13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

SOMMARIO

MINISTERO DELLE POLITICHE
AGRICOLE E FORESTALI

DECRETO MINISTERIALE 23 marzo 2000. — Approvazione dei « Metodi ufficiali di

analisi delle acque per uso agricolo e zootecnico» ...................0 o0 ............... Pag. 5
ALLEGATO 1:
Parametri generall ...... ... i N » 7
Parametri chimici...... ... . i N » 42
Parametri microbiolOZICT . .......o.einii i fe e e » 158






13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

DECRETI, DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI

MINISTERO DELLE POLITICHE
AGRICOLE E FORESTALI

DECRETO 23 marzo 2000.

Approvazione dei «Metodi ufficiali di analisi delle acque per uso agricolo e zootecnico».

IL MINISTRO DELLE POLITICHE
AGRICOLE E FORESTALI

Visti i decreti ministeriali 7 luglio 1990, n. 15517, 20 settembre 1990, n. 20611~¢ 3 gennaio 1996, n. 10001, con i
quali ¢ stato istituito e ricostituito il Comitato tecnico scientifico per I’Osservatorio nazionale pedologico e per
la qualita del suolo, con funzioni di consulenza e proposizione al’Amministrazione centrale dell’agricoltura ed
alle regioni e province autonome di iniziative in materia pedologica, tra I'altro in tema di standardizzazione di
metodi di analisi del suolo;

Vista la delibera 10 maggio 1995, con cui il Comitato interministeriale per la programmazione economica ha
approvato il Programma nazionale dei servizi di sviluppo agricolo, nel'quale al punto 82 si fa esplicito riferimento,
tra 1 servizi tecnici di supporto, all’attivita ed alle iniziative per il*suolo dell’Osservatorio nazionale pedologico;

Vista la legge 15 marzo 1997, n. 59, recante delega del Governosper il conferimento di funzioni e compiti alle
regioni ed enti locali, per la riforma della pubblica amministrazione e per la semplificazione amministrativa;

Visto il decreto legislativo 4 giugno 1997, n. 143, recante conferimento alle regioni delle funzioni amministra-
tive in materia di agricoltura e pesca e riorganizzazione del’Amministrazione centrale;

Visto in particolare 'art. 2, comma 2 della legge predetta, laddove si stabilisce che il Ministero per le politi-
che agricole svolga, tra I’altro, compiti di disciplina generale e coordinamento nazionale in diverse materie, tra
le quali la tutela della qualita dei prodotti agroalimentari, caratteristica dipendente in buona parte dalle condi-
zioni di gestione del suolo e delle acque;

Vista la Convenzione delle Nazioni unite per la lotta contro la desertificazione negoziata nel 1994 in seguito
alle raccomandazioni della Conferenza delle Nazioni unite tenuta a Rio de Janeiro nel 1992, Convenzione che,
ratificata dall’Italia con legge 4 giugno 1997, n:{170, riflettendo il capitolo 12 del’Agenda 21 dedica una diffusa e
particolare attenzione alle problematiche di‘conoscenza, difesa e salvaguardia del suolo e delle acque;

Visto il regolamento (CE) 1257/1999,/del*Consiglio sul sostegno comunitario allo sviluppo rurale sostenibile,
che in particolare per le misure agroambientali € inteso a promuovere forme di conduzione dei terreni agricoli
compatibili con la tutela e con il miglieramento delle diverse componenti ambientali;

Visto il decreto legislativo 11 maggio 1999, n. 152, recante disposizioni sulla tutela delle acque dall’inquina-
mento e recepimento della direttiva 91/271/CEE concernente il trattamento delle acque reflue urbane e della
direttiva 91/676/CEE relativa alla,protezione delle acque dall’inquinamento provocato dai nitrati provenienti da
fonti agricole;

Visti 1 decreti ministeriali 11 maggio 1992, e 13 settembre 1999, con i quali sono stati approvati, riapprovati e
resi ufficiali 1 Metodi di analisi chimica del suolo;

Visto il decreto ministeriale 1° agosto 1997 con il quale sono stati approvati e resi ufficiali i Metodi di analisi
fisica del suolo;

Considerato che per una valida politica nazionale di programmazione dell’uso delle acque a fini agricoli e
zootecnici va perseguita una approfondita conoscenza della qualita delle stesse nei suoi vari aspetti, e che a tal
fine occorre, tra Jaltro, meglio definire i metodi di analisi chimica, nonché acquisire vantaggiosamente nell’am-
bito nazionale metodi gia definiti in ambito internazionale da istituzioni di normalizzazione come ISO e CEN;

Considerato'che I'Istituto sperimentale per la nutrizione delle piante, organismo scientifico specialistico del
Ministero per-le'politiche agricole, nell’ambito delle iniziative del Comitato tecnico scientifico per I’Osservatorio
nazionale pedologico ha definito gli accennati metodi di analisi delle acque giovandosi di diverse collaborazioni
esterne, in particolare della Societa italiana per la scienza del suolo e dell’Istituto di ricerca sulle acque del Consi-
glio nazionale delle ricerche;

Considerato che il Comitato tecnico scientifico sopra richiamato ha espresso parere positivo sui medesimi
metodi nella riunione del 9 novembre 1999;

Ritenuto opportuno approvare e rendere ufficiali i metodi medesimi perché ne sia consentita la piu diffusa
utilizzazione nel territorio nazionale;
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Decreta:

Art. 1.

1. Al fine di disporre di metodi di conoscenza standardizzati delle acque utilizzabili per gli seopi di cui alle
premesse, sono approvati e resi ufficiali i Metodi di analisi delle acque per uso agricolo e zootecnico di cui all’al-
legato 1 annesso al presente decreto, che ne costituisce parte integrante.

Il presente decreto sara pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana,

Roma, 23 marzo 2000

Il Ministro: DE CASTRO
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A1L1EGATO 1

PARAMETRI GENERALI
CAMPIONAMENTO

1. Introduzione

L'analisi inizia con il campionamento, che riveste primaria importanza poiché esso influefiza i risultati
di tutte le operazioni successive, trasferendo in essi eventuali errori, e quindi togliendo ad essi I'atten-
dibilita. 11 campionamento deve essere effettuato da personale qualificato ed oppertunamente adde-
strato. I1 personale addetto al campionamento deve agire sotto la responsabilita di un esperto, il quale,
a sua volta, deve conoscere la natura ed il tipo di corpo idrico dal quale proviene J'acqua da analizzare.
Viene lasciata alla responsabilita dell'esperto la scelta del metodo di campiohamento.

2. Tipi di campionamento

Risulta relativamente complicato standardizzare la metedica di prelievo, essendo alquanto variabile la

fonte dell'acqua da analizzare. Requisito primario ¢ che il campione sia rappresentativo del corpo

idrico dal quale I'acqua ¢ prelevata. In ogni caso si possono definire alcune tipologie di prelevamento:

" campionamento istantaneo: adatto per acque a composiziofie relativamente costante. Per campio-
namento istantaneo s'intende un campione singolo preleyato in un'unica soluzione in un punto de-
terminato ed in un tempo molto breve;

* campionamenio medio: adatto per acque di composizione/variabile. Per campione medio s'intende
un campione ottenuto da pili prelievi effettuati in un 'dato intervallo di tempo, in maniera continua
o discontinua, proporzionale o non alla portata del-corpo idrico. La durata del campionamento, del
numero di prelievi e le loro frequenze saranno scelte in relazione alla variabilita della composi-
zione delle acque;

" campionamento medio-composito: viene realizzato mescolando un numero di campioni istantanei
prelevati ad opportuni intervalli di tempo, in/misura ptoporzionale o non alla portata;

= campionamento medio-confinuo: viene effettuato prelevando in maniera continua e per un dato
intervallo di tempo una quantita proporzignale o non alla portata.

Per corpi idrici come canali e fiumiisulta pil corretto il campionamento medio, medio-composito,
medio-continuo.

Per corpi idrici stagnanti come vasche di accumulo o corpi idrici a composizione relativamente varia-
bile (falde), risulta piu idoneo il campionamento istantaneo.

Nel caso di impianto di irrigazione fisso o di sollevamento, sara opportuno prelevare vicino alla bocca
d'entrata o sotto il pelo dell'acqua. Pud essere utile, qualora vi siano filtri o desalificatori, effettuare un
controllo analitico delle acque-in uscita dall'impianto.

Come quantita totale, sicconsiglia di prelevare quantita di campione in eccesso rispetto a quello neces-
sario, che sard in funzione delle determinazioni da eseguire. Inoltre, si consiglia di distribuire il cam-
pione in pit contenitori, evitando cosi la possibilita di perdita del campione per eventuali incidenti, e
mantenendo la possibilita di effettuare ulteriori accertamenti che possano essere ritenuti necessari.

3. Conservazione del campione

Conservare ‘un~campione significa garantire la stabilita e l'inalterabilita di tutti i suoi costituenti nel-
l'intervallo di-tempo che intercorre tra il prelievo e I'analisi, Tale condizione non potra mai essere rea-
lizzata t6talmente, ma ¢ possibile ricorrere ad accorgimenti che permettono di ridurre al minimo le al-
terazioni,.salvaguardando la rappresentativita del campione.

A tale'scopo si adotteranno contenitori di materiale scelto in funzione del parametro da determinare,
che garantiscano la perfetta chinsura nel caso che siano in gioco componenti volatili.

La\precipitazione dei metalli come idrossidi, 'adsorbimento dei metalli sulle superfici del contenitore,
la-formazione di complessi, la variazione dello stato di valenza di alcuni elementi per ossidoriduzione,
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potranno essere ritardati per addizione di stabilizzanti chimici. L'attivita microbica, a cui ¢ imputabile
I'alterazione di alcuni parametri analitici come il COD, il fosforo e I’azoto organici, potra essere ritar-
data mediante l'aggiunta di battericidi e/o ricorrendo alla refrigerazione.

I contenitori utilizzati per la raccolta ed il trasporto dei campioni non devono alterare, a contatto corinl
campione, il valore di quei parametri di cui deve essere effettuata la determinazione. A questo propo-
sito, devono soddisfare i seguenti requisiti:

- non devono cedere o adsorbire sostanze, alterando la composizione det campione;

- devono essere resistenti ai vari costituenti presenti nel campione;

- devono garantire la perfetta tenuta sia per i gas disciolti che per elementi volatili.

I materiali piti usati per i contenitori sono:
= il vetro

= la plastica (polictilene o polipropilene)
= altri materiali

Il vetro ¢ il materiale da preferire, ed esistono in commercio il vetro Pyrex'(borosilicato) e il vetro Vy-
cor (ad alto contenuto di silicio), che ¢ migliore ma ha un costo pin elevato.La plastica ha il vantaggio
di essere leggera, resistente all'urto ed economica. D'altra parte ha lo svantaggio di avere una sensibile
permeabilita ai gas e di rilasciare additivi organici (per esempio plastificanti). Vanno anche segnalati
contenitori in altri materiali polimerici quali il policarbonato (soprattitto per campioni contenenti me-
talli), il teflon, il clorure di polivinile e il polimetilpentene (TPX).

Nella Tabella 1 vengono raccomandati i contenitori, i principali.conservanti, i procedimenti piti adatti
per la migliore conservazione del campione ed il tempo massimo consigliato intercorrente tra il mo-
mento del prelievo a quello dell'analisi.

Bibliografia
CNR - IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma),
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Tabella 1 - Raccomandazioni per la conservazione dei campioni di acque nel periodo che
intercorre tra il prelievo e I'analisi

Contenitore Intervallo
Parametro , Procedimento di stabilizzazione tra prelievo
consigliato D
e analisi
Alluminio Polietilene 3 mL L HNO;, 1:1 6'mesi
Azoto ammoniacale Polietilene o vetro 4 mg L "' HgCl, Refrigerazione a 4°C 24 ore
Azoto nitrico Polietilene o vetro 49 mg L™ HgCl, Refrigerazione a 4°C 24 ore
Azoto nitroso Polietilene o vetro 4 mg L HgCl, Refrigerazione a 4°C 24 ore
Azoto organico  Vetro 40 mg L' HgCl, Refrigerazione a 4°C 24 ore
BOD Vetro Refrigerazione a 4°C 24 ore
Boro Polietilene 5mL L' HNO, 1:1 | settimana
Cadmio Polietilene 3mL L' HNO; 1:1 6 mesi
Calcio Polietilene o vetro  Non necessario 1 settimana

Carbonati-bicarbo-
nati

Carbonio organico
Cianuri

Cloro

Cloruri

Cobalto

COD
Conducibilita elet-
trica

Cromo

Durezza

Fetto

Fluoruri

Fosforo

Magnesio
Manganese
Molibdeno

Nichel

Ossigeno disciolto

Piombo

Potassio

Rame

Reazione

Sali totali disciolti
Silice

Potassio

Solfati

Solfuri

Solidi totali sospesi
Zinco

Polietilene o vetro

Vetro

Polietilene

Vetro scuro
Polietilene o vetro
Polietilene

Vetro

Polictilene o vetro

Polietilene
Polietilene o vetro
Polietilene
Polietilene

Vetto o polietilene
Polietilene o vetro
Polietilene
Polietilene
Polietilene

Vetro

Polietilene
Polietilene ovetro
Polietilene
Polietilene.o vetro
Polietilene'o vetro
Polietilene
Polietitene o vetro
Polietilene o vetro
Polietilene
Polietilene o vetro
Polietilene

Non necessatio

2mL L™ H,S0; conc.

pH 11 con NaOH 10% Refrigerazione a 4°C
pH 11 con NaOH 10% Refrigerazione a 4°C
Non necessario

3mL L' HNO; 1:1

Refrigerazione a 4°C

Non necessario

3mL L' HNO; 1:]

Non necessario

3mL L HNO, 1:1

Refrigerazione/a 4°C

pH 1+2 con HCl conc. Refrigerazione a 4°C
Non necessario

3 mL I/ HNO; 1:1

3mL L HNO; 1:1

3 mi/L™ HNO; 1:1

Solfato manganoso 2 mL +
lodure-sodio azide 2 mL L

3mL L HNO; 1:1

Non necessario

3mL L HNO; 1:1

Refrigerazione a 4°C

Non necessario

Filtrare sul posto e refrigerazione a 4°C
Non necessario

5mL L' CH;COOH + 5 mL L™ formaldeide 40%
2mL L zinco acetato 2N e 2 mL L' NaOH I N

Non necessario
3mL L' HNO, 1:1

1 settimana

1 settimana
24 ore

12 ore

1 settimana
6 mesi

6 ore

1 settimana

6 mesi
1 settimana
6 mesi
1 settimana
1 settimana
1 settimana
6 mesi
6 mesi
6 mesi
24 ore

6 mesi
i settimana
6 mesi
24 ore
24 ore
1 seftimana
1 settimana
1 settimana
24 ore
24 ore
6 mesi
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CLORO

1. Determinazione colorimettrica

1.1. Principio del metodo

Il cloro pud essere determinato quantitativamente con procedimento colorimetrico, basato, sulla forma-
zione di un composto colorato tra cloro e N,N-dietil-p-fenilendiammina (DPD), mediante dosaggio
spettrofotometrico alla lunghezza d’onda di 510 nm.

Operando con 100 mL di campione, il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e potabili a
concentrazioni comprese tra 0,03 e 5 mg 1! o superiori, previa opportuna diluizione del campione.

1.2. Interferenze e cause di errore

La reazione colorimetrica deve essere condotta a temperatura ambiente; temperature elevate facilitano
I'idrolisi delle cloroammine con apparente aumento della concentrazione di ¢loro libero.

1L controllo del pH riveste un'importanza fondamentale; bassi valori di pH.impediscono la differenzia-
zione tra cloro libero e monocloroammina e tra monocloroammma e dicloroammmina, mentre valori
elevati favoriscono reazioni con l'ossigeno.

L'ossigeno disciolto interferisce in concentrazioni superiori a 10 mg I'*}; interferiscono inoltre i com-
posti clorurati ad azione ossidante come il diossido di cloro ¢ composti ossidanti a medio ed alto po-
tenziale di ossidazione quali ozono, acqua ossigenata, cromati, bromo, iodio, bromoammine e iodo-
ammine,

Il manganese allo stato ossidato interferisce, ma la sua intetfefenza puo essere corretta conducendo
una misura preliminare in presenza di arsenito di sodio.

Le interferenze di ferro(IlI) e rame(11) fino a 1020 mg L" possono essere mascherate aggiungendo
sequestranti tipo EDTA alla soluzione tampone o a quella'del reagente DPD.

1.3. Apparecchiature
- Normale vetreria di laboratorio.
- Spettrofotometro per misure a 51¢ nm dotat6 di celle con cammino ottico da 1 a 10 cm.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essete puri per analisi‘e ['acqua deve essere distillata ed esente da sostanze ossi-

danti o riducenti. L.’assenza di tali sostanze'puo essere verificata con i seguenti saggi:

il campione addizionato con 1" g di ioduro di potassio e 5 mL di soluzione di DPD deve restare
incolore;

- il campione con qualche goecia di ipoclorito, con aggiunta dei reattivi dopo qualche minuto deve
assumere una colorazione rosa.

Sale sodico diidrato dell'acido-etilendiamminotetracetico (EDTA).

Soluzione tampone (pH 6,5)-Sciogliere 24 g di fosfato bisodico [Na;PO,] e 46 g di fosfato monopo-
tassico [KH,PO,] inacqua, aggiungere 100 mL di acqua in cui sono stati sciolti 0,8 g di sale diso-
dico dell'acido etilendiamminotetracetico [EDTA] e diluire il tutto a 1.000 mL con acqua. La solu-
zione deve esseréconservata in frigorifero per evitare che lo sviluppo di muffe provochi interfe-
renze nella determinazione.

Soluzione di acide solforico (1+3): Aggiungere lentamente 25 mL di acido solforico concentrato
[H3504] (d=1,84) a 50 mL di acqua. Dopo raffreddamento, dituire a 100 mL con acqua.

Soluzione di N, N-dietil-p-fenilendiammina (DPD).Sciogliere 1,5 g di N,N-dietil-p-fenilendiammina
solfato.pentaidrato in acqua insieme a 8 mL di acido solforico (1+3) e 200 mg di EDTA. Diluire a
1.000.mL con acqua. Conservare la soluzione in bottiglia di vetro scuro e scartare le soluzioni
eventualmente colorate.

— 10 —
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Toduro di potassio in cristalli [KI].

Toduro di potassio (1 g LY: Sciogliere 100 mg di ioduro di potassio [KI] in 100 mL di acqua. Con-
servare la soluzione in bottiglia di vetro scura preferibilmente in frigorifero; scartare la soluzione
quando si sviluppa un celore giallo.

Acido acetico glaciale {CH;COOH] (d=1,03).

Soluzione titolata di tiosolfatoto di sodic 0, 01 N.

Indicatore salda d'amido. Stemperare in un mortaio 5+6 g di amido con alcuni mL di acqua fredda.
Versare la pasta risultante in 1.000 mL di acqua bollente. Lasciar depositare una notte e utifizzare il
liquido sovrastante. La soluzione puo essere stabilizzata aggiungendo per ogni litro/di soluzione
circa 1 g di acido salicilico o qualche goccia di toluene.

Soluzione di ipoclorito di sodio (0,1 g L' di cloro): Diluire opportunamente al momento/dell'uso una
soluzione commerciale a titolo noto,

Effettuare il controllo del titolo nel seguente modo: introdurre 2 mL di acido acetico glaciale in una
beuta contenente 25 mL di acqua; aggiungere circa 1 g di ioduro di potassio e 50 mL della solu-
zione di ipoclorito. Miscelare accuratamente e titolare con la soluzione di tiosolfato di sodio 0,01 N
fino ad ottenere un colore giallo paglietino; aggiungere quindi 2 mL di soluzione di salda d'amido e
continnare a titolare fino a completa decolorazione delia soluzione.

Per risalire alla concentratone di cloro attivo nella soluzione in esame, applicare la seguente for-

mula:
. a*N #3545
Cloro (mg L7) = —— %1000
v

dove:

a = volume (mL) di soluzione di tiosolfato, di 'sodio impiegato per la titolazione

del campione;
N = normalita del tiosolfato di sodio;
v = volume (mL) di campione prelevato

La soluzione va controllata settimanalmente.

Soluzione di arsenito di sodio. Sciogliere 500 mg di arsenito di sodio [NaAsQ;] in acqua distillata e
portare il volume a 100 mL.

Soluzione concentrata di permanganato di potassio: Sciogliere 0,891 g di permanganato di potassio
[KMnQ,] in un matraccio tarato da 14000,mL e portare a volume con acqua.

Soluzione diluita di permanganato dipotassio: Introdurre 10 mL della soluzione concentrata di per-
manganato di potassio in un matraccio tarato da 100 mL e portare a volume con acqua. Quando 1
mL di questa soluzione viene diluito a 100 mL con acqua viene prodotto un colore uguale a quello
di | mg L™ di cloro che abbia reagito con il reattivo DPD.

1.5. Procedimento

1.5.1. Calibrazione con soluzione di ipociorito

Preparare una serie di standard di cloro con concentrazioni comprese tra 0,05 e 4 mg L™ di cloro di-
luendo i necessari volumi della soluzione di ipoclorito con acqua in matracci da 100 mL. In altrettante
beute porre 5 mL della soluzicne tampone (pH 6,5) ¢ 5 mL della soluzione di DPD; entro 1 minuto
dalla miscelazione-trasferirvi il contenuio dei matracci tarati da 100 mL. Agitare e, a colore svilup-
pato, misurare entro due minuti I'asserbanza alla lunghezza d'onda di 510 nm.

Tracciare la curvardi calibrazione riportando in ascissa le concentrazioni del cloro e in ordinata i corri-
spondenti valori di assorbanza, corretti del valore del bianco. Centrollare un punto della curva di cali-
brazione giomalmente e rifare la curva stessa ogniqualvolta viene ripreparata la soluzione di DPD.

1 —
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1.5.2. Calibrazione con soluzione di permanganato di potassio

Preparare una serie di standard di permanganato di potassio compresi nell'intervallo 0,05+4 mg L'di
cloro diluendo i necessari volumi deila soluzione diluita di permanganato di potassio in matracci da
100 mL. In altrettante beute porre 5 mL della soluzione tampone (pH 6,5) ¢ 5 mL delia soluzione'di
DPD; entro | minuto dalla miscelazione trasferirvi il contenuto dei matracci tarati da 100 mL. Agitare
e, a colore sviluppato, misurare entro due minuti 'assorbanza alla lunghezza d'onda di 510 nm:
Tracciare la curva di calibrazione riportando in ascissa le concentrazioni del cloro ¢ in ordinata i corri-
spondenti valori di assorbanza, corretti del valore del bianco. Controllare un punto della curva di cali-
brazione giornalmente e rifare la curva stessa ogniqualvolta viene ripteparata la soluzione-di DPD.

1.5.3. Dosaggio del Cloro libero

Si consiglia di utilizzare vetreria differente per la determinazione del cloro liberd per evitare contami-
nazioni da parte dello ioduro di potassio.

In una beuta da 250 mL, contenente 5 mL di soluzione tampone (pH 6,5) e $'mL di soluzicne di DPD,
trasferire entro 1 minuto 100 mL di campione o una sua aliquota diluita a 100 mL con acqua. Agitare
€ misurare subito |'assorbanza nelle stesse condizioni utilizzate per la calibrazione. Controllare che il
pH delia soluzione di misura sia compreso tra 6,2 ¢ 6,5; in caso contrario.aumentare l'aggiunta di tam-
pone. Ricavare dalla curva di calibrazione la concentratone C;. Con questo dosaggio viene determi-
nato il clore dovuto all'acido ipocloroso, allo ione ipoclorito € al cloro.molecolare presente.

1.5.4. Dosaggio del Cloro totale

In una beuta da 250 mL, contenente 5 miL di soluzione tampofie(pH 6,5) e 5 mL di soluzione di DPD,
trasferire entro 1 minuto 100 mL di campione o una sua aliquota diluita a 100 mL con acqua. Aggiun-
gere quindi 1 g di ioduro di potassio, agitare e dopo due minuti esatti misurare I’assorbanza a 510 nm.
Ricavare dalla curva di calibrazione la concentrazione G,

1.5.5. Correzione dell’interferenza del manganese

Se ¢ presente manganese allo stato ossidato, prelevare 100 mL di campione o una sua aliquota diluita a
100 mL e porli in una beuta da 250 mL.. Aggiungere 1 mL di arsenito di sodio e mescolare. Aggiun-
gere quindi 5 mL di soluzione tampone (pH 6,5) ¢ 5 mL di soluzione di DPD. Agitare e misurare
I'assorbanza a 510 nm.

Ricavare dalla curva di calibrazione la concentrazione C; dovuta all’interferenza del manganese.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione in cloro libero e totale viene ricavata dalle formule:

Cloro libero (mgL™") = €, -C,
Cloro totale (mgL") = C,-C,

1.7. Precisione ed accuratézza
I dati di precisione ed accuratezza non risultano al momento disponibili.

Bibliografia

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acquie. Quaderno 100 (Roma).

150 (1985), Determination of free chlorine and total chlorine- Part 2: colorimetric method using N,N-
diethyl-p-phenylenediamine, for routine control purpose. ISO/TC 147 Water Quality, DP 7393/2
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CONDUCIBILITA ELETTRICA

1. Determinazione conduttimetrica

1.1. Principio del metodo

Per conducibilita elettrica specifica s'intende la conducibilita elettrica di 1 mL di soluzionemisurata,
ad una determinata temperatura, fra due elettrodi a facce piane parallele aventi la superficie di 1 cm’.
La conducibilita elettrica viene determinata misurando la conducibilita elettrica del campione di ac-
qua, confrontata con quella di una soluzione standard di KCl la cui conducibilitd, alld stessa tempera-
tura, € nota.

1l metodo & applicabile alle acque naturali, potabili, di scarico ¢ marine.

1.2. Interferenze e cause d'errore

La conducibilita fornisce una misura sia globale che relativa della concentrazione deile specie ioniche
presenti in soluzione.

Possono essere causa d'errore la presenza nel campione di sostanze in sospensione, come oli, grassi e
colloidi, in quantita tali da ricoprire la superficie degli elettrodi.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- Cella di conduttivita specifica contenente elettrodi platinati, del tipo a pipetta o ad immersione. La
scelta della cella dipende dall'intervallo di conducibilitd/specifica previsto. Una costante di cella
di 0,1 & adatta per soluzioni di bassa conducibilita, 100 d$/m™ o meno; una costante di cella di 1
per soluzioni di moderata conducibilita; una costante di\cella di 10 per soluzioni altamente condu-
centi, Celle nuove dovranno essere pulite con soluzieni di acido solforico-cromico, € gli elettrodi
platinati prima dell'uso. In seguito, gli elettrodi dovranno essere puliti e riplatinati ogni qual volta
che le letture non siano pill riproducibili, oppure/quando un'ispezione rivela una perdita di nero di
platino dalla superficie dell'elettrodo. Per riplatinare, preparare una soluzione contenente 1 g di
cloruro di platino [PtCl,] e 0,012 g di acetato di piombo [Pb(CH;COQ),;] in 100 mL di acqua.
Immergere gli elettrodi nella soluzione cosi/preparata, e far passare corrente da una batteria da 1,5
V attraverso la cella. La quantitd di corrente dovrebbe essere tale che solo una piccola quantita di
gas viene evoluto, ¢ la direzione della‘corrente dovrebbe essere occasionalmente invertita.

1.4, Reattivi

Soluzione standard di cloruro di patassio [KCI] 0,01 moli L. Sciogliere, a 25 °C, 0,7436 g di KCl
anidro in 1.000 mL di acqua bidistillata. Questa ¢ la soluzione standard di riferimento, che a 25 °C
ha una conduttivita specifica di*1,408 dS m™.

1.5. Procedimento

1.5.1. Deferminazione della costante di cella

Sebbene per misure di routine si possa usare il valore riportato dal certificato di taratura della cella

stessa, per determinaZioni'piu accurate conviene determinare ogni volta la costante della cella.

Per la verifica della costante della cella procedere in questo modo:

* Determinare la conducibilita dell’acqua usata per la soluzione standard di KClI utilizzando il valore
deila cella fornito dal costruttore.

*  Determinare la conducibilita della soluzione standard di cloruro di potassio 0,01 moli L
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Ricavare la costante di cella (dS m™) dalla formula:

K + K,
J = -
Cs

dove:

Ky = conducibilita specifica della soluzione standard di KC1(1,408 dS m™);

Ky = conducibilith specifica (dS m™) dell’acqua usata per la preparazione della

soluzione standard,

Cs = conducibilitd (dS m™) misurata della soluzione.

1.5.2. Misura

Con la cella di conducibilita, preventivamente lavata con acqua distillata ed asciugata, procedere alla
determinazione diretta della conducibilita Cx in dS m™.

Effettuare le misure, comprese quelle per la determinazione della costante di cella) a temperatura co-
stante ed entro I'intervalle di 20+30 °C.

1.6. Espressione dei risultati
La conducibilita specifica ECt (dS m™") del campione di acqua & uguale alla costante di cella J, molti-
plicato la conducibilita del campione, Cx:

ECt =J+Cx

Riportare i risultati a 25 °C. Se la temperatura delle varie mistiré non & esattamente 25 °C, riportare le
misure effettuate a 25 °C utilizzando il fattore correttivo ricavato dalla Tabella 1;

ECw = ECt « ft
La conducibilita specifica si esprime dS m™, tutfavia, poiché in molti casi la conducibilita specifica

dell’acqua & molto bassa ¢ preferibile esprimerla in L.S em™ (1.dS m™ =1.000 pS em™).

Tabella 1 - Fattore di temperatura (ft) per riportare le misure ¢i conducibilita speci-
fica alla temperatura standard di 25 °C.

°C ft °C ft °C Ft °C ft

20,0 1,112 22,6 1,051 25,0 1,000 276 0,950
20,2 1,107 22,8 1,047 25,2 0,996 27,8 0,947
20,4 1,102 23,0 1,043 25,4 0,992 28,0 0,943
206 1,097 23,2 1,038 256 0,988 282 0,940
208 1,092 23,4 1,034 25,8 0,983 284 0,936
21,0 1,087 23,6 1,029 26,0 0,979 286 0,932
21,2 1,082 23,8 1,025 26,2 0,975 288 0,929
214 1,078 24,0 1,020 26,4 0,971 29,0 0,925
2856 1,073 24,2 1,016 26,6 0,967 29,2 0,921
218 1,068 24,4 1,012 26,8 0,964 29.4 0,918
22,0 1,064 24,6 1,008 27.0 0,960 29,6 0.914
222 1,060 24,8 1,004 27,2 0,956 29,8 0,911
22,4 1,055 25,0 1,000 274 0,953 30,0 0,907

1.7. /Precisione ed accuratezza

La precisione e I'accuratezza con cui la conducibilita specifica dell'acqua pud essere determinata di-
pende dallo strumento usato.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1975), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XIV ed. (Washington, APHA).
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DUREZZA

1. Generale

Per durezza di un'acqua si intende la quantita di cationi multivalenti in essa contenuti; poiché i"cationi
multivalenti presenti in quantit rilevante sono generalmente ioni Ca** ¢ Mg*", col termine durezza si
indica in senso restrittivo la loro concentrazione.

La durezza viene normalmente distinta in:

* Durezza totale: somma delle concentrazioni degli ioni calcio e magnesio: (Ca™*+ Mg"" ih mg L™).
*  Durezza calcica: concentrazione dello ione calcio: (Ca"" inmg L),

* Durezza magnesiaca: concentrazione in ione magnesio: (Ca™+Mg™ inmg L'y 2(Ca™ inmg L™).
* Durezza alcalina (o carbonatica): durezza corrispondente ai bicarbonati, carbenati e idrossidi.

" Durezza non alcalina (o non carbonatica): differenza fra la durezza totale e la. durezza alcalina.
Sono in progressivo disuso i risultati espressi in gradi francesi o in gradi tedeschi:

1 grado francese = 10 mg L come CaCO;.
1 grado tedesco = 10 mg L™ come CaCO.

2. Durezza totale

2.1. Principio del metodo

La durezza totale si determina mediante complessazione’ con I'acide etilendiamino tetraacetico
(EDTA), operando su un campione di acqua tamponato a pH/10 in presenza di nero eriocromo T,
usato come indicatore.

Una soluzione contenente Ca'* ¢ Mg™" acquista in queste condizioni un colore rosso vino; quando
tutto il calcio ed il magnesio sono stati complessati dal!EDTA la scluzione passa dal colore rosso vino
al blu; questo € il punto finale della titolazione che-permette il dosaggio totale degli ioni calcio e ma-
gnesio (durezza totale).

11 metodo ¢ applicabile alle acque naturali, in particolare a quelle adibite ad uso potabile ed industriale.

2.2, Interferenze e cause di errore

La determinazione chelometrica non pud-essere impiegata per acque fortemente colorate in quanto il
viraggio dell'indicatore in tali condizioni pug risultare mascherato.

Anche sospensioni o sostanze organi¢he ¢olloidali possono interferire, in quanto alterano il viraggio
dell'indicatore. In questo caso il campione & portato a secchezza su bagno ad acqua e calcinato in muf-
fola a 600 °C fino a completa distruzione della sostanza organica. 11 residuo ¢ ripreso con 20 mL di
HCI 1 N, neutralizzato a pH 7.con NaOH 1 N e portato a 50 mL con acqua distillata. Raffreddato a
temperatura ambiente, viene titolato.

Molti ioni metallici interferiscono nella determinazione, sia perché vengone anch’essi titolati dall'E-
DTA, sia perche possono mascherare il punto finale. Tali interferenze possono essere eliminate per
aggiunta, prima della titolazione con EDTA, di additivi che hanno lo scopo di precipitare o di com-
plessare i vari ioni interferenti. Nella Tabella 1 sono riportate le concentrazioni massime (in mg L)
delle sostanze interferenti che possono essere presenti nel campione originale, usando i vari additivi
indicati, senza inficiare il risultato dell'analisi stessa.

2.3. Apparecchiature

- Normale attrezzatura di laboratorio.
- Buretta-da.25 mL al decimo di mL.
- Capsuladi porcetlana da 250 mL.
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Tabela 1 - Concentrazioni massime delle sostanze interferenti che non infi-
ciane i risultati delle analisi wtilizzando gli additivi indicati.

Specie chimica | Additive I | Additivo II | Additivo 111

Al 20 20 20
Ba2+ * * *

cd * 20 *

Co?t 20 0,3 0

cu®t 30 20 0,3
Fe¥* 30 5 20
Pb*" * 20 *

Mn** * 1 1

NiZ 20 0,3 0

Sn2+ * * *

zn* * 200 *

Polifosfati 10

Il segno * a fianco delle varie specie indica che anche in presenza.degli inibitori queste spe-
cie vengono titolate con EDTA e che la loro concentrazione contribuisce alla durezza

2.4. Reattivi

Soluzioni tampone I. Sciogliere 16,9 g di cloruro di ammonio [NH,CI] in 143 mL di idrossido
d’ammonio [NH;OH] concentrato e aggiungere 1,25,g del sale di Mg del'EDTA. Diluire a 250 mL.
con acqua distillata.

Soluzione tampone II. Sciogliere 1,179 g di sale bisodico dellEDTA e 0,78 g di solfate di magnesio
eptaidrato [MgS80,7H,0] (0 0,644 g di cloruro di magnesio esaidrato [MgCly6H;0]) in 50 mL di
H,O. Aggiungere 16,9 g di cloruro d’ammonio [NH,Cl] e 143 mL di idrosside d’ammonio
[NH,OH] concentrato Diluire & 250 mL con/H;0. Conservare in bottiglia di politene ben chiusa
per impedire la volatilizzazione di NH; e la carbonatazione.

Additivo I Aggiungere 0,25 g di cianuro di potassio [KCN] in polvere alla soluzione da titolare (Il
KCN é sostanza estremamente tossica),

Additivo H. Sciogliere 5 g di solfurodi’sodio nonaidrato [Na,S+*9H,0] o 3,7 g di solfuro di sodio
pentaidrato [Na,S+5H,0] in 100mL di acqua distillata; la soluzicne deve essere conservata fuori
dal contatto dell'aria poiché il selfuro si ossida all’aria. Nel procedimenio impiegare 1 mL di questo
additivo.

Additivo 1lI. Sciogliere 4,5 g dircloruro di idrossilammina in 100 mL di alcool etilico al 95% (o alcool
isopropilico). Questo additivo & aggiunto alla soluzione del colorante ¢ la soluzione risultante fun-
ziona sia da indicatore del‘punto finale della titolazione che da additivo degli toni interferenti.

Indicatore nero eriocromo T. Aggiungere 1 mL di una soluzione (30 g L") di carbonato di sodio
{Na,COs] a 30 mL di H;0 ¢ quindi 1 g di nero eriocromo T. Aggiustare il pH a 10,5 con la solu-
zione di carbonato di sodio e portare la soluzione a 100 mL con alcool etilico al 95% (o alcool iso-
propilico). La soluzione viene conservata in bottiglia scura ben tappata per ridurre i deterioramenti
dovuti all'ariate-aila luce.

Soluzione di carbonato di sodio (30 g L), Sciogliere 30 g di carbonato di sodio [Na;CO;] in acqua e
diluire a 1.000'mL.
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Etilendiammine tetraacetato di sodio (EDTA). Sciogliere 4 g del sale biidrato in 800 mL di acqua.
Determinare il titolo della soluzione cosi ottenuta con una di cloruro di calcio [CaCls] a titolo noto;

aggiustare il volume della soluzione in modo che 1 mL corrisponda 20,4 mg di Ca™. Conservare la
soluzione in bottiglia di politene e determinare il titolo esatto periodicamente.

Soluzione di cloruro di calcio [CaCl;]. Sciogliere 1.000 g di carbonato di calcio [CaCOs] in HCINI:4)
aggiunto molto lentamente. Quando tutto il sale si ¢ sciolto, evaporare fino a secchezza. Ripetere il
trattamento fino alla totale eliminazione di acido libero. Sciogliere il residuo finale in acqua e por-
tare ad 1.000 mL.

Soluzione di idrato di sodio (50 g L™). Sciogliere 50 g di idrato di sodio [NaOH] in acqua ¢'diluire a
1.000 mL.

2.5. Procedimento

Porre il campione in una capsula di porcellana e diluire con acqua, se si & accertafa l'assenza delle spe-
cie di cui a Tabella 1; se queste sono presenti aggiungere le soluzioni degli additivi. Aggiungere
quindi | mL di una delle soluzioni tampone (in genere ¢ sufficiente per otténere un pH di 10) e 142
gocce di nero ericcromo T. Titolare lentamente con EDTA agitando contindamente e facendo aggiunte
ad intervalli di 3+5 secondi, finche il colore passa da rosso al blu.

Condurre la titclazione a temperatura ambiente perché in acqua calda siha la decomposizione dell'in-
dicatore. Eseguire la titolazione immediatamente dopo I'aggiunta dell’indicatore poiché questo ¢é in-
stabile in ambiente alcalino.

E importante che la soluzione sia mantenuta a pH 10; se il campione ha un pH maggiore puo aversi la
precipitazione di carbonato di calcio e di idrossido di magnesiof. Tali precipitati passano lentamente in
soluzione per aggiunta del reattivo titolante, ma i risultati soio errati. Se il campione @ diluito e se la
titolazione ¢ eseguita rapidamente (non pit di 5 minuti) gli effétti della precipitazione vengono mini-
mizzati.

La presenza di CO; pud essere eliminata dal campione peracidificazione e successivo riscaldamento
prima dell'aggiunta del tampone.

Poiché lo ione Mg'" deve essere presente per avere-un viraggio netto, si aggiunge al tampone una pic-
cola quantita di sale di magnesio dellEDTA.

Ripetere il procedimento di cui ai punti precedentj usando 50 mL di soluzione standard di CaCl, e de-
terminare il titolo esatto della soluzione di EDTA.

2.6. Espressione dei risultati
La somma degli ioni Ca"* ¢ Mg"" indng L, si ottiene dalla relazione:

oD 1y _ 2T+ 1000
Ca"' +Mg mg LY = — 100
C

dove:

volume (mL) di soluzione titolante;

titolo della soluzione di EDTA (mmol L"),
volume (mL) di campione prelevato.

oA
I

2.7. Precisione ed'accuratezza
La precisione del metodo per la determinazione della durezza totale varia al variare della composi-
zione delle acque. Generalmente i risultati ottenuti sono affetti da un errore di circa I't %.
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3. Durezza calcica

3.1. Principio del metodo

La durezza calcica si determina mediante complessazione con l'acido etilendiamino tetraacetico
(EDTA), operando su un campione di acqua tamponato a pH 10 in presenza di muresside, usata-come
indicatore.

Il metodo € applicabile alle acque naturali, in particolare a quelle adibite ad uso potabile ed industriale.

3.2. Interferenze e cause di errore

La determinazione chelometrica non pud essere impiegata per acque fortemente colorate’ in quanto il
viraggio dell'indicatore in tali condizioni pu¢ risultare mascherato.

Anche sospensioni o sostanze organiche colloidali possono interferire, in quanto alterano il viraggio
dell'indicatore. In questo caso il campione ¢ portato a secchezza su bagno ad acquale calcinato in muf-
fola a 600 °C fino a completa distruzione della sostanza organica. Il residuo*e ripreso con 20 mL di
HCI 1 N, neutralizzato a pH 7 con NaOH 1 N ¢ portato a 50 mL con acqua/distillata. Raffreddato a
temperatura ambiente, viene titolato.

Molti ioni metallici interferiscono nella determinazione, sia perché vengono anch’essi titolati dal-
I'EDTA, sia perché possono mascherare il punto finale. Tali interferenze-possono essere eliminate per
aggiunta, prima della titolazione con EDTA, di additivi che hannotlo-scopo di precipitare o di com-
plessare i vari ioni interferenti. Nella Tabella 1 sono riportate le/concentrazioni massime (in mg L)
delle sostanze interferenti che possono essere presenti nel campione originale, usando i vari additivi
indicati, senza inficiare il risultato dell'analisi stessa.

3.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- Buretta da 25 mL al decimo di mL.
- Capsula di porcellana da 250 mL..

3.4. Reattivi

Etilendiammino tetraacetato di sodio (EDTA). Sciogliere 4 g del sale biidrato in 800 mL di acqua.
Determinare il titolo della soluzione cosi ottenuta con una di cloruro di calcio [CaCl,] a titolo noto;
aggiustare il volume della soluzione in modo che 1 mL corrisponda a0,4 mg di Ca™. Conservare la
soluzione in bottiglia di politene e determinarne il titolo esatto periodicamente.

