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Anselme Payen: un precursore
dell’analisi colorimetrica

G. Dall'Olio

Laboratorio di Chimica clinica ed Ematologia, Ospedale “S. Bortolo”, Vicenza

Riassunto

L’analisi colorimetrica, che permette di risalire alla
concentrazione di una soluzione colorata confron-
tandola con una soluzione a titolo noto della stes-
sa sostanza, inizia a svilupparsi nella seconda meta
dell’Ottocento. La comparazione del colore del-
le soluzioni ¢ effettuata dall’occhio dell’analista
con i comparatori ottici o colorimetri. Nel cotso
dell’Ottocento si assiste al progredire della colo-
rimetria, piti semplice e rapida rispetto all’analisi
gravimetrica e volumetrica, ed alla conseguente
evoluzione degli strumenti che consentivano que-
sto tipo di indagine, dai vari tipi di comparatori
ottici fino ai colorimetri fotoelettrici negli anni
trenta del Novecento.

L’analisi colorimetrica sara la tecnica analitica di
elezione in Chimica Clinica dai primi decenni del
XX secolo e ne determinera il rapido evolvere
poiché consente determinazioni veloci, semplici,
precise, con ridotti volumi di reattivi e di campio-
ne biologico, caratteristiche indicate per la routi-
ne e Pautomazione.

E’ attribuito ad Anselme Payen, chimico france-
se, ideazione nel 1825 del primo strumento per
analisi colorimetrica che egli denomina decolori-
metro.

Summary

Anselme Payen: a precursor of colorimetric analy-
sis

The development of the colorimetric analysis that al-
lows to estimate the concentration of a colored solu-
tion comparing it with a solution of the same substan-
ce at known titer, begins in the second half of XIX
century. The analyst visually carries out the comparison
of the colour of the solutions using optical comparators
ot colorimeters. In XIX century colorimetry progresse
since it is simpler and faster than the gravimetric and
volumetric analysis inducing the evolution of the instu-
ments devoted to these analyses (optical comparators
and, in the Thirties of XX century, photoelectric colo-
rimeters).

Colorimetric analysis has been the most used analytical
technique in Clinical Chemistry in the first decades of
XX century and allowed the rapid evolution of this
discipline since allowed rapid, simple and precise analy-
sis, requiring small reagent and sample volume, an at-
tractive feature for routine and automation.

The first analyzer for colorimetry has been developed
in 1825 by Anselme Payen, a French chemist, who cal-
led it decolorimeter.

Colorimetria e colorimetri nell’Ottocento

Le metodologie chimico analitiche, quali la gravime-
tria e la volumetria, utilizzate nel Settecento e nell’Otto-
cento nei laboratori chimici, vengono applicate anche
alle prime analisi dei campioni biologici (non solo uri-
na e calcoli ma anche il sangue), essendo all’epoca gli
unici metodi a disposizione del chimico. Tuttavia il loro
impiego in chimica animale ¢ destinato ad essere, appena

possibile, sostituito da altri metodi di analisi meno com-
plicati e che necessitano di minori quantita di campio-
ne: la microanalisi volumetrica e soprattutto la colori-
metria.

Lanalisi colorimetrica che permette il calcolo della
concentrazione di una soluzione di un composto colo-
rato semplicemente confrontandone I'intensita di co-
lore con quella di una soluzione a titolo noto della stes-
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Figura 1. Colorimetro di Laurent.

sa sostanza, consente 'introduzione di metodiche infi-
nitamente piu semplici e rapide.

La comparazione delle soluzioni avviene visivamen-
te, con strumenti denominati appunto comparatori ottici
o colorimetri, dove la valutazione del colore ¢ effettuata
dall’occhio dell’analista e quindi legata alla sua espe-
rienza, alle condizioni di luce del laboratorio ed alle
caratteristiche dello strumento. “S7 immaginarono varie
disposizioni per osservare comodamente ¢ nel modo pin esatto
possibile le piccole differenze di coloragione, si ebbero cosi modelli
svariatissimi di apparati detti colorimetri, i guali, semplici e non
molto esatti dapprima, andarono poi progressivamente perfezio-
nandosi™.

L’uso dei colorimetri, studiati e realizzati nella prima
meta dell’Ottocento per I'industria dello zucchero e
“ber i bisogni dell'arte tintoria” ¢ limitato in un primo mo-
mento alle determinazioni quantitative di composti co-
lorati. La progressiva conoscenza delle reazioni chimi-
che ne estende I'utilizzo alla misura di sostanze incolori
trasformate in composti colorati solubili mediante op-
portuni reagenti.

