possiamo però riferirci innanzitutto alla figura di F. Runge (1785-1867), un fisico che osservò intorno alla metà del secolo scorso che, spruzzando delle soluzioni colo​rate su carta da filtro, si aveva una diffusione in anelli concentrici di vari colori. I primi studi di Runge nacquero all'interno di una fabbrica di coloranti ad Orianenburg, dove lavorava. Succes​sivamente egli pubblicò due libri sulla sua tecnica di analisi. C'è da dire che nei suoi libri, editi in pochi esemplari, corredati da stupende immagini a colori dei suoi esperimenti, la parte arti​stica e cromatica finisce per prendere la mano all'aspetto più tecnico e chimico.

Una maggiore attenzione per gli aspetti analitici fu presente nelle osservazioni di C. F. Schönbein (1799-1868). Egli nel 1861 notò che, se si spruzzava una soluzione acquosa su carta da filtro, si osservava l'acqua precedere le sostanze disciolte in essa e queste ultime progredire anch'esse in diversa misura. Egli commentò tali risultati affermando che questa metodologia avrebbe potuto essere utile all'analisi chimica, nel caso in cui non fosse possibile utilizzare gli usuali reagenti.

Con F. Goppelsröder (1837-1919), che di Schönbein fu allievo, nacque la cosiddetta analisi capillare che, secondo alcuni è una anticipazione della cromatografia vera e propria. In realtà nell'analisi capillare la carta è immersa direttamente nella soluzione da analizzare e tale analisi si basa sulla diversa altezza a cui sono adsorbite le varie sostanze sulla carta. Questo fa sì ché la analisi capillare non possa competere in sensibilità con la odierna cromatografia. Notiamo inoltre che questo metodo è di tipo ascensionale mentre in quello di Runge le sostanze avevano un cammino orizzontale.

Gli studi di Goppelsröder iniziarono a partire dal 1861 e continuarono per i decenni suc​cessivi fino ad una monografia sull'argomento del 1901. L'analisi capillare non incontrò mai una grossa diffusione, tuttavia venne applicata nell'analisi farmaceutica e risulta ad esempio ci​tata dal chimico tedesco E. Fisher. 

Successivamente ai successi della cromatografia venne ricordato anche il lavoro di L. Reed che nel 1893 partì dalle metodologie di Goppelsröder e tentò di effettuare delle separazioni di sostanze inorganiche su caolino in colonna, anche se i suoi tentativi, che cercò di estendere anche ad alcaloidi e sostanze organiche, ebbero "successi assai parziali". C'è da dire che Tsvett non considerò affatto connessa l'analisi capillare con la sua cromatografia, ma su questo si hanno ancora oggi opinioni diverse. Forse c'è qualche maggiore corrispondenza con la cro​matografia su carta, ma questa nacque, come vedremo, solo molto più tardi, con basi teoriche molto più chiare e fondata sul principio di partizione e non sull'assorbimento.

Il lavoro di M. Tswett
Il vero fondatore della cromatografia è comunque universalmente considerato M. Tsvett di nascita russa e ma madre italiana, che si formò in botanica in Svizzera e tornò quindi dal 1896 in Russia dove si specializzò nel campo della Fisiologia Vegetale. Dal 1908 divenne professore all'Università di Varsavia dove compì i suoi studi più importanti. Mori di tubercolosi nel 1920.

La fortuna di Tswett fu sicuramente quella di vivere in un periodo in cui i dati della fi​sica e della chimica cominciano ad essere più diffusamente disponibili anche per le ricerche biologiche. I suoi interessi non furono confinati alla botanica ma spaziarono nella fisica e nella chimica sin negli anni della sua formazione a Ginevra. Anche la sua dissertazione del 1901 per ottenere la laurea in Russia (non valendo in questo paese i titoli ottenuti all'estero) ebbe come titolo "La struttura chimico-fisica dei cloroplasti" che ben riassume il suo tentativo di ricerca che si pone lo scopo di combinare metodologie e concezioni chimiche e fisiche allo studio della fisiologia e anatomia vegetale. 

I suoi interessi per l'assorbimento dei pigmenti vegetali nacque da studi precedenti sulle sostanze contenute nei cloroplasti che lo avevano portato, con più tradizionali metodi di sepa​razione (soluzione frazionata, precipitazione frazionata, diffusione), a scoprire l'esistenza di due diversi pigmenti verdi l'(-clorofilla e la ß-clorofilla (già visti spettroscopicamente da Stokes). In realtà però egli non riuscì effettivamente ad ottenere puro il secondo pigmento, per cui pensò a tecniche di assorbimento per il suo scopo.

Da questi interessi si spostò quindi a studi su problemi di assorbimento in generale. Nel 1903 diede un primo resoconto dei suoi studi in cui tra l'altro affermava:

"I fenomeni di assorbimento osservati durante la filtrazione attraverso polveri sono molto interessanti. La soluzione che fluisce giù attraverso la parte inferiore del tubo è dapprima incolore, ma quindi diviene gialla (carotene), fino a ché alla sommità della colonna si forma una banda verde e al di sotto di questa si sviluppa lentamente uno strato giallo. Se viene fatta pas​sare nella colonna ligroina pura, entrambe le strisce cominciano ad espandersi e a muoversi".