Soluzione di cloruro di calcio [CaCl;]Sciogliere 1.000 g di carbonato di calcio [CaCOs] in HCI (1:4)
aggiunto molto lentamente. Quande tutto il sale si ¢ sciolto, evaporare fino a secchezza. Ripetere il
trattamento fino alla totale eliminazione di acido libero. Sciogliere il residuo finale in acqua e por-
tare ad 1.000 mL.

Soluzione di NaOH 50 g L. Sciogliere 50 g di NaOH in acqua e diluire a 1.000 mL.

Indicatore- Muresside. Meseolaré 0,2 g di purpurato di ammonio a 100 g di NaCl macinandoli fino ad
una misura di 40-50 mesh,

3.5. Procedimento

Porre il campicne in‘una capsula di porcellana. Aggiungere 2 mL della soluzione di NaOH (50 g L)
ed agitare. Aggiungere circa 0,2 g dell'indicatore-muresside ed agitare. Aggiungere quindi la solu-
zione titolante, agitando continuamente fino a viraggio da rosa a porpora.

La titolazione/deve essere eseguita immediatamente dopo I’aggiunta dell’indicatore poiché questo &
instabile in ambiente alcalino.
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3.6. Espressione dei risultati
11 contenuto in ioni Ca*™* in mg L™, si ottiene dalla relazione:

. . asT+1.000
Ca" (me 1) = ———— + 100

dove:

il

volume (mL) di soluzione titolante;
titolo della soluzione di EDTA (mmol L);
= volume (mL) di campione prelevato.

A=e
|

3.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo per la determinazione della durezza totale varia al.variare della composi-
zione delle acque. Generalmente i risultati ottenuti sono affetti da un erroredi/circa I'l %.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).

CNR - IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 {Roma).
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INDICI DELLA SALINITA

1. Generale
L'attitudine di un'acqua per I'irrigazione ¢ funzione di parametri diversi, alcuni dei quali fra loro-cor-
relati. Per esprimere un giudizio di qualitd non ci si pud limitare a considerare solo una od alcune.delle

determinazioni proposte, ma ¢ necessario un esame completo e comparativo di tutti gli indici pil signi-
ficativi indicati in letteratura.

2. Salinita

La salinitd di un'acqua irrigua, se eccessiva, provoca fenomeni di accumulo salino ' nel“terreno ed au-
menti della pressione osmotica della soluzione circolante, che si ripercuotono. ‘negativamente sulle
colture.

Sulla base della conducibilita elettrica (ECw), la salinita stessa pud essere‘valutata come riportato
nella Tabella 1.

Tabella 1 — Valutazione deila qualita dell’acqua per Virrigazione in funzione della saliniti

ECwdSm”| Salinita Valutazione

<0,25 Bassa idonea per I'irrigazione di tutti i'terreni e per tutte le colture; occorre
un certo drenaggio solo in terreni’di permeabitita assolutamente bassa.

0,25+0,75 Media idonea solo se si realizza un moderato drenaggio; le piante moderata-
mente tolleranti la salinitd possono crescere senza speciali pratiche di
contrello della salinita,

0,75+2,25 Alta non pud essere usata in\terreni con limitazione di drenaggio; anche
con un drenaggio medio possono essere richieste speciali pratiche per
il controllo della salinitd € comunque le piante coltivate debbono pre-
sentare una buona‘tolleranza alla salinita,

>2,25 Molto alta non idonea in linea generale all’irrigazione; pud tuttavia essere usata
occasionalmente ed in particolari situazioni e per terreni molto per-
meabili il drenaggio deve essere efficiente e in quantitd di acqua ele-
vata per assicurare una notevole lisciviazione dei sali; possono essere
coltivate.solo piante molto tolleranti la salinita.

3. SAR (Rapporto di asgsorbimento dei sodio)

L’idoneita di un’acqua per'uso'irriguo, oltre che dalla quantita dei sali, € determinata anche dalla qua-
lita degli stessi e soprattutto.dal rapporto fra i cationi in soluzione (Na*, Ca™> Mg*™).

Per esprimere l'attivita~del sodio contenuto in un'acqua, e la sua possibilitd a partecipare al fenomeno
di scambio con il terreno, in antagonismo con il calcio ed il magnesio, si utilizza il rapporto di assor-

bimento del sodip,.indicato con la sigla SAR (Sodium Adsorption Ratio) e dato dalla seguente for-
mula:

Na*

2

nella'quale le concentrazioni ioniche sono espresse in meq L.

I rapporto SAR mette in relazione l'attivitd dello ione sodio, negativo per il terreno, con l'attivita degli
ioni~ealcio e magnesio, positiva per il terreno. Pil alto & il valore del rapporto, meno idonea ¢ 'acqua
per l'irrigazione.

La valutazione dell'acqua in base ai valori di SAR, ¢é riportata nella Tabella 2.

SAR =
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Tabella 2 — Valutazione della qualita dell’acqua per Pirrigazione in funzione del’SAR

SAR Definizione Valutazione

<10 Bassa idonea per Iirrigazione di tutti i terreni con minimo danno dovuto alla
formazione di livelli nocivi di sodie di scambio.

10=18 Media presenta un apprezzabile pericolo di sodicizzazione in terreni di fine
tessitura e con alta capacita di scambio, specialmente in condizioni di
scarso drenaggio ¢ se il gesso non & presente; acqua da usare in'tefreni

di tessitura grossolana o sensibilmente organici con buondpermeabi-
lita.

1826 Alta pud produrre livelli nocivi di sodio scambiabile nella ‘maggior parte
dei terreni ed il suo uso richiede speciali trattamenti ché inducano un
ottimo drenaggio ed elevata lisciviazione, oltre a ‘somministrazioni di
sostanza organica umificata; i terreni gessiferi fion sviluppano in ge-
nere livelli nocivi di sodio scambiabile se irrigati con tale acqua; pos-
sono essere richiesti ammendanti chimici per.la-sostituzione del sodio
di scambio, eccetto che non si tratti gia di acqua di elevata salinita.

>26 Molto alta generalmente non idonea per fini irrigui;-eccettuato il caso di acqua di
bassa e anche media salinita, nel qualela dissoluzione di calcio del
terreno o 1'uso di gesso (o altri ammendanti) pud rendere possibile
’uso di tali acque.

4, Carbonato di sodio residuo (RSC)

Le acque che contengono elevate concentrazioni di ioni bicarbonato (HCO5') presentano la tendenza, a
seguito di possibile perdita di CO; o eventuale concentrazione della soluzione circolante dei terreno, a
far precipitare calcio € magnesio sotto forma di carbonati.

La precipitazione parziale o totale di questi due elementi aitera evidentemente il valore dei rapporto
SAR nel senso che lo fa aumentare. Se gli anioni carbonato e bicarbonato prevalgono sui cationi cal-

cio e magnesio, si puod formare del carbonatodi sodio che fa aumentare anche il grado di reazione in
pH.

Eaton ha definito carbonato di sodio residuo’la seguente differenza:
RSC = Na,CO; residuo = (CO;~ + HCOy) - (Ca™ + Mg™)

Se la differenza ¢ negativa a seguito della precipitazione dei carbonati non vi & possibilita che si formi
carbonato di sodio, se invece la differenza ¢ positiva, tale possibilita esiste ¢ l'utilizzazione dell'acqua ¢
condizionata dalia quantita di carbonato di sodio residuo che si forma.

Sono considerate utilizzabili le acque il cui valore dei carbonato di sodio residuo ¢ inferiore a 1,25
meq L7, parzialmente utilizzabili quelle con un contenuto compreso tra 1,25 e 2,50, non idonee quelle
con un valore maggiore di 2,50.
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5. SAR aggiustato (adjSAR) e nuovo SAR aggiustato (NadjSAR)

Il SAR, se per un verso consente di valutare l'effetto della sodicizzazione stessa sulla permeabilita e
sul drenaggio, non tiene conto delle variazioni di concentrazione che possono aver luogo nella fase-li-
quida a carico della precipitazione del calcio stesso e che possono verificarsi in seguito a fenomeni di
precipitazione o di dissoluzione conseguenti all'intervento irriguo. Mentre infatti il sodio presente-in
fase liquida rimane comunque solubile ed in equilibrio con il sodio di scambio, il calcio subisce varia-
zioni indotte o dal passaggio in fase liquida di minerali presenti nel terreno o dalla sua precipitazione,
soprattutto sotto forma di carbonato. 1 fenomeni di dissoluzione sono chiaramente favoriti dalla dilui-
zione e dalla presenza di CO;; i fenomeni di precipitazione si verificano invece tutte le volte in cui la
presenza di ioni Ca"" da una parte e ioni CO;~, HCO5" ¢ SO, dall'altra ¢ sufficiente a superdre il valore
del prodotto di solubilita del carbonato di calcio o del solfato di calcio. La dissoluzione o la precipita-
zione possono aver luogo quindi subito dopo lintervente irriguo, con il conseguente.instaurarsi di un
equilibrio che non é pii funzione della concentrazione dei calcio presente nell'acqua di irrigazione, ma
piuttosto della concentrazione della fase liquida dei terreno.

Poiché il SAR non tiene conto di tali possibili eventi, esso & stato considerago-come parametro non del
tutto idoneo ai fini della valutazione della qualitd delle acque di irrigazione! Per sopperire a tali ca-
renze é stata proposta, in passato, I'adozione dei cosiddetto SAR aggiustato (adjSAR).

Il valore dei rapporto di assorbimento dei sodio aggiustato, pud essere calcolato per mezzo della se-
guente formula:

aGiSAR = —N2 . [1+ (8.4 < pHo) |

Ca""+Mg™
2

In tale espressione il pHc rappresenta il pH teorico_calcclato dell'acqua irrigua in contatto con il car-
bonato di calcio ed in equilibrio con la CO, del terreno.
[1 valore di pHe puo essere valutato sulla base dei risultati dell'analisi chimica, utilizzando la seguente

formula:

pHe = (pK’; - pK’c) + p(Ca™ + Mg"™") +/p(Alk)

nella quale:

pK2-pK'e = Ca" #Mg" +Na' meq L
p(Ca™ +Mg™) = Ca *Mg" meq L™
p(Alk) =  CQ; +HCOs meq L

Nella tabella 3 sono riportativi-valori di pK’»—pK’c, p(Ca™+Mg*™), p(Alk) corrispondenti ai differenti
valori delle somme in meq-L”’ dei rispettivi cationi ed anioni.

I valori di pHe superiori.a\8,4 indicano una tendenza dell'acqua a sciogliere il calcare dal suolo; vice-
versa valori inferiori a.8/4 indicano una tendenza dell'acqua a lasciare precipitare il calcare nel suolo
con il quale viene a.contatto.

Comunque la letteratura pill recente ¢ qualificata ritiene che anche I'adjSAR vada abbandonato, in
quanto esso porterebbe a sopravvalutare i rischi da sodio in eccesso, ed a scoraggiare I'impiego di ac-
que ancora utilizzabili.
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Tabella 3. Abaco per il calcolo del pHe

Somme dei meq L' | pK;- pK'c [p(Ca™ + Mg | p(Alk)

0,05 2,0 4,6 43
0,10 2,0 43 4,0
0,15 2,0 4,1 38
0,20 2,0 4.0 3,7
0,25 2,0 3,9 3.6
0,30 2,0 3.8 3,8
0,40 2,0 3,7 34
0,50 2,1 36 33
0,75 2,1 34 3,1
1,00 2,1 3.3 3,0
1,25 2,1 32 2,9
1,50 2,1 3.1 2,8
2,00 2,2 3,0 27
2,50 2.2 2,9 246
3,00 2.2 2,8 2,5
4,00 2.2 2,7 24
5,00 2.2 2,6 2,3
6,00 22 2,5 2.2
8,00 2,3 2.4 2,1
10,0 2,3 2,3 2,0
12,5 2,3 22 1,9
15,0 2,3 21 1,8
20,0 2,3 2,0 1,7
30,0 24 1,8 1,5
50,0 25 1,6 1,3
80,0 2,5 1,4 1,1

Sulla base di indagini condotte da Suarez ¢ Rhoades nei primi anni '80 & stata proposta un'ulteriore
correzione della equazione dei SAR, che valuta la concentrazione delle specie ioniche dopo Tinter-
vento irriguo e tiene conto dell'effetto della CQ,, dei HCO4 ¢ della ECw sul calcio che, prima presente
nell'acqua utilizzata, entra successivaménte a far parte dei sistema acqua-terreno. 1l procedimento at-
traverso il quale la correzione viene operata é fondato sul presupposto che nel terreno vi sia una fonte
di calcio, costituita da! calcare o dai silicati, e che non abbiano lnogo fenomeni di precipitazione a ca-
rico dei magnesio.

Il nuovo parametro viene indicato con la siglaNadjSAR e prende il nome di “nuovo SAR aggiustato™.
Esso ¢ utilizzato per meglio controllare eventuali problemi di permeabilita nel terreno. L'equazione per
il calcolo ¢ la seguente:

Na*

ICaX+ Mg**
2

dove Na“ e Mg""sono espressi in meq L'; Cay ¢ la concentrazione del Ca"" modificata in relazione

alla conducibilita elettrica dell’acqua (ECw), al rapporto [HCO;J/[Ca*™] dove HCO; e Ca"™* sono
espressi in'nieq L ed alla pressione parziale della CO, nei primi millimetri superficiali del terreno
stimata/pari.a 0,07 kPa.

NadjSAR =

Il valore di Cay puo essere ricavato dalla Tabella 4.
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6. Limite di Todd

Il fenomeno dell'influenza del mare sulle falde acquifere, che si manifesta attraverso il miscelamento
dell'acqua di mare con quella di falda, assume notevole importanza in alcune zone costiere dei nostro
paese.

La contaminazione dell'acqua di falda mediante l'acqua marina, essendo la prima ricca di ioni HCOx'e
la seconda in ioni CT, viene valutata calcolando il rapporto CIA{HCOy + CO;57). 11 valore 0,5 di“questo
rapporto segna il limite di demarcazione fra le acque di falda non contaminate ¢ quelle contaminate
dall'acqua di mare,

I grado di contaminazione pud essere valutato secondo la Tabella 5.

Tabella 4 - Abaco per il calcolo del valore di Cay

Rapporto ECw dell'acqua irrigua dS m™

HCO;/Ca™ 1 0,1 | 02 | 03 (05 |07 | 1,0 | 1,5 | 2,0 | 34440 | 60 | 8,0

0,05 13,20 13,61 13,92 1440 14,79 1526 1591 16,43 17,29 17,97 19,07 19,94
0,10 8,31 857 877 907 931 962 10,00 10,35.10,89 11,32 12,01 12,58
0,20 524 5,40 3552 571 587 6,05 631 652 '696 7,13 757 1791
0,25 451 4,65 476 492 506 522 544 /562" 591 6,15 6,52 6,82
0,30 400 4,12 421 436 448 462 482" 298 524 544 577 6,04
0,35 3,61 3,72 3,80 394 404 4,17 435/ 449 472 491 521 545
0,40 3,30 340 348 3,60 370 382 B398V4,11 432 449 477 4,98
0,45 3,05 3,14 322 333 342 353,368 3,80 400 4,15 441 4,61
0,50 2,84 293 300 3,10 3,19 329 \343 3,54 3,72 3,87 4,11 4,30
0,75 2,17 2,24 229 237 243 251262 2,70 2,84 2,95 314 328
1,00 L79 1,85 1,89 1,96 2,01 209 2,16 223 235 244 259 271
1,25 1,54 1,59 1,63 168 1730178 1,86 1,92 202 2,10 223 233
1,50 1,37 1,41 144 149 153 1,58 1,65 1,70 1,79 1,86 1,97 2,07
1,75 1,23 1,27 1,30 1,35 138 143 149 1,54 1,62 1,68 1,78 1,86
2,00 L13 L6 1L19 123 126 131 136 140 148 1,54 163 1,70
2,25 1,04 1,08 1,10 1,14 1,17 1,21 1,26 1,30 1,37 142 1,51 1,58
2,50 097 1,00 1,02 LOSNA,09 1,12 1,17 1,21 1,27 1,32 140 147
3,00 085 089 091 0947096 100 1,04 1,07 113 1,17 124 1,30
3,50 0,78 0,80 0824085 087 09 094 097 1,02 1,06 1,12 1,17
4,00 0,71 0,73 0,75 0,78 080 0,82 085 0,88 093 097 1,03 1,07
4,56 0,66 0,68 069 0,72 0,74 0,76 0,79 082 0,86 0,90 095 099
5,00 0,61 0,63 <065 0,67 069 0,71 0,74 0,76 0,80 0,83 0,88 0093
7,00 0,49 050, 0,52 0,53 0,55 0,57 0,59 0,61 064 067 071 074
10,00 039 040,041 042 043 045 047 048 0,51 0,53 0,56 0,58
20,00 024 0257026 026 027 028 029 030 032 0,33 035 037
30,00 0,18.0,19 020 020 021 021 022 023 024 025 027 0728
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Tabella 5. Classificazione delle acque di falda secondo Todd

Classe CI/(HCOy + CO;y) Tipo di acqua

1 < 0,50 Acqua di falda non contaminata dal mare

2 0,50+1,30 Acqua di falda lievissimamente contaminata dal mare

3 1,30+2,80 Acqua di falda lievemente contaminata dal mare

4 2,80+6,60 Acqua di falda moderatamente contaminata dal mare

5 6,60~15,60 Acqua di falda sensibilmente contaminata dal mare

6 > 15,60 Acqua di falda fortemente contaminata dal mare
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OSSIGENO DISCIOLTO

1. Determinazione amperometrica

1.1. Principio del metodo

L'ossigeno disciolto in soluzione passa attraverso una membrana e si riduce al catodo polarizzato di
una cella elettrolitica o di una cella galvanica. La sottile membrana, dello spessore di circa 0,1 mm,
costituita da un polimero organico, protegge il sistema elettrodico da altre specie riducibili.presenti in
acqua e permette il passaggio solo di una frazione delle molecole di ossigeno. 11 segnalesdi corrente,
che ¢ controllato dalla diffusione dell'ossigeno attraverso la membrana, viene amplificato e I'intensita
della corrente risultante € proporzionale all'attivita dell'ossigeno in soluzione. Il sistema elettrodico &
formate da un catodo, un anodo e da un elettrolita. 11 catodo pud essere polarizzato da una batteria
esterna,  si ha in questo caso una cella elettrolitica; se la polarizzazione avviene“all'anodo si ha una
cella galvanica. 11 materiale catodico € un metallo relativamente nobile, comeoro ed argento. L'anodo
varia a seconda che la cella di misura sia di tipo elettrolitico o galvanicg’ nelle celle elettrolitiche si
utilizzano elettrodi di riferimento del tipo Ag/Ag,0, Ag/AgC), Hg/Hg,Cls;.in quelle galvaniche, il ma-
teriale anodico ¢ costituito da un metallo che non ha tendenza a passivarsi'e che si ossida con facilita
{(p.e. Zn, Pb, Cd). L'elettrolita ¢ costituito da una soluzione che non.attacca gli elettrodi in modo ap-
prezzabile quando il circuito ¢ aperto; si impiegano soluzioni di KOH{KHCO;, KCI1, NH,Cl.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico € di mare‘per.valori di ossigeno disciolto supe-
rioria 0,5mg L.

1.2. Interferenze ¢ cause di errore

Interferisconc nella misura solo quei gas che vengono ridotti nelle stesse condizioni sperimentali del-
l'ossigeno ¢ precisamente I'anidride sclforosa, il cloro, il\bromo, lo iodio ¢ gli ossidi di azoto; I'idro-
geno solforato e i mercaptani avvelenano gli elettrodi.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- Ossimetro con alimentazione a batteria e/o 4 rete.

- Sistema elettrodico di misura.

- Termometro a 1/10 di grado.

- Agitatore magnetico con barette di ‘materiale inerte.

1.4. Reattivi

Acqua distillata satura di ossigeno: Per la saturazione ¢ indifferente usare ossigeno o aria,

Soluzione elettrolitica (KCI 175 gI"'). Sciogliere 17,5 g di cloruro di potassio (KCI] in acqua distillata
e portare a 100 mL in matraceio tarato.

1.5. Procedimento

1.5.1. Standardizzazione

La determinazione viene eseguita con dispositivi e con apparecchiature commerciali e di conseguenza
la successione delle operazioni puo variare da strumento a strumento. In genere, per poter eseguire una
determinazione di\ossigeno in soluzione, si deve provvedere alla calibrazione del sistema elettrodico
che deve esseréuintrodotto in una soluzione a contenuto noto di ossigeno. La solubilita dell'ossigeno in
acqua pura saturata con aria a varie pressioni atmosferiche & disponibile in opportune tabelle.
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1.5.2. Calibrazione

Per la calibrazione ¢ indifferente usare l'aria 0 una soluzione satura di questa, poiché l'aitivitd dell'os-
sigeno, in entrambi i casi, & la medesima, ¢ la quantita di ossigeno che diffonde attraverso la mem-
brana e che si riduce al catodo & quindi la stessa. Per mezzo del controllo di calibrazione esistentg in
tutti gli strumenti, riportare I'ago dello strumento al valore di concentrazione di ossigeno della“solu-
zione prescelta.

1.5.3. Dosaggio

Introdurre il dispositivo elettrodico nell'acqua in esame e leggere il valore della concentrazione di os-
sigeno sulla scala dell'apparecchio avendo cura di evitare che il campione resti esposte_all'aria per piu
di 30 secondi. 1 dispositivi impiegati per la determinazione amperometrica dell'o§sigeno hanno una
precisione pati a+0,1 mg L™'; essi forniscono un responso rapido ¢ diretto.

L'invecchiamento e la variazione di elasticitd della membrana rendono necessariajuna frequente cali-
brazione del dispositivo elettrodico ed il rinnovo periodico della membrana stessa?Si deve tener conto
anche del fatto che, essendo la determinazione dell'ossigeno basata sulla veloeitd di diffusione di que-
sto gas il cui coefficiente di diffusione varia con la temperatura (circa 2/5+5% °C), & necessario ese-
guire la misura alla stessa temperatura della calibrazione ovvero compensare la variazione di questa. 11
segnale di corrente dipende inoltre dall'efficienza dell'agitazione del campione in esame.

1.6. Espressione dei risultati

La strumentazione disponibile in commercio per la determinazionedell’ossigeno disciolto &, di norma
direttamente tarata in mg L' di ossigeno.

La concentrazione dell’ossigeno disciolto pud essere espreséasin mg L™, in mL L di Ossigeno a 0 °C
e 100 kPa, o anche in percentuale di saturazione,

Per trasformare i mg L'inmL L™ a 0°C ¢ 100 kPa si moltiplica il valore in mg L™ per 0,7.

La percentuale di saturazione corrisponde al rapporto’ per¢entuale tra la concentrazione dell’ossigeno
disciolto determinata e la corrispondente concentrazione di saturazione alla temperatura registrata al
momento del prelievo, ambedue espresse in mg L di Ossigeno.

La concentrazione di saturazione pud essere rieavata dalla Tabella 1 nella quale la solubilita
dell’ossigeno ¢ riportata in funzione della temperatura e della concentrazione in cloruri della solu-
zione, alla pressione di 100 kPa o 760 mm/Hg,

Per pressioni diverse da detto valore, la concentrazione di saturazione si ricava dalla seguente formula
di correzione:

P-
Sp= S0 P
60-p
dove:
S, = concentrazione di'saturazione (mg L™ O,) alla pressione P,
S70 = concentrazione.di saturazione (mg L' O, a 760 mm Hg, ricavata alla Tabella 1;
P = pressione.ambiente in mm Hg;
p = tensione di vapore dell’acqua alla temperatura del campione in mm Hg,

Per altitudini inferiori a 1.000 m s.l.m, e temperature inferiori a 25 °C, il termine relativo aila tensione
di vapore dell’acqua pud essere trascurato.

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione e I’accuratezza del metodo non possono essere stabilite poiché variano secondo i com-
posti interferenti e secondo la loro concentrazione.
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Tabella 1 — Solubilita dell’ossigeno in acqua esposta ad aria satura di vapor d*acqua

Concentrazione in CI* (mg L) Differenza per
Temperatura 100 mg L di CI-
cC) 0 | 5 [ 10 [ 15 [ 20
Ossigeno disciolto
0 14,6 13,8 13,0 12,1 11,3 0,017
1 14,2 13,4 12,6 11,8 11,0 0,016
2 13,8 13,1 i2,3 11,5 16,8 0,015
3 13,5 12,7 12,0 11,2 10,5 0,015
4 13,1 124 11,7 11,0 10,3 0,014
5 12,8 12,1 114 10,7 10,0 0,014
6 12,5 11,8 11,1 10,5 9.8 0,014
7 12,2 115 10,9 10,2 9,6 0,013
8 11,9 11,2 10,6 10,0 9.4 0,013
9 1,6 11,0 104 9.8 92 0,012
10 11,3 10,7 10,1 9.6 9,0 0,012
11 11,1 10,5 9,9 9.4 8.8 0,011
12 10,8 10,3 9,7 9,2 8,6 0,011
13 10,6 10,1 9,5 9,0 83 0,011
14 10,4 9,9 9,3 8.8 83 0,010
15 10,2 9,7 9,1 8,6 8,1 0,010
16 10,0 9,5 9,0 85 8,0 0,010
17 9,7 9.3 8,8 83 7.8 0,010
18 9,5 9,1 8,6 8,2 7,7 0,009
19 9,4 89 85 8.0 7.6 0,009
20 9,2 8,7 83 7.9 74 0,009
21 9,0 8,6 8,1 Wi 7,3 0,009
22 8,8 8,4 8,0 7,6 7,1 0.008
23 87 8.3 7.9 7,4 7,0 0,008
24 85 8,1 7.7 73 6,9 0,008
25 8,4 8.0 7,6 7.2 6,7 0,008
26 8,2 7.8 74 7,0 6,6 0,008
27 8.1 7,7 7,3 6,9 6,5 0,008
28 7.9 75 7,1 6,8 6,4 0,008
29 7.8 74 7,0 6,6 6,3 0,008
30 7.6 7,3 6,9 6,5 6,1 0,008

2. Determinazione iodometrica

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sull’ossidazione dell’idrossido di manganese(1l) a stati di valenza superiore in solu-
zione alcalina da paste.dell’ossigeno disciolto; per successiva acidificazione in presenza di ioduro, il
manganese ossidato si_riduce a Mn(II), liberando iodio in quantitd equivalente all’ossigeno inizial-
mente presente nel campione. Lo iodio messo in libertd viene titolato con una soluzione a concentra-
zione nota di tiosolfato sodico, in presenza di salda d’amido.

11 metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare per valori di ossigeno disciolto supe-
riori a 0,5 Mg
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2.2. Interferenze ¢ cause di errore

Questo metodo ¢ di impiego generale, ¢ pud essere utilizzato in presenza di nitriti, che molto comu-
nemente si trovano nelle acque.

il mefodo pud essere utilizzato anche in presenza di 100+200 mg L' di ferro(Ill) se prima
dell’acidificazione del campicne si aggiunge una soluzione di fluoruro di potassio e si esegue subito Ta
titolazione.

1l metodo non pud essers applicato se sono presenti altre sostanze riducenti od ossidanti.

2.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

-~ Bottiglie di vetro da circa 300 mL con tappo a smeriglio o meglio a becco di flauto:
—~ Pipette da 10 mL graduatea 0,t mL eda I ml.

~  Burette da 50 mL graduate a 0,1 mL.

~  Termometro a 1/10 di grado.

2.4. Reattivi

Soluzione alcaling di fodwro-sodio azide (150 g L' di KI. Sciogliere 5004 di NaOH (o 700 di KOH)

e 135 g di Nal (o 150 g di KI} in acqua distillata e diluire a circa 900 mL. Si possono usare indiffe-
rentemente 1 composti del sodio o del potassio. Aggiungere lentamente’alla soluzione fredda, sotto
continua agitazione, 10 g di sodio azide, NaN;, sciolti in 40 nil;di acqua distillata, e portare a
1.000 mL con acqua. Diluendo | mL di reattivo a 50 mL e¢/acidificando, per aggiunta di salda
d’amido non si deve osservare alcuna colorazione. Conservare in bottiglia scura con tappo di
gomma.
Se si dispone di Nal {o KI} impuro per iodio, sciogliers®i35/g di Nal (150 g di KI) in 500 mL di
acqua, aggiungendo poche gocce di acido acetico. Aggiungete poi 1 g di polvere di zinco ¢ agitare
fino a che la soluzione diviene incolore. Filtrare, aggiungere subito dopo 400 g di NaOH, raffred-
dare e diluire ad 1.000 mL.

Soluzione di solfato manganose. Sciogliere 364 g di solfato manganoso idrato [MnSO4+H>O] in acqua
distillata; filtrare se necessario e dilvire a 1.000mL con acqua. Aggiungendo a questa soluzione
una soluzione acida di KI si devono osservare solo tracce di iodio.

Soluzione di fluorure di potassio. Sciogliere 40 g di fluoruro di potassio biidrato [KF+*2H,0] in acqua
distillata e diluire a 1.000 mL.

Soluzione standard di tiosolfato sodico (0.1 N). Sciogliere in un pallone tarato da 1.000 mL, 25 g di

tiosolfato sodico [Na,S,0:+5H,;0] in/eirea 800 mL di acqua preventivamente bollita e raffreddata.
Aggiungere come stabilizzante 1 g dicarbonato sodico oppure 4 g di tetraborato sodico. Portare a
1.000 mL con acqua bollita. La standardizzazione viene eseguita con K;Cr:0; o con KIO; o
KH(IO3), seccati a 110 °C.
Nel caso si usi il bicromato, sciogliere 0,098 g di K4Cr,Oy in circa 100 mL di acqua. Aggiungere
circa 2 g di Kl esente da iodioe quindi 7 mL di HCI concentrato; mescolare e titolare subito dopo
con la soluzione di tiosolfatousando salda d’amido come indicatore. Il titolo della soluzione di tio-
solfato si ricava dall’espressione:

P+ 1.000
Normalita (N2;5;05) = ——u—
49,035+t
dove:
P = quantitd (g) di KiCr0; usata per la titolazione;

1t

t mL. di soluzione di Na,S,0; utilizzati per [a titolazione.
Nel caso si usi lo iodato o lo iodato acido, sciogliere 3,567 g di KIO; 0 3,25 g di KH(IOs), in acqua
e diluire ad~1.000 mL in pallone tarato; la soluzione risultante & 0,01 N. Prelevare 25+30 mL di
soluzione di tiosolfato e procedere come sopra descritto.

Soluzione standard di tiosolfato sodico (0,0125 N; 1 mL = 0,1 mg di O3). Diluire 125 mL della solu-
zione 0,1 N a 1.000 mL con acqua.

Salda d'amido. Porre in un mortaio 5+6 g di amido ¢ alcuni mL di acqua fredda. Macinare la pasta ri-
sultante, che viene poi versata in 1.000 mL di acqua bollente. Far bollire per pochi minuti e lasciare
depositare una notte. Utilizzare il liquido sovrastante.

La soluzione pué essere stabilizzata aggiungendo, per ogni litro, circa 1 g di acido salicilico o qual-
che goccia di toluene.

Acido solforico concentrato (HxSO; d = 1,84). 1 mL di questo acido ¢ equivalente a circa 3 mL del
reattivo ioduro alcalino-sodio azide.
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2.5. Procedimento

Aggiungere al campione contenuto nella bottiglia con tappo a smeriglio, 2 mL di scluzione di solfato
di manganese ¢ 2 mL di soluzione alcalina di ioduro-sodio azide, avendo cura di introdurre
quest’ultima ben al di sotto della superficie de! liquido.

Chiudere la bottiglia eliminando le bolle d’aria e agitare capovolgendo molte volte la bottiglia; ripetere
I’agitazione una secenda volta dopo che il precipitato si ¢ depositato lasciando il liquido sovrastante
limpido.

Quando il precipitato si ¢ nuovamente depositato lasciando almeno 100 mL di liquido limpido;-aprire
la bottiglia ed aggiungere 2 mL di acido solforico concentrato avendo cura di farlo fluire lungo,il colio
della bottiglia.

Se il campione contiene ferro(I1l) aggiungere, prima di acidificare, 1 mL di soluzione di KF/

Tappare nuovamente la bottiglia ed effettuare il mescolamento capovolgendo varie volte l1a bottiglia
finché lo iodio non ¢ uniformemente distribuito; decantare la soluzione ¢ titolare subito. 100 mL con la
soluzione di tiosolfato sodico 0,0125 N, fino a un colore giallo paglierino,

Aggiungere la salda d’amido e continuare a titolare fino a scomparsa del colore’azzurro.

2.6. Espressione dei risultati

) o . a*N-f+8
Ossigeno disciolto (mg ') = ————— 1000
‘ 100
dove:
a = volume (mL) di soluzione di tiosolfato consumato per la titolazione;
N = normalitd della soluzione di tiosolfato;
f = B/(B-4): ¢ un fattore di correziene che tiene\conto det volume di campione spo-

stato per I’introduzione dei reattivi (B ¢/il\volume della bottiglia in mL).

La concentrazione dell’ossigeno disciolto pud essere"espressa in mg L, in mL L™ di Ossigeno 0°C e
100 kPa (760 Torr), o anche in percentuale di saturazione,

Per trasformare i mg L' in mL L™ a 0°C e 760 Torysi moltiplica il valore in mg L™ per 0,7.

La percentuale di saturazione corrisponde al rapporto percentuale tra la concentrazione dell’ossigeno
disciolto determinata e la corrispondente concentrazione di saturazione alla temperatura registrata al
memento del prelievo, ambedue espresse inmg/L” di O,.

La concentrazione di saturazione pud{essere ricavata dalla Tabella 1 nella quale la solubilita
dell’ossigeno ¢ riportata in funzione della temperatura e della concentrazione in cloruri della solu-
zione, alla pressione di 760 mm Hg (Torr).

Per pressioni diverse da detto valore,'la concentrazione di saturazione si ricava dalla seguente formula
di correzione:

P-p
Sp = S0
760-p
dove:
S, = concentrazione di saturazione {mg L' 0y)alla pressione P;
Si0 = concentrazione di saturazione {mg L! 0,) a 760 mm Hg, ricavata alla Tabella 1;
p = pressionie ambiente in mm Hg;
P = tensione di vapore dell’acqua alla temperatura del campione in mm Hg.

Per altitudini infériori a 1.000 m s.L.m. e temperature inferiori a 25 °C, il termine relativo alla tensione
di vapore dell’acqua puo essere trascurato.

2.7. /Precisione ed accuratezza

La precisione e I’accuratezza del metodo non possono essere stabilite poiché variano secondo i com-
postivinterferenti e secondo la loro concentrazione.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Merodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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REAZIONE

1. Determinazione potenziometrica

1.1. Principio del metodo

La reazione (pH) di un’acqua viene determinata per via potenziometrica utilizzando, come sensore, un
elettrodo a vetro combinato con opportuno elettrodo di riferimento. 1l valore da determinare viene ot-
tenuto dopo aver effettuato un'operazione di taratura con due soluzioni tampone a pH notopoftate alta
stessa temperatura del campione. Nel caso in cui vengano impiegati strumenti muniti di dispositivi per
la correzione del pH in funzione della temperatura ¢ sufficiente conoscere i valoricditemperatura e
azionare opportunamente le manopole dello strumento.

Il metodo € applicabile a campioni di acque naturali, di scarico e di mare.

1.2. Interferenze e cause di errore

La risposta dell'elettrodo a vetro in misure non continue per campioni diversi non ¢ in genere influen-

zata dalla presenza di sistemi redox, di sostanze colorate e dalla torbidita della soluzione. Condizio-

nando correttamente l'elettrodo nei riguardi della temperatura e della composizione del campione la
risposta strumentale ¢ rapida e costante.

Possono essere causa di errore:

= |a presenza nel campione di sostanze in sospensione, come oliygrassi e colloidi in quantita tali da
ricoprire la superficie dell'elettrodo a vetro;

* la presenza di solidi sospesi o ioni in soluzione, che con il K™ o il CI" del liquido di giunzione
diano luogo alla formazione di sali insolubili, in quantita tali da impedire la formazione di una su-
perficie di contatto riproducibile tra la soluzione in esame’e I'elettrodo di riferimento. Tutti questi
fenomeni sono evidenziati da larghe fluttuazioni del tutto occasionali del dato strumentale. In casi
del genere pud essere necessaria una cauta filtrazione.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- pH metro predisposto per misure con eletirodo a vetro.

- Flettrodo a vetro combinato con elettrodo di riferimento (generalmente a calomelano saturo +
KCl 3,5 moli L o saturo) e giunzione.salina a KCI concentrato (3,5 moli L o saturo). Usare
elettrodi con risposta lineare nel campodi pH 1+13. Poiché la membrana dell'elettrodo di vetro ¢
soggetta ad invecchiamento ¢ opportuno eseguire periodici controlli sulla funzionalita dell'elet-
trodo verificandone la riproducibilita della risposta per immersioni alternate in soluzioni tampone
a differenti pH.

- Termometro a 0,5 di grado nel'campo utile di temperatura.

- Agitatore magnetico con barrette di teflon o altro materiale inerte.

- Termostato stabile entro I'C.
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1.4. Reattivi

Acqua deionizzata.

Tampone B: soluzione tampone di ftalato (pH 4 a 15 °C e 20 °C; 4,01 a 25 °C). Introdurre 10,12 g di
idrogenoftalato di potassio [CsHsKOy) (usare sale puro per tamponi seccato in stufa a temperattre
inferiore a 135 °C) in recipiente di vetro o polietilene munito di tappo, sciogliere ¢ diluire @ 1.000
mL con acqua;

Tampone C: soluzione tampone di borace (pH = 9,28 a 15 °C; 9,22 220 °C; 9,18 a 25 °C)./ Sciogliere
3,80 g di tetraborato di sodio decaidrato [Na,B,0;¢10H,0] (usare sale puro per tamponi) in reci-
piente di polietilene munito di tappo, sciogliere e diluire con 1.000 mL di acqua.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura dello strumento

Predisporre lo strumento per la misura secondo le istruzioni della Casa ¢ostrutirice. Pulire la mem-
brana dell'elettrodo con carta da filtro per leggero strofinio. Controllare che il liquido di giunzione
dell'elettrodo combinato sia al livello previsto e, se necessario, rimboccare con soluzione di riserva.
Immergere I'elettrodo nella soluzione di misura dopo averlo brevemente lavato con acqua e con detta
soluzione. Attendere qualche minuto sino al raggiungimento déll'equilibrio termico. Se si ricorre
all’agitazione meccanica della soluzione, agitare per 30 secondi blandamente e misurare dopo un'at-
tesa di altri 30 secondi circa. Se l'elettrodo & stato conservato aJungo non immerso nella sofuzione
salina di giunzione, occorre condizionarlo con acqua per almeno due ore.

Si misura il pH del tampone B e, una volta raggiunti valori riproducibili a 0,02 unita di pH, manovrare
la manopola ("asimmetria” o "pH correction” o altro) in‘maniera da far coincidere il valore sperimen-
tale con il valore teorico del tampone B. Lavare la cella e Felettrodo con acqua, e poi con soluzione di
tampone C. Procedere come detto anche per questo tampone, senza operare pill alcuna modifica sulle
manopole dello strumento. Riportare in diagrammia ih ascissa i valori di pH sperimentali dei due tam-
poni B ¢ C ed in ordinata i valori teorici, interpolando linearmente tra i due punti. In genere, se 'elet-
trodo & correttamente conservato e non soggetto ad elevati sbalzi di temperatura, un diagramma di ta-
ratura puo rimanere valido per mesi.

1.5.2. Misura

Si condiziona I'elettrodo e la cella di misura come riportato prima. A regime termico raggiunto, si mi-
sura la temperatura del campione e s'imposta sullo strumento il corrispondente valore nella correzione
manuale di temperatura (nel caso di.correzione automatica la sonda resistiva ¢ stata introdotta nella
cella sin dall'inizio).

1.6. Espressione dei risultati

Dal valore del pH misurato, si fisale al valore corretto utilizzando il diagramma di taratura effettuato
alla stessa temperatura (gntro 2 °C).

1l grado di reazione viene/espresso come unita di pH, con una cifra decimale.

1.7. Precisione ed accuratezza

Nel caso di campioni contenenti CO,, SO, o altre sostanze gassose, che in soluzione partecipano ad
equilibri acido‘base, la precisione come l'accuratezza dipendono dal grado di non alterazione di questi
equilibri per/scambi con I'atmosfera. In genere, un'accuratezza ed una precisione a meno di 0,05 unita
di pH puo essere facilmente raggiunta.

Bibljografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Andlitici per le Acque. Quadernc 100 (Roma).
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RICHIESTA BIOCHIMICA DI OSSIGENO (BOD)

1. Determinazione chimica

1.1. Principio del metodo

It saggio del BOD (Biochemical Oxygen Demand) esprime la quantita di ossigeno necessaria per I'os-

sidazione biochimica delle sostanze contenute in un'acqua nelle condizioni in cui viene eseguito il

saggio stesso. Detta determinazione tende a riprodurre in laboraterio le condizioni che si possono veri-

ficare normalmente nei corpi idrici e negli impianti di depurazione di tipo biologico.

La richiesta di ossigeno ¢ dovuta generalmente a tre classi di sostanze:

Classe A - Composti organici, i cui atomi di carbonio vengono utilizzati dai microtganismi come ali-
mento per le varie attivita vitali (accrescimento, respirazione, riproduzione).

Classe B - Composti ossidabili dell'azoto utilizzati come fonte energetica dd batteri specifici come ad
esempio il Nitrosomonas ¢ il Nitrobacter.

Classe C - Sostanze inorganiche, come ad esempio ferro(Il), solfuri ¢ solfiti, che vengono facilmente
ossidate dall'ossigeno presente nelle acque.

Le sostanze appartenenti alle prime due classi A e B consumano ossigeno attraverso meccanismi bio-

chimici, mentre quelle della classe C generalmente attraverso processi/chimici.

La determinazione del BOD pud essere effettuata con metodi chimici, fisici e elettrochimici.

I metodi chimici vengono adottati di preferenza in quanto possono essere eseguiti, in qualunque labo-

ratorio, senza l'impiego di particolari apparecchiature.

I1 metodo si basa sulla determinazione dell'ossigeno disciolto‘nel campione da analizzare prima e dopo

incubazione, al buio ed alla temperatura di 20°C, di cingue\giomi. La differenza fra le due determina-

zioni da il valore del BODjs del campione, espresso in mg L' di ossigeno.