Con i colorimetri i risultati quantitativi sono sempre
relativi ad una soluzione a titolo noto di sostanza colo-
rata e sono ottenuti portando la soluzione del campio-
ne in esame e la soluzione standard alla stessa intensita
di colore. L’eguaglianza dei colori, rilevata attraverso
un oculare, puo essere raggiunta nei diversi apparecchi
per diluizione di una delle due soluzioni oppure va-
riando opportunamente le loro “grossezze di strato”. Noto
il valore della soluzione standard e rilevato il volume
di solvente aggiunto nel primo caso e lo spessore di
strato nel secondo, si risale alla concentrazione della
soluzione incognita.

“Si venne ad inaugnrare, in tal modo, un metodo di analisi
chimica, analisi colorimetrica, presioso mexz0 di ainto
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Figura 2. Colorimetro di Kriss.

al chimico analista quando gli occorra determinare sollecita-
mente quantita cosi piccole di sostanza da render vani i tenta-
1ivi per pesata o per via volumetrica™.

Su queste basi si assiste nel corso dell’Ottocento alla
continua ricerca di nuovi metodi colorimetrici e alla
costruzione di una grande varieta di colorimetri.

Il botanico francese Jacques Julien Houtou de Labil-
lardiere (1755-1834) usa nel 1827 uno strumento di
sua invenzione per studiare le soluzioni di indaco utiliz-
zando per la prima volta il metodo di confrontare il
colore della soluzione incognita con una ‘“So/ugione tipo”.

“Per eseguire gli assaggi col colorimetro ¢ necessario che si ab-
biano campioni di nota bonta e fabbricazione per ciascuna mate-
ria colorante, che si terranno a tipo, ossia termine di paragone,
pel confronto delle materie da sottoporre all'assaggio™.

Nel 1838, ancora un francese, il fabbricante di stru-
menti di precisione Charles-Felix Collardeau-Duheau-
me (1796-1869), probabilmente su indicazioni di An-
selme Payen, costruisce un pratico colorimetro basato
sulla variazione di spessore della soluzione in esame
rispetto ad una soluzione standard a spessore fisso.
“Lapparecchio di Collardeau fu per molto tempo il colorimetro
generalmente impiegato, sinche non se ne modifico la disposizione
nel senso di ridurlo pii comodo nell'uso e pii esatto nei risultati™.
11 colorimetro di Labillardiere e quello di Collardeau
restano in uso per piu di trent’anni nelle industrie tinto-
rie e dello zucchero.
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Figura 3. Colorimetro di Salleron.

11 1854 ¢ una data storica per la colorimetria: Jules
Duboscq (1817-18806), ottico di Parigi, realizza il suo
colorimetro che restera in uso per un secolo e permet-
te un salto di qualita a questa tecnica analitica. Lo stru-
mento ¢ costruito con materiali ottici di pregio ed ¢
molto comodo nell’'uso. Gli spessori delle due solu-
zioni, incognita e standard, si possono variare facilmente
e contemporaneamente fino ad ottenere 'uguaglianza
di colore rilevata attraverso un oculare. 1l calcolo della
concentrazione della soluzione in esame ¢ reso facile,
rapido e preciso'. Con questo strumento il biochimi-
co ameticano Otto Folin (1867-1934) e la sua scuola
studiano metodi colorimetrici adatti alla routine in
Chimica Clinica, pubblicati nel fondamentale lavoro
A system of blood analysis” del 1919, che permettono la
misura di numerosi analiti del sangue e delle urine su
un volume di campione molto piccolo (10 mL) con-
tribuendo in maniera determinante allo sviluppo della
Chimica Clinica™.

Dal 1864 al 1887 la letteratura ¢ ricca di memorie
relative a sttumenti ed a metodi di analisi colorimetri-
ca. Apparecchi basati sul principio della variazione de-
gli spessori delle soluzioni vengono progettati e co-
struiti da Laurent (Fig. 1), da Hehner (1876), da Wolff
(1879), da Kriiss (Fig. 2) da Donnan (1896), mentre
Salleron nel 1872 propone una modifica dell’apparec-
chio di Labillardiere dove I'eguaglianza di colore ¢ ot-
tenuta per diluizione (Fig. 3). Grosse e Kriss apporta-
no, rispettivamente nel 1887 e 1889, delle variazioni
alla parte ottica dei colorimetri trasformandoli in stru-
menti polarizzanti capaci di percepire con esattezza le
minime differenze di colore fra le due soluzioni da
confrontare! (Fig, 4).

