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Radiochimica. — A nalisi radio gas cromatografica ad eluizione 
interrotta d i molecole organiche marcate (*}. Nota di F ulvio Cacace 
e G iorgio Perez, presentata (**} dal Corrisp. G. G iacomello.

SUMMARY. —  A new technique for the gas chromatographic analysis of labeled organic 
compounds has been developed. The method is based on the interruption of the elution, 
in a suitably designed gas chromatograph, which allows each radioactive peak to be indivi­
dually trapped within a large volume detector, to be counted for a time which is much longer 
than in the conventional, continuous-flow analysis. The advantages of the new method and 
its application to the analyses requiring the combustion of the radioactive effluents are 
discussed.

I n t r o d u z io n e .

L ’analisi gas cromatografica di composti m arcati con isotopi radioattivi 
è d ivenuta in questi ultim i anni un mezzo di indagine di estrem a utilità e 
di uso crescente in svariati cam pi di ricerca, tra  i quali lo studio della chi­
mica delle radiazioni, degli effetti chimici delle trasform azioni nucleari (hot 
atom  chemistry), della cinetica e meccanismo di reazioni organiche, della 
biochimica, ecc. [1-9]. L a ragione principale che favorisce l’applicazione di 
questa tecnica è la sua elevatissim a sensibilità: è infatti possibile rilevare, in 
ogni singolo com ponente di una miscela complessa, solo 4-5000 molecole 
m arcate con un isotopo a vita breve come il n C (semiperiodo 20 m inuti). 
Anche con un isotopo di vita relativam ente lunga, come il tritio, è agevole 
svelare in un singolo picco quantità di composto m arcato corrispondenti 
a 6 X io ~ 12g, se si assume un peso molecolare di circa 200. L a tecnica più 
generalm ente ado ttata  per questo tipo di analisi, come risulta da recenti 
rassegne sull’argom ento [4, 9] consiste nel far passare con continuità gli 
effluenti dalla colonna gas cromatografica in un rivelatore di m assa ed in 
un rivelatore di rad ioattiv ità  disposti in serie, in modo da m isurare sim ulta­
neam ente la concentrazione e la rad ioattiv ità di ogni com ponente della m i­
scela esam inata. L a m isura continua risulta particolarm ente conveniente 
per l’elevato potere risolutivo, per la rapidità dell’analisi e per la possibilità, 
essenziale in m olti tipi di ricerca, di svelare e determ inare composti radioattivi 
presenti in tracce im ponderabili (composti « carrier-free »). T u tte  le appa­
recchiature sperim entali di questo tipo, che differiscono essenzialmente per 
il tipo di rivelatore im piegato (camera di ionizzazione, contatore Geiger, 
proporzionale, a scintillazione ecc.), risentono però severam ente della neces-

(*) Lavoro eseguito presso il Centro Nazionale di Chimica delle Radiazioni e Radioele- 
menti del C.N.R., Istituto di Chimica Farmaceutica dell’Università di Roma.

(**) Nella seduta del 9 marzo 1968.
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saria brevità del tem po di transito  del picco radioattivo attraverso il volume 
sensibile del rivelatore. L a brevità del tempo di misura, che è im posta dalla 
necessità di assicurare all’analisi un sufficiente potere risolutivo, ne lim ita 
però in m odo determ inante la sensibilità e la accuratezza.

Inoltre, poiché il tem po di m isura dipende dalla velocità della corrente 
gassosa proveniente dal gas cromatografo, le irregolarità del flusso stesso, 
che spesso si verificano proprio durante l’eluizione di un picco, influiscono 
direttam ente sull’efficienza del rivelatore, provocando errori notevoli [io].

Queste considerazioni ci hanno indotto alla ricerca di un nuovo metodo 
che, conservando le caratteristiche di risoluzione e di convenienza dell’analisi 
a flusso, permettesse però di elevarne l’accuratezza al livello delle migliori 
analisi statistiche di radioattiv ità.