I metodo puo essere applicato per acque naturali edi, searico aventi un BOD; inferiore a 5 mg L™,

un'adeguata flora batterica,

1.2. Interferenze e cause di errore
Interferiscono positivamente tutte quelie sostanze che vengono ossidate chimicamente dall'ossigeno
disciolto; I'interferenza pud comunque essere valutata in termini numerici a condizione che la reazione
di ossidazione venga supposta completa. Ad esempio, nel caso di nitriti, ferro(IT), solfuri e solfiti, che
vengono rispettivamente ossidati a nitratiyferro(1II), zolfo e solfati, I'interferenza risulta pari a:

1 mg di nitriti (come azoto) = _1,14'mg di ossigeno

1 mg di ossido di ferro(}I}  =0,12 mg di ossigeno

1 mg di idrogeno solforato . ={0,47 mg di ossigeno

1 mg di acido solforoso = 0,20 mg di ossigeno
Interferenze negative possonoressere provocate dalla presenza di cloro libero o metalli tossici a causa

della loro azione inibitrice. ‘Analoga azione inibitrice ¢ causata da valori di pH inferiori a 6,5 o supe-
riori a 8,3.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Bottiglie divincubazione, della capacita di 300 mL (+1,5 mL), fornite di tappo a smeriglio a tenuta,
numerate sul'corpo e sul tappo ¢ dotate di idonea svasatura per garantire la tenuta idraulica. Il vo-

lume di’ciascuna bottiglia, nel caso in cui non si disponga di bottiglie tarate, deve essere determi-
nato a:20.°C e annotato.

— Tepmostato, da usare a 20 °C, regolabile a 1 °C.

— Compressore o bombola d'aria compressa. Purificare 'aria per passaggio attraverso una bottiglia di
lavaggio contenente acqua o ricorrendo ad altri dispositivi atti ad eliminare eventuali impurezze.
< »Setto poroso per l'aerazione.
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1.4, Reattivi

Utilizzare soltanto acqua distillata o deionizzata e reattivi puri per analisi.

Soluzione alcalina di ioduro di potassio e sodio azide. Sciogliere rapidamente 500 g di idrossido di
sodio [NaOH], posti in una beuta da 1.000 mL munita di tappo di gomma, in 250 mL di acqua.e
raffreddare a temperatura ambiente. Addizionare 150 g di ioduro di potassio [KI] e diluire a circa
900 mL. Aggiungere lentamente alla soluzione fredda, sotto continua agitazione, 10 g di sodio-
azide [NaNs], previamente disciolti in 40 mL di acqua. Travasare quantitativamente in un matrac-
cio tarato da 1.000 mL e portare a volume con acqua. Conservare in bottiglia scura munita di.tappo
di gomma,

Soluzione di solfato di manganese(Il) (364 g L'*). Sciogliere 364 g di solfato di manganese(1l) monoi-
drato [MnSOQ,+H,0] in acqua: filtrare, se necessario, e diluire a 1.000 mL.

Soluzione di fluoruro di potassio (400 g L). Sciogliere 40 g di fluoruro di potassio diidratato
{KF*2H,0] in acqua e diluire a 100 mL.

Soluzione di tiosolfato di sodio, 0,1 N. In un pallone tarato da 1.000 mL sciogliere 25 g di tiosolfato di
sodio pentaidrato [Na,S,04+5H,0] in circa 800 mL di acqua precedentemente-bollita e raffreddata.
Aggiungere come stabilizzante 1 g di carbonato di sodic [Na;CO;] oppurgd/g di tetraborato di so-
dio decaidrato [Na,B40,210 HyO]. Portare a 1.000 mL sempre con acqua’bollita ¢ raffreddata. Il
controllo del titolo della soluzione viene generalmente eseguito_con bicromato d¢i potassio
[KoCr,0;]. Pud essere anche usato lo iodato di potassio [KIOs] o lo iodato di idrogeno e potassio
[KH(IO;):]. Detti reattivi debbono essere essiccati a 110 °C prima delltuso per 2 ore circa. Nel caso
si usi il bicromato, sciogliere 0,0981 g di sale di potassio in circa 100 mL di acqua. Aggiungere
circa 2 g di ioduro di potassio, esente da iodio, ¢ quindi 7 mL di acido cloridrico [HCI] concentrato;
mescolare e titolare subito dopo con la soluzione di tiosolfato, usando salda d'amido come indica-
tore. Il titolo della soluzione di tiosolfato si ricava dalla seguente espressione: '

p +1000
Normalita Na,S,0;, = -~
49,035V
dove:
P = peso in grammi di KyCryOy;
v = mL di seluzione di tiosolfato di sodio utilizzati per la titolazione;
49,035 = peso equivalente del bicromato di potassio.

Soluzione di tiosolfato di sodio, 0,0125 N,(lnl = 0,1 mg di Oy). Diluire 125 mL della soluzione tio-
solfato di sodio 0,1 N a 1.000 mL con.acqua. La soluzione deve essere preparata al momento del-
l'uso.

Salda d'amido. Stemperare in un mortaio 5+6 g di amido con alcuni mL di acqua fredda. Versare la
pasta risultante in 1.000 mL di‘acqua bollente. Far bollire per pochi minuti e lasciar depositare una
notte. Utilizzare il liquido sovrastante. La soluzione pud essere stabilizzata, aggiungendo per ogni
litro di soluzione circa 1 g di aeido salicilico o qualche goccia di toluene.

Acido solforico concentrato, [H,S0,] (d = 1,84).

1.5.  Procedimento

Porre il campione in esame, previamente aerato a saturazione per circa 20 minuti ¢ mantenuto intorno
ai 20°C, in almeno due bottiglie da 300 mL. Riempire le bottiglie sino a circa 1 cm al di sopra dell'ini-
zio del cono a smeriglio. Dopo circa 15 minuti determinare l'ossigenc disciolto in una delle bottiglie
secondo le modalita descritte di seguito e porre 'altra o le altre in termostato a 20°C per 5 giorni, in

completa oscuritd. Al termine del periodo d'incubazione determinare F'ossigeno disciolto residuo se-
condo le modalita indicate di seguito.
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1.5.1. Determinazione dell'ossigeno disciolto

Aggiungere al campione, contenuto in una bottiglia con tappo a smeriglio, 2 mL di soluzione di solfato
di manganese(Il) e 2 mL di soluzione alcalina di ioduro di potassio e sodio azide, avendo cura di in®
trodurre quest'ultima ben al di sotto dela superficie del liquido. Chiudere la bottiglia eliminando, le
bolle d'aria ed agitare invertendo molte volte la bottiglia; ripetere l'agitazione una seconda volta.dopo
che il precipitato si ¢ depositato lasciando il liquido sovrastante limpido. Quando il precipitato-si ¢
nuovamente depositato, lasciando almeno 100 mL di liquido limpido, aprire la bottiglia e aggiungere 2
mL di acido solforico concentrato, avendo cura di farlo fluire lungo il colle della bottiglia. Se-il cam-
pione contiene ferro(III) fino a 2.000 mg L™, aggiungere, prima di acidificare, 1 mL di/soluzione di
fluoruro di potassio. Richiudere la bottiglia ed effettuare il mescolamento capovolgendola varie volte
finché lo iodio non sia uniformemente distribuito. Scartare dalla soluzione risultante un'velume esatto
(aimeno 100 mL) e titolare il liquido rimasto nella bottiglia di incubazione con la soluzione di tiosol-
fato di sodio 0,0125N, fino a un colore giallo paglierino. Aggiungere la salda d'amido e continuare a
titolare fino a scomparsa del colore azzurro.

1.6. Espressione dei risultati
L'ossigeno disciolto espresso in mg L™ ed approssimato all’unita ¢ dato da

Ossigeno disciolto (mg L) =a « N « £ » 8000 /'V

dove:

i

mL di soluzione di tiosolfato di sodio, utilizzati nella‘titolazione;

volume di campione in mL, utilizzato per la titolazione;

normalita della soluzione di tiosolfato di sodio;

fattore di correzione per il volume dei reagenti introdotti nella bottiglia d'incuba-
zione ed € uguale a: B/(B-b)

i A
I

dove:
B
b

volume in mL della bottiglia\adoperata;
volume totale in mL dei reattivi impiegati per la precipitazione.

Se X e Y sono le concentrazioni di ossigeno disciolto nel campione rispettivamente prima e dopo l'in-
cubazione del campione stesso, il BOD: si ricava dalla seguente espressione:

BODs(mg L' 0;) = X-Y

1.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo non ¢ indicata.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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RICHIESTA CHIMICA DI OSSIGENO (COD)

1. Determinazione volumetrica

1.1. Principio del metodo

11 metodo prevede l'ossidazione delle sostanze organiche ed inorganiche, presenti in un'campione
d'acqua, mediante una soluzione di bicromato di potassio in presenza di acido solforico concentrato e
di solfato di argento, come catalizzatore dell'ossidazione. L'eccesso di bicromato viene titolato con una
soluzione di solfato di ammonio e ferro(Il), La concentrazione delle sostanze organiche ed inorganiche
ossidabili, nelle condizioni del metodo, & proporzionale alla quantita di bicromato dispotassio consu-
mato.

Il metodo & applicabile a condizione che il campione da analizzare, anche dopg eventuale diluizione,
soddisfi simultaneamente le condizioni descritte nella Tabella 1 sia per quanto riguarda ia concentra-
zione dei cloruri che il valore del COD.

Tabella 1 - Condizioni di applicabilita del metodeo

Casi possibili | Concentrazione di CI-| COD (mg L[ Normalita della solu-
zione di bicarbonato

a <2.000 2050 0,025
b <2.000 (50 0,25
c* > 2.000 200+500 0,025
d > 2.000 > 500 0,25

* In questi casi una diluizione del campione-& necessaria per rientrare nei casiaeb.

1.2. Interferenze e cause di errore

Non tutte le sostanze organiche nelle condizioni del metodo vengono ossidate in maniera compieta dal
bicromato di potassio (ad esempio acido acetice e compesti alifatici a catena lineare). L'impiego del
solfato di argento, come catalizzatore, consente di rendere pill alta la resa della reazione di ossida-
zione. Anche in queste condizioni alcuni composti (benzene. toluene. xileni, naftalene, antracene, ecc.)
vengono ossidati solo parzialmente mentre‘altri (piridina, ecc.) non subiscono ossidazione. I cloruri
interferiscono positivamente in quanto vengono ossidati dal dicromato (1 mg di CI corrisponde, nelle
condizioni di analisi, a 0,226 mg_di €COD). Tale interferenza, alle concentrazioni in Cl inferiori a
2.000 mg L', viene eliminata addizionando solfato di mercurio(I1) nel rapporto in peso HgSO/CI'=
10.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Apparecchiatura intvetro per l'ebollizione a ricadere, consistente in un recipiente in vetro da 500
mL, con collo di-vetro smerigliato, connesso ad un condensatore a bolle, alto almeno 60 cm, per
evitare perdite significative di prodotti volatili.

— Mantello riscaldante elettrico o analoge dispositivo in grado di portare il campione all'ebollizione.

— Buretta da25 mL con divisioni da 0,05 mL.,
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1.4. Reattivi

Utilizzare acqua distillata e reattivi puri per analisi.

Solfato di mercurio(ll), {HgSO ] in cristalli.

Solfato d'argento, [Ag:SO4] in cristalli.

Soluzione concentrata di bicromato di potassio, 0,25 N. Sciogliere 12,259 g di bicromato di potassio
[K2Cr20-], previamente essiccato per 2 ore a 105°C, in acqua e diluire a 1.000 mL in matraceio:ta-
rato.

Soluzione diluita di bicromato di potassio, 0,025 N. Diluire a 1.000 mL, in matraccio tarato)100 mL
della soluzione di bicromato di potassio 0,25 N.

Acido solforico concentrato, {HSO,J (d = 1,84).

Soluzione di 1,10-fenantrolina-solfato di ferro(Il) (ferroina). Sciogliere 1,485 g di 1;10-fenantrolina
monoidrato [C1;HgN»*I,0] in circa 80 mL di acqua. Aggiungere 0,695 g di solfatordi ferro(11) ep-
taidrato [FeSO,+7H,0]. Agitare sino a completa dissoluzione e diluire a 100 mL con acqua.

Soluzione concentrata di solfato d'ammonio e ferro(Il}, 0,25 N. Sciogliere, in 500 mL di acqua, 98 g di
solfato di ammonio e ferro(ll) esaidrato, [FeSO4NH,):SO,*6H,O]. Aggitngere 20 mL di acido
solforico concentrato, raffreddare e diluire a 1.000 mL. 11 controllo del4itélo di questa soluzione
viene effettuato con una soluzione standard di bicromato di potassio 0,25 N impiegando come indi-
catore la soluzione di fenantrolina.

Soluzione diluita di soltato d'ammonio e ferro(ll) 0,025 N. Diluire a 1.000.mL in matraccio tarato, 100
mL della soluzione di solfato di ammonio e ferro(II) 0,25 N. 11 centrollo del titolo della soluzione
viene effettuato con una soluzione standard di bicromato potassico 0,025 N.

Idrogenoftalato di potassio, [CsHsKO ] in cristalli.

1.5.  Procedimento

1.5.1. Acque con COD > 50 mg L.

Porre in un pallone (o beuta) da 500 mL un campione di 504nL o, nel caso di COD > 1.000 mg L',
un'aliquota dilvita a 50 mL con acqua. Aggiungere una quantitd di solfato di mercurio(1l) sufficiente a
bloccare i cloruri presenti, 5 ml, di H,SO, concentrato”ed alcune sferette di vetro da ebollizione.
L'acido solforico deve essere aggiunto lentamente ed’agitando per avere la completa dissoluzione del
solfato di mercurio(I[). [l pallone deve essere inolire-raffreddato onde evitare eventuali perdite di ma-
teriale volatile. Addizionare 1 g di solfato di argerito e, agitando, 25 mL della soluzione 0,25 N di bi-
cromato di potassio. Inserire il refrigerante ed iniziare la circolazione dell'acqua. Infine, lentamente ed
agitando, versare 70 mL di acido solforico concentrato. Durante I'aggiunta il pallone deve essere raf-
freddato con acqua corrente fredda o con aequa e ghiaccio per prevenire la perdita di sostanze organi-
che volatili. Iniziare il riscaldamento e“laseiare bollire per 2 ore. Interrotto il riscaldamento, lasciare
raffreddare, lavare bene it refrigerante eon acqua in modo da diluire il contenuto del pallone fino ad un
volume di 350+400 mL. Aggiungere-2+3 gocce di soluzione indicatrice di fenantrolina e titolare I'ec-
cesso di bicromato con la soluziohe di solfato di ammonio e ferro(I) 0,25 N fino a viraggio del colore
da blu-verde a bruno-rosso. Eseguir¢ in parallelo una prova in bianco sostituendo i 50 mL di campione
con 50 mL di acqua.

1.5.2. Acque con COD compreso tra 20 e 50 mg L

11 procedimento ¢ lo stesso del precedente, con la sola variante dell'impiego delle soluzioni 0,025 N di
bicromato di potassia_e 0,025 N di solfato di ammonio e ferro(Il) invece che le corrispondenti solu-
zioni 0,25 N. Poiché potrebbe rivelarsi difficoltoso cogliere il viraggio di colore dell'indicatore, puo
essere utile determinate il punto finale per via potenziometrica.
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1.6. Espressione dei risultati

La richiesta chimica di ossigeno (COD) espressa in mg L ed approssimata all’unita viene calcolata
applicando la seguente espressione:

COD (mg LYy =(my - my) » N » 8000/ V

dove:
m;, = mL di soluzione di solfato di ammontio e ferro(1I) consumati nella provalin’ bianco;
nm, = ml di soluzione di solfato di ammonio e ferro(IT) consumati per il campionie;
N = normalita della soluzione di solfato di ammonio e ferro(Il) impiegata;
v = mL di campione usati nell'analisi;
8000 = peso equivalente dell'ossigeno moltiplicato per 1.000, per riferire il\dato al volume

di 1 litro.

1.7. Precisione ed accuratezza

Campioni contenenti idrogenoftalato di potassio a concentrazioni note comPrese rispettivamente tra
160 e 200 mg L™ e cloruri a concentrazioni comprese tra 100 e 1.000 mg)L" presentano valori di de-
viazione standard relativa inferiori all'11%.

2. Recupero del mercurio nei residui d'analisi

2.1. Principio

I residui della determinazione del COD contengono oltre al ' mércurio anche cromo, argento ¢ ferro in
concentrazioni superiori a quelle permesse dalla normativa vigente.

IE possibile ridurre allo stato elementare, mediante idrogene nascente, il mercurio e l'argento che si se-
parano come amalgama. Cromo e ferro vengono inveee. precipitati come idrossidi.

2.2. Reagenti

Ferro in polvere o in trucioli. In alternativa si pud usare zinco o alluminio.

Soluzione di idrossido di sodio: 450 g I’ Scidgliere 450 g di idrossido di sodio [NaOH] in acqua e
diluire a 1.000 mL.

2.3. Procedimento

Riunire le soluzioni da eliminare in xin recipiente di polietilene o di cloruro di polivinile e aggiungere
il ferro in polvere o truccioli (o zinco o alluminio) in eccesso rispetto allo stechiometrico. L'opera-
zione va condotta all'aperto e lontanc'da fiamme libere a causa dello sviluppo di idrogeno.

Attendere per 2+3 giomi che do'spostamento del mercurio e dell'argento sia completo e che I'amal-
gama si depositi sul fondo del.recipiente. Sifonare il liquido limpido per un'eventuale successiva sepa-
razione del cromo e del ferfo,/che potrebbero ancora essere presenti.

Filtrare il fango residuo (1+2-1itri) su carta a filtrazione rapida avendo cura di lavare il residuo molto
bene con acqua per togliere.I'acidita residua che impedirebbe una completa essiccazione del campione.
L'amalgama viene infine essiccata all'aria.

Accumulare una quantitd di amalgama tale da giustificare un eventuale recupero del mercurio e del-
l'argento.

Correggere il pH della soluzione sifonata fino al valore di 7,5+8 con soluzione di idrossido di sodio
per ottenere }a precipitazione degli idrossidi di cromo e di ferro che, dopo filtrazione, possono essere
inviati alla discarica.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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SALI TOTALI DISCIOLTI

1. Determinazione gravimetrica

1.1. Principio del metodo

Per Sali Totali Disciolti (o residuo filtrabile) si intendono tutte le sostanze non trattenute da un filtro a
0,45 um e che non sono volatilizzate durante il processo d'essiccamento.

1l campione di acqua in esame viene opportunamente filtrato € successivamente il liquido viene evapo-
rato a bagnomaria in una capsula previamente pesata. I1 residuo dell'evaporazione viene fatto essiccare
a peso costante a 103+105 °C 0 & 179+181 °C. L'aumento in peso della capsula contenente il residuo,
rispetto a quella vuota, rappresenta il contenuto in sali disciolto definito anche Come "residuo filtra-
bile".

Il metodo € applicabile ad acque naturali ¢ di scarico.

1.2. Interferenze e cause d'errore

I residui essiceati a 10319035 °C possono contenere non solo acqua di tristallizzazione, ma anche ac-
qua di occlusione meccanica. A questa temperatura, alla perdita di anidride carbonica contribuisce so-
stanzialmente la trasformazione dei bicarbonati in carbonati; inoltre\le perdite di materiale organico
per volatilizzazione saranno molo esigue se la temperatura sard mantenuta costante. Poiché I'espul-
sione di acqua di occlusione & soltanto parziale a 105 °C, il raggiungimento del peso costante, condi-
zione determinante per una buona misura, non & sempre ottenibile rapidamente.

11 residue essiccato a 179181 °C perderd quasi tutta 'acqua divocclusione, ma parte dell'acqua di cri-
stallizzazione potrd rimanere, specialmente se sono presenti\solfati; a loro volta le sostanze organiche
verranno rimosse per volatilizzazione, ma non saranno completamente distrutte. | bicarbonati verranno
trasformati in carbonati e questi potranno essere decomposti parzialmente in ossidi e sali basici.

In genere, evaporando ed essiccando il campione di agqua a 179+181 °C, si ottengono valori che sono
maggiormente confrontabili con quelli che risultano-dalla somma delle concentrazioni dei vari sali mi-
nerali singolarmente determinate. La temperaturadi essiccamento dovra essere scelta in base al tipo di
acqua da esaminare,

Acque che hanno un basso contenuto di sostanze organiche e di sali minerali possono essere esaminate
ad entrambe le temperature; acque contenenti, invece, quantita notevoli di sostanze organiche o il cui
pH superi il valore di 9 devono essere essiccate alla temnperatura pil alta, ln ogni caso, nel risultato di
analisi deve essere indicata la temperatura di essiccamento scelta.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

- Apparecchio per filtrazione adeguato al tipo di filtro scelto.

—  Membrane filtranti con'diametro di 50 mm o 100 mm e pori di diametro non superiore a 0,45 pum.

— Carta da filtro di tipo duro, senza ceneri, capace di trattenere precipitati fini, in dischi di diametro
da 55 mm.

—  Centrifuga da laboratorio da 3.000+4.000 giri al minuto.

—  Stufa munita di termostato capace di mantenere costante la temperatura entro 2 °C.,

—~  Essiccatore provvisto di un indicatore colorato per segnalare il grado di esaurimento della miscela
essiccante!

— Bilancia'analitica con 0,1 mg di sensibilita.

—  Capsuledi 150+200 mL di capacita costituite dai seguenti materiali:
= platino: generalmente soddisfacente per ogni tipo di test;
= “\gpichel: soddisfacente se il residuo non deve essere inceneriio;
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= porcellana, silice o pyrex: soddisfacente per campioni con pH al di sotto di 9.
Si fa presente che la porcellana, la silice ed il vetro pyrex vengono corrosi da acque ad elevato valore
di pH. U platine é il pit soddisfacente tra 1 materiali da utilizzare per capsule poiché ¢ quasi del tutto
inattaccabite dai sali minerali e contemporaneamente non subisce variazioni di peso degne di rilievo
durante le operazioni di riscaldamento.

i4. Reattivi
In questo metodo non ¢ previsto I"uso di reattivi.

1.5, Procedimento

1.5.1. Filirazione

Filtrare una porzione del campione attraverso la membrana fiftrante.

Nel caso di acque che richiedono tempi di filtrazione eccessivamente lunghi, operate una filtrazione
preliminare su carta da filtro di tipo duro, che consente una filtrazione rapida, drattenendo al contempo
la maggior parte dei solidi sospesi. Eseguire quindi la filtrazione sulla membrana filtrante.

1.5.2. Centrifugazione

Centrifugare il campione per 15 minuti, mantenendo 3.000 g (g = accélerazione di gravitd: il valoredi
3.000 g si pud oftenerc variando il numero di giri al minulo a seconda del tipo di centrifuga disponi-
bile). Decantare per sifonamento il liquido sovrastante senza perturbare il materiale depositato e la-
sciando al di sopra del deposito stesso una quantita di liquido dell'altezza di circa 10 mm.

1.5.3. Misura

Trasferire un volume C di liquido limpido, ottenuto per filtrazione o per centrifugazione, in una cap-
sula precedentemente tarata ed evaporare a bagnomaria. Dopo completa evaporazione dell'acqua dal
residuo, trasferire la capsula in stufa alla temperatura di 103+105 °C oppure di 179+181 °C. Essiccare
fino a peso costante (si considera peso costante quellorottenuto quando la variazione di peso tra due
serie successive di riscaldamento, raffreddamento/€ pesata, non superi il valore di 0,5 mg).
L'essiccamento per un lungo periodo pud eliminare.Ja necessita di un controllo per il peso costante, ma
in tal caso occorre essiccare la capsula per tutta una nofte, oppure determinare sperimentahmente i
tempo richiesto per oftenere un peso costante con un dato tipo di campione, qualora si abbia da esami-
nare un certo numero di campioni dello stesso tipo.

Raffreddare brevemente la capsula all'aria_prima di porla ancora calda nell'essiccatore € completare
successivamente il raffreddamento in afmesfera secca. E opportuno non sovraccaricare I'essiccatore ¢
fagciare sufficiente spazio disponibile affinché tutte le capsule possano poggiare sul piaito dell’essic-
catore, in modo che non accada che vengano a contatto reciprocamente o con le pareti dell'essiccatore
stesso.

Pesare la capsula non appena $ia completamente raffreddata. H residuo non deve rimanere per moito
tempo nell'essiccatore, poiché qualche tipo di residuo, specialmente quelli portati a 180 °C, pud risul-
tare molto jgroscopico e pud rimuovere umiditd da un essiccatore la cui atmosfera non sia completa-
mente secca,
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1.6, Espressione dei risultati

Riportare l'aumento in peso della capsula piena rispetto a quella vuota come "Sali Totali Disciolti alfa
temperatura di x °C". Questo valore si esprime in mg L' approssimato all'unita,

& necessario indicare sempre il tipo di filtro usato,

La concentrazione in sali disciolti del campione si calcola mediante Ia formula:

(pi-po) + 1.000
Sali Totali Disciolti (STD mg L) = ———— v

dove:
P = peso della capsula piena;
po = peso della capsula vuota;
C = volume del campione filtrato (o centrifugato) prelevato per l'analisi’(mL).

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione con cui la quantita totale di sali disciolti ¢ determinata dipende dalla bilancia analitica
usata per le pesate. L'accuratezza non pud essere stimata poiché la quantita di solidi disciolti determi-
nata con questo metodo € una quantita arbitraria definita dalla procedura utilizzata. I valori determinati
quindi possono non corrispondere con il valore teorico della quantita di sali determinata all'analisi
chimica.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992); Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).

4 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

PARAMETRI CHIMICI

SOLIDI TOTALI SOSPESI

1. Determinazione gravimetrica

1.1. Principio del metodo

Con il termine Solidi Totali Sospesi (o residuo non filtrabile) s'intendono tutte quelle sostanze che non
sono disciolte nel campione di acqua da esaminare e che vengeno trattenute da un filtro, quando il
campione stesso viene sottoposto a filtrazione.

Un'aliquota del campione di acqua viene filtrato su un filtro a peso noto ed il filtro con il contenuto
viene fatto essiccare a 103+105 °C o0 a 179+181 °C. L'aumento in peso del filtro rappresenta il conte-
nuto in solidi sospesi definito anche come "residuo non filtrabile",

11 metodo & applicabile alle acque naturali e di scarico.

1.2. Interferenze e cause d'errore

La quantita ed il tipo di materiale sospeso nel campione suggeriranno se i solidi sospesi debbano es-
sere determinati direttamente o debbano essere ottenuti per differenza tra i solidi totali e quelli di-
sciolti. Se il tempo richiesto per la filtrazione su un filtro da 0,45 wm risulta troppo lungo (superiore
ad 1 h} i solidi sospesi totali debbono essere valutati per differenza tra il valore dei solidi totali e quelli
disciolti, operando la separazione per centrifugazione. Per ragioni di praticita nel caso di acque che ri-
chiedono tempi di filtrazione eccessivamente funghi, conviene operare la filtrazione stessa su un tipo
di carta da filtro che consenta una filtrazione rapida, trattenendo al contempo la maggior parte dei so-
lidi sospesi (si suggerisce I'impiego della carta dafiltro Whatman GF/C}. Va ricordate che seguendo
questa procedura si possono ottenere valori di solidi-sospesi diversi e comunque in tieve difetto in fun-
zione della percentuale di solidi di natura colloidale; al contempo si ottengono valori di solidi disciolti
in lieve eccesso.

1.3. Apparecchiature
- Apparecchio per filtrazione adeguato/alitipo di filtro scelto.
- Membrane filtranti con diametro’di 50 mm o 100 mm e pori di diametre non superiore a 0,45 pm.
- Carta da filtro di tipo duro, senza ceneri, capace di trattenere precipitati fini, in dischi di diametro
da 55 mm.
- Centrifuga da laboratorio da'3,000+4.000 giri al minuto.
- Stufa munita di termostato eapace di mantenere la temperatura entro 2 °C.
- Essiccatore provvisto di un'indicatore colorato per segnalare il grado di esaurimento della miscela
essiccante.
- Bilancia analitica con/0,1 mg di sensibilita.
- Capsule di 1504200 mL di capacita costituite dai seguenti materiali;
* platino: generalmente soddisfacente per ogni tipo di test;
* nichel: soddisfacente se il residuo non deve essere incenerito;
= porcellana, silice o pyrex: per campioni con pH al di sotto di 9.
Si fa presente che la porcellana, la silice ed il vetro pyrex vengono corrosi da acqua ad elevato valore
di pH. Il platino ¢ il piu soddisfacente tra i materiali da utilizzare per capsule poiché & quasi del tutto
inattaccabile dai sali minerali e contemporaneamente non subisce variazioni di peso degne di rilievo
durante le-operazioni di riscaldamento.

1.4. Reattivi
Iiquesto metodo non ¢ previsto 1’uso di reattivi.
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L5, Procedimento

1.5.1. Filtrazione

11 filtro deve subire un trattamento preliminare di essiccamento in stufa alla stessa temperatura che si

intende usare con il campione in esame. Un criterio abbastanza valido nella scelta del volume del cam-

pione da filtrare puo essere fornito dalla misura della torbidita. Se il campione ha una torbidita di 50

mg L™ (Si0,) o meno occorre filtrarne 1.000 mL; se la torbidita ¢ al di sopra di 50 mg L' (Si®;) oc-

corre filtrarne una quantitd capace di fornire da 50 a 100 mg di solidi sospesi. Quando la qdantita di

solidi sospesi rimasta nel filtro & maggiore di 100 mg, sard opportuno procedere anche ad, una-valuta-

zione degli stessi per differenza tra "solidi totali" e "solidi disciolti", alla quale va data maggiore fidu-
cia.

Se il campione non ¢ facilmente filtrabile, si possono anche seguire queste procedure;

» prefiltrare il campione in esame su carta da filtro (Whatman 40) e filtrare il liquido risultante su
membrana filtrante da 0,45 pm. Determinare il contenuto in solidi sospesi tptalisdalla somma dei
due residui;

> trasferire il campione in tubi da centrifuga, e centrifugare per 5+10 minuti innmodo da addensare i
solidi. Impiegando il liquido chiarificato trasferire nei tubi da centrifuga.i solidi eventualmente
rimasti sul fondo o sulle pareti del beaker contenente il campione in otigine. Centrifugare nuova-
mente. Versare il liquido chiarificato su filtre; quindi trasferire quantitativamente il solido adden-
sato sul fondo dei tubi da centrifuga, lavando con una parte del filtrato. Dopo filtrazione, trasferite
il filtro con il suo contenuto in una stufa a temperatura di 103+105/07179+181 °C ed essiccare fino
a peso costante.

1.5.2. Centrifugazione

Centrifugare per 15 minuti, mantenendo 3.000 g (g = accelerazione di gravita; il valore di 3.000 g si
pud ottenere variando il numero di giri al minuto a seconda de! tipo di centrifuga disponibile) un vo-
lume di acqua tale che si possano raccogliere da 50 a 100, mg di sostanze sospese. Decantare per sifo-
namento il liquido sovrastante senza perturbare il materiale’ depositato ¢ lasciando al di sopra del depo-
sito stesso una quantita di liquido dell'altezza di circa 10 mm. Travasare il sedimento in una capsula di
peso noto e sciacquare il tubo della centrifuga per.due-tre volte con una piccola quantita di acqua di-
stillata. Centrifugare dopo ogni aggiunta per 15 minuti a 3.000 g. Introdurre nella capsula le acque di
lavaggio ed i fondi del lavaggio stesso. Evaporare l'acqua della capsula a bagnomaria ed essiccare in
stufa alla temperatura di 103+105 o 179+181°°C per 1 h. Lasciare raffreddare in essiccatore fino a
peso costante.

1.6. Espressione dei risultati

Riportare I'aumento in peso del filtro o della capsula piena rispetto a quelfa vuota come "Solidi Totali
Sospesi alla temperatura di x °C"/“Questo valore si esprime in mg L™ approssimato atl'unita.

E necessario indicare sempre il tipa.di filtro usato.

La concentrazione in solidi sospesi del campione si calcola mediante la formula;

(p1-po) » 1.000
Solidi Totali Sospesi (STS mg L") = Sprbo) e 2R

C
dove:
P = peso del filtro o della capsula piena;
pe = pesodel filtro della capsula vuota;
c = volume del campione filtrato (o centrifugato) prelevato per l'analisi (mL).

1.7. Precisione ed accuratezza

La precision€ con cui la quantita totale di solidi sospesi viene determinata dipende dalla bilancia ana-
litica usata-per le pesate. L'accuratezza non puo essere stimata poiché la quantita di solidi sospesi de-
termifatacon questo metodo ¢ una quantita arbitraria definita dalla procedura utilizzata.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992); Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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TEMPERATURA

[. Determinazione diretta

1.1. Principio del metodo

La temperatura deli'acqua si misura immergendo I'elementc sensibile dello strumento ed attendendo it
raggiungimenta dell'equilibrio termico prima di effettuare la lettura.

1l metode ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare.

1.2. Interferenze e cause d'errore
1! metodo é esente da interferenze.

1.3.  Apparecchiature

- Termometro, scala Celsius, graduato a /10 di °C

- Termomctro a pozzctto, scala Celsius, graduato a 1/10 di °C.
- Termistori.

1.4. Reattivi
Il metede non prevede I'uso di reattivi.

1.5. Procedimenio

1.53.1, Misura con termometre a mercurio

Immergere il bulbo del termometro e parte della colonng\termometrica nell'acqua attendendo il rag-
giungimenta dell'equilibrio termico; a questo punto effeftuarg/la letiura.

E opportuno controflare all'inizio deli'uso e poi periodicamente il termometro, eseguendo una misura
di temperatura in parallelo con un termometra di precisiene munito di certificato di garanzia.

1.5.2. Misura con termometro a pozzefto

Nel caso che il prelievo del campione venga eseguito su acque cui si pud accedere con difficolta, si
pud ticotrere al termometro a pozzetto.

Esso ¢ costituito da un termometre fissato all'interne di un'intelaiatura metallica terminante in un bic-
chierino metatlico (pozzetto) in cul peseasil bulbo. 1l termometro viene generalmente calato in acqua
appeso ad una cordicella. Durante l'immersione, dato che il termometro & opportunamente zavorrato,
il bicchicrine si riempie d'acqua, permettendo cosi la determinazionc della temperatura una volta
estratto lo strumente dall'acqua in‘esame, senza che la misura venga perturbata per il tempo intercor-
rente per il recupero dello struménto.¢ la lettura della temperatura. Per la taratura vale quanto speeifi-
cato per il termometro a mercurio,
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1.5.3. Termistori

Nei dispositivi a termistori I'elemento sensibile ¢ una resistenza il cui coefficiente di temperatura, di
segno negativo, € molto elevato (in modulo circa il 4,4% per grado centigrado a 25 °C). La resistenza
del termistore € misurata in modo diretto mediante un ponte di Wheatstone; da tale valore si risale alla
temperatura mediante un grafico di calibrazione resistenza/temperatura.

La calibrazione di un termistore si esegue ponendo il dispositivo in un termostato ad acqua, a-teémpe-
ratura regolabile, ed immergendo nello stesso termostato un termometro calibrato al decimo digrado;
si esegue quindi la lettura della resistenza a varie temperature.

Per eseguire la misura della temperatura in un corpo idrico a varie profondita il termistore.¢'collegato
ad un cavo su cui si segnano le distanze in metri. Si cala quindi il cavo e si registrano $walori misurati
alle varie profondita dopo che ¢ stato raggiunto l'equilibrio per ogni posizione. E conveniente eseguire
la misura sia in discesa che in risalita.

1.6. Espressione dei risultati
Tutti i risultati vengono espressi in gradi e decimi di grado della scala Celsius.

1.7. Precisione ed accuratezza
L'accuratezza, espressa come errore assoluto, € di 0,1 °C per i termometri~a’1/10 di °C.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).

45



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

ALLUMINIO

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

II metodo si basa sulla formazione di un composto tra I'alluminio e 1'8-idrossichinolina (ossina).apH 8
e sua estrazione in metilisobutilchetone (MIBK). La fase organica viene aspirata direttamnente nella
fiamma ossido di diazoto-acetilene di uno spettrofotometro ad assorbimento atomico e I'assorbanza
misurata alla lunghezza d'onda di 309,3 nm.

1l metodo consente la determinazione dell'alluminio in acque naturali e di scarico Tielfintervallo di
concentrazione da 0,05 a 1 mg L. Concentrazioni piu elevate possono essere determinate diluendo
opportunamente il campione in esame.

1.2. Interferenze e cause di errore

1l magnesio pud interferire negativamente in quanto al pH di estrazione pud precipitare l'ossinato di
magnesio col quale coprecipita anche I'alluminio, se si attende per piu di ‘tre minuti. Se si usa l'accor-
tezza di procedere all'estrazione dell'ossinato di Al nel pili breve tempo possibile non si verifica alcuna
interferenza anche con concentrazioni di magnesio superioria 1 g L™

Metalli pesanti, a concentrazioni superiori a 1 mg L™, possono provocare interferenze negative; per
eliminare quindi la possibilita di valori in difetto occorre aggiungere.a 100 mL di campione 2 mL di
una seluzione di cloruro di o-fenantrolina al 5%, agitare per L/minuto, lasciare a riposo ancora per 1
minuto e quindi proseguire come descritto al punto 1.5.2.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. La vetreria deve essete’accuratamente lavata con HNO; diluito e
caldo e sciacquata abbondantemente con acqua.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico munite’di bruciatore per flamma ossido di diazoto-ace-
tilene e corredato di tutti gli altri accessori necessari.

—  pH-metro, corredato di una coppia di elettrodi/vetro-calomelano.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e/l'acqua deve essere distillata e deionizzata.

Acido acetico glaciale {CH;COOH] (d=1,05)

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d =.1,19).

Soluzione di acido cloridrico diluiton(I+99). Aggiungere 1 volume di soluzione di acido cloridrico
concentrato a 99 volumi di acqua.

Soluzione di ammoniaca concentrata [NH,OHJ (d = 0,9).

Soluzione di ammoniaca diluita (1+1). Aggiungere 1 volume di soluzione di ammoniaca concentrata a
1 volume di acqua.

Soluzione di 8-idrossichinolina (ossina). Sciogliere 2 g di 8-idrossichinolina [CoH,NO] in 20 mL di
acqua, aggiungere 6.mL di acido acetico glaciale e diluire a 100 mL con acqua.

Metilisobutilchetone {4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E ne-
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perché il sol-
vente ¢ infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro scuro.

Soluzione tampone. Sciogliere 200 g di acetato d'ammonic [CH;COONH,] e 70 mL di soluzione di
ammoniagca concentrata in acqua e diluire la soluzione a 1.000 mL con acqua.
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Soluzione standard concentrata di alluminio (1 mL = 1 mg Al). Pesare | g di alluminio e sciogliere, in
beaker coperto, con 15 mL di acido cloridrico concentrato, scaldando leggermente. Quando la sola-
zione ¢ completa, trasferire quantitativamente in matraccio tarato da 1.000 mL e portare a volume
con acqua.

Soluzione standard diluita in alluminio (1 mL = 0,01 mg Al}. Diluire 10 mL della soluzione concen-
trata a 1.000 mL con acqua. Preparare questa soluzione al momento dell'uso.

1.5. Procedimento
Eseguire tutte le operazioni consigliate nel manuale dello strumento e selezionare la lunghezza d'onda
di 309,3 nm,

1.5.1. Taratura

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio ed alla fine di ogni'ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente la lettura pud essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre 100 mL di almeno quattro soluzioni di alluminio preparate partendo/dalla soluzione standard
diluita in altrettanti imbuti separatori da 250 mL. Per il bianco dei reattivi usare 100 mL di acqua. La
concentrazione di alluminio nel campione deve risultare compresa tra.i valori di concentrazione delle
soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ciascun imbuto 2 mL-di soluzione di 8-idrossichi-
nolina, 10 mL di soluzione tampone e agitare bene dopo ogni aggiunta:

Aggiungere immediatamente 10 mL di MIBK, agitare per 15 secondi ¢ attendere la separazione delle
due fasi. Scaricare la fase acquosa e raccogliere la fase organica in una beuta da 10 mL munita di
tappo di vetro smerigliato.

Regolare la fiamma aspirando il metilisobutil-chetone (MIBK), quindi aspirare la soluzione in fase or-
ganica in precedenza raccolta ed effettuare la lettura allo spettrofotometro di assorbimento atomico.
Tracciare il grafico di taratura, ponendo in ascissa le coficentrazioni di Al, espresse in mg L™, ed in or-
dinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del bianco dei reattivi.

1.5.2. Determinazione

Porre in un imbuto separatore da 250 mL 100 mL di campione (o un'aliquota inferiore diluita a 100
mL), portati a pH 4 utilizzando le soluzioni diluite di acido cloridrico /o ammoniaca. Aggiungere in
clascun imbuto 2 mL di soluzione di 8-idrossichinolina, 10 mL di soluzione tampone e agitare bene
dopo ogni aggiunta.

Aggiungere immediatamente 10 mL diMIBK, agitare per 15 secondi e attendere la separazione delle
due fasi. Scaricare la fase acquosa e raccogliere la fase organica in una beuta da 10 mL munita di
tappo di vetro smerigliato.

Regolare la flamma aspirando il metilisobutil-chetone (MIBK), quindi aspirare la soluzione in fase or-
ganica in precedenza raccolta ed.effettuare la lettura allo spettrofotometro di assorbimento atomico.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore dell'assorbanzay.corretta del valore del bianco, tramite il grafico di taratura, si risale alla
concentrazione dell'alluminio nel campione, espressa in mg L.

1.7. Precisione ed-accuratezza

Prove effettuate da quattro differenti laboratori su campioni di acque naturali e di scarico, prima e
dopo aggiunta di quantita note di alluminio (in modo da ottenere campioni con concentrazioni di 1 mg
L'} hanno datowalori della deviazione standard relativa inferiori al 2%, mentre i recuperi relativi delle
quantita aggiunte sono risultati compresi tra il 99 e il 100%.
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2. Determinazione colorimetrica (acque salmastre e marine)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso blu tra 'alluminio e il violetto pirocatechina ad un
pH ottimale di 6,1+6,2. L'acido ascorbico, usato come riducente, ha una funzione tampone con l'ace-
tato ammonico. L'assorbanza del complesso viene misurata allo spettrofotometro alla lunghezza
d'onda di 582 nm.