Molto pratici, anche se meno precisi, alcuni strumenti
nei quali il materiale di confronto non ¢ una soluzione
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Figura 4. Colorimetro polarizzante di Kriiss.

ma un vetro colorato o una scala cromatica dipinta su
una tavoletta (vino-colorimetro di Salleron) (Fig. 5).

Interessanti le applicazioni della tecnica colorimetri-
ca alla determinazione dell’emoglobina a scopo dia-
gnostico: Rayensky (1876), Hayem (1877), Quinke
(1878), Gowers (1879), Fleischl (1886), Sihli (1902)
concepiscono particolari strumenti (ezzometri) adatti alla
sua rapida misura per confronto di coloti con “Soluzio-
ni tipo” il piu possibile simili alla sostanza in esame.

Il decolorimetro di Payen

Anselme Payen sviluppa, agli inizi dell’Ottocento,
nellintento di perfezionare la lavorazione dello zuc-
chero di barbabietola, una tecnica di raffinazione che
prevede la decolorazione delle soluzioni zuccherine
mediante carboni. Si trova quindi nella necessita, per
ottimizzare il metodo, di stimare il potere decolorante
dei diversi carboni ed in particolare del nero animale (car-
bone animale, carbone d’ossa). St tratta, in ultima analisi, di
paragonare il colore di una soluzione sottoposta al pro-
cesso di decolorazione rispetto ad una non trattata.

Nel 1825, per rendere piu agevole e attendibile il
confronto del colore delle soluzioni, costruisce uno stru-
mento, che egli denomina decolorimetro, considerato da
Grassini' il primo comparatore ottico entrato in chi-
mica analitica, mentre Rinslet* attribuisce la priorita al-
P'apparecchio di Labillardiere.

Lo strumento di Payen consiste in un tubo verticale
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Figura 5. Vino-colorimetro Salleron.

(diametro 3 cm, lunghezza 10 cm) collegato perpendi-
colarmente ad un altro cilindro all'incirca delle stesse
dimensioni (Fig. 6 a,b). All'interno di quest’ultimo scorre,
come un pistone, un ulteriore cilindro cavo con la base
che entra chiusa da un disco di vetro. Questo tubo a
tenuta puo essere tirato verso 'esterno o spinto all’in-
terno allontanandolo o avvicinandolo cosi ad un altro
disco trasparente collocato alla fine del tubo orizzon-
tale esterno. In tal modo viene a crearsi una cella a cam-
mino ottico variabile.

Alla sommita del tubo verticale ¢ fissato un piccolo
cilindro con le basi di vetro ad 1 cm di distanza dove si
pone il liquido di confronto. La soluzione trattata con
il carbone in esame, immessa nel tubo vericale, si di-
spone nella cella a volume variabile.

Il potere decolorante dei vari carboni puo essere
misurato agevolmente, basta tirare il pistone facendo
affluire nella cella la soluzione trattata fino a che il suo
tono di colore ¢ della stessa intensita del liquido nel
piccolo cilindro di confronto. Rilevando sulla scala del
pistone la distanza fra i due dischi trasparent, si cono-
sce lo spessore di liquido decolorato. “Cosicche, allor-
quando lo strato del liguido trattato col carbone ¢ doppio di
quello del lignore di prova, il carbone ha tolta la meta della
materia colorante, quand’e tripla si puo esser certi ch’egli ne ha
assorbite le due terze parti. Questo modo di procedere semplice, di
cui i fabbricatori possono facilmente usarne, perché di facile ma-
neggio a chichessia, ci mette in posizione di stimare con tutta
Jfacilita le differenti gualita di nero d’ossa che si commettono al

commercio”\°.

Francoise Anselme Payen (1795-1871)

Anselme Payen nasce nell’ambiente della chimica in-
dustriale. Il padre fin dal 1792 aveva iniziato, nei din-
torni di Parigi, una piccola attivita imprenditoriale per
la produzione di cloruro d’ammonio che poi espande
ad altre sostanze chimiche (acido cloridrico e solfori-
co, borace, idrossido di sodio, gelatina)'' ¢ alla fabbri-
cazione dello zucchero dalle barbabietole. Riceve quindi
Vimprinting per la chimica dall’attivita paterna. A 17 anni
viene inviato a Parigi per frequentare un corso di chi-
mica al Museo di Storia Naturale. Nei primi decenni
dell’Ottocento la Francia ¢ la culla della chimica ed in-
fatti trova insegnanti di altissimo livello. 1l corso ¢ tenu-
to da Nicolas Vauquelin (1763-1829), che all’epoca
occupa i posti piu prestigiosi della chimica, assistito da
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Figura 6 a,b. Decolorimetro Payen (a: rif. 10, b: rif. 11 mod.).

