RUNGE, TALBOT, TSWETT, KUHN
PIONIERS VAN DE CHROMATOGRAFIE

Wanneer we de leerplannen chemie
voor het secundair onderwijs doorne-
men, stellen we vast dat hierin, als
scheidingstechniek van mengsels, de
mogelijkheid wordt geboden om aan
chromatografie te doen.

In de handboeken vindt men ook een-
voudige experimenten over chromato-
grafie die in een leerlingenpracticum
kunnen uitgevoerd worden.

Het principe van de chromatografie komt
neer op hetvolgende : bestanddelen van
een mengsel worden gescheiden door-
dat ze in verschillende mate worden ge-
adsorbeerd aan een vaste stof
(stationaire fase) waarlangs men een
oplosmiddel (mobiele fase) laat lopen,
de zogenaamde adsorptiechromatogra-
fie. Actueel bestaan vele varianten van
mobiele en stationaire fasen, zo bv. de
gas-liquidchromatografie om er maar
een te noemen

We willen nu - zij het op een summiere
wijze - vanuit historische invalshoek, de
chromatografie benaderen en hierbij het
onderzoek van enkele pioniers eventjes
in het daglicht stellen”.

Reeds lang wist men dat vaste stoffen
componenten uit oplossingen en ook uit
gassen konden adsorberen. De be-
roemde chemicus en apotheker Carl
Wilhelm Scheele (1742-1786) ontdekte

dat houtskool gassen kon adsorberen®?,

Beenderzwart werd ook omwille van zijn
adsorptievermogen als ontkleuringsmid-
del gebruikt voor opgeloste suiker,
stroop, olién, enz. Houtskool kon dus in
haar porién gassen en dampen adsorbe-
ren®.

Men kan dit ook gemakkelijk als leerlin-
genproef uitvoeren : breng in een er-
lenmeyer rode wijn en wat actieve kool,
warm onder roeren even op en filtreer.
Men stelt vast dat de kleur sterk afneemt
en kan verdwijnen bij herhaalde behan-
deling.

Op het einde van de 18de eeuw was in
de kleurstoffenindustrie, de druppelana-
lyse op bijvoorbeeld textiel of textielpro-
ducten, geimpregneerd en niet geim-
pregneerd papier, een ingeburgerde
methode. Hierbij nam men goed notitie
van de (concentrische) ringen die ge-
vormd werden door de kleurstofcompo-
nenten, te wijten aan de capillaire wer-
king van het papier of de textiel. Om-
streeks het midden van de 19de eeuw
werd de druppelanalyse een analytische
techniek. Bij druppelanalyse brengt men
een druppel van de oplossing die men
wenst te onderzoeken, op filtreerpapier
in contact met een druppel van een op-
lossing van een welbepaald reagens.
Het verschijnen van een typische kleur



is een aanwijzing dat een bepaalde
component aanwezig is. .

Runge Friedlieb Ferdinand (Rillwarder
bij Hamburg, 1795-Oranienburg, 1867)
was apotheker en chemicus die belang-
rijke bijdragen heeft geleverd tot de
chemie. Runge werd buitengewoon
hoogleraar in de technologie in Breslau.
Omstreeks 1830 verliet hij het acade-
misch leven en werkte vanaf 1833
hoofdzakelijk in Oranienburg voor de
zwavelzuurfabriek van Hempel®®. Runge
publiceerde een belangrijk driedelig
werk, zijn “Farbenchemie”
(respectievelijk verschenen in 1834
1842 en 1850). Vooral het derde deel
was van grote betekenis omdat hierin
voor de eerste maal op wetenschappe-
liike wijze de papierchromatografie wordt
beschreven. Ook zette hij hier uiteen
hoe men, door gebruik te maken van
druppeloplossingen, kleurstoffen kon
analyseren. In 1855 verscheen er nog
een werk, getiteld “Der Bildungstrieb der
Stoffe” "% dat hij illustreerde met afbeel-
dingen van papierchromatogrammen.
Deze had Runge verkregen door fil-
treerpapier te impregneren met anorga-
nische zouten, waarop hij vervolgens, na
drogen, een welbepaald druppelreagens
had aangebracht. Omwille van deze
publicaties wordt Runge aangezien voor
de man die de grondslagen heeft gelegd
van de wetenschappelijke chromatogra-
fie.

De Amerikaan Day David Talbot'""!
(Ohio, U.S.A. 1859-Washington 1925)
was na zijn studies aan de Johns Hop-
kins Universiteit (Baltimore), grotendeels
actief als chemicus in de petroleumin-
dustrie. Reeds in 1886 werd Day aan-
gesteld tot directeur van de “Mineral Re-
sources Division of the U.S. Geological
Survey”. Hij interesseerde zich sterk
voor de vorming van de natuurlijke pe-
troleum, vooral als men let op het aan-
zienlijk verschil van de organische in-
houd van recente sedimenten!'. Day

nam als hypothese aan dat het verschil
in samenstelling van natuurlijke olién te
wijten was aan het filtreren doorheen de
verschillende geologische lagen. Om dit
te staven deed hij experimenteel onder-
zoek. Zo liet hij ruwe petroleum met dit
doel filtreren doorheen een kolom die
gevuld was met volaarde, een soort klei
met groot adsorptievermogen. Day stel-
de vast dat niet alleen het filtraat in sa-
menstelling verschilde van de ruwe olie,
maar op verschillende hoogtes van de
kolom kon hij onderling verschillende
fracties afscheiden. Hiermee lag hij aan
de grondslag van de zogenaamde
“kolomchromatografie”. Day zag in dat
deze methode niet alleen belangrijk was
voor de petroleumindustrie, maar even-
eens voor de analytische chemie. Op
het “Eerste Internationale Petroleum-
congres” in Parijs (20 augustus 1900),
gaf hij een gedetailleerd verslag over
zijn experimenteel onderzoek. Hij toonde
daar ook de koolwaterstoffracties die hij
had verkregen door differentiéle adsorp-
tie via kolomchromatografie!™. Viug
daarna werd zijn methode operationeel
gemaakt door chemici in de petroleum-
sector (Duitsland, Rusland, V.S.A)).