11 metodo ha una risposta lineare tra 0,005 e 0,140 mg L. 11 limite di rivelabilita & pari,a 0,3 pg L’
equivalente ad un'assorbanza netta di 0,011 in celle da 10 cm di cammino ottico. Concentrazioni pit
elevate possono essere determinate con celie a cammino ottico inferiore.

2.2. Interferenze ¢ cause di errore

L'interferenza negativa dei fluoruri é virtualmente eliminata addizionando ioni magnesio che formano
un complesso relativamente stabile con i fluoruri. E opportuna I'addizione di.l mg L™ di Mg"", seb-
bene il complesso MgF* ¢ naturaimente presente nell'acqua marina. Il ferro/forma complessi colorati
con il reagente, che possono essere minimizzati complessandolo con fenantrolina. La fenantrolina uti-
lizzata & sufficiente per 2,5 mg L™ di ferro. Anche il titanio trivalente formia.complessi colorati con il
violetto pirocatechina, ma per I'acqua di mare questa interferenza pud €ssere ignorata. L'allumino ¢ ra-
pidamente rilasciato dai recipienti di vetro, ¢ quindi necessario I'impiego di contenitori di polietilene o
PVC.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Recipienti in polietilene o PVC,

— Cilindri graduati in polietilene o PVC da 100 mL cen tappo dello stesso materiale.
— pH metro con elettrodi vetro-calomelano.

—  Spettrofotometro predisposto per vaschette a cammino ottico fino a 10 cm.

2.4, Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e 'acqua deve essere distillata o deionizzata. I reattivi de-

vono essere stoccati in contenitori di polietileng’o PVC.

Soluzione di acido solforico [HSO,] 4 5 M. Aggiungere cautamente 250 mL di acido solforico con-
centrato (d = 1,84) a 750 mL di acqua. Lasciare raffreddare e diluire a 1.000 mL.

Soluzione di idrossido di sodio [NaOHJ2 M. Disciogliere 80 g di idrossido di sodio in acqua e diluire
a 1.000 mL.

Soluzione di acido ascorbico [CsH3Og]. Disciogliere 7 g di acido ascorbico in 100 mL di acqua. Se
conservata in frigorifero, la soltizione ¢ stabile per settimane e puo essere usata fino a che rimane
incolore.

Soluzione di 1, 10-fenantroling [C,,HsN,»HO]. Disciogliere 0,2 g di reagente in 100 mL di acqua a
80°C circa. La soluzione.¢ stabile.

Reagente misto. Miscelare volumi uguali delle soluzioni di acido ascorbico e di 1,10-fenantrolina. Se
necessario aggiungere/una piccola quantita di soluzione standard di alluminio. Conservata in frigo-
rifero la miscela é stabile per circa due settimane.

Reagente PV. Disciogliere 75 mg di violetto pirocatechina {C;9H;40,8] in circa 20 mL di acqua, infine
diluire a 200 mL con acqua. Conservato in frigorifero, il reagente ¢ stabile per mesi.

Soluzione di atetato ammonico [CH;COONH,]. Preparare una soluzione pressoché satura dissolvendo
100 g di acetato ammonico in 100 mL di acqua.

Soluzione di solfato di magnesio [MgSO7H;0]. Disciogliere 75 g di solfato di magnesio eptaidrato e
0,75.g d1i bicarbonato di sodio [NaHCO,] in 110 mL di acqua. 11 volume (150 mL) contiene 50 g di
Mg e,
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Soluzione di EDTA. Disciogliere 300 mg di sale bisodico dell’acido etilendiammino tetracetico in 20
mL di acqua ¢ neutralizzare con 0,5 mL di soluzione di NaCH 2 M.

Soluzione standard di alluminio (1 mL = 0,1 mg di Al). Disciogliere 176 mg di solfato di potassio &
alluminio dodecaidrato [KAI(SO.),*12 H,CO] in acqua. Aggiungere 0,2 mL di soluzione di H;SQy
4,5 M e diluire a 100 mL con acqua. .

2.5. Procedimento

2.3.1. Taratura

A 50 mL di acqua aggiungere 1 mL di ciascuno dei seguenti reagenti: soluzione di EDTA( reagente
misto, reagente PV e soluzione di acetato ammonico. Mescolare vigorosamente tra un'aggiunta e 1'al-
tra. Ad una seconda porzione della stessa acqua aggiungere 1 mL di soluzione di selfato di magnesio
al posto della soluzione di EDTA e tutti gli altri reagenti citati, mescolando vigorosamente tra un'ag-
giunta e T'altra. Dopo 40+50 minuti si misurano entrambe le assorbanze a 582 fim contro acqua nella
cella di riferimento.

Nel campione contenente EDTA si ottiene il colore del reagente PV al pH' di reazione. L'assorbanza
netta deve avvicinarsia 0,12,

Nel secondo campione I'alluminio ¢ in grado di reagire. Se l'assorbanza‘del campione ¢ inferiore a
0,30, & richiesta una piccola costante addizione di alluminio affinchéla curva standard sia conforme
alla legge di Lambert-Beer da 5 pg L™ in poi. L'ammontare di alluminio richiesto pud essere comoda-
mente incorporato nel reagente misto: da 0,05 a 0,10 mL di soluzione standard per 50 mL di reagente
misto. La taratura finale si oftiene con aliquote di 50 mL di acqua contenti 0 ¢ 10 pg L™ di Al, aggiun-
gendo i reagenti come descritto sopra per il secondo campione’

Il fattore F si calcola con la seguente espressione:

F(10cm) = 10/(A,-A¢),

dove Ay ¢ I'assorbanza dello standard e A, ¢ Vassorbanza del bianco.

Il valore di F deve essere vicino a 27.

Per il calcolo & anche richiesto il "valore zero" della’ reazione. Questo valore si ottiene dalla relazione
A,=Ap-A,, dove A, ¢ l'assorbanza di taratura ¢ A{, ¢ l'assorbanza che si ottiene sostituendo l'acqua allo
standard. E opportuno ripetere questa lettura giando si rinnova anche uno soltanto dei quattro princi-
pali reagenti.

Per ottenere il fattore F ¢ il "valore zero™dovendo operare su campioni previamente acidificati, ripe-
tere la taratura finale usando 50 mL diacqua acidificata e alcalinizzando il reagente PV con 0,45 mL
di idrossido di sodio per ottenere il pH.corretto. E raccomandabile un controllo con un pH-metro.

2.5.2. Determinazione

Se i campioni non sono stati previamente acidificati, la determinazione deve essere condotta entro
un'ora dal campionamento,

Porre 50 mL di campionelin yn contenitore plastico di volume adeguato, addizionare 1 mL ciascuno
dei reagenti: solfato di magnesio, reagente misto, reagente PV e acetato ammonico. Mescolare vigoro-
samente tra un'addizione/e T'altra. Per correggere le intetferenze del ferro e della torbidita addizionare
1 mL di reagente mistoje 3 mL di acqua in una seconda aliquota di 5¢ mL di campione. Dopo 40+50
minuti misurare I'assorbanza contro acqua in celle da 10 ¢m a 582 nm. Per campioni previamente aci-
dificati, addizionare 0,45 mL di idrossido di sodio come quinto reagente. Preparare una seconda ali-
quota da 50 mL, per la correzione del colore e della torbidita (A.,) addizionando 1 mL di reagente mi-
sto, 0,45 mL di idrossido di sodio e 3 mL di acqua.
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2.6. Espressione dei risultati
Calcolare 1a concentrazione dell'alluminio espressa in mg L™ con I'espressione:

Alluminio reattivo (mg L)~ 1.000+F+(A,-A,-A,)

dove:
F = fattore di taratura;
A = assorbanza del campione;
A, = "valore zero" di taratura,
Ay = assorbanza del campione di correzione.

La determinazione dell'alluminio con reagente PV fornisce la concentrazione del metallo in forma so-
lubile e colloidale inorganica. E anche possibile che alcuni deboli complessi ofganici dell'alluminio
possanoc reagire.

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione, per quantitd minori 1 pg L, & pari a £15% mentre & pari a£5% per quantitd superiori.

Bibliografia
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Verlag.Chemie.
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AZOTO AMMONIACALE

1. DBeterminazione colorimetrica al blu indolfenolo

1.1. Principio del metodo

L’ammoniaca viene determinata utilizzando il metodo colorimetrico al blu indofenolo. Il metodo si
basa sulla reazione, in soluzione alcalina (pH 10,3+10,8), tra ammoniaca e ipoclorito con/formazione
di monocloroammina che, in presenza di fenolo, di un opportuno catalizzatore e di un eccesso di ipo-
clorito, forma un complesso colorato, noto come blu indofenolo. L’intensitd di tale complesso viene
misurata con uno spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 635 nm.

It metodo & applicabile alle acque naturali, dolei, salmastre © marine, alle acque potabili ¢ agli scarichi
industriali e domestici.

1l lmetodo pud essere impiegato per concentrazioni di azoto ammoniacale comprese tra 0,04 e 1 mg
L.

1.2. Interferenze e cause di errore

Tra le sostanze inorganiche, gli ioni mercurio interferiscono impedendo la reazione, di conseguenza i
campioni non devone essere conservati con HgCl,. Interferenze sono-state inoltre osservate in pre-
senza di ferro, rame e zinco a concentrazioni 100 volte superioria.quella defl’ammoniaca. Nel caso di
acque salmastre o marine gli joni calcio & magnesio sono presenti in quantitd sufficienti per causare
problemi di precipitazione che possono essere eliminati corvl’aggiunta di una soluzione di citrato di
sodio. Non interferiscono i comuni sali di sedio, potassio e bario! Il bromo interferisce perché reagisce
con il fenolo per dare tribromofenolo. L’urea non interfefisce fino a concentrazioni di 1 g L', morfo-
lina: 10 mg L™, cicloesilammina: 80 mg L™, idrazina: 40'\mg'L", n-ottadecilammina: 8 mg L.

1 pH deve essere compreso tra 10,4 e 11,3 poiché laformazione di blu indofenclo & quantitativa solo
in questo intervallo di pH. A valori di pH superiori.a 14,3, 'ammoniaca viene parzialmente ossidata a
nitrito e, a valori pit bassi di 10,4 la costante di formazione del complesso colorato & minore e la
reazione non € quantitativa.

E opportuno infine effettuare la determinazione entro breve tempo dal prelievo, se il ritardo
dell’analisi supera 1 ora i campioni devono essere conservati in bottiglie di polietilene, al buio ¢ in
luogo fresco. Per sopprimere le attivita biologiche ¢ necessario procedere ad un rapido congelamento o
ad un'aggiunta di una soluzione alcoolica di fenolo al 10%, 0,5 mL per 100 ml di campione.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio, preventivamente lavata con una seluzione acida di acido cloridrico
(1:1) e quindi abbondantemente risciacquata in acqua bidistillata preparata di recente ed esente da
ammoniaca.

— Spettrofotometro che consenta misure a 635 nm, munito di celle con cammino ottico da 1 e 10 em.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi utilizzati-devono essere puri per analisi. .’acqua usata deve essere bidistillata o deioniz-
zata e distillata. In quest’ultimo caso occorre tener presente che alcune resine scambiatrici possono ri-
lasciare sostanze erganiche contenenti ammoniaca. In linea generale & opportuno procedere ad una du-
plice distillazione, ‘aggiungendo, nel secondo stadio di distillazione, 2 mL di acido solforico concen-
trato [H,504] & I'g di persolfato di potassio [K,S,05] per ogni litro di acqua. Con questo procedimento
I’acqua preparata di fresco nen dovrebbe contenere piti di 5 pg L™ di N-NH.

Soluzionedifenolo 100 g L', Sciogliere 10 g di fenolo [C¢HsOH] in 100 mL di alcool etilico al 95%.

La seluzione conservata in bottiglia scura e in frigorifero & stabile per 24 ore.
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Soluzione di nitroprussiato di sodio 5 g L. Sciogliere 0,5 g di pentacianonitrosilferrato(I1T) di sodio
diidrate [Na,Fe(CN);NO+2H,0] alcalinizzato con qualche goccia di NaOH al 10% in 100 mL dij
acqua. La soluzione va conservata in bottiglia di vetro scuro e deve essere preparata giornalmente.

Soluzione di ipoclorito di sodio al 5% (mA) di cloro attivo. Diluire opportunamente con acqua una
soluzione a titolo noto di ipoclorito di sodic [NaClO] concentrato. La soluzione si decomponé-len-
tamente e va conservata in bottiglia scura; il suo titolo va controllato spesso.

Soluzione di citrato di sodio 200 g L Sciogliere 100 g di citrato trisodico diidrato [Na;C¢HsQ7+2H,0]
e 5 g di idrossido di sodio [NaOH] e diluire a 500 m1L. con acqua; questa soluzione va conservata in
bottiglie di polietilene.

Soluzione ossidante. Mescolare 100 mL di soluzione di citrato di sodio € 25 mL di soluzione di ipoclo-
rito di sodio. La soluzione va preparata al momento dell’uso.

Soluzione di idrossido di sodio 0,1 M. Sciogliere in acqua 4 g di idrossido di sodio [N4OH] e diluire a
1.000 mL con acqua.

Soluzione di acido solforico 0,05 M. Versare, lentamente e raffreddando, 2,8 mL.di acido solforico
concentrato [HySO;] (d = 1.84) in circa 500 mL di acqua ¢ diluire a 1.000 mL.

Soluzione concentrata di azoto ammoniacale (1 mL ~ 0,4 mg di N-NH;). Sciogliere 1,483 g di cloruro
di ammonio anidro [NH,CI], preventivamente essiccato a 100°C e portato a peso costante, in acqua
bidistillata e portare il volume a 1.000 mL.

Soluzione diluita di azoto ammoniacale (1 mL =~ 0,004 mg di N-NH;). Diluire 10 ml di soluzione con-
centrata di azoto ammoniacale in acqua bidistillata e portare il volume della soluzione a 1.000 mL.

1.5. Procedimento

1.5.1. Titolo della soluzione di ipoclorito di sodio

Prelevare 1 mL di soluzione di ipoclorito di sodio in una beuta’da 250 mL; aggiungere 40+-50 mL di
una soluzione alcalina a titolo noto di triossido di diarsenico [As;04] 0,1 N (veleno); agitare; aggiun-
gere acido solforico 0,05 M fino a che la soluzione ¢ ‘debolmente acida al tornasole blu; aggiungere
cautamente 50 mL di una soluzione al 3% (m/v) di bicarbonato di sodio [NaHCO;] e 2 mL di una so-
luzione di salda d’amido come indicatore.

Titolare 1’eccesso di arsenico(IIl) con una soluzione.a titolo noto di iodio 0,1 N fino alla prima com-
parsa di un colore azzurro pallido.

Se si ¢ prelevato 1 mL della soluzione di ipoclorito, la percentuale di cloro attivo é:

Cl% =(V a5-V)*0,3545

dove:
Vas = volume in mL di soluzione di arsenico 0,1N;
Vi = volume in mL di soluzione di iodio 0,1N.

1.5.2. Taratura

Prelevare dalla soluzione di azoto’ammoniacale diluita volumi variabili da 0 a 10 mL corrispondenti a
0 (bianco); 0,004;........ ; 004 thg L' di N-NH; e introdurre in cilindri graduati da 100 mL muniti di
tappo smerigliato; diluire a 50 mL ed aggiungere, agitando dopo ogni aggiunta, 2 mL della soluzione
di fenolo, 2 mL della soluzione di nitroprussiato e 5 mL della soluzione ossidante.

Per un corretto sviluppoidel colore il pH della soluzione finale deve essere compreso tra 10,3 e 10,8;
se ¢io non si verifica, la“*soluzione di citrato” deve essere modificata opportunamente.

Lasciare ciascun ¢ampione a riposo per 1 ora a 20+22°C e misurare allo spettrofotometro o al colori-
metro le assorbanze delle soluzioni alla lunghezza d’onda di 635 nm usando celle da 1 em di cammino
ottico. Tracciare il grafico di calibrazione ponendo in ascissa i mg di N-NHa, presenti nei 59 mL sotto-
posti a misura ‘e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del bianco dei reattivi.
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1.5.3. Dosaggio

Se necessario neutralizzare un volume “noto” del campione con volumi “noti” di NaOH 0,1M o
H,80, 0,05M.

In un cilindro graduato da 100 mL, munite di tappo smerigliato, introdurre 50 mL di campione neutra-
lizzato, oppure un’aliquota Ve da diluire nel cilindro a 50 mL. Aggiungere, agitando dopo ogni-ag-
giunta, 2 mL della soluzione di fenole, 2 mL della soluzione di nitroprussiato e 5§ mL della soluzione
ossidante.

Per un corretto sviluppo del colore it pH della soluzione finale deve essere compreso tra 10,3 e 10,8;
se ¢i¢ non si verifica, la “soluzione di citrato” deve essere modificata opportunamente.

Lasciare il campione a riposo per 1 ora a 20+22°C e misurare allo spettrofotometro o.al colorimetro
l'assorbanza alla lunghezza d’onda di 635 nm usando celle da | cm di cammino ottico:

1.6. Espressione dei risultati
La quantita di azoto ammoniacale presente nel campione & data:

1000«a+Vd
N-NH; (mg L") =————
VesV
dove:
v = volume in mL del campione in esame eventualmente sottoposto a diluizione;
Vd = volume in mL cui si ¢ diluito il volume V di campione in esame; se non si & proce-
duto a diluizioni V = V{;
Ve = volume in mL della soluzione diluita (Vd) del’campione in esame prelevato per il
dosaggio spettrofotometrico;
a = mg di N-NH;, ricavati dal grafico di taratura/presenti nei 59 mL finali e quindi nel

volume Ve.

La quantitd di ione ammonio presente nel campione-&'data:

NH,;* (mg L") = mg L' (N-NH;) * 1,2879

1.7. Precisione ed accuratezza

Il metodo & preciso entro il 7% ed/c accurato entro + 10+15%. Precisione ed accuratezza maggiori
(3%) si hanno in acque non troppo dure e/o non troppo saline e/o poco inquinate, senza “specifiche
interferenze”.

2. Determinazionepotenziometrica

2.1. Principio del metodo

11 metodo si basa sull'impiego dell'elettrodo specifico del tipo a diffusione gassosa per la determina-
zione dell'ammeoniaca in campioni di acqua previamente alcalinizzati. Una membrana permeabile al
gas consente il passaggio dell'ammoniaca dalla soluzione in esame alla soluzione interna all'elettrodo;
l'entitd di tale’passaggio dipende dalla concentrazione dell'ammoniaca nella soluzione in esame ed &
quantitativamente misurata attraverso una variazione del pH dello strato di elettrolita a piu stretto
contatto della-parete interna della membrana. Il metodo ¢ di facile manualita e rapida esecuzione.

11 metodo.pud essere applicato alle acque naturali, dolci, salmastre e di mare. La determinazione puo
anche essere effetiuata in soluzioni colorate o torbide. L'intervallo di concentrazione utile & compreso
tra 0,5% 1.000 mg L! di N-NH;.
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2.2. Interferenze e cause di errore

Metilammina ed etilammina 1nterferlscono fornendo valori in eccesso di ammoniaca ed inoltre per
concentrazioni magglorl di6e9mgL! rispettivamente, comspondentl a circa 3 mg L di N-NHj,
I'elettrodo non si stabilizza; anche idrazina, cicloesilammina ed ammine alifatiche a 6, 7, 8 atomi di
carbonio interferiscono per concentrazioni maggiori di 1 mg L. Queste interferenze possono essere
eliminate per diluizione. Urea, cloroammina e amminoacidi inferiori, in particolare I'acido amminoa-
cetico e l'acido aspartico, non interferiscono. Tra i tensioattivi, interferiscono soltanto quelli/ionici. In
partlcolare i tensioattivi cationici forniscono valori in eccesso se presenti a concentrazlone maggiore di
1 mg L', mentre gli anionici, se presenti a concentrazione maggiore di 50 mg L™, provdcano lo sfal-
damento della membrana, avvertibile da un suo viraggio al colore giallo. Questa 1nterferenza puo es-
sere eliminata per distillazione o per dllulzlone Fra gli ioni metallici interferisce il mercurio se pre-
sente a concentrazione superiore a 0,2 mg L. La temperatura deve essere la stessa entro + 1 °C per le
operazioni di standardizzazione e per quelle di misura. Analogamente, ai fini di.uina maggiore preci-
sione e accuratezza delle misure, ¢ opportuno che anche la forza ionica vari enfro limiti modesti,
eventualmente con I'impiego di un tampone di forza ionica. Comunque la déterminazione non viene
pregiudicata dalla impossibilita di operare secondo questo accorgimento. DisCorso analogo puo farsi
per la pressione osmotica, per la quale, se possibile, deve evitarsi una differenza troppo marcata di
valori per le due soluzioni a contatto con le due facce della membrana. Patticolare attenzione infine
deve essere posta nell'assicurarsi dell'integrita della membrana.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio preventivamente lavata con/uina soluzione acida di acido cloridrico
(1:1) e quindi abbondantemente risciacquata in acqua bidistillata preparata di recente ed esente da
ammoniaca.

- Elettrometro con scala espansa. L'elettrometro deve/ essere in grado di apprezzare variazioni di
+ 0,5 mV e deve essere possibilmente fornito di sistéma'a compensazione (controcorrente) e di re-
gistratore grafico.

— Elettrodo a membrana. Elettrodo a membrana.a'diffusione gassosa per ammoniaca. L'elettrodo
deve essere conservato seguendo rigorosamente 1¢ istruzioni della ditta costruttrice. Prima dell'uso
l'efficienza dell'elettrodo deve essere verificata eseguendo i seguenti controlli: pendenza (funzione
della temperatura), tempo di risposta (funzione della concentrazione di ammoniaca), riproducibi-
lita, intervallo di concentrazione con risposta lmeare Prove eseguite con un elettrodo commerciale
di buona qualita conservato in una soluzione 10* M in cloruro di ammonio e 10" M in idrossido di
sodio, hanno fornito i seguenti risultati:

- tempo di risposta: per concentrazioni dell'ordine di 1 mg L di N-NHj; il tempo di risposta &
dell'ordine dei 2030 secondi e comunque non superiore ai 6080 secondi;
- ripetibilita dei dati: intorno-al*5%;
- intervallo di concentraziongé in cui 11 diagramma potenziale dell'elettrodo-logaritmo della con-
centrazione ¢ lineare: 1+1000 mg L™; il limite inferiore puo essere abbassato fino a 0,1 mg L
a condizioni di operate.con amblentamento dell'elettrodo in tampone a pH 4 per qualche ora,
con grandi volumi dixcampione (dell'ordine del litro) e tempi piu lunghi di stabilizzazione.
- coefficiente angolare del tratto lineare del suddetto grafico (esso ¢ funzione della temperatura):
57,5 mV per decade di concentrazione a 18°C, 59,5 mV per decade di concentrazione a 25°C.
— Agitatore meccahico, possibilmente ad acqua; in sua mancanza, agitatore elettromagnetico.
— Termostato. Le misure devono essere preferibilmente eseguite in termostato a £1°C.
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2.4. Reattivi

Acqua distillata esente da ammoniaca, ottenuta facendo passare I'acqua distillata attraverso una co-
lonna di scambiatore ionico a letto misto.

Soluzione di idrossido di sodio 10 M. Sciogliere 400 g di idrossido di sodio [NaOH], esente da ammo-
niaca in 800 mL di acqua, lasciare raffreddare e diluire a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard concentrata di cloruro di ammonio (1 mL = 1 mg N-NH;). Pesare con 'approssi-
mazione di +1 mg intorno a 3,819 g di clorure di ammonio anidro [NH,ClI] seccato a 110°C; scio-
gliere in acqua e diluire a 1.000 mL.

Soluzione standard diluita di cloruro di ammonio (I mL = 0,01 mg N-NH;). Prelevare 10 mL della
soluzione standard concentrata e diluire ad 1.000 mL con acqua. Quando si analizzano campioni di
acqua marina, gli standard debbono essere preparati sciogliendo il cloruro di ammonio in acqua di
mare sintetica.

Acqua di mare sintetica. Sciogliere in 1.000 mL di acqua i seguenti sali esenti da*ammoniaca: NaCl
24,53 g; MgCly*6 H,O 11,1 g; Na,SO4 4,09 g; CaCl,»2H,0 1,54 g; KCI 0,69 g; NaHCO, 0,2 g;
KBr 0,1 g; H;BO; 0,03 g; SrCly*6H,0 0,05 g; Nal 0,003 g.

2.5. Procedimento
Si possono applicare tanto il metodo della retta di taratura che quellordelle aggiunte. In ogni caso la
soluzione in esame deve essere preliminarmente alcalinizzata a pH % 12.

2.5.1. Metodo della retta di taratura

Preparare soluzioni a concentrazione nota di ammoniaca nelliintervallo 0,5+1.000 mg L™ utilizzando
la soluzione standard concentrata e/o diluita di cloruro di ammonio, aggiungere 1 mL della soluzione
di NaOH 10 M e portare a 1.000 mL con acqua; chiudere il beaker contenitore con parafilm: agitare la
soluzione energicamente, ma non tanto da provocare vorticiy/a stabilizzazione raggiunta leggere il po-
tenziale dell'elettrodo a membrana contro un elettrodo di riferimente procedendo dalle soluzieni pin
diluite a quelle pit concentrate. Utilizzare la retta E = f{log Cy.nns) che viene cosi determinata, per do-
sare la concentrazione dell'ammoniaca nel campione \in esame, che deve essere trattato esattamente
allo stesso modo delle soluzioni impiegate per la taratura.

2.5.2. Mefodo delle aggiunte

A 100 mL del campione aggiungere 1 mL della soluzione di NaOH 10 M e 10 mL di soluzione stan-
dard a concentrazione C,, quanto piut possibile vicina a dieci volte quella della soluzione incognita,
leggendo il potenziale prima e dopo I'aggiunta. Dal valore della differenza di potenziale (AE) é possi-
bile ricavare la concentrazione incognita C,, nota quella dello standard C..

2.6. Espressione dei risultati

Dal valore di E efo AE tramite tabelle fornite dalla casa costruftrice dell’elettrodo si risale al valore
N-NH; mg L.
La quantita di ione ammonio ‘presente nel campione ¢ data:

NH," (mg L™y = mg L' (N-NH;) * 1,2879
2.7 Precisione ed accuratezza

La riproducibilitd &-dell'ordine di £4%; l'accuratezza varia tra il 3 ed il 7%, nell'intervallo di concen-
trazione 1+100.mg L' di N-NH,.
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3. Determinazione per distillazione

3.1. Principio del metodo

L’ammoniaca, essendo una base debole facilmente volatile, pud essere separata quantitativamenté-da
una soluzione acquosa mediante distillazione ad un pH intorno a 7,4.

Poiché le acque naturali hanno in genere differenti valori di pH e diverse proprieta tamponantis-al fine
di mantenere il pH necessario durante il processo di distillazione, viene aggiunta al campionie una so-
luzione tampone di fosfato.

L’ammoniaca pud essere determinata per via colorimetrica con reattivo di Nessler, o per’titolazione
con H,SO, usando come indicatore il rosso di metile.

3.2. Interferenze e cause di errore

Lo ione calcio interferisce nel metodo per distillazione perché reagisce con il fosfato abbassando il pH
e se la concentrazione di calcio supera i 250 mg L™ occorre aggiungere un volume maggiore di tam-
pone fosfato. Alcune ammine alifatiche ed aromatiche, cloroammine organiche, acetone, aldeidi, al-
cool e altri composti organici causano torbidita e producono, per aggiunta delteattivo di Nessler, colo-
razioni anomale; pur non essendo possibile eliminare tale interferenza, si consiglia di procedere con il
metodo per distillazione. Anche I’'H,S puo produrre intorbidamento; in.tal caso si aggiunge del carbo-
nato di piombo prima della distillazione. Le ammine interferiscono nel metodo per titolazione perché
essendo basi reagiscono con il titolante. Alcune sostanze volatili, come la formaldeide, possono essere
rimosse mediante ebollizione a basso pH prima di procedere alladistillazione o all’aggiunta del reat-
tivo di Nessler. Qualora si utilizzi il metodo colorimetrico diretfo, in presenza di acque torbide o colo-
rate, si aggiunge un flocculante quale I’idrossido di zinco e, se, sono rimasti ioni calcio o magnesio in
soluzione, occorre stabilizzarli per aggiunta di una soluzione'di EDTA per evitare che precipitino dopo
aggiunta del reattivo di Nessler.

3.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio preventivamente lavata con una soluzione acida di acido cloridrico
(1:1) e quindi abbondantemente risciacquata in acqua bidistillata preparata di recente ed esente da
ammoniaca.

—  Spettrofotometro o fotometro a filtri per misure tra 400 e 425 nm dotato di celle di cammino ottico
dala$cm.

— Distillatore comprendente un pallonedella capacita di 1.000+1.500 mL e un refrigerante; tutto co-
struito in vetro pyrex.

3.4. Reattivi

Tutte le soluzioni devono essere preparate utilizzando prodotti puri e con acqua bidistillata esente da

ammoniaca. L’ammoniaca puo.essere eliminata per distillazione, previa aggiunta di acqua di bromo o

acqua di cloro in modo da ottenere un alogeno residuo di 2+3 mg L™, o per scambio ionico utilizzando

una colonna costituita da una‘resina scambiatrice di cationi fortemente acida e una scambiatrice di

anioni fortemente basica.

Soluzione di tampone fosfato (pH 7,4). Sciogliere 14,3 g di fosfato monopotassico anidro [KH,PO,] e
68,8 g di fosfato bipotassico anidro [K,HPOy] e portare a 1.000 mL con acqua bidistillata.

Soluzione di acido borico. Sciogliere 20 g di acido borico anidro [H;BOs] in acqua bidistillata e diluire
ad 1.000 mL.

Soluzione standard'concentrata di cloruro di ammonio (1 mL = 1 mg di NH,"). Sciogliere 2,9655 g di
cloruro dijammonio anidro [NH4CI] seccato in stufa a 100 °C, e portare ad 1.000 mL con acqua
bidistillata:

Soluzione standard diluita di cloruro di ammonio (I mL = 0,01 mg di NH,"). Prelevare 10 ml di solu-
zioneconcentrata di cloruro di ammonio e diluire a 1.000 mL con acqua bidistillata.

56 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

Acido solforico I N, Aggiungere con cautela 28 mL di H,SOy concentrato (d = 1,84) a 500 mL di ac-
qua bidistillata quindi portare if volume a 1.000 mL.

Acido solforico 0,02 N. Preparare una soluzione standard di acido solforico 0,02 N per diluizione defla
soluzione 1 N con acqua bidistillata, determinare quindi il titolo esatto.

Indicatore rosso di metile. Sciogliere 0,1 g di rosso di metile e diluire a 100 mL con acqua bidistillata.

Idrossido di sodio 1 N. Sciogliere 40 g di idrossido di sodio [NaOH] in acqua bidistillata e diluire a
1.000 mL.

Tiosolfato di sodio 0,0143 N. Sciogliere 3,5 g di tiosolfato di sodio [Na,S,0+*5H,C] in acqua bidistil-
lata e portare il volume a 1.000 mL.

Solfito di sodio 0,0143 N. Sciogliere 0,9 g di solfito di sodio [Na,SOs] in acqua bidistillata e portare il
volume a 1.000 mL.

Arsenito di sodio 0,0143 N. Sciogliere 1 g di arsenite di sodio [NaAsQ:]in acqua bidistillata e portare
il volume a 1.000 mL.

Reattivo di Nessler (tossico). Sciogliere 100 g di ioduro mercurico [Hgls] e 70 g-di icduro di potassio
[KI] in una piccola quantitd di acqua bidistillata ed aggiungere lentamente e sotto costante agita-
zione questa miscefa ad una soluzione fredda di 500 mL di acqua bidistillata contenente 160 g di
NaOH. Portare il volume finale della soluzione a 1.000 mL. Tale reattivo, conservato al buio in re-
cipienti di vetro pyrex, si mantiene stabile per circa un mese. Il reattivo deve comunque conside-
rarsi alterato se, aggiunto a 50 mL di una soluzione contenente 0,1 mg L™ di ammoniaca, non svi-
luppa la colorazione caratteristica entro 10 minuti o se, entro 2 ore dall’aggiunta, si osserva la for-
mazione di un precipitato.

3.5. Procedimento

3.5.1. Preparazione del distillatore

L’apparecchio di distillazione deve essere privo di tracce di ammoniaca. A tal fine introdurre nel pal-
lone 500 mL di acqua bidistillata ¢ 10 mL di tampone/fosfato e lasciare distillare fino a quando il di-
stillato non dia reazione negativa con reattivo di Nessler. L’apparecchio di distillazione deve essere
preservato dal contatto con vapori di ammoniaca; proteggere la beuta di raccolta con una trappola di
acido solforico.

3.5.2. Preparazione del campione

Introdurre nel distillatore 500 mL del campione da esaminare, o un’aliquota diluita a 500 mL con ac-
qua bidistillata. Qualora il contenuto di, ammoniaca fosse inferiore a 0,05 mg L™ oppure se, dopo la
determinazione dell’ammoniaca, dovesse essere determinato I’azoto albuminoideo, & opportuno im-
piegare volumi maggiori di acqua (750+1.000 mL). Per rimuovere il cloro residuo, eventualmente pre-
sente, aggiungere una quantita equivalente di una soluzione ad azione decolorante (tiosolfato di sodic
o solfito di sodio o arsenito di sodio). Neutralizzare, se necessario, il campione a pH 7 con acido o con
base e quindi aggiungere 10 mk. di tampone di fosfato. Dopo questa aggiunta il pH dovrebbe essere
7,4 in caso contrario ¢ possibile aggiungere altri 10 mL di soluzione tampone. Nel caso in cui il conte-
nuto di calcio fosse superiore/@)250 mg L™ aggiungere prima 40 mL di soluzione tampone quindi por-
tare il pH a 7,4 con acido o con base.

3.5.3. Distillazione

Introdurre il campione/di acqua, tamponato, decolorato e neutralizzato nell’apparecchio di distilla-
zione e lasciare distillare alla velocita di 6+10 mL minuto™, fino a reazione negativa del reattivo di
Nessler. Lavare infine il refrigerante con una piccolo volume di acqua distillata (5+10 mL) e unire
quest’ultimosal distillato. Quando il contenuto di ammoniaca risulta superiore a 0,05 mg, & necessario
raccogliere il distillato in 50 mL di una soluzione di acido borico ed & opportuno aggiungere ulteriori
50 mL di soluzione di acido borico per ogni mg in pitt di ammoniaca.
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3.5.4. Dosaggio
L’ammoniaca pud essere dosata sia per via colorimetrica che per via volumetrica.

3.5.4.1, Dosaggio colorimetrico

Aggiungere 1 mL di reattivo di Nessler a 50 mL di distillato o ad un’aliquota diluita a 50 ml con acqua
bidistillata esente da ammoniaca. Operare sia per gli standard che per il bianco nelle stesse condizioni
di temperatura e tempo di reazione adottate per il campione. Dopo 10 minuti dali’aggiunta del reattivo
di Nessler, determinare per via fotometrica o per comparazione visuale ’intensita di colore delle solu-
zioni. Per campioni con concentrazioni di ammoniaca molto basse la lettura pud essere effettuata dopo
30 minuti datl’aggiunta del reattivo.

Misurare I’assorbanza con uno spettrofotometro operante tra 400 e 425 nm, eseguendo le/letture con-
tro il bianco dei reattivi. Si costruisce una retta di taratura riportando in un grafico le\assorbanze degli
standard in funzione delle concentrazioni di ammoniaca presenti. E preferibile cestruire una curva di
taratura utilizzando standard con concentrazioni di ammoniaca in prossimita del valore presente nel
campione.

3.5.4.2. Dosaggio volumetrico

Aggiungere al distillato raccolto in acido borico tre gocce di rosso dimetile ¢ titolare con una solu-
zione a titolo noto di acido sofforico 0,02 N fino al viraggio dell’indicatore. Determinare il bianco dei
reattivi titolando lo stesso volume di acqua distillata ¢ di acido borieg/impiegati nel processo di distil-
lazione e apportare le dovute correzioni.

3.6. Espressione dei risultati

3.6.1. Dosaggio colorimetrico

L’ammoniaca totale nel volume originale di campione & data dalla somma dei valori trovati in cia-
scuna aliquota di distillato. Qualora ne! dosaggio colotimetrico venisse utilizzata una porzione rappre-
sentativa del distillato totale, I’'ammoniaca puo essete calcolata applicando la seguente formula:

p*B

NH. (mgl.") = = 1.000

dove:

= mgdi NH," trovati colorimetricamente;

mL di distillato totale raccolto, compresi i mL di HsBOs;
mL di campione originale posto a distillare;

= mL di distillato impiegato per il dosaggio.

oaowmT
I

La quantita di azoto ammoniacale¢ data da:

N-NH; (mg L")y =mg L' (NH," 0,78
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3.6.2. Dosaggio volumetrico
L’ammoniaca presente nel campione puo essere calcolata secondo la formula:

(a-b)+ N« 18 » 1.000
C

NH," (mgL™")=

dove:

= mL di H,80, utilizzati per il campione;
mL di H,SO, utilizzati per il bianco;

mL di campione originale posti a distillare;
= normalita dell’ H,SO,.

ZOo®
il

La quantita di azoto ammoniacale ¢ data da:
N-NH; (mg L") =mg L'' (NI, » 0,78

3.7. Precisione ed accuratezza

Il reattivo di Nessler, preparato di fresco, consente di rilevare 2 pg'di ammoniaca in 50 mL di solu-
zione; tuttavia & difficile avere la riproducibilita dei risultati per/cencentrazioni inferiori a 6 pg in 50
mL. Con il metodo colorimetrico ¢ possibile raggiungere una precisione di £5%.

1l dosaggio volumetrico, per concentrazioni di ammoniaca comprese tra 5 e S0 mg L™ ¢ pia preciso di
quello colorimetrico, con una deviazione standard di + 0.5 mg 1

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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AZOTO NITRICO

1. Determinazione colorimetrica

1.1. Principio del metodo

1l metodo si basa sulla reazione tra i nitrati ¢ il salicilato di sodio in soluzione acida per acido solfo-
rico. Il composto ottertuto ha, in soluzione alcalina, un colore giallo stabile misurabile spettrofotome-
tricamente alla lunghezza d'onda di 420 nm.

11 metodo & applicabile nell'intervallo di concentrazione da 0,5 a 5 mg L™ di azoto nitrico ed ¢ applica-
bile alle acque naturali e di scarico.

1.2, Interferenze e cause di errore

Se il campione ¢ torbido, ad un'aliquota di campione aggiungere qualche pastiglia-di idrossido di sodio
per portare il pH a circa 8,5, agitare dopo aver aggiunto 0,5 g di carbone attivo, filtrare ed eseguire sul
filtrato il dosaggio dell'azoto nitrico.

Se sono presenti sostanze colorate, a 50 mL di campione aggiungere 1 g di.carbone attivo ed agitare
energicamente per 5 minuti. Filtrare e sul filtrato eseguire il dosaggio dell'azoto nitrico.

Se & presente sostanza organica a basse concentrazioni (per esempio BODs = 25 mg L e COD = 110
mg L), i risultati non dipendono dal pretrattamento con carbone aftive.

I cloruri non interferiscono fino ad una concentrazione di 400 mg/E-. Se la concentrazione di cloruri &
pitt alta si ha un’interferenza negativa. In questo caso, dopo aver determinato a parte il contenuto di
cloruri nell'acqua in esame, trattare 100 mL di campione con’una quantitd equivalente di soluzione di
solfato di argento; lasciare coagulare il cloruro di argentose, se’necessario, favorirne la coagulazione
con un leggero riscaldamento. Eliminare il precipitato per filtrazione o centrifugazione ed eseguire il
dosaggio dell'azoto nitrico nella fase liquida, tenendo conto della diluizione effettuata.

11 ferro interferisce per concentrazioni superiori a 5 mg-L™"¢ in questo caso agitare una quantita definita
di campione con ossido di zinco e filtrare. Sul filtrato limpido eseguire il dosaggio dell'azoto nitrico.

I nitriti interferiscono positivamente per concentrazioni superiori a 2 mg L™; in questo caso aggiungere
al campione prelevato per I'analisi, prima dell'evaporazione a secco, 0,05 g di solfato di ammonio.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Spettrofotometro per misure a 420 nm con vaschette da 1 cm di cammino ottico,
— Capsule di porcellana da 60 mL.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri,per analisi. L'acqua indicata nel metodo deve essere distillata o deio-

nizzata.

Soluzione di salicilato di sadio) Sciogliere 0,5 g di salicilato di sodio [2-HOCsH,COONa] € portare a
100 mL con acqua. La soluzione va preparata al momento dell'uso.

Soluzione di tartrato di‘sodio e potassio e di idrossido di sodio. Sciogliere 400 g di NaOH e 60 g di
tartrato di sodio e potassio [NaKCsH,0g*4H,0], raffreddare e portare a 1.000 mL con acqua. La so-
Inzione va conservata in contenitore di polietilene.

Acido solforico congentrato [H,SO,] (d = 1,84).

Soluzione di idrossido di sodio 1 N. Sciogliere 40 g di NaOH e portare a 1.000 mL con acqua in ma-
traccio tarato.

Soluzione di idrossido di sodio 0,1 N. Introdurre 10 mL della soluzione di NaOH 1 N in matraccio ta-
rato da"100-mL e portare a volume con acqua.

Solfatodiammonio [(NH,},50,].

Ossido dizinco [Zn0O].

Soliizione di solfato di argento (1 mL = 1 mg di CI'). Sciogliere 4,4 g di solfato di argento [Ag,SO4) e
portare a 1.000 mL con acqua in matraccio tarato.

Carbone attivo.
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Soluzione standard concentrata di nitrato di potassio (1 mL = 0,1 mg di N). Sciogliere 0,722 g di ni-
trato di potassio anidro [KNOs], aggiungere 1 mL di cloroformio e portare a 1.000 mL con acqua in
matraccio tarato.

Soluzione standard diluita di nitrato di potassio (I mL = 0,005 mg di N). Introdurre 25 mL della solu-
zione concentrata di nitrato di potassio in matraccio tarato da 500 mL e portare a volume con acqua
distillata.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

La taratura va effettuata all'inizio di ogni ciclo di analisi.

Prelevare 0; 1; 2; 5; 10 mL di soluzione standard diluita di azoto nitrico corrispondenti tispettivamente
a 0,0; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05 mg di azoto nitrico ed introdurli in capsule di porcellana da 60 mL,
portare a volume di 10 mL con acqua, aggiungere 1 mL di soluzione di salicilato di'sodio ed evaporare
a secco su bagnomaria bollente. Lasciare raffreddare e riprendere il residuo con 2 mL di H>SO, con-
centrato, inclinando e ruotando la capsula in modo da inumidire completamerite. il residuo. Lasciare a
riposo 10 minuti, aggiungere 15 mL di acqua e poi 15 mL di soluzione di idrossido di sodio e tartrato
di sodio e potassio che provoca lo sviluppo della colorazione gialla, stabilelalmeno 1 ora.