Michel Eugene Chevreul (1786-1889) che sara noto
per le sue ricerche sui grassi animali e sui colori. Payen
frequenta anche il laboratorio privato di Vauquelin dove
ha modo di conoscere e di collaborare con altri perso-
naggi che avrebbero illuminato 'universo della chimi-
ca di quel secolo: Pierre Robiquet (1780-1840), Alphon-
se Chevallier (1793-1879), Louis Jacques Thénard
(1777-1857).

A vent’anni si presenta I'eterno problema della chia-
mata alle armi. Avrebbe avuto 'onore di combattere
sotto le insegne di Napoleone Bonaparte ma, come
tanti giovani della sua e di future generazioni, preferi-
sce lasciare ad altri la gloria sul campo di battaglia.
Aggira Postacolo superando I'esame di ammissione
all’Ecole Polytechnique, che pero non frequenta, ma
che lo esonera dal servizio militare. Cosi, appena ven-
tenne, affianca il padre nella conduzione delle industrie
di famiglia, per passare a dirigerle nel 1825 alla morte
del genitore''.

A quarant’anni Payen decide di cambiare indirizzo
alla sua vita: lascia attivita di imprenditore e si dedica
alla ricerca e all'insegnamento (Fig. 7). Accetta un inca-
rico all’Ecole Centrale des Arts et Manufactures (succeden-
do a Jean-Baptiste Dumas) e nel 1839 anche la catte-
dra di chimica applicata al Conservatoire des Arts et Métiers,
insegnamenti che detiene fino alla morte.
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Figura 7. Anselme Payen (rif. 11 mod.).

Rilevante il suo impegno scientifico. Oltre al miglio-
ramento di molti processi industriali bastera ricordare,
per avere la dimensione del personaggio, il lavoro in
collaborazione con Jean-Francois Persoz (1805-1868):
nel 1833 da un estratto di malto precipitano con alcool
etilico una sostanza amorfa, bianca, capace di idroliz-
zare 'amido che denominano diastasi. Hanno isolato il
ptimo enzima: Pamilasi®. A Payen ¢ attribuita anche la
scoperta di un’altra importante sostanza: la cellulosa''.
Di rilievo le pubblicazioni: il Traité élémentaire des réactifs
(1822), in collaborazione con Alphonse Chevallier, che
ebbe tre edizioni e il Précis de chimie industrielle del 1849
con cinque edizioni.

Il 1avoro di Payen per la messa a punto del decolorinme-
#ro va ricondotta alla incentivazione da parte di Napo-
leone della fabbricazione dello zucchero dalla barba-
bietola in seguito alle vicende di politica internazionale
sfociate nel blocco navale francese nel 1806. Payen si
trova pronto a questa attivita industriale avendo, fin
dal 1813, iniziato a fabbricare il #ero animale o nero d’ossa,
che sperimenta con successo come decolorante nella
purificazione dello zucchero. Piu tardi approfondisce
anche la parte teorica del processo studiandone il mec-
canismo d’azione.

Conclusioni

11 progredire dei metodi colorimetrici e la costruzio-
ne di comparatori ottici tecnologicamente avanzati e
adatti alle analisi di ruotine, iniziati nel 1825 da Payen e
condotti durante tutto ’Ottocento da Labillardiere,
Collardeau, Duboscq, rendono possibile 'evolvere della
chimica analitica strumentale e la nascita e 'espansione
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della Chimica Clinica. Quest’ultima disciplina in parti-
colare subisce un impulso determinante grazie ai me-
todi colorimetrici messi a punto da Otto Folin adatti
anche ai colorimetri fotoelettrici disponibili dagli anni
’30 del Novecento.

Ralph Miiller nel 1939 pur asserendo che 'apparec-
chio di Duboscq resta all’epoca lo strumento piu ver-
satile ed utile ammette che il futuro ¢é rivolto alla colo-
rimetria fotoelettrica’. Cio risulta particolarmente vero
quando nel 1957 inizia ’era della automazione a flusso
continuo con il primo “Autoanalyzer” della ditta Tech-
nicon che evolvera nello SMA 12/60 capace di pro-
cessare 60 campioni all’ora eseguendo su ciascun cam-
pione 12 determinazioni tutte colorimetriche e suc-
cessivamente nello SMAC con 18 determinazioni co-
lorimetriche. Senza gli analizzatori a flusso continuo,
uno dei punti piu alti della colorimetria, 'espansione
dei laboratori ospedalieri negli anni *60 e 70 del No-
vecento non sarebbe stata possibile.
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