L a soluzione al problem a è stata  trovata nell’applicazione alla radio gas 
crom atografia del principio dell’eluizione in terrotta, che si era già dim ostrato 
utile per l’analisi dello spettro di m assa ed infrarosso di effluenti cromato- 
grafici [11, 12].

P a r t e  s p e r im e n t a l e .

L ’apparecchiatura adoperata per l’analisi di composti tritia ti a basso 
p.e. consiste in un gas cromatografo (Modello B della C. Erba, M ilano) oppor­
tunam ente modificato m ediante l’inserzione di due rubinetti costruiti in 
acciaio inossidabile e Teflon, a m onte e a valle della colonna cromatografica, 
in m odo da poterla isolare durante l’interruzione della eluizione. Dopo l’inie­
zione della miscela da analizzare, ed allorché la cella a term oconduttività 
dell’apparecchio (o, nel caso di composti carrier-free, una cam era di ionizza­
zione ausiliaria da io  mi) indica la completa eluizione di un picco dalla colonna, 
quest’ultim a viene isolata e l’eluizione degli altri picchi risulta così sospesa. 
Il picco eluito è trasporta to  m ediante una corrente di gas di conteggio nell’in­
terno di un  rivelatore di radioattiv ità di grande volume, nel nostro caso una 
cam era di ionizzazione di 2,5 litri, m unita di rubinetti e collegata ad un 
elettrom etro K eithly Mod. 510 B. Allorché tu tto  il gas radioattivo è pene­
tra to  nel volume sensibile della camera, come indicato dal livello costante 
raggiunto dalla corrente di ionizzazione, i rubinetti sono chiusi e la m isura 
di rad ioattiv ità  ha inizio. Controlli effettuati applicando una cam era di 
ionizzazione ausiliaria all’uscita del rivelatore da 2,5 litri, hanno m ostrato 
che è possibile in trappolare in modo quantitativo anche picchi piuttosto larghi 
senza che si verifichino perdite di radioattiv ità all’uscita del rivelatore.

U na volta effettuata la m isura, la cam era è lavata con una vivace corrente 
del gas di conteggio finché l’attiv ità che essa m isura è to rnata  al livello iniziale 
(fopdo), poi l’eluizione del crom atogram m a è ripresa aprendo i rubinetti che 
isolavano la colonna.

U na modifica dell’apparecchiatura, utile per l’analisi di composti tritia ti 
altobollenti, consiste nella inserzione di un tubo di reazione tra  l’uscita del 
rivelatore a term oconduttività e la camera di ionizzazione.
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In  questa disposizione, illustrata dettagliatam ente in fig. 1, i composti 
eluiti dalla colonna sono intrappolati per un periodo conveniente di tempo, 
m entre l’eluizione degli altri picchi è in terrotta, nel tubo di reazione dove sono 
sottoposti ad una ossidazione su CuO a 720° C, che trasform a in acqua l’idro­
geno in essi contenuto. L ’acqua è a sua volta fatta passare nella seconda 
sezione del reattore, contenente zinco supportato da CeliteC  22, a 420°C [13-16] 
e rido tta ad idrogeno. Com pletata la combustione, il gas radioattivo (HT) 
è trasportato  nella cam era di ionizzazione da una corrente di gas di lavaggio 
(azoto, argon, ecc.) contenente una piccola percentuale di idrogeno. Q uest’u l­
timo, attraversando il tubo di reazione, trascina ogni traccia di tritio adsor­
bito sui reattivi e nelle pareti del tubo stesso, ed elim ina così totalm ente gli 
« effetti m em oria » sem pre riscontrati nelle combustioni di composti tr itia ti[i4 ].

L a m isura della radioattiv ità del picco è effettuata in condizioni statiche 
per un adeguato periodo di tempo, come descritto in precedenza per i composti 
a basso p.e.

R is u l t a t i  e  d is c u s s io n e .