Miscelare bene il tutto con una bacchetta di vetro ed effettuare le letture contro il bianco dei reattivi
allo spettrofotometro, utilizzando la lunghezza d'onda di 420 nm con vaschetta da 1 em di cammino
ottico.

Tracciare la retta di taratura ponendo in ascisse le quantitd di N-NO; in mg ed in ordinate i corrispon-
denti valori di assorbimento.

1.5.2. Determinazione

Portare il campione di acqua in esame, limpido ed incolore, a pH 7 circa. Introdurre 10 mL, od un vo-
lume minore V diluito a 10 mL con acqua, in capsula/di porcellana da 60 mL. Alcalinizzare debol-
mente con una goccia di soluzione di NaOH 0,1 N, aggiungere 1 mL di soluzione di salicilato di sodio
ed evaporare a secco su bagnomaria bollente. Lasciare/raffreddare e riprendere il residuo con 2 mL di
H,S80, concentrato, inclinando e ruotando la capsula in modo da inumidire completamente il residuo.
Lasciare a riposc 10 minuti, aggiungere 15 mL di acqua e poi 15 mL di soluzione di idrossido di sodio
e tartrato di sodio e potassio che provoca lo sviluppo della colorazione gialla, stabile almeno ! ora.
Miscelare bene il tutto con una bacchetta di vetro ed effettuare le letture contro il bianco dei reattivi
allo spettrofotometro, utilizzando la lunghezza d'onda di 420 nm con vaschetta da 1 cm di cammino
ottico.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza rilevato sulcampione, utilizzando la retta di taratura, si risale alla concenira-
zione di N-NO; nel campione di‘acqua in esame secondo la seguente espressione:

| a+=1.000
N-NO; (mg L) =
dove:
a = quantitd/ di azoto nitrico in mg ricavata dalla retta di taratura,
vV = velume di campione (in mL) utilizzato per l'analisi.

1.7. Precisioneed accuratezza

Prove effettuate per verificare la precisione del metodo hanno riscontrato una deviazione standard re-
lativa inferiore al 5%.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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AZOTO NITROSO

1. Determinazione colorimetrica

1.1. Principio del metodo

A pH 1,5+2,0 la p-anilinsolfanilammide viene diazotata dall'acido nitroso ed il diazocomposto che ne
risulta viene copulato con la N-(I-naftil)-etilendiammina; si ottiene cosi un azocomposto/cslorato la
cui assorbanza viene misurata a 543 nm.

Eseguendo 11 dosaggio su 40 mL di acqua da analizzare, il metedo puo essere impiegato tra 0,0025 e
0, 025 mg L' di N- NO;, usando vaschette con un cammino ottico pari a 10 cm e tra 4,025 ¢ 0,250 mg
L™ di N-NO,, usando vaschette con cammino oftico pari a 1 em. Per concentrazioni di azoto nitroso
pll_l clevate si lmplega un volume minore di acqua in esame sia come tale che depo opportuna dilui-
zione.

1l metodo & applicabile alle acque naturali, di mare e di scarico.

1.2. Interferenze e cause di errore

Il metodo non ¢ influenzato dalla salinita e da variazioni limitate della temperatura (15+30°C).
Interferiscono, tra le sostanze organiche, il tricloruro di azoto, l'urea'e’le ammme, tra quelle inorgani-
che interferiscono: il rame(11) se presente in concentrazione supetiore a 0,5 mg L, in quanto catalizza
la decomposizione del sale di dlazomo provocando risultati in.difetto; lo ione loduro se presente in
concentrazione superiore a 0,1 mg L"'; ed infine i forti agenti/ossidanti e riducenti.

Un'alcalinita dell'acqua maggiore di 600 mg L come CaCGO¥.interferisce perché non consente, con le
quantita dei reattivi indicate, di realizzare il pH richiesto. La preventiva neutralizzazione dell'acqua in
esame pud ovviare a questo inconveniente. Nel caso che lacqua da analizzare risulti torbida (come tale
o lo diviene durante I'analisi, in quanto contiene specie-di metalli che al pH di reazione possono for-
mare precipitati in ambiente acido alla concentrazione in cui vengono a trovarsi) ¢ nel caso che sia
colorata e assorba alla lunghezza d'onda di misura, si pud supplire operando come indicato al punto
1.5.3.

1.3. Apparecchiature
— Normale vetreria di laboratorio.
- Spettrofotometro per il visibile mudito di vaschette con cammino ottico da 1-5-10 cm.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e 'acqua usata deve essere bidistillata o distillata e deio-

nizzata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,18).

Soluzione di solfanilammide all'l% (m/v). Sciogliere, subito dopo la pesata, 1 g di solfanilammide
[CsHgN>O8] in una soluzione contenente 10 mL di acido cloridrico concentrato ¢ 70 ml. di acqua.
Diluire a 100 mL con la stessa acqua. Il prodotto solido pud alterarsi all'aria e alla luce. La solu-
zione, conservata/n bottiglia scura, ¢ stabile per molti mesi.

Soluzione di naftiletilendiamming allo 0,1% (m/v). Sciogliere 0,1 g di dicloruro di N-(1-naftil)-etilen-
diammonio [CizH1sCLN>*CH;OH] in 100 mL di acqua. La soluzione, conservata in bottiglia scura,
¢ stabile perlun mese; comunque va rinnovata quando imbrunisce.

Soluzione standard concentrata di N-NO; (I mL =50 ug di N-NO;). Pesare con esattezza (+0,0001 g)
intorno a (,2463 g di nitrito di sodio anidro [NaNO,] seccato a 110°C per 1 ora; sciogliere con ac-
qua e diluire esattamente a 1.000 mL con acqua in matraccio tarato. Conservata al buio con I'ag-
giupta.di' | mL di cloroformio la soluzione ¢ stabile per almeno un mese. Ii prodotto solido va con-
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servato al riparo dell’aria e dell’umiditd perché pud ossidarsi. Il suo titolo pud essere controllatg
come descritto al punto 1.5.1.

Soluzione standard diluita di N-NO, (I mL ~ 0,25 ug di N-NO,). Prelevare 5 mL di soluzione stan~
dard concentrata e diluire esattamente a 1.000 mL con acqua in matraccio tarato. La soluzione,va
preparata ogni giorno.

Soluzione standard molto diluita di N-NO; (I mL ~ 0,025 ug di N-NO,). Prelevare 50 mL di solu-
zione standard diluita e diluire esattamente a 500 mL con acqua in matraccio tarato. La soluzione
va preparata ogni giorno.

1.5. Procedimento

1.5.1. Titolo del nitrito di sodio

Sciogliere in acqua una quantita esattamente nota (P), intorno a 0,616 g di NaNO; ¢ diluire a 500 mL
in matraccio tarato. In beute a tappo smerigliato prelevare aliquote da 25 mI.della soluzione a titolo
noto di permanganato di potassio [KMnO,] 0,05 N, aggiungere 10 mL di 4cido solforico (1+1) e 25
mL della soluzione di nitrito immergendo la punta della pipetta a doppia tacca o della buretta nella
soluzione acida di permanganato. Chiudere la beuta, agitare e scaldare a 70+80°C. Decolorare la solu-
zione con 25 mL di soluzione a titolo noto di ossalato di sodio 0,05 N [Na;C,0Os]. Titolare I’eccesso di
ossalato con la soluzione di permanganato 0,05 N fino a lieve colorazione rosa.

L’azoto nitroso (N-NO,) espresso in grammi contenuto in 1 g di NaNO; si calcola da:

[(Va+Vg)*N;-V*N]+7,004

2'Vb‘P
dove:
P = quantita in g di NaNO,;
V. = mL di soluzione a titolo noto.di, permanganato prelevati;
Vb = mL di soluzione di nitrito aggiunti;
Ve = mL di soluzione a titolo noto di ossalato di sodio aggiunti;
Vi = mL di soluzione di permanganato a titolo noto impiegati nella titolazione;
NieN, = normalita esatte rispettivamente del permanganato e dell’ossalato;
7,004 = peso equivalente dell’azoto nitroso espresso in grammi.

1.5.2. Taratura

1.5.2.1. Intervallo da2 a20 pg L5

In matracci tarati da 50 mL introduste volumi di soluzione standard molto diluita variabili da 4 a 40
mL (0,1; ........ : 1 pg N-NO,);aggiungere acqua fino a 40 mL e, agitando dopo ogni aggiunta, 1 mL
di soluzione di solfanilammide.all'% e, dopo 2+3 minuti, I mL di soluzione di naftiletilendiammina
allo 0,1%. Diluire a 50 mL ¢on acqua e lasciare sviluppare il colore per 10+15 minuti. Misurare I'as-
sorbanza A,, a 543 nm in vaschette aventi un cammino ottico di 10 cm usando acqua come "bianco".
Un campione di acqua,\trattato come gli standards e misurato, contro acqua non trattata, da il "bianco
dei reattivi" (BR). Riportare in grafico le assorbanze corrette (A.) per il "bianco dei reattivi” (A; = Ap-
BR) in funzione dei pg di N-NO, presenti nei 50 mL della soluzione finale.

1.5.2.2. Intefvallo da20a200 ugL*

Secondo il procedimento di cui al punto precedente misurare, in vaschette da 1 cm di cammino ottico,
l'assorbanza di soluzioni standard preparate introducendo nei matracci tarati, volumi da 4 a 40 mL
[15...... 0 ;10 g N-NO;] di soluzione standard diluita .
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1.5.3. Dosaggio del campione

Porre un volume misurato di acqua in esame (da 1 fino a 40 mL a seconda della quantita di azoto ni-
troso) in un matraccio tarato da 50 mL; aggiungere acqua fino a 40 mL e, agitando dopo ogni ag*
giunta, 1 mL di soluzione di solfanilammide all'l% e, dopo 2+3 minuti, 1 mL di soluzione di naftile-
tilendiammina allo 0,1%. Diluire a 50 mL con acqua e lasciare sviluppare il colore per 10+15 mintti.
Misurare I'assorbanza A,, a 543 nm in vaschette aventi un cammino ottico di 10 cm usando.acqua
come "bianco": A, = A, BR.

Se necessario procedere ad una preliminare filtrazione attraverso filtro da 0,45 pm e ad aggiustamento
del pH di un volume noto dell’acqua in esame intorno alla neutralitd con volumi noti di/soluzioni di
acido cloridrico o di idrossido di sodio 1 M.

Se dopo la filtrazione permane una torbidita e/o un colore con un'assorbanza non eccessiva a 543 nm
e/o se dopo l'aggiunta dei reattivi si ha una modesta torbidita, si puo fare un bianco dell'acqua in esame
non trattata (BA) misurando l'assorbanza di un ugual volume di acqua addizionato di I mL della solu-
zione di solfanilammide all'l% e poi diluito a 50 mL. In tal caso A, = A,- (BA+BR).

Attraverso il grafico di taratura risalire dall'assorbanza corretta alla quantita/in pig di N-NO, contenuta
nei 50 mL di soluzione finale.

1.6. Espressione dei risultati
La quantita di azoto nitroso (N-NO,) espressa in mg L' ¢ data da:

N-NO, (mg L") MY,
- 7 mg =
V‘Vz
dove
a = pgN-NO;ricavati dal grafico di taratura, presenti nei 50 mL finali;
V = volume in mL di acqua in esame non diluita;
V, = volume in mL cui ¢ diluito il volumeV di acqua in esame;
V, = volume in mL di soluzione diluita“dell'acqua in esame prelevato per il dosaggio

spettrofotometrico. Se non sono state effettuate diluizioni V=V,

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione, calcolata come deviazione/standard relativa percentuale delle singole misure di assor-
banza corretta utili per la taratura, varia: da S (per 0,1 pg nella soluzione finale) a 0,4 (per 1 ug) con
vaschette da 10 cm; da 1,5 (per 1 jig nella soluzione finale) a 0,5 (per 10 pug) con vaschette da 1 cm.
L'errore delle quantitd di azoto‘nitroso, ricavate dalle suddette singole misure di assorbanza mediante
il grafico di taratura, ¢ mediamente compreso entro 0,005 pg nell'intervallo 0,1+1 pg e varia da 0,015
a 0,15 pg nell'intervallo 1+10.1ig nella soluzione finale sottoposta alla misura.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).

64 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

AZOTO ORGANICO

1. Determinazione volumetrica

1.1. Principio del metodo

Per azoto organico s’intende tutto I’azoto legato mediante gruppi differenti (amminico, imminico,
ecc.), incluso I’azoto albuminoideo.

L’azoto organico viene determinato con il metodo di Kjeldahl che si basa sulla. trasformazione
dell’azoto organico in solfato monoidrogeno d’ammonio mediante mineralizzazione,-sulla distillazione
dalla soluzione alcalina dell’ammoniaca raccolta in una soluzione di acido borico. Il'borato di ammo-
nio viene titolato con una soluzione standard di acido solforico.

I metodo € applicabile nell’intervallo 1+100 mg L™

1.2. Interferenze e cause di errore
Tale procedura non determina 1’azoto proveniente da azidi, azine, azocemposti, idrazoni, ossime, se-
micarbazoni, nitrati, nitriti, nitrili, nitro- e nitroso composti.

1.3. Apparecchiature
— Normale vetreria di laboratorio.
— Apparecchio di digestione e distillazione.

1.4. Reattivi

Tutte le soluzioni devono essere preparate utilizzando prodotti puri e con acqua bidistillata esente da

ammoniaca. L’ammoniaca puo essere eliminata per distillazione, previa aggiunta di acqua di bromo o

acqua di cloro in modo da ottenere un alogeno residuodi-2+3 mg L, o per scambio ionico utilizzando

una colonna costituita da una resina scambiatrice"di, cationi fortemente acida e una scambiatrice di

anioni fortemente basica.

Soluzione di tampone fosfato 6,5 M. Sciogliere 14,3 g di fosfato bipotassico anidro [K,HPO,] ¢ 68,8 g
di fosfato monopotassico anidro [KH,PO,] e/portare a 1.000 mL con acqua bidistillata.

Soluzione di solfato mercurico. Sciogliere 8 g di ossido di mercurio rosso [HgO] in 50 mL di H,SO,
1:5 e diluire a 100 mL con acqua distillata:

Soluzione di acido solforico-solfato mercurico-solfato di potassio. Sciogliere 133 g di solfato di potas-
sio [K;S0,4] in 600 mL di acqua_distillata; aggiungere 200 mL di acido solforico concentrato
[H,S0,] (d = 1,84) e 25 mL della soluzione di solfato mercurico diluendo poi a 1.000 mL. La solu-
zione cristalizza a 14 °C.

Soluzione di idrossido di sodio(0,0125 M). Sciogliere 500 g di idrossido di sodio [NaOH] in acqua di-
stillata e diluire a 1.000 mL.

Indicatore alla fenolfaleing. Sciogliere 0,5 g di fenolftaleina (sale bisodico) in 50 mL di alcool etilico
al 95%, aggiungere 50 mL di acqua bidistillata. Dopo solubilizzazione aggiungere alcune gocce di
NaOH fino a debole‘colorazione rosa.

Indicatore misto. Mescolare 2 volumi di una soluzione allo 0.2% di rosso di metile in alcool etilico al
95% e 1 volume dissoluzione allo 0.25% di blu di metilene in alcool etilico al 95%. La soluzione &
stabile per 30 giorni.

Soluzione di acido'borico con indicatore. Sciogliere 29 g di acido borico anidro [H;BO5] in acqua bi-
distillata, aggiungere 10 mL di soluzione di indicatore misto e diluire a 1.000 mL. Questa soluzione
¢ stabile/per.circa 30 giorni.
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Soluzione standard di acido solforico 0,2 N (1 mL = 0,28 mg di N). Diluire 0,55 mL di acido solforico
concentrato [H,SO,] (d = 1,84) con acqua distillata. Controllare il titolo esatto di tale soluzioné
usando Na,COj; e I’indicatore misto. Possono essere utilizzate soluzioni di acido con titolo diverso.

Reattivo di Nessler (tossico). Sciogliere 100 g di ioduro mercurico [Hgl,] e 70 g di ioduro di potassio
[KI] in una piccola quantita di acqua bidistillata ed aggiungere lentamente e sotto costante-agita-
zione questa miscela ad una soluzione fredda di 500 ml di acqua bidistillata contenente 160°g di
NaOH. Portare il volume finale della soluzione a 1.000 mL. Tale reattivo, conservato al buio in re-
cipienti di vetro pyrex, si mantiene stabile per circa un mese. 1l reattivo deve comunque-conside-
rarsi alterato se, aggiunto a 50 mL di una soluzione contenente 0,1 mg L' di ammoriata, non svi-
luppa la colorazione caratteristica entro 10 minuti o se, entro 2 ore dall’aggiunta, si ossérva la for-
mazione di un precipitato.

1.5. Procedimento

1.5.1. Digestione

Introdurre in un pallone di Kjeldahl un volume noto di acqua (variabile da 250 mL, se il contenuto di
azoto & minore di 10 mg L™, fino a 25 mL per concentrazioni comprese da- 50/a 100 mg L™). Diluire il
campione a 300 mL con acqua bidistillata esente da ammoniaca e, se necessario, portare il pH a neu-
tralita. Aggiungere 25 mL di tampone fosfato, 50 mL di reattivo acido solforico-solfato mercurico-sol-
fato di potassio. Aggiungere altri 50 mL di quest’ultimo reattivo, nel Caso in cui fossero presenti
grandi quantitd di sostanze organiche non azotate, per ogni grammo;di sostanza solida contenuta nel
campione. Lasciar bollire fino a che la soluzione non si schiarisée e quindi far bollire per altri 20 mi-
nuti.

1.5.2. Distillazione

Lasciare raffreddare la soluzione 1.5.1. ed aggiungere 300'mL di acqua. Portare la soluzione a pH al-
calino con idrossido di sodio 0,0125 M fino a viraggio della fenolftaleina.

Distillare fino a che il distillato non dia pili reazione positiva con il reattivo di Nessler, raccogliendo il
distillato in 50 mL di soluzione di acido borico contetiente 1’indicatore misto. Durante la distillazione
Iestremita inferiore del refrigerante deve essere immersa nella soluzione di acido borico e la tempe-
ratura nel refrigerante non deve superare i 29 °C.

1.5.3. Dosaggio

L’ammoniaca distillata viene determinata col metodo di Nessler o per titolazione usando la soluzione
standard di acido solforico 0,02 N impiegando I’indicatore misto. Effettuare il bianco dei reattivi uti-
lizzati e correggere i risultati per questo‘valore.

1.6. Espressione dei risultati
I1 contenuto di azoto utilizzandola determinazione volumetrica si ottiene dalla formula:

(a-b) N
Neorganico (mg L) = — " 14+1.000
dove
a = mL di-acido solforico ~ 0,02 N usati nella titolazione del campione;
b = mL di acido solforico ~ 0,02 N usati nella titolazione dei reattivi;
N = normalita dell’acido solforico titolante;
v = mL di campione prelevati;
14 = peso equivalente dell’azoto.

1.7. Precisione e accuratezza
Per conCentrazioni di azoto da 1 a 5 mg L™ Ia percentuale media trovata & del 98%. Per concentrazioni
di azdto da 5 a 50 mg L' la percentuale media trovata & del 99%.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994). Metodi Analitici per le Acaue. Ouaderno 100 (Roma).
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BORO

1. Determinazione colorimetrica

1.1. Principio del metodo

Il boro presente nelle acque reagisce, in ambiente acido, con curcumina dando un composto-di‘colore
rosso chiamato rossocianina, che puo essere determinato spettrofotometricamente allas lunghezza
d'onda di 555 nm.

Il metodo pud essere applicato nell'intervallo di concentrazione compreso tra 0,4 e 4 mg L™ se si pre-
levano 0,2 mL di campione. Detto intervallo puo essere esteso selezionando un appropriato volume di
campione o ricorrendo alla diluizione.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali e di scarico.

1.2. Interferenze e cause di errore
Interferiscono i nitrati se presenti in concentrazione uguale o maggiore di/15 mg L™, espressa come
azoto.

1.3. Apparecchiature

Evitare I'impiego di vetreria al borosilicato. Si raccomanda I'impiego‘di teflon, polietilene e polipropi-

lene, quarzo, platino, o materiale equivalente.

- Spettrofotometro munito di vaschette di quarzo con cammino ottico da 1 cm adatto per misure a
555 nm.

— Beaker in polietilene da 50 mL.

— Microburetta con divisioni da 0,01 mL.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere distillata e deionizzata.

Soluzione tampone (pH 4,6). Sciogliere 250 g di acetato di ammonio [CH;COONH,] in 300 mL di
acido acetico glaciale [CH;COOH] (d = 1,05)’e portare a 1.000 mL con acqua. Il pH finale deve ri-
sultare 4,6. Conservare il reattivo in flacone/di polietilene.

Reattivo acido. Miscelare con precauzione 50 mL di acido acetico glaciale con 50 mL di acido solfo-
rico concentrato [H,SO,] (d = 1,84),/Conservare il reattivo in flacone di polietilene.

Soluzione di curcumina. Sciogliere 0,125, di curcumina [CyHyOs] in 100 mL di acido acetico gla-
ciale. Conservare in flacone di polietilene. La soluzione deve essere utilizzata entro 24 ore.

Soluzione standard di boro (1 ml.=0,04 mg di B). Sciogliere 0,2286 g di acido borico anidro [H;BO;]
in acqua e portare a volume<in matraccio tarato da 1.000 mL. Preparare al momento dell'uso e te-
nere ben chiusa la bottiglia che contiene la soluzione.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

Prelevare esattamente.0 (bianco); 1; 2,5; 5; 10 mL di soluzione standard di boro, introdurli in matracci
tarati da 100 mL e portare a volume con acqua. Le soluzioni contengono rispettivamente 0; 0,4; 1; 2; 4
mg L' di B.

Utilizzando la microburetta prelevare 0,2 mL di ciascuna soluzione, introdurli in beaker di polietilene
da 50 mL e aggiungere 3 mL di soluzione di curcumina e 3 mL di soluzione di reattivo acido, mesco-
lare e dopo/45 minuti aggiungere 15 mL di soluzione tampone. Attendere 30 minuti per consentire lo
sviluppo del colore e misurare allo spettrofotometro le assorbanze delle soluzioni alla lunghezza
d'onda di 555 nm usando celle con cammino ottico da 1 cm ed effettuando la lettura contro il bianco.
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Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa la concentrazione del boro (mg L) e in ordinata i
corrispondenti valori di assorbanza.

1.5.2. Determinazione

In beaker di polietilene da 50 mL introdurre mediante la microburetta un volume V di campione. 11
volume V deve essere tale che il valore di assorbanza ottenuto corrisponda a una concentrazione di
boro contenuta nell'intervallo di taratura.

Aggiungere 3 mL di soluzione di curcumina e 3 mL di soluzione di reattivo acido, mescolare e dopo
45 minuti aggiungere 15 mL di soluzione tampone. Attendere 30 minuti per consentire lo&viluppo del
colore e misurare allo spettrofotometro l'assorbanza della soluzione alla lunghezza d'onda di 555 nm
usando celle con cammino ottico da 1 cm ed effettuando la lettura contro il bianco.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione di boro presente nel campione si ricava dalla seguente formula:

1 Ce02¢F
Boro(mglL-') = —«+—+—
v
dove:
C = concentrazione di boro (mg L) ricavata dal grafico di taratura;
\% = volume (in mL) di campione analizzato;
F = fattore di correzione per la diluizione uguale 2'(21+V)/(21,2).

1.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo, espressa come deviazione standard relativa, risulta mediamente inferiore al
10% per tutto I'intervallo di concentrazione 0,4+4 mg L™\di boro.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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CADMIO

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso tra il cadmio e il pirrolidinditiocarbammato d'am-
monio (APDC) ad un determinato pH. La fase organica, ottenuta per estrazione del complesso con
metilisobutilchetone (MIBK), viene aspirata direttamente nella fiamma aria-acetilene di uno spettro-
fotometro ad assorbimento atomico e I'assorbanza misurata alla lunghezza d'onda di 228,8 nm.

Il metodo consente la determinazione nell'intervallo di concentrazione da 0,001 a'0,02 mg L. Con-
centrazioni piu elevate possono essere determinate diluendo opportunamente il campione in esame. Il
metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico, salmastre e marine.

1.2. Interferenze e cause di errore

La presenza di metalli, come ferro, zinco, nichel, piombo, cobalto, rame, manganese, argento, cromo
fino ad un totale complessivo di 30 mg L', non impedisce, nelle condizioni descritte nel procedi-
mento, la chelazione e 'estrazione quantitativa del cadmio. Particolare attenzione in questa fase deve
essere rivolta al controllo del valore del pH. La presenza di detti elementi complessabili, in concentra-
zioni superiori al citato limite, pud provocare un errore in difetto/che viene eliminato aggiungendo ul-
teriori quantita di APDC.

In ogni caso ciascuno dei singoli metalli, di cui sopra, non deve essere presente, nel campione in
esame, a concentrazioni superiori a 10 mg L™,

La maggior parte delle interferenze dovute a sostanze non complessabili dall' APDC, eventualmente
presenti nella matrice, vengono eliminate con I'estrazionie.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio; tutta la vetreria) impiegata in questa determinazione deve essere
lavata con acido nitrico diluito (1+9) caldo € accuratamente risciacquata con acqua. Effettuare
questa operazione immediatamente prima di ciascun uso.

— Spettrofotometro ad assorbimento atomico munito di bruciatore per fiamma aria-acetilene e corre-
dato possibilmente di dispositivo per la correzione automatica dell'assorbimento non specifico e di
tutti gli altri indispensabili accessofi,

— pH-metro, corredato di una coppia dilettrodi vetro calomelano.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi debbono essere puti per analisi. L'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido cloridrico 0,3 M. Dilujre 25 mL di HCI concentrato con acqua e portare a 1.000 mL.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1-+.499). Aggiungere 1 mL di HNO3 concentrato a 400 mL di acqua e diluire a
500 mL.

Idrossido di sodio [NaOH]J 2,5 M. Sciogliere 10 g di NaOH in acqua e diluire a 100 mL.

Soluzione di cloruro.di sodio [NaCl] 300 g L. Sciogliere 300 g di cloruro di sodio extra puro in 1.000
mL di acqua. Un'aliquota di 200 mL di questa soluzione viene trattata, in imbuto separatore, con 1
mL di HC10;3 M, 5 mL di APDC e 20 mL di MIBK. Agitare manualmente per 2 minuti, lasciare
decantare-per 1 notte alla temperatura di ~ 5°C al riparo della luce, infine scartare la fase chetonica.
Questa-soluzione di cloruro di sodio puo essere conservata a lungo in bottiglia di vetro scuro.
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Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d'ammonio (APDC), 10 g L. Sciogliere 1 g di pirrolidinditio-
carbammato d'ammonio in 100 mL di acqua. Estrarre la soluzione, almeno tre volte, con metiliso-
butilchetone. Detta soluzione ¢ stabile per una settimana se conservata in bottiglia di vetro scuro.
Agitare bene prima dell'uso.

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MBK) 1l solvente deve essere distillato di fresco. Bune-
cessario presaturare di MIBK con acqua, prima dell'estrazione. Trattare con cautela perché il.sol-
vente & infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro.

Soluzione concentrata di cadmio (I mL = 50 ug Cd). Sciogliere 0,1015 g di cloruro di cadmio idrato
[CdCl,+2,5H,0] in 200 mL di acqua e portare a volume di 1.000 mL con acqua. Conservare in bot-
tiglia di polietilene.

Soluzione intermedia di cadmio (1 mL = 0,5 ug Cd). Diluire 10 mL della soluzione-concentrata a
1.000 mL con acqua avendo cura di acidificare a pH 3+4 con HNO; diluito oppure con HC1 0,3 M.

Soluzione di lavoro di cadmio (1 mL = 0,1 ug Cd). Immediatamente prima dell'uso, diluire 20 mL
della soluzione intermedia di cadmio a 100 mL con acqua. Questa soluzione. viene usata per prepa-
rare gli standard di taratura durante l'analisi.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

La taratura va eseguita all'inizio di ogni ciclo di analisi.

In una serie di beaker da 400 mL, contenenti ciascuno 1 mL di HNOj concentrato introdurre i volum1
della soluzione di lavoro di cadmio (0; 10; 20; 30; 40 mL) corrispondenti a (0; 5; 10; 15; 20 pg Lt di
Cd); diluire con acqua a 200 mL ed aggiustare il pH a 2,5 con' la'soluzione di NaOH 2,5 M servendosi
del pH-metro.

Travasare quantltatlvamente le soluzioni in una serie di imbuti separatori, con tappi di teflon, da 300
mL, aggiungere in ciascun imbuto 5 mL di soluzione di APDC, agitare manualmente per 2 minuti e
lasciare riposare per 10 minuti. Introdurre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigoro-
samente per 2 minuti e lasciar separare gli strati.

Raccogliere lo strato organico di ciascuna estrazione/in una serie di matracci da 50 mL e tappare.
Effettuare subito le letture allo spettrofotometro ad-assorbimento atomico aspirando le soluzioni orga-
niche, secondo la seguente procedura.

Mettere in funzione lo strumento, fissare la lunghezza d'onda a 228,8 nm e regolare l'apertura della
fenditura secondo le istruzioni generali; fissare la posizione del bruciatore e regolare i flussi dei gas
(aria ed acetilene) seguendo sempre le/istruzioni ed accendere la flamma. Aspirare il solvente MIBK
saturo di acqua in modo da condizionar€.il nebulizzatore e ridurre il flusso di acetilene a valori tali che
il segnale ritorni vicino allo zero. Ripetere l'operazione di azzeramento. Effettuare le misure asplrando
le soluzioni chetoniche di taratura, reglstrando i valori di assorbanza letti. Intervallare ogni misura,
aspirando solvente MIBK saturo.d'acqua, per circa 10+15 secondi.

Tracciare la curva di taratura, ponendo in ascissa le concentrazioni di cadmio, espresse in pg L', ein
ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del bianco dei reattivi.

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Cadmio disciolto

Porre in un beaker da. 400 mL 200 mL di campione o parte aliquota, filtrati precedentemente attraverso
un filtro a membrana da 0,45 um; aggiustare il pH a 2,5 con la soluzione di NaOH 2,5 M.

Travasare quantitativamente la soluzione in un imbuto separatore, con tappo di teflon, da 300 mL, ag-
giungere 5 mL'di soluzione di APDC, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare riposare per 10 mi-
nuti. Introdutre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigorosamente per 2 minuti e la-
sciar separare gli strati.

Raccogliere lo strato organico in un matraccio da 50 mL e tappare.

Effetfuare subito la lettura allo spettrofotometro ad assorbimento atomico aspirando la soluzione orga-
nicayregistrando il valore di assorbanza letto.
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1.52.2 Cadmio totale

Porre 200 mL o parte aliquota di campione, precedentemente omogeneizzato per agitazione, in un
beaker da 400 mL, aggiungere 10 mL di HCI concentrato, 2 mL di HNO; concentrato e scaldare su
bagno ad acqua oppure su piastra calda fino a che il volume si sia ridotto a 15+20 mL per evapora-
zione moderata.

Raffreddare e filtrare il residuo in un beaker da 400 mL, lavare il beaker contenente il residuo ed il fil-
tro alcune volte e raccogliere nel bicchiere da 400 mL. Diluire con acqua fino a 200 mL ed aggiustare
il pH a 2,5 con soluzione di NaOH 2,5 M.

Travasare quantitativamente la soluzione in un imbuto separatore, con tappo di teflon, da 300 mL, ag-
giungere 5 mL di soluzione di APDC, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare riposare*per 10 mi-
nuti. Introdurre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigorosamente per'2/minuti e la-
sciar separare gli strati.

Raccogliere lo strato organico in un matraccio da 50 mL e tappare.

Effettuare subito la lettura allo spettrofotometro ad assorbimento atomico aspirando'la soluzione orga-
nica, registrando il valore di assorbanza letto.

1.5.2.3. Bianco dei reattivi

Nel caso della determinazione del cadmio disciolto, procedere come indicato al punto 1.5.2.1. sosti-
tuendo il volume del campione utilizzato con un identico volume di acqua acidificata con HNO; con-
centrato (5 mL HNO; per litro di acqua).

Nel caso della determinazione del cadmio totale, procedere come'deseritto al punto 1.5.2.2. dopo aver
provveduto alla sostituzione del volume del campione con un ddentico volume di acqua, previamente
acidificata con HNO; concentrato (5 mL HNO; per litro di acqua):

Le stesse operazioni verranno effettuate nel caso che si voglia determinare il cadmio in acque salma-
stre 0 marine. In questo caso il volume del campione vetra sostituito da un identico volume di solu-
zione di cloruro di sodio 300 g L.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore delle assorbanze (differenza tra l'assorbanza del campione e del corrispondente bianco),
tramite la curva di taratura, si risale alla concentrazione del cadmio nel campione, espressa in pg L.

1.7. Precisione ed accuratezza
Questo tipo di analisi mostra un recupero compreso tra il 93 e il 100% delle quantity aggiunte e una
deviazione standard relativa compresa tra I'l;1 e il 9,3%.

Bibliografia
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CALCIO

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

Il calcio viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza d'onda
di 422,7 nm.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, per concentrazioni comprese fra 0,1 ¢ 10 mg L' di Ca.
Concentrazioni pil elevate possono essere determinate diluendo opportunamenteil_campione. Nel
caso in cui le concentrazioni da determinare siano notevolmente basse si ricorrera al'tnetodo delle ag-
giunte.

1.2. Interferenze e cause di errore

Per acque ad elevata salinita, dopo opportune diluizioni, si ricorrera al metodo delle aggiunte per evi-
tare interferenze o errori. L'interferenza del fosfato nella determinazione del calcio viene eliminata con
l'aggiunta di sali di lantanio.

1.3. Apparecchiature
— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato di bruciatore per aria-acetilene e di tutti gli
accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e le soluzionj preparate con acqua distillata e/o deioniz-

zata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido cloridrico (1+1). Aggiungere un volume di'HCI concentrato ad 1 volume di acqua.

Acido cloridrico (1+99). Aggiungere un volume di HCI concentrato a 99 volumi di acqua.

Soluzione di lantanio (10% La). Sciogliere 117,276 g di ossido di lantanio (La,Os) in poca acqua, ag-
giungere 250 mL di acido cloridrico concertrato e portare a volume di 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard di calcio (I mL = I\mg,di Ca). Sospendere in acqua 2,5 g di CaCO; (reagente
puro), precedentemente essiccato a 180 °C, sciogliere in un minimo di HCI (1+1) e diluire a 1.000
mL con HCI (1+99).

1.5.  Procedimento

1.5.1. Taratura

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio ed alla fine di ogni ciclo di analisi. Prepa-
rare quattro soluzioni di taratura tali che la concentrazione di calcio nel campione risulti compresa tra i
loro valori. A tale scopo in quattro matracci da 100 mL diluire opportunamente la soluzione standard
di calcio, curando di aggiungere 10 mL di soluzione di lantanio e 1 mL di HCI concentrato. Preparare
anche un bianco diluendo,10 mL di soluzione di lantanio e 1 mL di HCI concentrato. Aspirare le solu-
zioni e tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni e in ordinata le assorbanze
corrette del valore.del bianco.

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Analisi del campione

A 80 mL di,campione (o ad una sua aliquota diluita) aggiungere 1 mL di HCI concentrato, 10 mL di
soluzione di lantanio e portare al volume di 100 mL in matraccio tarato. Preparare anche un bianco dei
reattivin/Aspirare la soluzione e il bianco, effettuare le letture di assorbanza e sottrarre il valore del
biancoe.da quello della soluzione. Riportare il valore di assorbanza sul grafico di taratura e determinare
la concentrazione corrispondente.
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1.5.2.2. Metodo delle aggiunte

Preparare quattro aliquote di campione (eventualmente diluito) da 80 mL, a tre di esse aggiungere vo-
lumi (fino ad un massimo di 9 mL) di soluzione standard tali da ottenere concentrazioni diverse ché
comprendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da determinare e alla quarta aliquota.ad-
dizionare 9 mL di acido cloridrico 1+99. Aggiungere poi 1 mL di HCI concentrato, 10 ml-di-solu-
zione di lantanio e portare al volume di 100 mL in matraccio tarato. Preparare anche un bianco dei
reattivi. Aspirare le soluzioni ed il bianco, effettuare le letture di assorbanza, quindi sottrarre il valore
del bianco da quello delle soluzioni. Riportare in un grafico sull'asse delle ordinate i valori di assor-
banza ottenuti e in ascissa i valori di concentrazione delle soluzioni ottenuti dopo le aggiunte standard.
La retta passante per i punti cosi individuati incontra I'asse delle ascisse in un punto(di valore nega-
tivo sul grafico) corrispondente alla concentrazione del campione in esame.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di Ca™ espressa in mg/dL} &'data da:

a+100
Ca"(mgl") = ——
v
dove:
a = concentrazione di calcio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
\% = volume di campione (in mL) usato.

La concentrazione di Ca™ espressa in meq L™ ¢ data da:

a+100
Ca"™ (meqL”) £ 14—
V 20,04
dove:
a = concentrazione di calcio in mg L' ricavata dal grafico di taratura;
A" = volume di campione (in mL) usato;
20,04 = peso equivalente del calcio.

1.7. Precisione ed accuratezza
La deviazione standard determinata/su un campione avente un valore medio misurato di 61 mg L™ ¢
risultata + 0,4 mg L. Su un campione contenente 6 mg L™ si sono ottenuti recuperi superiori al 98%.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque. Quaderno 100 (Roma).
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CARBONATI E BICARBONATI

1. Determinazione potenziometrica

1.1. Principio del metodo

Il contenuto di ione HCO;™ e CO;™ nelle acque si determina titolando con un acido il-campione in
esame. La titolazione con una soluzione standard di acido minerale forte viene effettuata fino ai due
successivi punti di equivalenza del bicarbonato e dell'acido carbonico. Questi punti di equivalenza
possono essere individuati potenziometricamente.

Se il campione in esame contiene altre specie ioniche a carattere basico, le relazioni impiegate per il
calcolo delle concentrazioni di bicarbonati e carbonati non sono di regola applicabili.

II campione ¢ titolato direttamente aggiungendo volumi noti di soluzione Standard di acido e anno-
tando, dopo ogni aggiunta, il valore del pH misurato con un pH-metro.

I due punti di equivalenza possono essere identificati dai due flessi delle{curve di titolazione o dai
massimi ottenuti diagrammando le curve derivate.

11 diagramma della curva di titolazione tiene conto di qualunque spostamento del punto di equivalenza
dovuto alla temperatura, alla forza ionica, ecc.

11 metodo ¢ applicabile alle acque naturali.

1.2. Interferenze e cause di errore

1l metodo potenziometrico non subisce interferenza da parte‘del cloro residuo, ¢ valido per soluzioni
colorate e non ¢ affetto dalle incertezze dovute all'operatore nell'apprezzamento del viraggio dell'indi-
catore.

Sostanze oleose, saponi, sospensioni solide e altri materidli di rifiuto interferiscono, ma non possono
venire rimossi poiché alcuni possono essere responsabili della basicita del campione in esame. Analo-
gamente, la formazione di un precipitato durante la titolazione o la presenza di ioni idrolizzabili, p.e.
quelli di acidi organici o inorganici deboli, rendono molto lento il raggiungimento dell'equilibrio e
possono portare a risultati errati.

1.3. Apparecchiature

Normale vetreria di laboratorio.

Buretta da 50 mL, al decimo di mL.

Beaker da 300 mL.

— pH-metro con elettrodo di miSura, opportunamente calibrato, ed elettrodo di riferimento.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi usati devong eSsere puri per analisi, l'acqua usata per la preparazione delle soluzioni

deve essere bidistillata, priva-di CO, e deve avere un pH compreso tra 6,2 ¢ 7,2 a 25°C.

Soluzione standard di acido clorvidrico 0,02 N. Aggiungere 1,7 mL di acido cloridrico concentrato
[HCI] (d = 1,19) a100:mL di acqua distillata e diluire a 1.000 mL. Stabilire il titolo della soluzione
con Na,CO; riscaldato a 270 °C per 2 ore per eliminare eventuali tracce di NaHCOs, mediante ti-
tolazione potenziometrica. In prossimita del punto di equivalenza far bollire la soluzione per allon-
tanare la CO,; successivamente raffreddare e continuare la titolazione fino a completamento della
curva.

1.5. Procedimento
Lavare accuratamente gli elettrodi del pH metro ed un beaker con acqua distillata; quindi asciugare.
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Introdurre nel beaker un volume noto di campione (C). Aggiungere la soluzione titolante (soluzioné
standard di HC1 0,02 N) da una buretta. Il volume di una singola aggiunta non deve superare 0,5 mL:
Dopo ogni aggiunta agitare la soluzione meccanicamente: ad equilibrio raggiunto, leggere ed annotare
il pH. Continuare la titolazione fino all'ottenimento dei dati necessari per costruire la curva di titola-
zione completa.

Tracciare la curva di titolazione riportando i valori di pH letti o i valori calcolati del rapporto’ ApH/AV,
in funzione del volume progressivo di titolante aggiunto.

1.6. Espressione dei risultati

Detto A il volume (mL) di HCI standard di normalita N usato per raggiungere il primo ‘punto di equi-
valenza (primo flesso della curva di titolazione) e B quello totale (incluso il volume ‘A) necessario per
il secondo punto di equivalenza (secondo flesso), ricavare i valori di P e T con le/seguenti formule:

. A*N«1.000
P(meql’) = ——m— I° Punto di equivalenza
B+N«1.000
T(meqL') = —————  II°Punto di equivalenza
C
dove:
C = volume (mL) di campione prelevato;
A = volume (mL) di HCI 0,02 N utilizzato peér raggiungere il I° punto di equivalenza;
B = volume totale (mL) di HC1 0,02 N utilizzato per raggiungere il II° punto di equi-
valenza;
N = normalita dell’acido cloridrico.
In assenza di idrossidi deve essere P < 1/2 T.
Di conseguenza si ha:
HCO; (meq LY="T-2P CO;” (meq L") =2P

Se la curva di titolazione inizia a.pH inferiore a 8+8,3, si avra un solo flesso intorno a pH 4+5. Di con-
seguenza sara P = 0, cio¢ sono presenti solo bicarbonati. D'altra parte, se ¢ T = 2P sono presenti solo
carbonati.