Een wetenschapper die een grote bij-
drage zou leveren tot de chromatografie
was de Rus Tswett Mikhail Semeno-
vich (Asti, ltalié 1872-Voronez, Rusland
1919). Tswett was een plantkundige die
zich vooral wijdde aan fysiologisch on-
derzoek. Hij slaagde erin plantaardige
kleurstoffen, ondermeer chlorofyllen, te
scheiden. In 1903 publiceerde hij een
rapport waarin hij uiteenzette welke
methode hij ontwikkeld had om door ad-
sorptie een extract van plantenpigmen-
ten te scheiden™. Tswett maakte een
extract van frisse bladeren en liet dit
vloeien door een kolom die hij had ge-
vuld met inuline (een polysaccharide dat
ondermeer voorkomt in de knollen van
dahlia’s). Hij stelde vast dat hier adsorp-
tie optrad. De vloeistof die onderaan uit
de kolom vioeide, was eerst kleurloos,



vervolgens geel (caroteen) en aan de
bovenkant van de kolom ontstond er een
groene band. Onder deze groene band
kwam er viug een gele band tevoor-
schijn. Toen hij zuiver ligroine door de
kolom liet filtreren, begonnen de twee
banden omvangrijker te worden en be-
wogen ze door de kolom naar beneden.
Dit experiment verliep in feite in twee
stappen. Eerst liet hij het mengsel door
de kolom trekken waarbij bovenaan één
band werd gevormd door adsorptie. Hij
voegde dan zuiver oplosmiddel toe
waardoor deze band in delen uiteen-
ging. Op die manier trad er een schei-
ding op van de componenten die erin
aanwezig waren. Onmiskenbaar valt de
kolomchromatografie van Tswett te date-
ren in 1903 met als essentiéle verbete-
ring het scheiden van de kleurstoffen,
het zogenaamd ontwikkelen van het
chromatogram. in 1906 publiceerde hij
weer artikels over zijn methode en de
resultaten die hij verkregen had betref-
fende de pigmentsamenstelling, onder
meer van bladgroen. In een eerste pu-
blicatie beschreef hij de gevolgde me-
thode!™. Hij behandelde onder meer
plantenbladeren met calciumcarbonaat
om de plantenzuren te neutraliseren die
erin aanwezig waren. Dan behandelde
hij de bladeren met petroleumether die
10% alcohol bevatte. Hij goot de oplos-
sing die hij verkreeg af en extraheerde
ze verschillende malen met telkens vers
oplosmiddel. Hij schudde de oplossing
enkele keren uit met water in een
scheitrechter en verwijderde op die ma-
nier de eventueel aanwezige sporen
alcohol. Hij filtreerde de gekleurde
vloeistof en schudde ze met calciumcar-
bonaat (in poedervorm en in overmaat
aanwezig). De geadsorbeerde kleurstof-
fen elueerde hij met een mengsel van
alcohol en petroleumether, vervoigens
voerde hij een scheiding uit met alcohol
(een oplossing van 80%). Tenslotte on-

derwierp hij ze aan een spectroscopisch
onderzoek. In een tweede publicatie
besprak hij eerst de adsorptieverschijn-
selen en weidde hij uit over de verschil-
lende adsorbentia, vervolgens beschreef
hij zijn methode!'”. In een verticaal ge-
plaatste kolom bracht hij als adsorbens
calciumcarbonaat aan, dat hij goed aan-
drukte. Een oplossing van chlorofyl in
petroleumether liet hij door het adsor-
bens filtreren. De opgeloste kleurstoffen
werden in het bovenste deel van de zuil
geadsorbeerd, zodat er een gekleurde
zone ontstond. Vervolgens ontstonden
er verschillende gekleurde zones omdat
de sterkst adsorbeerbare component
zich bovenaan bevindt en de componen-
ten die in mindere mate worden gead-
sorbeerd, in de lagere zones worden
afgescheiden. Als de oplossing geheel
doorgelopen was, bracht hij op de zuil
zuiver oplosmiddel en liet dit er door-
heen vloeien. Er ontstond een duidelijke
scheiding van de kleurstoffen. Hij verwij-
derde de adsorptiezuil uit de kolom en
scheidde de zones mechanisch, waarna
hij elke kleurstoffenlaag afzonderlijk
waste. Tenslotte onderwierp hij deze
aan een kwalitatief en kwantitatief on-
derzoek. In deze publicatie gebruikte
Tswett voor de eerste maal de termen
“chromatogram” en “chromatografie”.

Al kan men hem niet de uitvinder noe-
men van de kolomchromatografie, toch
heeft hij vele jaren later veel invioed ge-
had door zijn publicaties, die aanvanke-
lik weinig bekendheid genoten. In de
dertiger jaren is de chromatografie fel
verbeterd, vooral door R. Kuhn (1900-
1967), die belangrijk onderzoek deed op
het gebied van de organische chemie en
biochemie, 0.a. oerenzymen, carotenoi-
den en vitamines!"®. Hij kreeg hiervoor
de Nobelprijs in 1938 voor scheikunde,
maar weigerde deze op bevel van de
naziregering.
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