La seguente più precisa descrizione del suo metodo fu pubblicata invece nel 1906:

" Se una soluzione di clorofilla in etere di petrolio è filtrata attraverso una colonna as​sorbente (io uso soprattutto una sospensione di carbonato di calcio che io stesso compatto in un tubo di vetro) i pigmenti sono separati dall'alto al basso della colonna in base alla loro capacità di assorbimento e si formano quindi varie zone colorate. Le sostanze più fortemente assorbite spingono le altre sempre più giù nella colonna. La separazione è fatta completamente se, dopo che la soluzione di pigmenti è passata nella colonna, si fa passare dopo di essa attraverso la colonna un solvente. Come si separano i raggi di luce di uno spettro, così i vari componenti della mistura di pigmenti sono separati nella colonna di carbonato di calcio e quindi essi pos​sono essere determinati qualitativamente e quantitativamente. Chiamo questa preparazione un cromatogramma e il metodo cromatografia. E' comunque inutile dire che il metodo non è adatto solo per miscele di pigmenti, in quanto si può prevedere che tutti i composti chimici, colorati o meno, sono governati da questa legge".

Nello stesso anno Tsvett pubblicò un ulteriore articolo in cui presentò un diagramma del suo apparato insieme alla descrizione della procedura sperimentale. In tale articolo tra l'altro affermava:

"Come assorbente si può usare qualsiasi polvere che sia insolubile nel solvente. In pratica però, poiché parecchie sostanze possono presentare effetti sui composti assorbiti, la scelta del​l'assorbente è limitata a quelle sostanze che sono chimicamente inerti allo stesso tempo capaci di essere finemente polverizzate. Si debbono evitare sostanze che assorbono tropo fortemente in quanto per ottenere una buona separazione si deve utilizzare una grande quantità di campione di pigmenti. E' essenziale che la sostanza assorbente sia in uno stato di estrema suddivisione in quanto assorbenti suddivisi grossolanamente non forniscono un cromatogramma ben definito. Ciò è dovuto al fatto che nei capillari larghi assorbimento e diffusione sono tra loro oppo​sti. Per scopi speciali si possono anche utilizzare assorbenti chimicamente reattivi, ad esempio ossidanti, riducenti, idrolizzanti ecc.".
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Lo schema dell'apparato utilizzato da Tsvett e da lui pubblicato è riportato qui sopra. No​tiamo anche che il nome cromatografia è dovuto proprio a Tsvett ed è rimasto in uso, anche se, come del resto da lui previsto, il metodo può applicarsi, e viene sempre più applicato, a so​stanze non colorate. Un altro punto, importante e sicuramente nuovo rispetto ad ogni tipo di fil​trazione con assorbimento precedente, è l'uso di solvente fresco per l'eluizione (il cosiddetto sviluppo del cromatogramma). In ogni caso la sua tecnica fu essenzialmente di analisi. Dal punto di vista della effettiva separazione dei componenti una miscela c'è da dire che egli si li​mitò a quantità piuttosto piccole, utilizzabili solo per analisi spettrali. 

Gli sviluppi della cromatografia

Il lavoro di Tsvett diede anche importanti contributi conoscitivi; ad esempio egli trovò che un estratto di foglia contiene oltre i due tipi di clorofilla, anche quattro di xantofilla e caro​tene. Questo mostrò chiaramente l'utilità del metodo. Tuttavia, malgrado una ulteriore monogra​fia più estesa, da lui pubblicata nel 1910, la cromatografia non suscitò grandi entusiasmi ed i ri​sultati di Tsvett furono accolti con un certo scetticismo dai suoi contemporanei. In particolare il botanico Willstätter, che sempre in quegli anni separava i componenti della clorofilla con meto​dologie tradizionali di estrazioni con solventi, precipitazione ecc., contestò che le varie xan​tofille trovate da Tswett non fossero dovute ad alterazioni che i pigmenti subivano nell'as​sorbimento su colonna. Queste critiche dell'influente Willstätter, che nel 1915 ebbe il Nobel proprio per i suoi studi sui pigmenti vegetali, contribuirono certo allo scetticismo verso l'opera di Tswett, che oltre tutto sembrava inapplicabile per scopi preparativi.

Solo 25 anni dopo Kuhn (che proprio di Willstätter era allievo), Wintersteiner e Lederer riapplicarono il suo metodo per la ricerca dei carotenoidi (1931), ponendosi con successo il problema di utilizzarlo su scala più elevata. E' da questa data che parte un rapido sviluppo della cromatografia, che viene sempre più applicata nei più diversi contesti, sia con sostanze colorate sia per sostanze incolori e che viene riconosciuta come uno dei più grossi progressi dell'analisi chimica, degno di stare alla pari con l'evoluzione costituita nel secolo scorso dalla scoperta del​l'analisi spettrale.

Per quanto riguarda le altre specifiche tecniche cromatografiche ricordiamo che la cro​matografia di partizione nasce con A.J.P. Martin e L. M. Synge nel 1941, utilizzando il princi​pio della distribuzione controcorrente, supportando la fase stazionaria su un "carrier". Lo stesso Martin, insieme a Consden, Gordon, Martin utilizzò successivamente carta da filtro come "carrier" e questo diede inizio alla cromatografia su carta (1944). Il fatto poi che il principio della cromatografia di partizione potesse essere applicato anche a gas portò James e Martin a svilup​pare la gascromatografia (1951). C'è da dire che questi lavori presentano a fianco della descri​zione degli apparati e delle applicazioni (sempre in campo biochimico, stavolta essenzialmente nella separazione di ammino-acidi e di acidi grassi volatili) una piuttosto consistente teorizza​zione del metodo su basi chimico-fisiche (che in definitiva è sostanzialmente quella che si ritrova ancora oggi sui libri sull'argomento). A Martin e Synge nel 1952 venne attribuito il Nobel pro​prio per la loro scoperta e teorizzazione della cromatografia di partizione e questo potremmo considerarlo come il suggello e il riconoscimento del valore della tecnica cromatografica per lo sviluppo della Chimica e delle Scienze in generale. 
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