1.7. Precisione ed accuratezza
Non € possibile dare una(valutazione attendibile del grado di precisione di questo metodo per la diffe-
rente composizione delle acque che possono essere prese in esame.

Bibliografia
APHA, AWWA, WPCF (1971), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. New York,
APHA).
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CARBONIO

1. Determinazione con analizzatore IR

1.1.  Principio del metodo

I1 carbonio puo essere presente nelle acque sotto forma di carbonati, bicarbonati o di biossido di car-
bonio libero (carbonio inorganico), oppure di composti organici sospesi o disciolti (carbofio orga-
nico). La somma del carbonio inorganico e di quello organico rappresenta il carbonio totale.

1l metodo permette di impiegare un microcampione di acqua e di eseguire il dosaggio.con rapidita e
con possibilita d'automazione: la tecnica strumentale piu adottata & quella del dosaggio mediante as-
sorbimento di radiazioni IR, che risulta semplice, rapido e preciso. Sono tuttavia utilizzate anche tec-
niche gas-cromatografiche e conduttimetriche.

Una quantita opportuna del campione viene iniettata, in corrente di ossigeno/o,di-aria purificata, in un
tubo riscaldato e riempito di catalizzatore. L'acqua & vaporizzata e il carbonio contenuto nei diversi
composti, viene liberato sotto forma di CO,. Questo viene determinato quantitativamente all'uscita del
tubo, immettendolo, dopo condensazione del vapor d'acqua, in un apparecchio che ne consente il do-
saggio.

Con il metodo cosi schematizzato si misura tutto il carbonio presente'nel campione (carbonio totale).
Se si vuol determinare soltanto il carbonio organico, prima dell'ilmmissione nel tubo di combustione i
carbonati e i bicarbonati inorganici vengono decomposti per acidificazione, e il CO, risultante viene
eliminato in corrente di azoto insieme con il CO, eventualmente presente nel campione in equilibrio
con i bicarbonati.

Per lo stesso scopo si possono invece impiegare due tubi; che’operano a temperature diverse. Uno di
essi, riempito di amianto impregnato di catalizzatore, ¢ mantenuto a 950°C: il carbonio contenuto nei
diversi composti viene cosi trasformato in CO,, il che:consénte di dosare il carbonio totale.

L'altro, riempito con palline di silice fusa su cui ‘viene fatto aderire acido fosforico, lavora a
150+175°C, il che consente di liberare il CO, dai ‘carbonati e dai bicarbonati senza decomporre le so-
stanze organiche; viene cosi dosato il solo carbonio inorganico.

Per differenza si ottiene il carbonio organico senza distinzione dei composti di provenienza; tale car-
bonio organico ¢ detto quindi spesso carbonio organico fotale ed & indicato con la sigla TOC (Total
Organic Carbon).

1l metodo puo essere applicato ad acque di scarico, supetficiali, potabili e di mare a concentrazioni di
carbonio comprese tra 0,5+4.000 mg L™ in funzione dell'apparecchio usato e dell'aliquota di campione
dosata.

1.2. Interferenze e cause di errore

L'eliminazione del carbonio inorganico mediante acidificazione e allontanamento del CO,con azoto
puo provocare perdite di sostanze organiche volatili.

Un'altra perdita puo essere dovuta alla presenza di particelle solide, contenenti carbonio, relativamente

grandi da non poter passare attraverso l'ago della siringa usata per iniettare il campione nel tubo di
combustione.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetretia di laboratorio.

- Miscelatore asbattimento del liquido.

- Agitatore'magnetico.

- Microsiringhe varie per volumi tra 0+1.000 mL.

- Apparecchio con analizzatore IR non dispersivo, possibilmente a doppio tubo.
- pH=metro, completo di elettrodo indicatore e di riferimento.
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1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi.

Acqua bidistillata esente da CO,. Tutte le soluzioni e le diluizioni devono essere fatte con questo tipo
di acqua. L'acqua va usata appena preparata, evitando al massimo il contatto con 'aria.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1, 19).

Soluzione standard di carbonio (1 mL = 1 mg di C). Sciogliere 5,571 g di ossalato di sodio anidro
[Na,C,04], in acqua bidistillata e portare a volume in matraccio tarato da 1.000 mL.

Soluzione standard di carbonio inorganico (1 mL = 1 mg di C). Sciogliere 3,5 g di bicarbonato di so-
dio [NaHCOs] e 4,418 g di carbonato di sodio [Na,CO;] in acqua bidistillata e portare a'Volume in
matraccio tarato da 1.000 mL.

Materiali per il riempimento dei tubi per lo sviluppo di CO,. 1l materiale e le modalita/di riempimento
devono essere quelli consigliati dalla ditta costruttrice dell'apparecchio analizzatore.

Ossigeno purissimo. Esente da biossido di carbonio e, comunque, purificato prima dell'immissione
nell'apparecchio facendolo gorgogliare in trappole contenenti una soluzione di idrossido di sodio.

Azoto purissimo. Esente da biossido di carbonio e, comunque, purificato comedescritto per I’ossigeno.

1.5. Procedimento

Le differenze tra le varie apparecchiature disponibili rendono impossibilela codificazione dettagliata
di istruzioni adatte ad ogni tipo di strumento; per la messa in opera dell'apparecchio ¢ necessario se-
guire le indicazioni dei costruttori.

11 volume di campione da iniettare nel tubo di combustione &/variabile a seconda della capacita del
tubo stesso e della quantita di carbonio da dosare.

11 campione viene iniettato quando l'apparecchio € gia stato portato a regime per quello che riguarda il
flusso di ossigeno, la temperatura dei tubi di combustione,/la parte elettronica, ecc.

1.5.1. Calibrazione

1.5.1.1. Carbonio totale e organico

Costruire un grafico ponendo in ascissa le concentrazioni di carbonio in mg L™ ottenute diluendo op-
portunamente la soluzione standard di carbonio e il ordinata le altezze dei picchi in mm (eventual-
mente corrette del valore del bianco di acqua bidistillata trattata in maniera identica alle soluzioni
standard) ottenute iniettando a turno ciascuna.soluzione standard nel tubo di combustione a 950°C e
registrando l'altezza dei rispettivi picchi di assorbimento IR del CO; prodotto.

Le concentrazioni adatte alla calibrazione dipendono dall’apparecchio usato: una buona linearita si ha
nel range 5+500 mg L'

1.5.1.2 Carbonio inorganico

Preparare una serie di soluzioni‘stanidard diluendo opportunamente la soluzione standard di carbonio
inorganico.

Iniettare, a turno, ciascunasoluzione standard nel tubo a 150+175°C e, procedendo analogamente al
punto 1.5.1.1., costruire la curva di calibrazione per il carbonio inorganico.

1.5.2. Dosaggio del campione

1.5.2.1. Carbonio totale

Se il campione contiene sostanze oleose in superficie e/o particelle in sospensione, dibattere per 10
minuti nell'apposite miscelatore circa 250 mL del campione stesso in modo da disperdere I'olio e/o le
particelle solide;.che si riducono anche di grandezza.

Se il campione contiene valori elevati di carbonio, diluire opportunamente con acqua bidistillata. La
diluizione.¢ necessaria anche quando l'acqua in esame ¢ ricca di sali, acidi e basi.

Iniettare. il\campione nel tubo di combustione a 950°C nella stessa quantita usata per la curva di cali-
braziohe e registrare I'altezza del picco ottenuto. Si ottiene cosi il carbonio totale.
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Ripetere l'operazione pill volte fino a che tre letture consecutive siano riproducibili entro il £5%.
Correggere i valori delle altezze dei picchi ottenuti sottraendo il valore di un bianco di acqua bidistil-
lata trattato come il campione.

1.5.2.2. Carbonio inorganico
Se 'apparecchio a disposizione ¢ predisposto con il secondo tubo a temperatura 150+175°C, introdurre
il campione procedendo con le stesse modalita descritte. Si ottiene cosi il carbonio inorganico.

1.5.2.3. Carbonio organico

Se l'apparecchio a disposizione non ha il secondo tubo a temperatura 150+175°C, si ‘pud’eliminare il
carbonio inorganico in due differenti maniere, a seconda che siano assenti o presenti sostanze organi-
che volatili.

In caso di sostanze volatili assenti, aggiungere a 10+15 mL di campione, posti ifi un beaker da 30 mL,
2 gocce di acido cloridrico concentrato per portare il pH al di sotto di 2 e far gorgogliare azoto per 10
minuti (evitando di usare tubi di plastica).

Tenendo la soluzione in agitazione con I'agitatore magnetico prelevare con la siringa una certa quantita
di liquido, e iniettarla nel tubo mantenuto a 950°C; procedere poi come gia descritto. Si ottiene cosi il
solo carbonio organico.

Se sono presenti sostanze organiche volatili procedere all'acidificazione, come sopra descritto, con la
differenza che si opera in un recipiente chiuso e di volume noto agitaido energicamente con I'agitatore
magnetico.

Nella fase vapore saranno presenti CO, e sostanze organiche volatili. Ponendo nel recipiente, al di so-
pra del livello dei liquido, una capsulina contenente calce sodata, tutto il CO,, viene fissato e quindi
eliminato dal liquido e dal vapore.

Prelevando il liquido e il vapore, dosando il CO, contenuto’in ambedue e sommando i risultati (te-
nendo in debito conto il volume del vapore), si ottiene il carbonio organico.

1.6. Espressione dei risultati
Nei calcoli qui di seguito esposti va tenuto conto delle eventuali diluizioni eseguite.

1.6.1. Carbonio totale
I valore medio dell' altezza del picco, corretto del picco dei reattivi, permette di ricavare dalla curva di
calibrazione i mg L™ di carbonio totale (CT,) nel campione in esame.

1.6.2. Carbonio inorganico
11 valore medlo dell'altezza del plCCO corretto per il bianco, permette di ricavare dalla curva di calibra-
zione i mg L di carbonio i inorganico.(CI) nel campione in esame.

1.6.3. Carbonio organico

Disponendo di un apparecchio provvisto di ambedue i tubi, il carbonio organico si ottiene dalla diffe-
renza:

TOC (mg L) =CT - CI

Disponendo di un-selo tubo di combustione, il valore medlo dell'altezza del plcco corretto per il
bianco, permette di'ricavare dalla curva di taratura i mg L' di TOC nel campione in esame.

1.7. Precisione ed accuratezza

La sensibilitd-e la precisione variano a seconda dell'apparecchiatura usata.

Generalmente la precisione varia dall'l al 10%, dipendendo anche dalla maggiore o minore quantita di
solidi sospesi presenti.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

XVHI ed., (Washington, APHA).
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno 100 (Roma).
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CIANURI

1. Determinazione volumetrica

1.1. Principio del metodo

L'acido cianidrico puo essere determinato quantitativamente mediante titolazione con nitrato/di ar-
gento impiegando come indicatore la p-dimetilamminobenzilidenerodanina.

Il metodo ¢ applicabile alle acque di scarico, superficiali e potabili ed & utilizzabile per concentrazioni
di cianuri superioria 1 mg L™

L’acidificazione di soluzioni contenenti cianuro produce acido cianidrico [HCN] éstremamente
tossico.

1.2. Interferenze e cause di errore

Le sostanze ossidanti, rilevabili con una cartina amido-iodurata, potrebberd_agire sul composto colo-
rato, ed ossidare il CN". Se presenti possono essere rimosse addizionando/cautamente un agente ridu-
cente quale l'acido ascorbico.

I solfuri, che arrecano disturbo sia in fase di distillazione sia al momento.del dosaggio, devono essere
rimossi, con I'aggiunta, a pH 10+11, di carbonato di piombo in polvere finché non si abbia pit forma-
zione di precipitato di PbS (evitare un eccesso di reattivo).

Gli acidi grassi, che distillano e rendono difficilmente apprezzabile il punto di viraggio nell'analisi
volumetrica, possono essere rimossi per estrazione con un volume di solvente pari al 20% del volume
del campione a pH 6+7; dopo l'estrazione riportare il pH a 12 ¢on soluzione di NaOH.

Alcune sostanze possono provocare colore o torbidita; questa interferenza pud essere eliminata con il
procedimento di distillazione.

Le aldeidi convertono i cianuri a nitrili nelle condizioni di distillazione; questa interferenza puo essere
eliminata per aggiunta di nitrato d'argento al campione.

Altre interferenze vengono eliminate durante la fase di distillazione.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Apparecchio di distillazione formato da 1 pallone a 3 vie, 1 imbuto da carico, 1 refrigerante ad ac-
qua, 1 termometro e 2 assorbitori.

1.4. Reattivi

E necessario usare reattivi puri per-analisi ed acqua distillata o deionizzata.

Acido ascorbico [CsHO4].

Carbonato di piombo [PbCO;].

Solvente per l'estrazione dei'grassi (iso-ottano o n-esano o cloroformio).

Soluzione di idrossido di sodio/l M. Sciogliere 40 g di [NaOH] in 1.000 mL di acqua.

Soluzione di cloruro di mercurio(Il) (68 g L. Sciogliere 6,8 g di [HgCl,] in 100 mL di acqua.

Soluzione di cloruro_.di\imagnesio (510 g L). Sciogliere 51 g di cloruro di magnesio esaidrato
[MgCl,*6H,0] in‘acqua e diluire a 100 mL. ‘

Soluzione di indicatore al metilarancio (0,5 g L'). Sciogliere 50 mg di metilarancio in polvere in 100
mL di acqua,

Soluzione di acido fosforico [H;PO,] all'85%.

Soluzione di‘indicatore al p-dimetilamminobenzilidenerodanina (0,2 g L). Sciogliere 0,02 g di p-di-
metilaminobenzilidenerodanina in 100 mL di acetone.

Soluzione di nitrato d'argento 0,01 N (I mL = 0,26 mg CN ). Sciogliere 3,2407 g di nitrato d'argento
[AgNOs] seccato a 140°C, in 1.000 mL di acqua. Il titolo di questa soluzione viene determinato con

una, soluzione standard di cloruro di sodio [NaCl] usando come indicatore bicromato di potassio
[KgCrO4].
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1.5. Procedimento

1.5.1. Solubilizzazione

Per effettuare la solubilizzazione di eventuali cianuri insolubili presenti allo stato di piccole particelle
solide sospese nel liquido, il campione, che & stato sottoposto ai trattamenti indicati per eliminare le
interferenze, viene portato all'ebollizione per alcuni minuti (normalmente 10 minuti risultano suffi-
cienti) curando che il pH si mantenga sul valore di 11. Raffreddare e filtrare.

1.5.2. Distillazione

Introdurre il liquido, gia sottoposto ai pretrattamenti ritenuti necessari, nel pallone da distillazione. te-
nendo presente che, per concentrazioni di CN™ non superiori a 10 mg L™ occorre distillare un cam-
pione di 500 mL, mentre per concentrazioni superiori a 10 mg L™ occorre una quafitita- proporzional-
mente inferiore, diluire in ogni caso a 500 mL con acqua. Predisporre l'apparecchio di distillazione
sotto cappa, ponendo in ciascun dei due assorbitori 50 mL di NaOH 1 M, che(possono essere diluiti
con acqua al fine di assicurare un sufficiente battente liquido. Collegare I'apparecchio ad una pompa
da vuoto ad acqua e regolare il flusso dell'aria in modo che il gorgogliamento/non sia superiore a 1+2
bolle al secondo. Aggiungere 20 mL di soluzione di cloruro di mercurio(Il) e 10 mL di soluzione di
cloruro di magnesio. Miscelare bene, aggiungere alcune gocce di indicatore al metilarancio, lavare
I'imbuto di carico con poca acqua e aggiungere a piccole dosi 50 mL ‘di H;PQ,. Riscaldare il pallone
per un'ora evitando, per quanto possibile, che il vapor d'acqua superi.meta dell'altezza del refrigerante,
mentre si mantiene in funzione il passaggio di una corrente di ariay che ha il compito di trasportare
tutto I'acido cianidrico liberato nel recipiente di raccolta. Dopo’questo tempo, interrompere il riscal-
damento e lasciare raffreddare mantenendo il gorgogliamento/di.aria per altri 15 minuti; interrompere
il flusso di aria e trasferire il contenuto degli assorbitori in un,matraccio tarato di volume C a seconda
della ipotizzata concentrazione in CN'. Lavare i tubi e gli assorbitori con acqua che viene aggiunta
nello stesso matraccio tarato; portare a volume con acqua.

1.5.3. Titolazione di Liebig modificata

Prelevare un volume B del distillato portato a volume C: aggiungere 0,5 mL di soluzione di p-dime-
tilamminobenzilidenerodanina e titolare con la soluzione di nitrato di argento finché il colore vira dal
giallo al rosa. Eseguire anche una prova in bianco su un identico volume B di acqua contenente la
stessa quantita di idrossido di sodio contenuto nélla soluzione sottoposta a titolazione.

1.6. [Espressione dei risultati

La concentrazione in cianuro del campibne in esame, espressa in mg L viene calcolata con la se-
guente formula:

A+C+1000+N-+26
B+D

€N (mgL")=

dove:
A = mL di nitrato di argento impiegati nella titolazione dopo aver sottratto i mL
consumati dal bianco dei reattivi;
volume (in mL) di distillato utilizzato per la titolazione;
volume totale (in mL) del distillato, raccolto in matraccio € portato con la-
vaggi a volume;
= volume (in mL) di campione sottoposto a distillazione;
normalita del nitrato di argento;
= peso equivalente di CN” espresso in mg.
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|
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1.7. Precisione ed accuratezza
I dati di precisione ed accuratezza non sono attualmente disponibili.

2. Determinazione colorimetrica

2.1. Principio del metodo

Il metodo colorimetrico prevede la reazione tra il cianuro e la cloramina T a pH inferiore a 8:1a suc-
cessiva reazione del cloruro di cianogeno cosi ottenuto con piridina da luogo alla formazione dell'al-
deide glutaconica, che con il reattivo pirazolone-piridina forma una sostanza colorata in azzurro che
presenta un massimo di assorbimento a 620 nm.

Il metodo ¢ applicabile alle acque di scarico, superficiali e potabili ed ¢ utilizzabile per concentrazioni
di cianuri superiori a 0,02 mg L™.

L’acidificazione di soluzioni contenenti cianuro produce acido cianidrico [HCN] estremamente
tossico.

2.2. Interferenze e cause di errore

Le sostanze ossidanti, rilevabili con una cartina amido-iodurata, potrebbero agire sul composto colo-
rato, ed ossidare il CN". Se presenti possono essere rimosse addizionando cautamente un agente ridu-
cente quale I'acido ascorbico.

I solfuri, che arrecano disturbo sia in fase di distillazione sia al momento del dosaggio. devono essere
-rimossi, con l'aggiunta, a pH 10+11, di carbonato di piombo in/polvere finché non si abbia piti forma-
zione di precipitato di PbS (evitare un eccesso di reattivo).

Gli acidi grassi, che distillano e rendono difficilmente apprézzabile il punto di viraggio nell'analisi
volumetrica, possono essere rimossi per estrazione con un yolume di solvente pari al 20% del volume
del campione a pH 6+7; dopo l'estrazione riportare il pH'a 12 con soluzione di NaOH.

Alcune sostanze possono provocare colore o torbidita; quésta interferenza pud essere eliminata con il
procedimento di distillazione.

Le aldeidi convertono i cianuri a nitrili nelle condizioni di distillazione; questa interferenza pud essere
eliminata per aggiunta di nitrato d'argento al campione.

Altre interferenze vengono eliminate durante la fase di distillazione.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

- Apparecchio di distillazione formato'da 1 pallone a 3 vie, | imbuto da carico, 1 refrigerante ad ac-
qua, 1 termometro e 2 assorbitori.

- Spettrofotometro per misure/diassorbanza a 620 nm.

2.4. Reattivi

Acido ascorbico [CsHzOg].

Carbonato di piombo [PbCO3].

Solvente per l'estrazione dei grassi (iso-ottano o n-esano o cloroformio)

Soluzione di idrossidodi sodio 1 M. Sciogliere 40 g di [NaOH] in 1.000 mL di acqua.

Soluzione di idrossido.di sodio 0,2 M. Addizionare a 1 volume di idrossido di sodio 1 M 4 volumi di
acqua.

Soluzione di cloruro di mercurio(Il) (68 g L). Sciogliere 6,8 g di [HgCl,] in 100 mL di acqua.

Soluzione di/'cloruro di magnesio (510 g L*). Sciogliere 51 g di cloruro di magnesio esaidrato
[MgCL*6H,0] in acqua e diluire a 100 mL.

Soluzione'di-indicatore al metilarancio (0,5 g ). Sciogliere 50 mg di metilarancio in polvere in 100
mL.diacqua.

Soluzione di acido fosforico [H;PO,] all'85%.
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Soluzione standard concentrata di cianuro (estremamente tossica) (1 mL = 1 mg). Sciogliere 2,51 g di
cianuro di potassio [KCN] e 2,0 g di idrossido di potassio [KOH] in 1.000 mL di acqua. Control-
lare il titolo ogni settimana con nitrato di argento a titolo noto (metodo di Liebig modificato).

Soluzione standard diluita 1 di cianuro (estremamente tossica) (1 ml = 0,01 mg). Diluire 10 mL delld
soluzione concentrata di cianuro a 1.000 mL. La soluzione va preparata giornalmente.

Soluzione standard diluita Il di cianuro (estremamente tossica) (1 mL = 0,001 mg). Diluire~]0 mL
della soluzione diluita I di cianuro a 100 mL. La soluzione va preparata giornalmente.

Soluzione di acido acetico (1+4). Aggiungere un volume di acido acetico [CH;COOH] congentrato a 4
volumi di acqua distillata.

Soluzione tampone di fosfato (pH = 6,86 a 25°C). Sciogliere in acqua 339 mg di didrogeno fosfato di
potassio [KH,PO,] e 353 mg di idrogeno fosfato disodico [Nay,HPO,] e diluire a 100-mL.

Soluzione di cloramina (T 10 g L™). Sciogliere 10 g di cloramina T in 1.000 mL di‘acqua. La soluzione
¢ stabile per una settimana e va conservata in frigorifero.

Soluzione di 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-one (5 g L' ). Preparare una soluzione satura (5 g L) ag-
giungendo il pirazolone ad acqua calda (circa 75°C); raffreddare agitando.di tanto in tanto.

Reattivo misto piridina-pirazolone. Miscelare 125 mL di soluzione filtrata di 3-metil-1-fenil-2-
pirazolin-5-one con la soluzione filtrata ottenuta sciogliendo 0,025 g di bis-pirazolone in 25 mL di
piridina. Preparare questo reattivo giornalmente.

Soluzione di idrogeno fosfato disodico. Sciogliere 5 g di [Na,HPO,]anidro in 100 mL di acqua.

Butan-1-olo.

2.5. Procedimento

2.5.1. Solubilizzazione

Per effettuare la solubilizzazione di eventuali cianuri inselubili presenti allo stato di piccole particelle
solide sospese nel liquido, il campione, che & stato sottoposto ai trattamenti indicati per eliminare le
interferenze, viene portato all'ebollizione per alcuni minuti (normalmente 10 minuti risultano suffi-
cienti) curando che il pH si mantenga sul valore di 11\ Raffreddare e filtrare.

2.5.2. Distillazione

Introdurre il liquido, gia sottoposto ai pretrattamenti ritenuti necessari, nel pallone da distillazione te-
nendo presente che, per concentrazioni di CN”'non superiori a 10 mg L occorre distillare un cam-
pione di 500 mL, mentre per concentrazioni superiori a 10 mg L occorre una quantita proporzional-
mente inferiore, diluire in ogni caso a,500.mL con acqua. Predisporre I'apparecchio di distillazione
sotto cappa, ponendo in ciascun dei due  assorbitori 50 mL di NaOH 1 M, che possono essere diluiti
con acqua al fine di assicurare un sufficiente battente liquido. Collegare l'apparecchio ad una pompa
da vuoto ad acqua e regolare il flusso dell'aria in modo che il gorgogliamento non sia superiore a 1+2
bolle al secondo. Aggiungere 20 mL di soluzione di cloruro di mercurio(II) e 10 mL di soluzione di
cloruro di magnesio. Miscelare-bene, aggiungere alcune gocce di indicatore al metilarancio, lavare
I'imbuto di carico con poca.acqua e aggiungere a piccole dosi 50 mL di H;PO,. Riscaldare il pallone
per un'ora evitando, per quanto possibile, che il vapor d'acqua superi meta dell'altezza del refrigerante,
mentre si mantiene in funzione il passaggio di una corrente di aria che ha il compito di trasportare tutto
I'acido cianidrico liberato'nel recipiente di raccolta. Dopo questo tempo, interrompere il riscaldamento
e lasciare raffreddaré mantenendo il gorgogliamento di aria per altri 15 minuti; interrompere il flusso
di aria e trasferire il contenuto degli assorbitori in un matraccio tarato di volume C a seconda della
ipotizzata concentrazione in CN". Lavare i tubi e gli assorbitori con acqua che viene aggiunta nello
stesso matraccio tarato; portare a volume con acqua.

2.5.3. Taratura

Porre in diversi cilindri graduati a tappo smerigliato da 50 mL rispettivamente 10 mL di almeno quat-
tro soluzioni standard ottenute diluendo la soluzione standard piu adatta affinché la misura del cam-
pioné rientri nell'intervallo fissato dalla curva di taratura e porre in un altro cilindro 10 mL di acqua
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(bianco). Aggiungere 5 mL di idrossido di sodio 0,2 M. Trattare tutte le soluzioni contenute nei cilin-,
dri con acido acetico fino quasi a neutralitd. Aggiungere qualche mL di soluzione tampone e portare-a
pH 7 con acido acetico. Aggiungere 0,2 mL di soluzione di cloramina T tappare i cilindri, mescolare
per rovesciamento due o tre volte; lasciare riposare per 1 o 2 minuti; aggiungere 5 mL di reattivo misto
piridina-pirazolone, tappare di nuovo e mescolare per rovesciamento; lasciare sviluppare il colore.per
20 minuti, diluire portando a volume di 25 mL con acqua, mescolare e determinare l'assorbanza-delle
soluzioni a 620 nm contro il bianco. Costruire un grafico di taratura assorbanza/milligrammi'di CN".

2.5.4. Dosaggio

Prelevare un volume B (di solito 15 mL) del liquido proveniente dalla distillazione (2:5.2.) e porre in
un cilindro da 50 mL. Aggiungere 5 mL di idrossido di sodio 0,2 M. Trattare la soluzione contenuta
nel cilindro con acido acetico fino quasi a neutralita. Aggiungere qualche mL di soluzione tampone e
portare a pH 7 con acido acetico. Aggiungere 0,2 mL di soluzione di cloramina/(T, tappare il cilindro e
mescolare per rovesciamento due o tre volte; lasciare riposare per 1 o 2 minuti; aggiungere 5 mL di
reattivo misto piridina-pirazolone, tappare di nuovo e mescolare per rovesciamento; lasciare svilup-
pare il colore per 20 minuti, diluire portando a volume di 25 mL con acqua, mescolare e determinare
I'assorbanza della soluzione a 620 nm contro il bianco.

2.5.5. Dosaggio previa concentrazione del complesso colorato

Operare come al punto 2.5.4. fino al termine dei 20 minuti di sviluppo del colore. A questo punto ag-
giungere 1 mL di soluzione di Na,HPO,. Misurare esattamente,10'mL di butan-1-olo che vengono ag-
giunti al cilindro. Tappare e mescolare per rovesciamento. Se le due fasi non si separano entro 3 mi-
nuti aggiungere altra soluzione di Na,HPO, e mescolare ancora. Prelevare una parte della fase orga-
nica e misurare l'assorbanza a 620 nm contro un bianco ottenuto per estrazione del bianco dei reattivi.

2.6. Espressione dei risultati
La concentrazione in cianuro del campione in esame‘€spressa in mg L™ viene calcolata con la seguente

formula:
A+ C+1000
CN' (mgL") = ————
BeD

dove:

A = mg di CN letti sulla curva'di taratura;

B = volume (in mL) di distillato utilizzato per il dosaggio colorimetrico;

C = volume totale (in mL).del distillato, raccolto in matraccio e portato con lavaggi a

volume;
D = volume (in mL)\di campione sottoposto a distillazione.

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo_colorimetrico varia notevolmente al variare della concentrazione del cianuro.
Per valori compresi fra e 10 mg di CN™ per litro gli scarti possono raggiungere +25%.

Bibliografia
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CLORURI

1. Determinazione argentometrica con indicatore

1.1. Principio del metodo

Titolazione degli ioni cloruro con una soluzione di nitrato di argento in ambiente neutro o leggefmente
basico, in presenza di cromato di potassio come indicatore: dopo la precipitazione quantitativa del clo-
ruro d’argento si ha colorazione rosso mattone, persistente, del cromato d’argento.

Questo metodo consente il dosaggio dei cloruri in acque relativamente limpide, non troppo colorate e
che non contengano una quantita troppo elevata di cationi che possano dare origine,\al pH di lavoro,
ad interferenze con lo ione cromato e/o lo ione Ag.

1.2. Interferenze e cause d’errore

Possono interferire specie complessanti o precipitanti I’argento.

Interferiscono lo ione bromuro, ioduro, cianuro, tiocianato e arseniato che ‘vengono calcolati come clo-
ruri; ioduri e tiocianati falsano anche il punto di viraggio per fenomeni di adsorbimento.

L’interferenza dei solfuri, tiosolfati e solfiti puo essere rimossa aggiungendo, all’ebollizione, una solu-
zione di perossido d’idrogeno al 30%. Gli ortofosfati interferiscono'se presenti in concentrazione su-
periore a 250 mg L™, poiché precipitano come fosfato d’argento.

11 ferro(111), in concentrazione superiore a 10 mg L™, maschera il punto finale della titolazione.

A seconda della quantita, i cationi piombo e bario precipitano con il cromato, i cationi idrolizzabili
(alluminio, ferro, bismuto, stagno, zinco ecc.) possono precipitare al pH della titolazione, i cationi co-
lorati (rame, nichel, cobalto) disturbano ’apprezzamento del viraggio.

L’eventuale colorazione o torbidita del campione pud/essere eliminata mediante preliminare tratta-
mento con una sospensione di idrossido di alluminio /o carbone attivo.

1.3. Apparecchiature
Normale attrezzatura di laboratorio e buretta graduata di volume adeguato.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi ¢ le soluzioni preparate con acqua bidistillata e/o deioniz-

zata e distillata.

Soluzione standard di cloruro di potassio/0,1 N. Pesare 7,45 g di cloruro di potassio [KCl], previa-
mente essiccato fino a peso costante in stufa a 180°C e raffreddato in essiccatore. Sciogliere in
poca acqua e travasare quantitativamente la soluzione in un matraccio tarato da 1.000 mL. Portare a
volume con acqua avendo ctra di ben omogeneizzare la soluzione. Calcolare la normalita N in

base al rapporto:
P

74,552

dove P ¢ la quantitd-esattamente pesata al mg di cloruro di potassio. Si consiglia di rinnovare la
soluzione ogni mese,

Soluzione standard-di nitrato d'argento 0,1 N. Sciogliere circa 17 g di nitrato d'argento [AgNOs] in
acqua e trasferire quantitativamente in un matraccio tarato da 1.000 mL. Portare a volume con ac-
qua, avendo cura di ben omogeneizzare la soluzione. Controllare l'esatta concentrazione di questa
soluzione, anche se si sono impiegate fiale certificate pronte per la diluizione, titolando con la
stessa 20;mL della soluzione standard di cloruro di potassio 0,1 N. Effettuare tale controllo almeno
in doppio e lo scarto tra le due prove non deve superare 0,2 mL.

84



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

Effettuare il calcolo dell'esatta normalita della soluzione nel modo seguente:
N[ «20

n

N =

dove N; ¢ la normalita della soluzione di cloruro di potassio, ed n il numero di mL dellafsoluzione
di AgNOs, impiegati nella titolazione e corretti del bianco. La soluzione deve essere conservata in
recipiente di vetro scuro.

Soluzione di cromato di potassio. Sciogliere 50 g di cromato di potassio [K,CrO,] in_poca‘acqua, ag-
giungere nitrato di argento fino ad incipiente formazione di precipitato rosso. Lasciare sedimentare
per circa 12 ore, filtrare e portare il filtrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione di fenolftaleina. Sciogliere 50 g di fenolftaleina in 500 mL di etanole al.95% e portare a
1.000 mL con acqua. Aggiungere, goccia a goccia, una soluzione di idrossido.di'sodio 0,01 M, fino
alla comparsa di un colore rosa pallido.

Soluzione di perossido di idrogeno al 30%.

Soluzione di acido solforico 0,5 M. Aggiungere molto lentamente e sotto/raffreddamento 28 mL di
acido solforico [H,SO,] (d = 1,84) a 500 mL di acqua. Dopo raffrteddamento diluire a 1.000 mL
con acqua.

Soluzione di idrossido di sodio 1 M. Sciogliere 40 g di idrossido di sodio [NaOH] in acqua e diluire ad
1.000 mL.

Sospensione di idrossido di alluminio. Sciogliere 125 g di allume’ potassico [AIK(SO4),*12H,0] in
1.000 mL di acqua. Scaldare a 60°C e aggiungere 55 mL/di soluzione acquosa concentrata di am-
moniaca, lentamente e agitando. Lasciare a riposo per circa/l ora, quindi travasare la sospensione
in una bottiglia e lavare ripetutamente il precipitato con ‘acqua per decantazione, fino a che le acque
di lavaggio siano esenti da cloruri.

Carbone attivo.

1..5. Procedimento

1.5.1. Pretrattamento

La soluzione da titolare deve essere limpida, incoelore € priva di sostanze interferenti.

Portare 100 mL di campione (o un’aliquota misurata), decantato, a pH 8,3 con NaOH 1 M o H,SO, 0,5
M in presenza di fenolftaleina. Se necessario filtrare attraverso una membrana filtrante da 0,45 pm.
Lavare il precipitato piil volte con 2+5 mL di acqua. Sul filtrato determinare i cloruri.

Se sono presenti sostanze riducenti, quali/solfiti, solfuri, tiosolfati, ecc., portare 100 mL di campione
(o aliquota) a pH 8,3 in presenza di fenolftaleina, eventualmente filtrare e lavare il precipitato. Ag-
giungere 1 o pit mL di soluzione.diperossido di idrogeno, portare ad ebollizione per pochi minuti e
verificare il pH alla fenolftaleina..Se si forma un precipitato filtrare, lavare e sul filtrato determinare i
cloruri.

Se il campione, dopo correzione del pH e dopo filtrazione su membrana, rimane torbido e/o colorato,
aggiungere a 100 mL di campione (o aliquota), portati a pH 8,3, 3 mL di sospensione di idrossido di
alluminio. Agitare, lasciare decantare, lavare il precipitato e sul filtrato determinare i cloruri.

Se il campione pretrattato (o aliquota) da sottoporre alla titolazione & ancora colorato, aggiungere 5 g
di carbone attivo, filtrare, lavare e sul filtrato determinare i cloruri.

1.5.2. Titolazione

Prelevare 100/mL esatti di campione, oppure un volume inferiore esattamente noto, che viene diluito a
100 mL a seconda del contenuto di ione cloruro: in genere si preleva una quantita tale che il contenuto
di cloruro.non superi 70 mg.

Verificare ‘¢he il campione si trovi intorno a pH 8,0. Se cosi non fosse, aggiustare il valore mediante
acido solforico 0,5 M o idrossido di sodio 1 M.
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Aggiungere 1 mL di soluzione di cromato di potassio e titolare con la soluzione standard di nitrato
d’argento 0,1 N, fino a viraggio rosso persistente.

E indispensabile eseguire, nelle stesse condizioni, una prova in bianco su un’aliquota di 100 mL di ac-
qua, trattata in modo analogo al campione.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione degli ioni cloruro nel campione ¢ data dalla formula:

(a-b)* N
Cl- (meq L") = —e + 1.000

dove:
a = volume, in mL, di soluzione standard di AgNO; consumata per la.titolazione
del campione;
b = volume. in mL, di soluzione standard di AgNO;, consumata per la titola-
zione del bianco;
N = la normalita della soluzione standard di AgNO;;
C il volume, in mL, del campione d'acqua prelevato.

Per avere la concentrazione in mg L™:

Cl- (mg L") = CI' (meq L") 435,45

1.7. Precisione ed accuratezza

La difficolta di apprezzare il punto di viraggio limita la precisione del metodo che ¢ dell’ordine di 0,1
mL, pari a 0,35 mg di CI".

2. Determinazione argentometrica per via potenziometrica

2.1. Principio del metodo

Il metodo descritto consente la determinazioné in ambiente acido per acido nitrico, in modo molto ac-
curato anche per piccole quantita di cloruri. Il metodo & applicabile a soluzioni colorate e/o torbide e
non ha molte interferenze se non si trattasdi sistemi fortemente ossidanti o fortemente riducenti o com-
plessanti o che precipitano Ag” in ambiente acido.

Il metodo si basa sulla titolazione potenziometrica dello ione cloruro con una soluzione titolata di ni-
trato d'argento in ambiente acido-La-variazione del potenziale & seguita con la coppia, elettrodo d'ar-
gento (elettrodo indicatore) ed elettrodo a calomelano saturo (elettrodo di riferimento).

2.2. Interferenze e causé dierrore

Il metodo consente, in certe-eondizioni, di dosare simultaneamente e separatamente gli ioni bromuro e
ioduro.

Si puo ovviare all'interferenza dovuta ad altri ioni, quali cianuro, solfuro, tiocianato, solfito, ammonio
e ferro(III), come descritto al punto 1.5.1.

La presenza di sestanze fortemente ossidanti pud nuocere al funzionamento dell'elettrodo indicatore,
in quanto puo dar‘luogo alla formazione di depositi di un prodotto di ossidazione dell'argento sull'elet-
trodo stesso,

2.3. Apparecchiature
— Normale vetreria di laboratorio e buretta graduata di volume opportuno.
— Potenziometro, sensibilita 2 mV (potenziale da -500 mV a + 500mV).
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— Elettrodo d'argento. L'elettrodo deve essere pulito con carta da filtro, acido nitrico 1 M e acqua
distillata prima di ogni titolazione.
— Elettrodo a calomelano saturo.

— Ponte salino. Il ponte ¢ costituito da agar-agar saturo di nitrato di potassio, oppure da soluzione
satura di nitrato di potassio, collegata con l'elettrodo a calomelano. E munito alle sue estremita di
diaframmi porosi.

— Agitatore elettromagnetico, con barretta rivestita di teflon.

2.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate con acqua bidistillata e/o deioniz-

zata e distillata.

Soluzione standard di nitrato d'argento 0,1 N. Sciogliere circa 17 g di nitrato d'argento [AgNO;] in
acqua e trasferire quantitativamente in un matraccio tarato da 1.000 mL. Portare a volume con ac-
qua, avendo cura di ben omogeneizzare la soluzione. Controllare I'esatta concentrazione di questa
soluzione, anche se si sono impiegate fiale certificate pronte per la diluizione; effettuando la titola-
zione potenziometrica della soluzione standard di cloruro di potassio 0,1 N.

Soluzione standard di cloruro di potassio 0,1 N. Pesare 7,45 g di cloruro“di potassio [KCI], previa-
mente essiccato fino a peso costante in stufa a 180 °C e raffreddato_in essiccatore. Sciogliere in
poca acqua e travasare quantitativamente la soluzione in un matraccio tarato da 1.000 mL. Portare a
volume con acqua avendo cura di ben omogeneizzare la soluzioneyla cui normalita N, si calcola in
base al rapporto:

P
74,552

dove P ¢ la quantitd esattamente pesata al mg di cloruro di potassio. Si consiglia di rinnovare la
soluzione ogni mese.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,40).

Nitrato di potassio [KNO; ]. Soluzione satura a temperatura ambiente.

Agar-agar esente da cloruri.

2.5. Procedimento

2.5.1. Pretrattamento

Mediante opportuno pretrattamento possofio essere eliminate le interferenze descritte al punto 2.2.
Tutti gli alogenuri, fluoruro escluso/pessono essere dosati contemporaneamente. Se le concentrazioni
di ciascuno sono simili ¢ possibile determinare nell'ordine, sul medesimo campione, ioduri, bromuri e
cloruri, tenendo conto dei differenti-valori dei prodotti di solubilita e quindi dei differenti potenziali
dell'elettrodo indicatore corrispondenti alla fine di ogni titolazione. Nel caso in cui i bromuri e/o gli
ioduri siano in eccesso rispettotai cloruri, essi possono essere rimossi preliminarmente, per mezzo di
un trattamento ossidante, ad ‘es. con H,O,, all'ebollizione in HNO; diluito, seguito da un'estrazione
dell'alogeno formatosi con appropriato solvente (ad. es., solfuro di carbonio). La rimozione di sostanze
che potrebbero ossidare I'elettrodo d'argento pud essere effettuata mediante pretrattamento con acido
ascorbico oppure con alfra sostanza riducente che non interferisca. L'interferenza dei sali d'ammonio e
di ferro puo essere prevenuta con un doppio trattamento, in ambiente alcalino, in presenza di H,0,, e
all'ebollizione, seguito da un'eventuale filtrazione e acidificazione del filtrato con acido nitrico. L'in-
terferenza dei cianuri, tiocianati e solfuri viene ugualmente eliminata con trattamento ossidante in am-
biente alcalino, mediante ebollizione prolungata.