L a tecnica della radio gas crom atografìa ad eluizione in terro tta  è stata 
applicata all’analisi di composti tritia ti a basso p.e., analizzando miscele 
gassose a composizione nota, contenenti H T insieme a vari idrocarburi tritia ti. 
I risultati, paragonati nella T abella I e nella fig. 2 a quelli di una norm ale 
analisi radio gas crom atografica a flusso, m ostrano il notevole increm ento 
di sensibilità (circa io  volte) e di precisione (circa 3 volte) ottenibile con la 
nuova tecnica.

T a b e l l a  I.

Analisi d i miscele d i gas radioattivi mediante radio gas cromatografia 
a flusso continuo e ad eluizione interrotta.

Mi­
scela 

N. ■
Metodo di analisi

Determi­
nazioni

N.

Attività percentuale

H T C2H 5T C 3H 7T i --- C 4H 9T

i eluizione continua 16 1*65 ±0,16 o>96~bo,n 21 , 84 = 2,00 76,1dl 1,40

i eluizione interrotta 24 1,80^=0,07 0,964=0,04 2i,4±o,6o 75,84=0,70

2 eluizione interrotta 17 7,26^0,35 3,96± o ,I 7 88,84=0,60 —

3 eluizione interrotta 5 2,39± o ,07 i ,2 6 ± o,o3 — 96,44=0,10

4 eluizione interrotta h 64,604=0,90 35>4° ± ° ,8o — —

V antaggi ancora più notevoli si ottengono nell’analisi di composti tritia ti 
ad alto punto di ebollizione, per i quali è necessario provvedere alla conver­
sione in H T  del composto m arcato eluito dalla colonna. Grazie all’interruzione
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della eluizione, la perm anenza del campione nel tubo di reazione può essere 
prolungata per un periodo sufficiente a garantirne la com pleta conversione. 
Inoltre, il lavaggio del tubo di reazione con una corrente di gas contenente 
idrogeno inattivo rim uove totalm ente dalle pareti del tubo e dai reattivi 
(specie dallo zinco) le tracce di H T che generalm ente restano su di essi 
adsorbite e che provocano, nelle consuete analisi a flusso, l’aum ento del « fondo » 
radioattivo e Y insorgere di notevoli effetti « m em oria ».

Grazie alla interruzione dell’eluizione, resta invece possibile introdurre 
nel rivelatore di rad ioattiv ità  la to talità  delPHT corrispondente ad ogni picco 
attivo, ed è inoltre agevole riprendere l’analisi dei restanti componenti solo 
quando la decontam inazione del tubo di reazione e del rivelatore è completa. 
I risultati o ttenuti nell’analisi di miscele a composizione nota di cicloesano 
e ^ -p ropanolo  tritia ti illustrati nella Tabella II e nella fig. 3, dim ostrano la 
notevole precisione ed accuratezza (dell’ordine del 2-3 %) raggiungibili con 
la nuova tecnica.

T a b e l l a  I I .

Analisi di miscele di cicloesano e n—propanolo tritiati mediante gas cromatografia 
ad eluizione interrotta con combustione degli efifiuenti.

Miscela Numero di Rapporto misurato Rapporto effettivo ErroreN. determinazioni cicloesano/^-propanolo cicloesano/^-propanolo

I 22 0,928^0,023 0,900 3,1%

2 21 1,020^0,040 1,040 1.9%

Infine, prove appositam ente istituite hanno dim ostrato che duran te la 
sospensione della eluizione, la risoluzione dei com ponenti rim asti chiusi nella 
colonna non viene seriamente compromessa. Così, ad esempio, si è trovato 
che nell’analisi di composti altobollenti su colonne im paccate lunghe un metro, 
la risoluzione è dim inuita soltanto del io  % circa, per un periodo di sospensione 
dell’eluizione di 20 minuti, notevolmente superiore a quelli utilizzati in pratica.

D ai risultati ottenuti, sem bra di poter concludere che la tecnica descritta 
aum enta in modo significativo la già notevole sensibilità ed accuratezza della 
radiò gas cromatografia.
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