2.5.2. Contyollo del titolo della soluzione di nitrato d'argento 0,1 N

Prelevare'S-e 10 mL rispettivamente della soluzione standard di KC1 0,1 N e versare in due beaker a
forma bassa da 150 mL. Qualora si preveda di eseguire un pretrattamento del campione, occorre effet-
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tuare la standardizzazione in presenza delle stesse quantita di tutti i reattivi utilizzati in tale opera-
zione. Addizionare il contenuto di ogni beaker di 2 mL di HNO; concentrato, oppure della quantitd
necessaria per neutralizzare la soluzione, pilt un eccesso di 2 mL di HNO; e di una quantita d'acqua
sufficiente a portare il volume a 100 mL circa. Introdurre nel beaker la barretta magnetica, porte.il
beaker sull'agitatore e iniziare I'agitazione. Immergere 'elettrodo d'argento nella soluzione e ddéssa
collegare I'elettrodo di riferimento tramite ponte salino. Misurare il potenziale, mediante apparecchia-
tura potenziometrica, dopo averne verificato lo zero. Aggiungere rispettivamente 4 ¢ 9 mL della solu-
zione di AgNO; 0,1 N, continuare ad aggiungere la soluzione di AgNOs, per aliquote successive
uguali a 0,1 mL o meglio 0,05 mL e misurare il potenziale avendo cura di attendere, dopo ogni ag-
giunta, la sua stabilizzazione. Scrivere nelle prime due colonne di una tabella i volumi man mano ag-
giunti con i corrispondenti potenziali. In una terza colonna registrare gli incrementi-successivi del po-
tenziale E, A;E. Su una quarta colonna annotare le differenze successive (A;E) positive o negative, tra
gli incrementi di potenziale A,E. La fine della titolazione corrisponde all'aggiunta di*AgNO;, che da il
valore massimo di AE. Per calcolare il volume esatto V,, della soluzione di AgNO; corrispondente
alla fine della titolazione, applicare la formula:

Veq=V0+V1-p/P

dove:

Vo = volume, in mL, della soluzione di AgNOs, immediatamente inferiore all'ag-
giunta che fornisce l'incremento massimo AE;

Vi = volume, in mL, della soluzione di AgNO; Cerrispondente all'ultima aliquota
aggiunta;

P = ultimo valore di A;E con il segno +;

P = somma dei valori assoluti dell'ultimo AEcon il segno + e del primo AJE con
il segno -;

Di seguito, a titolo esemplificativo, viene riportato-un esempio di calcolo:

Volume della
soluzione di | “Potenziale ME ME
AgNO;
mL my mV mV
4,80 176
35
4,90 211 +37
72
5,00 283 -49
23
5,10 306 -10
13
5,20 319

Ve =4,9 +0,1+37/(37+49) = 4,943
I1 titolo della'soluzione di AgNOs, espresso in normalita, & dato dalla formula:

N= N1 . 5/(V2-V3)
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dove:

N; = titolo, espresso in normalita, della soluzione standard di KCl, in questo caso
0,IN;

V, = valore, in mL, di V, corrispondente alla titolazione di 10 mL della soluzione
standard di KClI,

V, = valore, in mL, di V., corrispondente alla titolazione di 5 mL della soluzione
standard di KCI;

5 = differenza, in mL, tra i due volumi prelevati della soluzione standard di KCI.

2.5.3. Calcolo del valore del bianco
11 valore del bianco dei reagenti, b, & dato, in mL, dalla formula:

b= 2V3 - Vz
dove V; e V; hanno lo stesso significato che al punto 2.5.2.

2.5.4. Titolazione del campione

Titolare il campione, che non deve contenere pitt di 35 mg di ione cloruro, con la soluzione standard di
AgNO; 0,1 N, secondo le modalita descritte nel controllo del titolo d¢lla soluzione di nitrato d'argento
0,1 N, ma senza tener conto dell'istruzione relativa all'aggiunta di 4.¢ 9 mL della soluzione di AgNO;.

2.6. Espressione dei risultati
La concentrazione degli ioni cloruro nel campione ¢ data dalla-formula:

(a<b) 4N
ClI' (meqL") = —C—-I.OOO

dove:

volume, in mL, di soluzione standard di AgNO; consumata per il campione;
= volume, in mL, di soluziong standard di AgNO;, consumata per il bianco;
la normalita della soluzione standard di AgNO;

= il volume, in mL, del campione d'acqua prelevato.

Nz oo
1l

Per avere la concentrazione in mg L™
CF(mg L) =CI' (meq L") « 35,45

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo puo essere aumentata ricorrendo alla potenziometria derivata.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVHI ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno 100 (Roma).
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COBALTO

1. Determinazione per assorbimento atomico con APDC

1.1. Principio del metodo

I metodo si basa sulla formazione di un complesso tra il cobalto e il pirrolidinditiocarbamntato d'am-
monio (APDC) ad un determinato pH. La fase organica, ottenuta successivamente per/estrazione del
complesso con metilisobutilchetone (MIBK), viene aspirata direttamente nella fiamma atia-acetilene
di uno spettrofotometro di assorbimento atomico e l'assorbanza misurata alla lunghezza d'onda di
240,7 nm.

Il metodo consente la determinazione nell'intervallo di concentrazione da 0,03 a.10mg L. Concentra-
zioni pill elevate possono essere determinate diluendo opportunamente il campione in esame.

1.2. Interferenze e cause di errore

La presenza di metalli, come ferro, zinco, nichel, piombo, cadmio, ramé, manganese, argento, cromo
fino ad un totale complessivo di 30 mg L™, non impedisce la chelazione e\['estrazione quantitativa del
cobalto. Particolare attenzione in questa fase deve essere rivolta al controllo del valore del pH. La pre-
senza di detti elementi complessabili, in concentrazioni superiori alicitato limite, pud provocare un er-
rore in difetto che viene eliminato aggiungendo ulteriori quantiti’di APDC. In ogni caso ciascuno dei
singoli metalli non deve superare, nel campione in esame, la concentrazione di 10 mg L™

La maggior parte delle interferenze dovute a sostanze non,omplessabili dall' APDC, eventualmente
presenti nella matrice, vengono eliminate con I'estrazione.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tutta la vetreria impiegata in questa determinazione deve essere
lavata con acido nitrico diluito (1+9) caldo e accuratamente risciacquata con acqua. Questa opera-
zione va effettuata immediatamente prima dell’uso.

—  Spettrofotometro ad assorbimento atomico munito di bruciatore per fiamma aria-acetilene e corre-
dato possibilmente di dispositivo per la corrézione automatica dell'assorbimento non specifico e di
tutti gli altri indispensabili accessori.

— pH-metro, corredato di coppia di elettrodi vetro calomelano.

1.4. Reattivi

I reattivi devono essere di grado ultrapuro o puri per analisi. L'acqua distillata di tipo commerciale

deve essere ulteriormente deionizzata.(ECw < 0,1 uS cm™).

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E ne-
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perche il sol-
vente ¢ infiammabile e‘particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro.

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d'ammonio (APDC) (40 g L”). Sciogliere 4 g di APDC in 100
mL di acqua. Se necessario, purificare I’APDC con uguale volume di MIBK. Agitare per 30 se-
condi in un imbuto-separatore, lasciar separare, recuperare lo strato inferiore e scartare il MIBK. La
soluzione deve essere preparata giornalmente.

Soluzione di acido_nitrico [HNOs;] (1+1). Aggiungere un volume di HNO; concentrato (d = 1,41)
ad un uguale volume d'acqua.

Soluzione di acido cloridrico [HCI] (1+1). Aggiungere un volume di HCI concentrato (d = 1,19) ad un
ugual volume d'acqua.

Soluzione.di HNO; 1 M. Diluire 45 mL di HNO; concentrato e portare e 1.000 mL con acqua.

Soluzione di idrossido di sodio [NaOH] 1 M. Disciogliere 40 g di NaOH in acqua e portare a volume a
1.000 mL.
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Soluzione standard madre di cobalto (1 mL = 0,1 mg Co). Sciogliere 0,1 g di metallo (Co) nella mi-
nima quantita di HNO; (1+1), aggiungere 10 mL di HCI (1+1) e diluire a 1.000 mL con acqua. &
possibile fare ricorso a soluzioni standard gia pronte o da diluire.

Acqua satura di MIBK. Mescolare una parte di MIBK purificato con una parte di acqua in un imbuto
separatore, agitare per 30 secondi, lasciar separare, scartare lo strato acquoso e recuperare lo-strato
organico.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

Preparare almeno tre concentrazioni di soluzione standard di cobalto, diluendo opportunatmente la so-
luzione standard madre, cosi da avere la concentrazione del campione in esame compresa in un inter-
vallo di concentrazione ottimale per lo strumento.

Portare 100 mL di ogni standard e 100 mL di un bianco, costituito da acqua eséntejda metalli, a pH 3
aggiungendo HNO; 1 M o NaOH 1 M. Trasferire ciascuno standard e il bianco.inaltrettanti imbuti se-
paratori da 200 mL, addizionare 1 mL di soluzione di APDC e agitare per4niscelare. Addizionare 10
mL di MIBK e agitare vigorosamente per 30 secondi (il massimo rapporto/consentito tra campione e
MIBK ¢ 40/1 in volume). Lasciare separare le fasi nell'imbuto separatore, quindi cautamente aggiun-
gere una soluzione di acqua ed acido nitrico a pH 3 sul fondo di ciascunimbuto in modo da rendere lo
strato organico accessibile al tubo di aspirazione del bruciatore. Aspirare gli estratti organici diretta-
mente nella fiamma (azzerando lo strumento con il bianco costituito ‘da acqua satura di MIBK) e regi-
strare le assorbanze. Preparare una curva di taratura mettendo ‘le ‘concentrazioni in ascissa (mg L™)
contro le assorbanze in ordinata.

1.5.2. Determinazione

Portare 100 mL di campione in esame a pH 3 aggiungendo HNO; 1 M o NaOH 1 M. Trasferire il
campione in un imbuto separatore da 200 mL, addizionare’ | mL di soluzione di APDC e agitare per
miscelare. Addizionare 10 mL di MIBK e agitare vigorosamente per 30 secondi (il massimo rapporto
consentito tra campione ¢ MIBK ¢ 40/1 in volume)~Lasciare separare le fasi nell'imbuto separatore,
quindi cautamente aggiungere una soluzione di acqua ed acido nitrico a pH 3 sul fondo dell’imbuto, in
modo da rendere lo strato organico accessibile altubo di aspirazione del bruciatore. Aspirare 1’estratto
organico direttamente nella fiamma e registrare/I’assorbanza.

Per evitare problemi associati con I'instabilita del complesso metallico estratto, determinare il cobalto
immediatamente dopo I'estrazione.

1.6. Espressione dei risultati
Calcolare la concentrazione del metallo in mg L™, facendo riferimento alla curva di taratura.

1.7. Precisione ed accuratezza

Con un campione contenente 4.mg L™ di cobalto ¢ stata ottenuta una deviazione standard relativa del
10%.

Bibliografia
APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).
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CROMO

1. Determinazione del cromo totale

1.1. Principio del metodo

Il metodo consiste nella determinazione del cromo totale mediante spettrofotometria di assorbimento
atomico alla lunghezza d'onda di 357,9 nm con immissione diretta del campione in fiamina aria-aceti-
lene o ossido di diazoto-acetilene.

Questo metodo consente la determinazione diretta del cromo totale in campioni di acquedi scarico e di
acque naturali nell’lntervallo di concentrazione 0,1+10 mg L. L'intervallo pud essereesteso a concen-
trazioni superiori a 10 mg L™ attraverso la diluizione del campione.

1.2. Interferenze e cause di errore

Ferro, nichel e cobalto (0,1 mg L c1ascuno) e magnesio (30 mg L) provocano interferenza negatlva
In soluzione di 8- 1dross1ch1nolma (10 g L") non interferiscono 700 mg KL di ferro e 10 mg L di ni-
chel e cobalto, nonché 1 g L™ di magnesio.

Interferiscono positivamente il potassio se presente in concentrazmm supeftiori a 500 mg L™

Non 1nterferlscono sodio, solfati e cloruri (ognuno fino a 9 mg LYscaleio e magnesio (ognuno ﬁno a
1 mg LY, nitrati (ﬁno a2 mg L") e cadmio, piombo, rame, zing6, ferro, nichel (fino a 10 mg L™ cia-
scuno). Tuttavia Na®, CI', SO,~, HPO, e sostanze organlche se presenti in concentrazioni elevate,
possono provocare a]teraznom nella dinamica di aspirazione del'liquido e nelle condizioni chimico-fi-
siche della fiamma, con ripercussioni negative sulla risposta‘strumentale.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tra i vari sistemi utilizzabili per il lavaggio della vetreria risulta
conveniente quello che impiega acido nitrico diluito (1+3) ed acqua.

~  Spettrofotometro di assorbimento atomico munito di dispositivo per la correzione automatica del-
l'assorbimento non specifico, di lampada a catodo cavo per il cromo, e, possibilmente, di registra-
tore grafico adatto, nonché di bruciatore aria“acetilene o ossido di diazoto-acetilene.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisivL'acqua utilizzata deve essere distillata e/o deionizzata.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d ='1,42).

Soluzione di acido nitrico diluito (I+3). Aggiungere a 3 volumi di acqua un volume di acido nitrico
concentrato.

Soluzione standard di cromo (1.mL = 0,05 mg di Cr). Pesare 0,1414 g di bicromato di potassio
[K2Cry05], previamente essiceato in stufa a 110°C per almeno 2 ore. Sciogliere in acqua, trasferire
la soluzione in matraccio-tarato da 1.000 mL e portare a volume con acqua.

1.5. Procedimento

Eseguire tutte le operazioni consigliate dal manuale di istruzione per il funzionamento dello spettro-
fotometro. In particolare per il bruciatore aria-acetilene regolare i flussi dei gas in maniera da ottenere
una fiamma leggermente riducente, inserire la lampada per il cromo e selezionare la lunghezza d'onda
di 357,9 nm.

Solo nelle condizioni di fiamma leggermente riducente ’assorbanza risulta indipendente dalla stato di
ossidazione del cromo.
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1.5.1. Taratura

In 5 matracci tarati da 50 mL porre rispettivamente 0; 0,5; 1; 2; 5 mL di soluzione standard di cromo,
aggiungere in ogni pallone 1 mL di acido nitrico diluito e portare a volume con acqua. Cosi operando
si ottengono soluzioni con contenuto in cromo rispettivamente di: 0; 0,5; 1; 2; 5 mg L

Nebulizzare direttamente in fiamma le soluzioni cosi preparate. Eseguire la lettura dell'assorbanza‘alla
lunghezza d'onda di 357,9 nm.

Costruire il grafico di taratura prendendo per ogni standard il valore medio delle letture di assorbanza,
sottratte del valore del bianco.

1.5.2. Determinazione

Procedere alla nebulizzazione in fiamma del campione di acqua ed alla lettura dellé’assorbanze alla
lunghezza d'onda di 357,9 nm. Le misure di assorbanza degli standard debbono essere ripetute prima e
dopo le misure di assorbanza del campione.

1.6. Espressione dei risultati
Riportare sul grafico di taratura i valori delle misure effettuate sul campione; sempre dopo aver sot-
tratto il bianco, risalendo in tal maniera alla concentrazione in cromo totale espressa in mg L

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione, espressa come deviazione standard relativa, ¢ mediamente del 10%. Per quanto riguarda
I'accuratezza essa ¢ dello stesso ordine di grandezza. Questi dati“sono riferiti all'intero intervallo di
concentrazioni preso in esame nel presente metodo.

2. Determinazione del cromo(VI)

2.1. Principio del metodo

La formazione del composto Cr(VI)-pirrolidinditiocatbammato permette I’estrazione selettiva in meti-
lisobutilchetone del cromo(V1) rispetto al cromo(III): La successiva distruzione del complesso orga-
nico e la solubilizzazione del cromo in soluzione acquosa consente la determinazione tramite spettro-
fotometria di assorbimento atomico alla lunghezza d'onda di 357,9 nm.

I1 metodo consente la determinazione del solo/Cr(VI) in campioni di acque naturali e di scarico in un
intervallo di concentrazione compreso tra 0,005 e 0,05 mg L.

Campioni di acqua di mare possono essere-analizzati solo con livelli di cromo(VI) bassi. Concentra-
zioni pill elevate possono essere determinate procedendo ad opportune diluizioni.

2.2. Interferenze e cause di errore
I metodo puo essere affetto da‘errori in difetto se nel campione sono presenti alte concentrazioni di

Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni, Ag, e Zn che formano complessi con il pirrolidinditiocarbammato
d’ammonio.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tra i vari sistemi utilizzabili per il lavaggio della vetreria risulta
conveniente quello che impiega acido nitrico diluito (1+3) ed acqua.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico munito di dispositivo per la correzione automatica del-
l'assorbimento,non specifico, di lampada a catodo cavo per il cromo, e, possibilmente, di registra-
tore graficoradatto, nonché di bruciatore aria-acetilene o ossido di diazoto-acetilene.

— Imbuti separatori, possibilmente in vetro pirex, da 500 mL.

2.4. Reattivi
Tutti i‘ceattivi devono essere puri per analisi. L'acqua utilizzata deve essere distillata e/o deionizzata.
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Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E ne-~
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perché il sol-
vente & inflammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro.

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d’ammonio (APDC) all’1%. Porre 1 g di APDC in matraccio
tarato da 100 mL e portare a volume con acqua. Questa soluzione & conservabile in bottiglia-scura
per circa 2 settimane.

Ammoniaca concentrata [NH,OH] (d = 0,8).

Soluzione di ammoniaca diluita (1+3). Aggiungere a 3 volumi di acqua un volume di ammoniaca con-
centrata.

Carte indicatrici di pH per 'intervallo 0+5.

Acido clovidrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Soluzione di acido cloridrico diluito circa 0,1 M. Prelevare 8 mL di acido cloridrico_concentrato e di-
luire ad 1.000 mL con acqua.

Acido nitrico concentrato [HNOs] (d = 1,42).

Soluzione di acido nitrico diluito (I1+1). Aggiungere a 1 volume di acqua un/volume di acido nitrico
concentrato.

Soluzione di cloruro di potassio al 20% m/v. Sciogliere 20 g di cloruro di potassio [KCI] in acqua e
portare a 100 mL.

Soluzione concentrata di cromo (1 mL = 0,05 mg di Cr(VI)). Pesare:0;1414 g di dicromato di potassio
[K»Cr,0-], previamente essiccato in stufa a 110°C per almeno/2 ore. Sciogliere in acqua, trasferire
la soluzione in matraccio tarato da 1.000 mL e portare a volume ‘con acqua.

Soluzione diluita di cromo (1 mL = 0,001 mg di Cr(VI)). Prelevare 2 mL della soluzione concentrata,
trasferirli in matraccio tarato da 100 mL e portare a volume con acqua. Si consiglia di preparare
questa soluzione al momento dell’uso.

2.5. Procedimento
Eseguire tutte le operazioni consigliate dal manuale di"istruzione per il funzionamento dello spettro-
fotometro. In particolare per il bruciatore aria-acetilene regolare i flussi dei gas in maniera da ottenere

una fiamma non ossidante, inserire la lampada peril-cromo e selezionare la lunghezza d'onda di 357,9
nm.

2.5.1. Preparazione del campione

Trasferire 200 mL del campione da analizzaré in un imbuto separatore da 500 mL ed aggiungere 5 mL
di soluzione all’1% di APDC in acqua;Con cartine indicatrici aggiustare il pH al valori di 3+0,5 con
aggiunta di soluzioni diluite di acido cloridrico e/o ammoniaca. Aggiungere 10 mL di MIBK, agitare
energicamente per 1 minuto e lasciare riposare.

Recuperare la fase organica e trasferire in beaker da 50 mL.

Effettuare una seconda estrazione,e'aggiungere la fase organica allo stesso beaker.

Effettuare un lavaggio dell’imbuto separatore con 2 mL di MIBK ed aggiungere la fase organica allo
stesso beaker.

Portare il beaker su bagno termostatato a 50+60°C sino a completa evaporazione del MIBK.
Aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato avendo cura di disciogliere tutto il residuo presente.
Portare il beaker su bagno termostatato a 95°C sino a completa evaporazione dell’acido nitrico.
Aggiungere 2 mL di acido nitrico diluito e riscaldare per | minuto, lasciare raffreddare e portare a vo-
lume di 10 mL in'pallone tarato agitando bene per I’omogenizzazione.

2.5.2. Taratura
Trasferire in altrettanti imbuti separatori da 500 mL 0; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 mL della soluzione diluita di
cromo. Portare con acqua il volume a 200 mL ottenendo standard di 0; 5; 12,5; 25; 3,75; 50 ug L' Cr.
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Aggiungere 5 mL di soluzione all’1% di APDC in acqua; con cartine indicatrici aggiustare il pH al
valori di 3+0,5 con aggiunta di soluzioni diluite di acido cloridrico e/o ammoniaca. Aggiungere 10 mL
di MIBK, agitare energicamente per 1 minuto e lasciare riposare.

Recuperare la fase organica e trasferire in beaker da 50 mL.

Effettuare una seconda estrazione e aggiungere la fase organica allo stesso beaker.

Effettuare un lavaggio dell’imbuto separatore con 2 mL di MIBK ed aggiungere la fase organica allo
stesso beaker.

Portare il beaker su bagno termostatato a 50+60°C sino a completa evaporazione del MIBK.
Aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato avendo cura di disciogliere tutto il residud presente.
Portare il beaker su bagno termostatato a 95°C sino a completa evaporazione dell’acido-nitrico.
Aggiungere 2 mL di acido nitrico diluito e riscaldare per 1 minuto, lasciare raffreddaré e portare a vo-
lume di 10 mL in pallone tarato agitando bene per I’'omogenizzazione.

Le soluzioni cosi ottenute vengono nebulizzate in fiamma. Eseguire la lettura déll'assorbanza alla lun-
ghezza d'onda di 357,9 nm.

Costruire il grafico di taratura prendendo per ogni standard il valore medio delle letture di assorbanza,
sottratte del valore del bianco.

2.5.3. Determinazione

Procedere alla nebulizzazione in flamma del campione proveniente-dal punto 2.5.1. ed alla lettura
delle assorbanze alla lunghezza d'onda di 357,9 nm. Le misure di assorbanza degli standard debbono
essere ripetute prima e dopo le misure di assorbanza del campione.

2.6. Espressione dei risultati
Riportare sul grafico di taratura i valori delle misure effettuate sul campione, sempre dopo aver sot-
tratto il bianco, risalendo in tal maniera alla concentrazione in cromo(V1) espressa in pug L™

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo risulta di circa il 20%/come deviazione standard percentuale, a livello di

concentrazione di Cr(VI) di 10 pg L' per campioni di acqua a diversa salinitd e concentrazione.
L’accuratezza puo essere espressa da un errore relativo inferiore al 10%.

3. Determinazione del cromo(JIII)

3.1. Principio del metodo

II metodo consiste nella separazione ed-eliminazione del Cr(VI) dal campione mediante estrazione del
complesso APDC-Cr(VI) e successiva determinazione del Cr(111) mediante spettrofotometria di assor-
bimento atomico in fiamma alla‘lunghezza d’onda di 357,9 nm.

Il metodo consente la determinazione del Cr(Ill) in acque naturali e di scarico (escluse le acque di
mare) nell’intervallo di con€entrazione 0,1+10 mg L. Concentrazioni maggiori possono essere rile-
vate previa diluizione del campione.

3.2. Interferenze e.cause di errore

Ferro, nichel e cobalto (0,1 mg L™ cmscuno) e magnesio (30 mg L) provocano interferenza negatlva
In soluzione di 8- 1dross1ch1n011na (10 g L") non interferiscono 700 mg L di ferro e 10 mg L di ni-
chel e cobalto, nonché 1 g L™ di magnesio.

Interferiscono/positivamente il potassio se presente in concentrazmm superiori a 500 mg L

Non 1nterferlscono sodio, solfati £ cloruri (ognuno fino a 9 mg L), calcio e magnesio (ognuno ﬁno a
1 mg L").nitrati (ﬁno a2 mg L") e cadmio, piombo, rame, zinco, ferro, nichel (fino a 10 mg L cia-
scuno). Tuttavia Na*, CI, SO,~, HPO, e sostanze organlche se presenti in concentrazioni elevate,
possone/provocare alterazmnl nella dinamica di aspirazione del liquido e nelle condizioni chimico-fi-
siche'della fiamma, con ripercussioni negative sulla risposta strumentale.
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3.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tra i vari sistemi utilizzabili per il lavaggio della vetreria risulta
conveniente quello che impiega acido nitrico diluito (1+3) ed acqua.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico munito di dispositivo per la correzione automatica del-
l'assorbimento non specifico, di lampada a catodo cavo per il cromo, e, possibilmente, di registra-
tore grafico adatto, nonché di bruciatore aria-acetilene o ossido di diazoto-acetilene.

— Imbuti separatori, possibilmente in vetro pirex, da 500 mL.

3.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua utilizzata deve essere distillata e/o deionizzata.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Soluzione di acido nitrico diluito (1+3). Aggiungere a 3 volumi di acqua un volume(di acido nitrico
concentrato.

Ammoniaca concentrata [NH,OH] (d = 0,8).

Soluzione di ammoniaca diluita (1+3). Aggiungere a 3 volumi di acqua un volume di ammoniaca con-
centrata.

Carte indicatrici di pH per I’intervallo 0+5.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Soluzione di acido cloridrico diluito circa 0,1 M. Prelevare 8 mL di acido cloridrico concentrato e di-
luire ad 1.000 mL con acqua.

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E ne-
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazioné. Trattare con cautela perché il sol-
vente & inflammabile e particolarmente tossico. Conseryare in bottiglia di vetro.

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d’ammonio (APDC)“all’1%. Porre 1 g di APDC in matraccio
tarato da 100 mL e portare a volume con acqua. Questa 'soluzione & conservabile in bottiglia scura
per circa 2 settimane.

Soluzione standard di cromo (I mL = 0,05 mg diCr)."Pesare 0,1414 g di bicromato di potassio
[K2Cry09], previamente essiccato in stufa a 110°C per almeno 2 ore. Sciogliere in acqua, trasferire
la soluzione in matraccio tarato da 1.000 mL e portare a volume con acqua.

3.5. Procedimento
Eseguire tutte le operazioni consigliate dal manuale di istruzione per il funzionamento dello spettro-
fotometro, inserire la lampada per il cromo e selezionare la lunghezza d'onda di 357,9 nm.

3.5.1. Preparazione del campione

Trasferire 200 mL del campione da analizzare in un imbuto separatore da 500 mL ed aggiungere 5 mL
di soluzione all’1% di APDC; con-eartine indicatrici aggiustare il pH al valori di 3+0,5 con aggiunta di
soluzioni diluite di acido cloridrico e/o ammoniaca. Aggiungere 10 mL di MIBK, agitare energica-
mente per 1 minuto e lasciare tiposare.

Recuperare la fase organica € trasferire in beaker da 50 mL.

Effettuare una seconda estrazione e aggiungere la fase organica allo stesso beaker.

Effettuare un lavaggio dell’imbuto separatore con 2 mL di MIBK ed aggiungere la fase organica allo
stesso beaker.

Per la determinazione-del cromo(III) la fase acquosa viene trattata come riportato al punto 3.5.3. men-
tre la fase organica puo essere utilizzata per la determinazione del cromo(VI).

3.5.2. Taratura

In 5 matracci-tarati da 50 mL porre rispettivamente 0; 0,5; 1; 2; 5 mL di soluzione standard di cromo,
aggiungere-in ogni pallone 1 mL di acido nitrico diluito e portare a volume con acqua. Cosi operando
si ottengono(soluzioni con contenuto in cromo rispettivamente di: 0; 0,5; 1; 2; 5 mg L
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Le soluzioni cosi preparate vengono nebulizzate direttamente in fiamma. Eseguire la lettura dell'assor-
banza alla lunghezza d'onda di 357,9 nm.

Costruire il grafico di taratura prendendo per ogni standard il valore medio delle letture di assorbanza,
sottratte del valore del bianco.

3.5.3. Determinazione

Procedere alla nebulizzazione in fiamma del campione proveniente dal punto 3.5.1. ed alla/lettura
delle assorbanze alla lunghezza d'onda di 357,9 nm. Le misure di assorbanza degli standard debbono
essere ripetute prima e dopo le misure di assorbanza del campione.

3.6. Espressione dei risultati
Riportare sul grafico di taratura i valori delle misure effettuate sul campione, sempre dopo aver sot-
tratto il bianco, risalendo in tal maniera alla concentrazione in cromo(I1I) espressa in mg L™

3.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate presso 6 laboratori differenti su campioni di acque di scarico con concentrazioni me-
die di 2 mg L' hanno mostrato valori di precisione (come deviazione standard relativa) e accuratezza
(come scarto teorico) inferiori al 5%.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno.J00. (Roma).
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FERRO

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1 Principio del metodo

II ferro viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza’d'onda
di 248,3 nm.

Questo metodo consente la determinazione del ferro, disciolto o solubilizzabile con i trattamenti indi-
cati in seguito, nell'intervallo di concentrazione da 0,05 a 5 mg L di Fe. L'intervallo che/fornisce i ri-
sultati piu attendibili ¢ compreso tra 0,6 e 5 mg L. Per concentrazioni superiori a 5 g L™ & possibile
rientrare in detto intervallo ricorrendo alla diluizione del campione.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali e di scarico

1.2. Interferenze e cause di errore

Sodio, potassio, bario, cloruri, solfati non interferiscono se presenti fino a‘S./ng L™ ciascuno.

Cromo, manganese, cobalto, nichel, rame, zinco, palladio, argento, cadmioj stagno, piombo, litio, mer-
curio, selenio, alluminio, antimonio, arsenico, vanadio, boro, molibdeno tion interferiscono se presenti
fino a 100 mg L™ ciascuno.

No?lle condizioni del metodo viene eliminata l'interferenza dovuta.alla silice se presente fino a 200 m
L. ‘

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

- Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato possibilmente di dispositivo per la corre-
zione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-acetilene e di
tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO; concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di ferro (1,0'mL = 1,0 mg di Fe). Sciogliere 1 g (precisione 0,1 mg) di
ferro puro in 100 mL di HCI (1+1) riscaldando. Raffreddare e diluire a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard diluita di ferro (1,0mL = 0,1 mg di Fe). Diluire 100 mL della soluzione standard
concentrata di ferro ¢ 5 mL di;HNO; concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita.di ferro (1,0 mL = 0,01 mg di Fe). Diluire 100 mL della soluzione
standard diluita di ferro e 4 mLy di HNO; concentrato a 1.000 mL con acqua.

1.5. Procedimento

Eseguire le operazioni consigliate nel manuale di istruzione dello strumento e selezionare la lunghezza
d'onda di 248,3 nm.

1.5.1. Taratura
E opportuno effettuare il controllo della taratura all’inizio e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente, la lettura puo essere effettuata direttamente in concentrazione.

1.5.1.1. Taratura per la determinazione del ferro disciolto

Porre in.diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente/la soluzione standard pitt conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro beaker 100 mL

98 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di fetrro nel campione deve risultare compresa tra
i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aspirare le soluzioni e il bianco ¢d
effettuare le letture delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di acido nitrico
diluito per circa 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni

del ferro, espresse in mg L, e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del valore-del
bianco.

1.5.1.2. Taratura per la determinazione del ferro dopo trattamento con acido cloridrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) € in un altro'beaker 100 mL
di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di ferro nel campione deve risuliare compresa tra
i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ogni beaker 5 mL di
acido cloridrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino a che il volume si sia ridotto
a 15+20 mL evitando che |'evaporazione sia violenta. Raffreddare e trasferire-la soluzione in un ma-
traccio da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare le soluzioni e il bianco ed effettuare le letture
delle assorbanze. Intervallare ogni misura, aspirando la soluzione di acid6 nitrico diluito per circa
10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni del ferro, espresse
in mg L, e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del valore del bianco.

1.5.1.3. Taratura per la determinazione del ferro dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pill conveniente con acido nitrico'(1+199) e in un altro beaker acido ni-
trico (1+199) (bianco). La concentrazione di ferro nel campione/deve risultare compresa tra i valori di
concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ogni beaker 5 mL di acido ni-
trico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino quasi a secchezza evitando che l'evapo-
razione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungere altti'5 mL di acido nitrico. Coprire i beaker con
vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso'numero di volte necessario per ottenere la dige-
stione completa del campione.

Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico concentrato e-scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti
dei beaker e i vetrini da orologio con acqua e portare a volume di 100 mL in matracci tarati. Aspirare
le soluzioni e il bianco ed effettuare la lettura/delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la
soluzione di acido nitrico diluito per 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa
le concentrazioni del fetro, espresse inmgL;", ¢ in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza cor-
retti dal valore del bianco.

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Determinazione del ferro disciolto

Aspirare, per effettuare la lettura dell’assorbanza, il campione, filtrato subito dopo il prelievo attra-
verso una membrana con peri.di'0,45 pm e a cui sono stati aggiunti 5 mL di acido nitrico concentrato
per ogni litro.

1.5.2.2. Determinazione'del ferro dopo trattamento con acido cloridrico

Porre in un beaker 100 mL di campione, filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con
pori di 0,45 pm e a cui sono stati aggiunti 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro.

Aggiungere 5 mL\di acido cloridrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino a che il
volume si sia/tidotto a 15+20 mL evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffreddare e trasferire la
soluzione ip‘un matraccio da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare la soluzione ed effettuare
le letture delle assorbanze.
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1.5.2.3. Determinazione del ferro dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Porre in un beaker 100 mL di campione, filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con
pori di 0,45 pm e a cui sono stati aggiunti 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro.

Aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino quasi a
secchezza evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffreddare il beaker e aggiungere altri 5-mI> di
acido nitrico. Coprire il beaker con vetrino da orologio e ripetere il trattamento il numero di'volte ne-
cessario per ottenere la digestione completa del campione (cio ¢ indicato da un residuo debelmente
colorato).

Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti
del beaker e il vetrino da orologio con acqua e portare a volume di 100 mL in matraccioAfarato. Aspi-
rare la soluzione ed effettuare la lettura delle assorbanze.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato e corretto del valore del bianco, attraverso“il grafico di taratura, si
risale alla concentrazione del ferro espressa inmg L™

1.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate da tre differenti laboratori su campioni di acque di scarico prima e dopo aggiunta di
quantita note di ferro (in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 2 mg L") hanno dato
valori della deviazione standard relativa compresi tra 0,9 e 7.8%{e recuperi relativi delle quantita ag-
giunte compresi tra il 99 e il 100%.

2. Determinazione colorimetrica (acque maring)

2.1. Principio del metodo

I1 ferro(IlI), in ambiente tamponato a pH 4, viene ridotto a Fe(Il) dal cloruro di idrossilammonio e
forma con il complessante 4,7-difenile-1,10-fenantrolina (batofenantrolina) un complesso colorato che
viene estratto in alcool isoamilico e pud essere, determinato spettrofometricamente alla lunghezza
d’onda di 533 nm.

I metodo consente la determinazione del ferro per concentrazioni di 1,4+200 pg L™, purché si utiliz-
zino per determinazione celle con cammind ottico opportuno: 10 cm finoa 70 ug L™, 5 cm fino a
~ 140 pg L, e 1 cm per concentrazioni superiori a 140 pg L™,

2.2. Interferenze e cause di errore

Le sostanze maggiormente interferenti sono le quelle fortemente ossidanti e/o riducenti che reagiscono
con I’idrossilammina, e i metalli che vengono complessati dalla batofenantrolina. Tuttavia in acque
marine, tali sostanze ed elementi non dovrebbero essere presenti in concentrazioni tali da produrre in-
terferenze.

Non interferiscono manganese; alluminio, zinco, magnesio, sodio, silice nitrati e ortofosfati, se pre-
senti in concentrazione infetiore a 1 mg L™ e inoltre non interferiscono solfati, nitrati, acetati e perclo-
rati.

11 cobalto, alle condizioni di pH utilizzate, forma un complesso di colore giallo che comunque non
viene estratto nella fase/alcolica, mentre il rame forma un complesso incolore.

Nel caso in cui sitvoglia determinare solo il ferro solubile & necessario filtrare, possibilmente sul posto,
il campione attraverso una membrana da 0,45 pum e procedere al’analisi quanto prima.

2.3. Apparecchiature

- Normale-vetreria di laboratorio.

- Spettrofotometro che consenta misure a 533 nm dotato di celle aventi cammino ottico da 1 a 10
om.

- " Imbuti separatori con rubinetto in teflon.
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2.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi, I’acqua deve essere bidistillata, in distillatore di quarzo,

o deionizzata e distillata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,17).

Soluzione diluita di acido cloridrico, 0,48 N. Versare cautamente 21 mL di acido cloridrico concen-
trato in 400 mL di acqua e portare poi il volume a 500 mL in un matraccio tarato. Conservare la
soluzione in bottiglie di polietilene.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d =1,42).

Soluzione di cloruro di idrossilammonio al 10%. Sciogliere 10 g di cloruro di idrossilammonio
[NH,OH-HCI] in 100 mL di acqua. Impurezze di ferro eventualmente presenti possono essere eli-
minate attraverso successive aggiunte di 5 mL di soluzione di batofenantrolina ed-estrazioni con al-
cool isoamilico. Tale procedura deve essere ripetuta fino a quando la fase organica non risulti in-
colore. Conservare la soluzione in bottiglie di polietilene.

Acido acetico glaciale [CH;COOH] (d = 1,05).

Soluzione tampone di acetato di ammonio. Sciogliere 250 g di acetato di amimonio [CH;COONH,] in
150 ml di acqua e aggiungere 700 mL di acido acetico glaciale. Anche/in questo caso impurezze di
ferro presenti possono essere eliminate come descritto precedentemente’. Conservare in bottiglie di
polietilene.

Soluzione di batofenantrolina 0.035%. Sciogliere 0,070 g di batofenantrolina [4,7-difenile-1,10-fe-
nantrolina] in 100 mL di alcool etilico e, quindi aggiungere 100\mL di acqua. La soluzione, con-
servata in bottiglie di polietilene, ¢ stabile indefinitamente.

Alcool iso-amilico [(CH,),CHCH,CH,OH] (d = 0.81).

Soluzione standard concentrata di Fe (1 mL = 1 mg). Utilizzare come standard di Fe la soluzione di-
sponibile in commercio per assorbimento atomico, oppure’prepararla sciogliendo in poca acqua
contenente 6 mL di acido nitrico concentrato, 702\ mg di solfato di ferro(Il) e ammonio
[(NHy4),Fe(SO4),#6H,0] e portare il volume a 100 mL'in‘un matraccio tarato.

Soluzione standard diluita di Fe (I mL = 0,002 mg).‘Prelevare 1 mL della soluzione standard concen-
trata di Fe e trasferire in un matraccio da 500 mL. contenete poca acqua e 3 mL di HNO; concen-
trato, diluire infine il volume a 500 mL.

Acetone [CH;COCH;] (d = 0.79).

Acqua di mare sintetica. Sciogliere in 1.000 mE di acqua i seguenti sali: NaCl 24,53 g; MgCly*6 H,O
11,1 g; Na,SO, 4,09 g; CaCly»2H,0 1,54 g; KCI 0,69 g; NaHCO; 0,2 g; KBr 0,1 g; H;BO; 0,03 g;
SrCl,*6H,0 0,05 g; NaF 0,003 g.

2.5 Procedimento

2.5.1. Taratura

Preparare le soluzioni standard per-la costruzione della retta di taratura per diluizione della soluzione
standard diluita. A tal fine introdurre in 5 matracci da 100 mL, contenenti 7 mL di acido cloridrico di-
luito 0,48 N, quantita note della-soluzione standard diluita di Fe e precisamente: 0 (bianco); 0,5; 1; 2; 3
mL e portare a volume con'acqua di mare naturale o sintetica esente da Fe. Le soluzioni cosi preparate
hanno una concentrazione rispettivamente pari a: 0; 10; 20; 40; 60 Hg |

Agitare e versare le soluzioni in 5 diversi imbuti separatori da 250 mL, aggiungere 2 mL di soluzione
di cloruro di idrossilammonio al 10% e lasciar riposare per 5 minuti. Aggiungere 6 mL di soluzione
tampone di acetato di ammonio, in modo da portare il pH a 4, e 5 mL di soluzione di batofenantrolina
0,035%. Agitare e lasciar riposare per 10 minuti. Aggiungere infine 20 mL di alcool iso-amilico, agi-
tare vigorosamente per 1 minuto e lasciar stratificare le due fasi per almeno 5 minuti.

Raccogliere la fase acquosa sottostante in una seconda serie di imbuti separatori e la fase organica in
cilindri graduati da 50 mL. Alla fase acquosa raccolta nella seconda serie di imbuti separatori aggiun-
gere 2 mL\di cloruro di idrossilammonio al 10% e 2 mL di soluzione di batofenantrolina. Procedere ad
una ulteriore estrazione con 10 mL di alcool isoamilico.
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Riunire le due fasi organiche nei cilindri e portare a 35 mL con aggiunta di acetone che elimina il ri-
schio di intorbidimento delle soluzioni, dovuto alla presenza di goccioline di acqua.

Leggere le assorbanze a 533 nm, dopo almeno 10 minuti con celle da 10 cm.

Costruire la curva di taratura, riportando su un grafico, in ascissa le concentrazioni di Fe e in ordinata‘i
corrispondenti valori delle assorbanze, corretti del valore del bianco.

2.5.2. Determinazione

Trasferire 100 mL del campione in un imbuto separatore da 250 mL.

Acidificare a pH < 2 con 10 mL di acido cloridrico diluito ed aspettare una notte per asSicurare la
completa ridissoluzione di tutte le forme colloidali degli idrossidi di ferro.

Aggiungere 2 mL di soluzione di cloruro di idrossilammonio al 10% e lasciar riposare per 5 minuti.
Aggiungere 6 mL di soluzione tampone di acetato di ammonio, in modo da portare.il pH a 4, ¢ 5 mL
di soluzione di batofenantrolina 0,035%. Agitare e lasciar riposare per 10 minuti.)Aggiungere infine
20 mL di alcool iso-amilico, agitare vigorosamente per 1 minuto e lasciar stratificare le due fasi per
almeno 5 minuti.

Raccogliere la fase acquosa sottostante in un secondo imbuto separatore € ld fase organica in un cilin-
dro graduato da 50 mL. Alla fase acquosa raccolta nel secondo imbuto séparatore aggiungere 2 mL di
cloruro di idrossilammonio al 10% e 2 mL di soluzione di batofenantrolina. Procedere ad una ulteriore
estrazione con 10 mL di alcool isoamilico.

Riunire le due fasi organiche nel cilindro e portare a 35 mL con aggiunta di acetone che elimina il ri-
schio di intorbidimento della soluzione, dovuto alla presenza di goceioline di acqua.

Leggere l'assorbanza a 533 nm, dopo almeno 10 minuti con celle:da 10 cm.

2.6. Espressione dei risultati
Dal valore dell’assorbanza ottenuta per il campione in gsame, corretto del valore del bianco, si ricava,
dalla curva di taratura la concentrazione del Fe in pug L.

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo varia con la quantita di ferr6 presente.
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FLUORURI

1. Determinazione potenziometrica

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla misura della f.e.m. di una cella costituita da un elettrodo di riferimento- il cui
potenziale & pertanto rigorosamente noto e riproducibile - e da un elettrodo indicatore dello ione fluo-
ruro entrambi in contatto con una soluzione nella quale sia presente lo ione da determinare ™l elettrodo
indicatore ¢ del tipo a membrana a cristallo singolo di fluoruro di lantanio. Dalla misura/della f.e.m.,
conoscendo il valore del potenziale dell'elettrodo di riferimento impiegato, si pud ealcolare il poten-
ziale dell'elettrodo indicatore e da questo I'attivita e la concentrazione dello ione fluoruro, in quanto
correlate al valore del potenziale dall'equazione:

RT RT
E=E*-23¢ slogar = E*-23. o log (Cr * )
dove:
E = potenziale dell’elettrodo indicatore;
E* = valore costante che deriva dalla costituzione\dell’elettrodo in soluzioni ad
attivita nota di F~;
R = costante dei gas;
T = temperatura in gradi Kelvin;
F = Faraday;
2,3RT/F = 59,16 mV(a 25° C);
ap,Cp, I = sono rispettivamente 1’attivita, la concentrazione ed il coefficiente di attivita

dello ione fluoruro nella soluzione-in esame.

Poiché la determinazione della concentrazione richiede la conoscenza del coefficiente di attivita, si
opera con il metodo della retta di taratura determinando la f.e.m. e quindi il potenziale dell’elettrodo
indicatore in soluzioni a concentrazione variabile e nota di fluoruro e a forza ionica costante pari a
quella della soluzione in esame. A tal fine la soluzione a concentrazione incognita, ed alcune soluzioni
di fluoruro a titolo noto vengono diluite,(1+1) con una soluzione tampone (pH 5+5,5) ad elevata forza
ionica, in modo da livellare eventuali differenze fra la forza ionica del campione e degli standard, do-
vute alla mancata conoscenza della forza'ionica del primo. Tale operazione ha anche il vantaggio di
utilizzare le condizioni di pH ottimali per la determinazione ed inoltre, in relazione alla composizione
della soluzione tampone, di ridurfe)le difficolta connesse alla possibile complessazione dello ione fluo-
turo da parte di ioni metallici chevlo trasformano in specie rispetto alle quali 1’elettrodo a membrana
non risulta piu indicatore. Nel'caso di scarichi industriali fortemente basici (pH 12) & necessario sosti-
tuire una parte del volume (della soluzione tampone con una uguale aliquota di HCI 1N, aggiungendo
al volume v di campione HCI'fino a pH 8 e portando al volume finale 2v con la soluzione tampone.

Il metodo si applica alla~determinazione dei fluoruri in acque naturali, di scarico e salmastre
nell’intervallo di concentrazione 0,1+1.000 mg L™

1.2. Interferenzese.cause di errore

Nel caso si ipotizzi la presenza dello ione fluoborato (o introdotto come tale o formatosi) e si voglia
determinare il fluoruro totale, il campione prima dell’analisi deve essere distillato per consentire la tra-
sformazione del fluoborato in fluoruro.

Lo stesso‘aceorgimento deve impiegarsi nel caso della presenza di composti fluoro-organici o comun-
que quando'si abbiano dubbi o notizie non complete sulla forma in cui il fluoruro ¢ presente, tenendo
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conto del fatto che il tampone di forza ionica preserva soltanto dalla complessazione del fluoruro da
parte di cationi polivalenti come AI(III), Fe(III), e dalla interferenza di fosfati e Si(IV) nonché dipoli-
fosfati e Cr(I1I) purché questi siano presenti a concentrazioni inferiori di 500 mg L™ ed i fluoruri siano
invece presenti a concentrazioni superiori a 5 g L. Se queste due condizioni non sono rispettate en~
trambe le interferenze producono valori sperimentali in difetto rispetto ai valori teorici.

I tensioattivi cationici, anionici e non ionici, se presenti rispettivamente a concentrazioni maggiori di
50, 400 e 1.000 mg L, interferiscono producendo valori in difetto di fluoruri.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Elettrodo selettivo per lo ione fluoruro disponibile in commercio.

— Elettrodo di riferimento, a calomelano o ad Ag/AgCl del tipo a fibra con pareti‘di materiale di-
verso dal vetro.

— Agitatore magnetico con barretta ricoperta di teflon.

—  Apparecchio di distillazione.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e ’acqua deve essere distillata’e deionizzata.

Soluzione di idrossido di sodio 5 N. Sciogliere in 1.000 mL di acqua-girca 200 g di idrossido di sodio
[NaOH].

Acido acetico glaciale [CH;COOH] (d= 1,05).

Acido trans-1,2-diamminocicloesan-N,N, N, N-tetracetico (CyDTA),

Acido solforico concentrato [H,SO,] (d = 1,84).

Soluzioni tampone. Aggiungere a circa 500 mL di acqua distillata 57 mL di acido acetico glaciale, 58
g di NaCl e 0,30 g di citrato di sodio biidrato [C¢H;NaO;¢H,0]. Raffreddare a temperatura am-
biente dopo aver agitato bene la soluzione per facilitare la dissoluzione dei composti aggiunti, e
portare a pH 5,0+5,5 con circa 150 mL di una soluzione di NaOH 5 N. Trasferire la soluzione in un
pallone da 1.000 mL e portarla a volume. Nel caso si operi su acque ad elevato contenuto salino
(forza ionica > 0,5 M) la concentrazione del cloruro di sodio nel tampone deve essere adeguata-
mente innalzata fino ad un valore pari a circa/l doppio di quello del sale nelle acque in esame. Nel
caso di concentrazioni in fluoruro dell’ordine di grandezza di 0,1+1 mg L™ & opportuno sostituire il
citrato di sodio con I’acido trans-1,2-diamminocicloesan-N,N,N,N,-tetracetico (CyDTA) che va
aggiunto nella quantita di 2 g per 1L di/soluzione tampone. Ove infine vengano analizzate acque
per le quali si prevede un rapporto F/iohi metallici particolarmente basso (10°+10™) le quantita di
citrato di sodio indicate devono essere aumentate di un fattore 10+50.

Soluzione standard di NaF (1 mL = 0,1 mg di F). Sciogliere 221,1 mg di fluoruro di sodio anidro
(NaF) (seccato a 105°C per due-ore e raffreddato in essiccatore) e diluire a 1.000 mL con acqua.
Diluire 1, 5, 10, e 20 mL della soluzione precedente a 1.000 mL, ottenendo soluzioni standard con
le seguenti concentrazioni in-fluoruro: 0,1; 0,5; 1; 2 mg L. Conservare le soluzioni in bottiglie di
teflon o di polietilene. I valori della concentrazione di tali soluzioni standard sono stabiliti sulla
base dell’intervallo di concentrazione dei fluoruri, poiché il metodo ha un intervallo di applicazione
assai esteso (0.1+1,000 mg L™). Ove si debba operare a concentrazioni maggiori, adeguare i valori
delle soluzioni standard a quelli da determinare.

1.5. Procedimento

1.5.1. Distillazione

Per eliminare le eventuali impurezze di fluoruro presenti nell’apparecchiatura e per normalizzare le
condizioni operative, introdurre nel pallone di distillazione 400 mL di acqua e, attraverso I’imbuto di
carico, lentamente 200 mL di acido solforico concentrato. Introdurre anche una barretta magnetica di
teflondiscirca 2 cm. Preliminarmente disporre sotto il pallone I’agitatore elettromagnetico provvisto di
vaschettadi refrigerazione. Terminata 1’operazione di carico sostituire il sistema refrigerazione-agita-
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zione con il mantello riscaldante e portare la temperatura del liquido, all’interno del pallone, a 180°C
precisi. Distillare i 400 mL di acqua e scartare il distillato.

Allontanare il mantello riscaldante ed inserire sotto il pallone il sistema refrigerazione-agitazione
(conviene aggiungere all’acqua della vaschetta alcuni pezzi di ghiaccio).

Quando la temperatura all’interno del pallone & scesa sotto i 30°C, aggiungere attraverso I’imbuto di
carico e mantenendo I’agitazione il campione di acqua in esame (ad es. 300 mL). Risostitaire ‘il si-
stema refrigerazione-agitazione con il mantello riscaldante ed iniziare la distillazione lentamente fin-
che la temperatura del liquido, all’interno del pallone, non raggiunga i 180°C. Per evitare un ecces-
sivo passaggio di acido solforico nel distillato evitare che la temperatura superi i 180°C. ‘Raccogliere
il distillato in un cilindro graduato e sottoporlo alla determinazione del fluoruro.

1.5.2. Metodo della retta di taratura

Introdurre 10 mL di ciascuna delle soluzioni standard di fluoruro (0,1; 0,5; 1; 2img L' di NaF) in al-
trettanti beaker insieme a 10 mL della soluzione tampone. Agitare la soluzione-per 30 secondi e misu-
rare la f.e.m. in quiete, dopo che il suo valore si ¢ stabilizzato. Questo accorgimento dovra applicarsi
in tutte le altre misure di f.e.m. previste dal metodo. Quando il segnale i/ stabilizzato (il tempo di
attesa ¢ tanto maggiore quanto pill bassa ¢ la concentrazione di fluoruro) riportare il valore in ordinata
in funzione del logaritmo della concentrazione, tracciando la retta che passa fra i quattro punti speri-
mentali.

Prelevare 10 mL del campione in esame, aggiungere 10 mL della soluzione tampone e misurare la
f.e.m. Effettuare la taratura e la misura alla medesima temperatura.

1.5.3. Metodo dell'aggiunta

Prelevare 10 mL del campione in esame, aggiungere 10'mL della soluzione tampone e misurare la
f.e.m. di questa soluzione. Aggiungere 5 mL di una soluzione standard di fluoruro la cui concentra-
zione sia circa da 10 a 100 volte maggiore di quella incogpita ed altri 5 mL di soluzione tampone. Mi-
surare nuovamente la f.e.m. che risulta maggiore e determinare la variazione AE.

1.5.4. Metodo delle aggiunte multiple

Diluire 10 mL di campione con 10 mL della soluzione tampone. Aggiungere, fino ad un totale di 10
mL, 1 mL per volta di una soluzione standard di NaF con concentrazione in ione fluoruro da 10 a 100
volte maggiore del campione in esame e diluita 1:1 con la soluzione tampone. Agitare dopo ogni ag-
giunta e leggere il valore della f.e.m. Riportare in grafico, in funzione del volume aggiunto (V) di so-
luzione standard, la grandezza

(V+20) » 10E/59,1

dove E ¢ la f.e.m. misurata (in mV) dopo ogni aggiunta e 20 ¢ il volume iniziale inmL. Si ottiene un
retta che, estrapolata sull'asse delle ascisse, fornisce un volume V; di valore negativo sul grafico.

1.6. Espressione dei risultati

Se si ¢ utilizzato il metodo della retta di taratura con il valore di f.e.m. misurata entrare nella retta di
taratura il valore della ascissa corrispondente, dal quale ricavare la concentrazione in ione fluoruro del
campione in esame espresso in mg L.

Se si ¢ utilizzato.il metodo dell’aggiunta ricavare la concentrazione dello ione fluoruro, espressa in mg
L dalla relazione:

Q-+ 0,33+0,17

AE = 59,1 ¢log
Q+0,50
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da cui:
0,17
C, =C,*
0,50 » 10AE/59,1 _¢ 33

dove:

Cy = concentrazione incognita;

Cn = concentrazione della soluzione standard aggiunta;

Q = Cy/Cy;

0,33,0,17; 0,50 = risultano da 10/30, 5/30 e 10/20 in relazione ai volumi impiegati per la

prima determinazione e per l'aggiunta.

Se si ¢ utilizzato il metodo delle aggiunte multiple ricavare la concentrazione.detto ione fluoruro (Cy)
espressa in mg L dall'espressione:

CorV,
20

Cy=

dove 20 ¢ il volume iniziale in mL della soluzione e C, ¢ la corcentrazione della soluzione standard
impiegata per le aggiunte e V, deriva da 1.5.4.

1.7. Precisione ed accuratezza

L'accuratezza varia secondo il metodo impiegato ed ¢ comunque compresa fra +3 e +7%; risultati piu
accurati si ottengono con il metodo delle aggiunte multiple! Per quanto concerne la precisione non ci
sono per il momento dati disponibili.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acqute, Quaderno 100 (Roma).
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FOSFORO

1. Determinazione colorimetrica (fosforo solubile)

1.1. Principio del metodo

11 fosforo nelle acque € presente quasi esclusivamente come fosfato, in particolare ortofosfato,-fosfato
condensato (piro-, meta-, polifosfato) e fosfato legato a composti organici. Queste specie¢’ possono tro-
varsi in forma solubile ed in forma particellata.

Gli ioni ortofosfato reagiscono con il molibdato di ammonio ed il tartrato di ossido di antimonio e po-
tassio, in ambiente acido, formando un eteropoliacido che viene ridotto con acido as¢orbico a blu di
molibdeno, intensamente colorato.

Il metodo puo essere impiegato per acque naturali, comprese le acque marine, in un intervallo di con-
centrazione di fosforo compreso tra 0,03 ¢ 0,3 mg L.

Per campioni a concentrazione fino a 5 volte inferiore a 0,03 mg L™ occorfe dmpiegare vaschette con
cammino ottico maggiore di 1 cm ed effettuare la taratura con standard oppottunamente diluiti.

1.2. Interferenze e cause di errore

Il Cu(II) ed il Fe(III) non interferiscono se presenti in quantlta infetiori rispettivamente a 10 e 50 mg
Ll Cr(VI) ed i nitriti danno interferenza negatlva pari al 3% sefpresente in concentrazione superiore
ad 1 mg L™ ed al 10+15%, se superiore a 10 mg L™; solfuri e composti del 5111c1o non interferiscono se
presenti in concentrazioni mferlorl rispettivamente a 1 (S) e,10°(Si0y) mg LY ; per quanto concerne i
composti del silicio, 20 mg L™ di SiO, corrispondono a circa 0,005 mg LT di P gli arseniati interferi-
scono in quanto danno la stessa reazione cromatica dei fosfati.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Pipetta da 100 mL tarata.

—  Spettrofotometro o colorimetro con vaschette con cammino ottico da 1 em (o superiore a seconda
delle esigenze) adatto per misure intorno a 710 nm e comunque non inferiore a 650 nm. Con uno

spettrofotometro che consenta misure a 885 nm si puo ottenere un notevole aumento della sensibi-
lita.

1.4. Reattivi

Tutti i reagenti debbono essere puri’per. analisi e I'acqua usata deve essere bidistillata o deionizzata e

distillata.

Soluzione di molibdato di ammonio. Sciogliere 15 g di eptamolibdato (VI) di esammonio tetraidrato
[(NH4)éM07024°4H,0] in 500'mL di acqua. La soluzione conservata in bottiglie di polietilene fuori
del contatto della luce, &stabile per molti mesi.

Soluzione di acido solforice. Nersare cautamente e sotto raffreddamento 140 mL di acido solforico
concentrato [H,SO4].(d = 1,84) in 900 mL di acqua. Una volta raffreddata conservare la soluzione
in bottiglie di vetro.

Soluzione di acido ascorbico. Sciogliere 27 g di acido ascorbico [CsHg0s] in 500 mL di acqua. Con-
servare la soluzione in bottiglie di polietilene ed in frigorifero. In tal modo ¢ stabile per molti mesi.
Non si pu6 mantenere la soluzione alla temperatura ambiente per piti di due o tre giorni.

Soluzione di tartrato di ossido di antimonio e potassio. Sciogliere 0,34 g di tartrato di ossido di anti-
monio(IlI) e di potassio emiidrato [(K(SbO)C4H;05),°H,0] in 250 mL di acqua, scaldando se ne-
cessario, La soluzione, conservata in bottiglie di vetro o di plastica, & stabile per molti mesi.

Reagente misto. Mescolare 100 mL della soluzione di molibdato di ammonio con 250 mL di solu-
ziofie/diracido solforico, 100 mL di soluzione di acido ascorbico e 50 mL di soluzione di tartrato di
antimonio e potassio. Il reagente, preparato al momento dell'uso, non pud essere conservato per piit
di 6 ore.
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Soluzione standard concentrata di fosforo (1 mL = 0,1 mg di P). Sciogliere con acqua 0,4393 g di dii-
drogenofosfato di potassio anidro [KH,PO,], seccato a 105°C, e diluire con acqua a 1.000 mL in
matraccio tarato. Conservare la soluzione in bottiglia scura, previa aggiunta di 1 mL di clorofor-
mio. La soluzione ¢ stabile per molti mesi.

Soluzione standard diluita di fosforo (1 mL = 0,001 mg di P). Prelevare 10 mL della soluzione-stan-
dard di fosforo concentrata e diluire a 1.000 mL con acqua in matraccio tarato.

1.5. Procedimento

1.5.1. Calibrazione

In una serie di 7 beute da 250 mL introdurre rispettivamente 0; 3; 5; 10; 15; 20; 30 mL della soluzione
standard diluita di fosforo, e portare a volume di 100 mL mediante aggiunta di acquaprelevata con
apposita buretta. Aggiungere 10 mL di reagente misto, mescolando contemporaneamente. Dopo 10
minuti leggere I’assorbanza rispetto al bianco.

Costruire il grafico di taratura ponendo in ordinata le assorbanze ed in ascissale cotrispondenti quan-
tita di fosforo presenti nei 100 mL.

1.5.2. Dosaggio del campione

Introdurre, mediante pipetta tarata, 100 mL di campione in una beuta da-250 mL. Aggiungere 10 mL
di reagente misto e mescolare. Dopo 10 minuti e non oltre 15 minuti.I’aggiunta del reattivo, a non
meno di 20 °C, eseguire la misura di assorbanza della soluzione rispetto al bianco.

L’assorbanza del bianco non deve superare 0,005. Qualora si trovine valori di bianco troppo alti, con-
trollare i reattivi e in particolare la soluzione di molibdato di ammonio.

E preferibile eseguire la curva di calibrazione e le letture a 885 nm. Qualora si esegua la misura in-
torno a 710 nm, si avra una certa perdita di sensibilita che puo essere compensata impiegando va-
schette con cammino ottico di 5 cm.

1.6. Espressione dei risultati
1l contenuto di fosforo nel campione, presente come/ortofosfato, ed espresso in mg L™ & dato dalla se-
guente espressione:

P(mg L") =P, 10

dove P, ¢ la quantita di fosforo ricavata dal grafico di calibrazione.

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione, per misure spettrofotometriche a 885 nm ed espressa come deviazione standard in mg
L™, & 0,01, a livello di concentrazione di 0,03 mg L", mentre & di 0,018 a livello di concentrazione di
0,3.

2. Determinazione colorimetrica (fosforo totale)

2.1. Principio del metodo

1l metodo si basa suuna preliminare trasformazione di tutti i composti del fosforo, organici ed inorga-
nici, a ortofosfati.mediante mineralizzazione acida con persolfato di potassio. Eventuali fosfati di me-
talli pesanti presenti in composti particolarmente resistenti all’attacco dei reagenti potrebbero non es-
sere solubilizzatis

Gli ioni ortofosfato vengono quindi fatti reagire con il molibdato d'ammonio ed il tartrato di antimonio
¢ potassio;-in ambiente acido, in modo da formare un eteropoliacido che viene ridotto a blu di molib-
deno, intensamente colorato.
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Il metodo ¢ applicabile a campioni di acque naturali, incluse le acque di mare, nell'intervallo di con-
centrazione compreso tra 0,06 e 0,6 mg L™, per un ahquota di 50 mL di acqua in esame. Per concen-
trazioni piu elevate occorre dllulre opponunamente il campione. Per camp10m a concentrazione fino a
5 volte inferiore a 0,06 mg L™ occorre impiegare vaschette con cammino ottico maggiore di 1 cm.ed
effettuare la taratura con standard opportunamente diluiti.

2.2. Interferenze e cause di errore

Nella soluzione in cui viene misurata I'assorbanza, il Cu(II) ed il Fe(III) non interferiscono, s€ presenti
in quantlta inferiori rispettivamente a 10 e 50 mg L, i1 Cr(VI) da interferenza negatwa parizal 3%, se
presente in concentrazione superlore ad 1mgL"'ed al 10+15%, se superiore a 10 mgL’; ; composti del
silicio possono interferire: 20 mg L1 di Si0, corrispondono a c1rca 0,005 mg L™ di P; i'nitrati non in-
teragiscono se presenti in concentrazione inferiore a 100 mg L™; gli arseniati interfetiscono in quanto
danno la stessa reazione cromatica dei fosfati.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Cilindri graduati da 100 mL con tappo a smeriglio, oppure matracci tafati a doppia tacca a 100 e
110 mL, oppure matracci tarati a 100 mL muniti di bolla da almeno, 10 mL, al di sopra della tacca.

—  Spettrofotometro o colorimetro con vaschette con cammino ottico da 1 cm (o superiore a seconda
delle esigenze) adatto per misure intorno a 710 nm e comunque\non inferiore a 650 nm. Con uno
spettrofotometro che consenta misure a 885 nm si puo ottenere.un notevole aumento della sensibi-
lita.

— Beute pyrex da 250 mL con tappo a vite e guarnizione di‘politetrafluotoetilene (teflon).

— Autoclave o stufa termostatata.

— Centrifuga.

2.4. Reattivi

Tutti i reagenti debbono essere puri per analisi e Facqua usata deve essere bidistillata o deionizzata e

distillata.

Soluzione di molibdato di ammonio. Sciogliere 15 g di eptamolibdato(VI) di esammonio tetraidrato
[(NH4)sMo7024+4H,0] in 500 mL di acqua. Ka soluzione, conservata in bottiglia di polietilene fuori
del contatto con la luce, € stabile per molti mesi.

Soluzione di acido solforico. Versare cautamente e sotto raffreddamento 140 mL di acido solforico
concentrato [H,SO4] (d = 1,84) in 900’ mL di acqua. Una volta raffreddata, la soluzione viene con-
servata in bottiglie di vetro.

Soluzione di acido ascorbico. Sciogliere 27 g di acido ascorbico [CsHsOg] in 500 mL di acqua. Con-
servare la soluzione in bottiglie di'plastica ed in frigorifero quando non ¢ utilizzata. In tal modo &
stabile per molti mesi. La soluzione non puo essere mantenuta alla temperatura ambiente per piu di
due o tre giorni.

Soluzione di tartrato di antimonio e potassio. Sciogliere 0,34 g di tartrato di ossido di antimonio(III) e
di potassio emiidrato [(K(SbO)C4H4O6),*H,O in 250 mL di acqua, scaldando se necessario. La so-
luzione, conservata it bottiglie di vetro o di plastica, ¢ stabile per molti mesi.

Reagente misto. Mescolare 100 mL della soluzione di molibdato di ammonio con 250 mL di acido sol-
forico, 100 mL di‘acido ascorbico e 50 mL di tartrato di antimonio e potassio. Il reagente, preparato
al momento dell'uso, non puo essere conservato per piu di 6 ore.

Soluzione standard, concentrata di fosforo (1 mL = 0,1 mg P). Sciogliere con acqua 0,4393 g di dii-
drogenofosfato di potassio anidro (KH,PO,), seccato a 105°C, e diluire con acqua a 1.000 mL in
matraccio tarato. Conservare la soluzione in bottiglia scura, previa aggiunta di 1 mL di clorofor-
mio. Liaseluzione ¢ stabile per molti mesi.

Soluzione standard diluita di fosforo (I mL = 0,001 mg P). Prelevare 10 mL della soluzione standard
difosforo concentrata e diluire a 1.000 mL con acqua in matraccio tarato.

— 109 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

Soluzione di acido solforico 10 M. Aggiungere a 40 mL di acqua 55 mL di acido solforico concentrato
[H>S04] (d = 1,84), cautamente e sotto raffreddamento, e portare al volume di 100 mL con acqua.
Si conserva in bottiglia di vetro.

Soluzione di acido solforico 5 M. Diluire con un ugual volume di acqua la soluzione di acido solforico
10 M.

Soluzione di idrossido di sodio 2 M. Sciogliere 8 g di NaOH in 100 mL di acqua. La soluzithe deve
essere conservata in bottiglia di plastica.

Persolfato di potassio. Perossodisolfato di dipotassio [K,S,05] solido.

Soluzione di fenolftaleina. Sciogliere 0,5 g di fenolftaleina in una miscela di 50 mL di etanolo e 50 mL
di acqua.

2.5. Procedimento

2.5.1. Taratura

In una serie di 7 beute con tappo a vite introdurre rispettivamente 0; 3; 5; 10;°L5; 20; 30 mL della so-
luzione standard diluita di fosforo, e portare a volume di 50 mL mediante aggiunta di acqua prelevata
con apposita buretta. Aggiungere una goccia di fenolftaleina e aggiustare/il,pH del campione al limite
inferiore del viraggio dell'indicatore mediante la soluzione di acido solfotico 5 M e di idrossido di so-
dio 2 M. Quindi addizionare 1 mL di acido solforico 10 M ¢ 0,4 g di petsolfato di potassio. Tappare e
trasferire le beute in autoclave a 120°C per 30 minuti o in stufa termostatata a 95+100°C per 2 ore. La-
sciare raffreddare e trasportare quantitativamente la soluzione in un cilindro graduato da 100 mL, mu-
nito di tappo a smeriglio (o meglio in un matraccio tarato a doppia‘tacca o munito di bolla al di sopra
della tacca). Aggiungere una goccia di fenolftaleina e idrossido.di sodio 2 M fino a leggera colora-
zione rosa ¢ diluire con acqua al volume di 100 mL. Aggiungete,10 mL di reagente misto, mescolando
contemporaneamente. Se la soluzione resta torbida occorre centrifugare fino a renderla limpida. Dopo
10 minuti a non di meno di 20°C, eseguire la misura dell'assorbanza a 885 nm della soluzione rispetto
al bianco. Qualora si esegua la misura intorno a 710 nm, si/avra una certa perdita di sensibilita che puod
essere compensata impiegando vaschette con camminoottico di 5 cm.

Costruire il grafico di taratura ponendo in ordinatd le-assorbanze ed in ascissa le corrispondenti quan-
titd di fosforo presenti nei 100 mL.

2.5.2. Dosaggio del campione

Omogeneizzare il campione, e prelevarne esattamente 50 mL. Per concentrazioni elevate prelevare
un'aliquota di campione V, inferiore a 50 mL/ e diluire con acqua ad un volume V, opportuno e prele-
varne 50 mL.

Introdurre nella beuta pyrex con tappo.a vite i 50 mL. Aggiungere una goccia di fenolftaleina e aggiu-
stare il pH del campione al limite inferiore del viraggio dell'indicatore mediante la soluzione di acido
solforico 5 M e di idrossido di sodio-2 M. Quindi addizionare 1 mL di acido solforico 10 M e 0,4 g di
persolfato di potassio. Tappare etrasferire la beuta in autoclave a 120°C per 30 minuti o in stufa ter-
mostatata a 95+100°C per 2.ore/ Lasciare raffreddare e trasportare quantitativamente la soluzione in
un cilindro graduato da 100, mL, munito di tappo a smeriglio (o0 meglio in un matraccio tarato a doppia
tacca o munito di bolla al di sopra della tacca). Aggiungere una goccia di fenolftaleina e idrossido di
sodio 2 M fino a leggera\colorazione rosa e diluire con acqua al volume di 100 mL. Aggiungere 10 mL
di reagente misto, mescolando contemporaneamente. Se la soluzione resta torbida occorre centrifugare
fino a renderla limpiday Dopo 10 minuti a non di meno di 20°C, eseguire la misura dell'assorbanza a
885 nm della soliizione rispetto al bianco. Qualora si esegua la misura intorno a 710 nm, si avra una
certa perdita di'sensibilita che pud essere compensata impiegando vaschette con cammino ottico di 5
cm.

Per la valutazione del bianco dei reattivi al posto del campione prelevare 50 mL di acqua. Qualora si
trovino valori“di bianco troppo alti, controllare i reattivi e in particolare la soluzione di molibdato di
ammonio.
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2.6. Espressione dei risultati
Per il calcolo del contenuto di fosforo totale nel campione, espresso in mg L™, utilizzare I'espressione:

Pie Vi 20
PmgL') = ———
dove:
P, = quantita di fosforo ricavato dal grafico di taratura;
Vi = volume in mL al quale si ¢ diluito eventualmente il campione;
v = volume in mL dell'aliquota prelevata.

Se il campione non ¢ stato preliminarmente diluito V, =V.

2.7. Precisione ed accuratezza

Su campioni di acque naturali a concentrazioni comprese tra 20 e 100 ug L™ si sorio ottenuti valori di
deviazione standard relativa intorno al 5%. Sugli stessi campioni sono staté effettuate prove di recu-
pero di aggiunte standard ottenendo rese superiori al 98%.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
XVIII ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno 100 (Roma).
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MAGNESIO

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

Il magnesio viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza
d'onda di 285,2 nm.

It metodo & applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare per concentrazioni comprese/fra 0,05 e
5 mg L di Mg. Concentrazioni pil elevate possono essere determinate diluendo opportunamente il
campione. Nel caso in cui le concentrazioni da determinare siano notevolmente bassesi ricorrera al
metodo delle aggiunte.

Per acque ad elevata salinita, dopo opportune diluizioni, si ricorrera al metodo dell¢ aggiunte per evi-
tare interferenze o errori.

1.2. Interferenze e cause di errore
L'interferenza del fosfato nella determinazione del magnesio viene eliminata con l'aggiunta di sali di
lantanio.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato di brueiatore per aria-acetilene e di tutti gli
accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate con acqua distillata e deionizzata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Soluzione di lantanio (10% La). Sciogliere 117,276.€di ossido di lantanio [La,0;] in poca acqua, ag-
giungere 250 mL di acido cloridrico concentrato¢ portare a volume di 1.000 mL con acqua.

Acido cloridrico (1+99). Aggiungere un volume,di HCI concentrato a 99 volumi di acqua.

Soluzione standard di magnesio (ImL = 1 mg/ di Mg). Sciogliere 1 g di magnesio metallico nel mi-
nimo volume di HCI (1+1) e diluire a 1.000 mL con HCI (1+99).

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio ed alla fine di ogni ciclo di analisi.

Preparare 4 soluzioni di taratura'tali-che la concentrazione di magnesio nel campione risulti compresa
tra i loro valori. A tale scopo in 4 matracci da 100 mL diluire opportunamente la soluzione standard di
magnesio, curando di aggiungere 10 mL di soluzione di lantanio e 1 mL di HCI concentrato; portare a
volume di 100 mL con acqua. Preparare anche un bianco diluendo 10 mL della soluzione di lantanio e
1 mL di HCI concentrato; portare a volume di 100 mL con acqua. Aspirare le soluzioni e tracciare i}
grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni in mg L' e in ordinata le assorbanze cortrette
del valore del biance,

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Analisi del campione

A 80 mL dilcampione (o a un'aliquota diluita) aggiungere 1 mL di HCI concentrato, 10 mL di solu-
zione di lantariio e portare al volume di 100 mL in matraccio tarato con acqua. Preparare anche un
bianco dei/reattivi. Aspirare la soluzione e il bianco, effettuare le letture di assorbanza e sottrarre il

valore. delbianco da quello della soluzione. Riportare il valore di assorbanza sul grafico di taratura e
determinare la concentrazione corrispondente.
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1.5.2.2. Metodo delle aggiunte

Preparare 4 aliquote di campione (eventualmente diluito) da 80 mL; a tre di esse aggiungere volumi
(fino ad un massimo di 9 mL) di soluzione standard tali da ottenere concentrazioni diverse che com-
prendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da determinare e alla quarta aliquota addizio-
nare 9 mL di acido cloridrico 1+99. Aggiungere poi 1 mL di HCI concentrato, 10 mL di soluziene di
lantanio e portare al volume di 100 mL in matraccio tarato. Preparare anche un bianco dei reattivi.
Aspirare le soluzioni ed il bianco, effettuare le letture di assorbanza, quindi sottrarre il valere del
bianco da quello delle soluzioni. Riportare in un grafico sull'asse delle ordinate i valori di/assorbanza
ottenuti e in ascissa i valori di concentrazione delle soluzioni ottenuti dopo le aggiunte standard. La
retta passante per i punti cosi individuati incontra l'asse delle ascisse in un punto (di valore negativo
sul grafico) corrispondente alla concentrazione di magnesio del campione in esame.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di Mg** espressa in mg L™\ ¢ data da:

a+100
Mg (mg L") =
dove:
a = concentrazione di magnesio in mg L' ricavata.dal grafico di taratura;
v = volume di campione (in mL) usato;
100 = volume della soluzione aspirata.

La concentrazione di Mg"™ espressa in meq L™ ¢ data da:

Mg (mg L) a* 100
m =_\/ "

sime Ve 12,15

dove:
a = concentrazione di magnesio-in'mg L’ ricavata dal grafico di taratura;
\' = volume di campione (in mL) usato;
100 = volume della soluzione aspirata;
12,15 = peso equivalente del magnesio.

1.7. Precisione ed accuratezza
La deviazione standard determinata su un campione avente un valore medio misurato di 0,46 mg_L'1 €
risultata +0,02 mg L. Su un camipione contenente 0,46 mg L™ si sono ottenuti recuperi quantitativi.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi. Aunalitici per le Acque, Quaderno 100 (Roma).
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MANGANESE

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

Il manganese viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza
d'onda di 279,5 nm.

Questo metodo consente la determinazione del manganese, disciolto o solubilizzabile in cdmpioni di
acque naturali e di scarico nell'intervallo di concentrazione da 0,02 a 5 mg L' di Mn. L'istervallo che
fornisce i risultati piu attendibili € compreso tra 0,2 e S mg L™, Per concentrazioni supéfiori a 5 mg L™
€ possibile rientrare in detto intervallo ricorrendo alla diluizione del campione.

1.2. Interferenze e cause di errore

Nessuna interferenza proviene dalla silice, purché la sua concentrazione sia‘inferiore a 100 mg L. Se
la concentrazione di silice supera i 100 mg L, I'interferenza puo esseré_eliminata ricorrendo all'ag-
giunta di sali di calcio.

1.3. Apparecchiature

Il lavaggio della vetreria deve essere fatto con acido nitrico diluifo caldo e abbondanti risciacqui con

acqua

— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato possibilmente di dispositivo per la corre-
zione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-acetilene e di
tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi € 'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO; concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di manganese (I mL = 1 mg di Mn). Sciogliere 3,076 g di solfato di
manganese(Il) monoidrato [MnSO,+H,0} in una soluzione contenente 10 mL di HNO; concentrato
e 100 mL di acqua; diluire a 1.000,mL con acqua.

Soluzione standard diluita di manganese (1 mL = 0,1 mg di Mn). Diluire 100 mL della soluzione con-
centrata di Mn e 4 mL di HNO; concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita.di-manganese (1 mL = 0,01 mg di Mn). Diluire 100 mL della solu-
zione diluita di manganese e 4mL di HNO; concentrato a 1.000 mL con acqua.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura per la determinazione del manganese disciolto

E opportuno effettuare_il controllo della taratura all'inizio e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente, la lettura pud essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pilt conveniente con acido nitrico 1+199 e in un altro beaker 100 mL di
acido nitrico 1#199 (bianco). La concentrazione di manganese nel campione deve essere compresa tra
i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aspirare le soluzioni e il bianco ed
effettuare le letture delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di acido nitrico
diluito per'eirca 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni di
manganese; espresse in mg L™, e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del valore
del bianco.
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1.5.2. Taratura per la determinazione del manganese dopo trattamento con acido cloridrico

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente, la lettura pud essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pill conveniente con acido nitrico 1+199 e in un altro beaker 100 ml/ di
acido nitrico 1+199 (bianco). La concentrazione di manganese nel campione deve essere compresa tra
i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ogni beaker 5 mL di
acido cloridrico concentrato. Evaporare fino a che il volume si sia ridotto a 15+20 mL evitando che
I'evaporazione sia violenta. Raffreddare e trasferire la soluzione in un matraccio da 100 mL.Portare a
volume con acqua. Aspirare le soluzioni ed il bianco ed effettuare le letture delle assorbanze. Inter-
vallare ogni misura, aspirando la soluzione di acido nitrico diluito per circa 10+15 secondi. Tracciare
il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni di manganese, espresse in mg L™, e in ordi-
nata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del valore del bianco.

1.5.3. Taratura per la determinazione del manganese dopo trattamento rzpetuto con acido nitrico

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente, la lettura puo essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni)ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard piti conveniente con acido nitrico 1+199 € in un altro beaker acido ni-
trico 1+199 (bianco). La concentrazione di manganese nel campione, déve risultare compresa tra i va-
lori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura/Aggiungere in ogni beaker 5 mL di
acido nitrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino quasi a secchezza evitando che
I'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungere altri 5 mL di acido nitrico. Coprire i
beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso numero di volte necessario per otte-
nere la digestione completa del campione (cio ¢ indicato da un residuo debolmente colorato). Aggiun-
gere 12 mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti dei bea-
ker ed i vetrini da orologio con acqua e portare a volume'di 100 mL in matracci tarati. Aspirare le so-
luzioni e il bianco ed effettuare la lettura delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la solu-
zione di acido nitrico diluito per 10—15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le
concentrazioni del manganese in mg L, e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti dal
valore del bianco.

1.5.4. Determinazione del manganese disciolto

Porre in un beaker 100 mL di campioné, filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con
pori di 0,45 pm, a cui sono stati aggjunti*5' mL di acido nitrico concentrato per ogni litro, e in un altro
beaker 100 mL di acido nitrico (1+199) (bianco). Aspirare il campione ed il bianco ed effettuare le
letture delle assorbanze. Intervallare*ogni misura aspirando la soluzione di acido nitrico diluito per
circa 10+15 secondi.

1.5.5. Determinazione del manganese dopo trattamento con acido cloridrico

Porre in un beaker 100 mL di“campione, filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con
pori di 0,45 um, a cui sono-stati aggiunti 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro, e in un altro
beaker 100 mL di acidonitrico (1+199) (bianco).

Aggiungere in ogni beaker 5 mL di acido cloridrico concentrato. Evaporare fino a che il volume si sia
ridotto a 15+20 mE-evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffreddare e trasferire la soluzione in un
matraccio da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare il campione e il bianco ed effettuare le

letture delle assorbanze. Intervallare ogni misura, aspirando la soluzione di acido nitrico diluito per
circa 10+15 secondi.
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1.5.6. Determinazione del manganese dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Porre in un beaker 100 mL di campione, filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con
pori di 0,45 um, a cui sono stati aggiunti 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro, e in un altro
beaker 100 mL di acido nitrico (1+199) (bianco).

Aggiungere in ogni beaker 5 mL di acido nitrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su_piastra
fino quasi a secchezza evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungere-altri
5 mL di acido nitrico. Coprire i beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso nu-
mero di volte necessario per ottenere la digestione completa del campione (cio e indicato da un residuo
debolmente colorato). Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il re-
siduo. Lavare le pareti dei beaker e i vetrini da orologio con acqua e portare a volume_di 100 mL in
matracci tarati. Aspirare le soluzioni e il bianco ed effettuare la lettura delle assorbanze. Intervallare
ogni misura aspirando la soluzione di acido nitrico diluito per 1015 secondi.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato e corretto del valore del bianco, attraverso/'opportuna curva di ta-
ratura, si risale alla concentrazione di manganese nel campione in esame espressa in mg L.

1.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate da tre differenti laboratori su campioni di acque di-scarico prima e dopo aggiunta di
quantiti note di manganese (in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 2 mg L)
hanno dato valori della deviazione standard relativa compresi tra 0,7 e 1,7%, e recuperi relativi delle
quantita aggiunte compresi tra il 93 e il 100%.

2. Determinazione colorimetrica (acque marine e salmastre)

2.1. Principio del metodo

Il manganese, in ambiente alcalino, da un prodotto”di colore bruno rossiccio con la formaldossima
[H,C=NOH]. Il composto sembra essere [(CH,NO);Mn] (con il metallo allo stato III). Lo stesso com-
plesso si ottiene con il manganese II e IV. Il complesso si forma a pH 10,5 in presenza di citrato. Il
campione viene successivamente riscaldato a,80 °C per decomporre gli altri complessi metallo-for-
maldossima. Infine il manganese totale viene determinato per colorimetria dopo ossidazione con per-
solfato.

[1 manganese in concentrazioni di pochimg L™ puo essere determinato in vaschette da 10 cm di cam-
mino ottico. La curva standard ha un’andamento lineare fino a parecchi mg L™

2.2. Interferenze e cause di errore

Variazioni di salinitd non hanno effetto. Il metodo puo essere applicato anche a campioni che conten-
gono parecchi mg L™ di H,S:

Anche Fe, Ni, Co e Cu formano complessi colorati con la formaldossima. Riscaldando ad 80°C il
chelato di Cu viene completamente distrutto e quelli di Ni e Co decolorati al 95, 98% rispettivamente.
Per quanto riguarda il fetfo, al di sopra di 1 mg L™, ogni 100 pg equivalgono a 0,015 pg di Mn. Tra 1
e 10 mg L' di ferro, ‘ogni milligrammo equivale a 0,02 pg L' di manganese.

2.3. Attrezzature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Beute tarate da 50 mL.

— Mantellielettrici riscaldanti fino a 80°C muniti di termometro pet controllare la temperatura.

— Contenitori da 50 mL in vetro, polipropilene, policarbonato o teflon con tappo a vite di polipropi-
lenet

— ‘Autoclave o pentola a pressione in acciaio.

— Spettrofotometro predisposto per vaschette da 10 cm di cammino ottico.
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2.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e 'acqua deve essere distillata o deionizzata. Tutti i rettivi

devono essere conservati in bottiglie di plastica o di PVC.

Soluzione di acido solforico 4,5 M. Aggiungere cautamente 250 mL di acido solforico concentfato
[HS04] (d = 1,84) a 750 mL di acqua. Lasciare raffreddare e diluire a 1.000 mL.

Soluzione di idrossido di sodio 2 M. Disciogliere 80 g di idrossido di sodio [NaOH] in acqua ¢"diluire
a 1.000 mL.

Soluzione satura di citrato di sodio. Disciogliere il citrato trisodico biidrato [CsHsNa;O7+2H,0] nella
proporzione di 24 g di sale in 40 mL di acqua. La soluzione ¢& stabile.

Soluzione di formaldossima. Disciogliere 10 g di cloridrato di idrossilammina [NH,OHs HCI]) in circa
80 mL di acqua e aggiungere S mL di soluzione di formaldeide al 35% [HCHO] (d.='1,08). Diluire
a 100 mL con acqua. Il reattivo, se conservato al buio, ¢ stabile per mesi.

Soluzione di persolfato di potassio. Disciogliere 5 g di perossidisolfato di potassio[K3S,0s] in 100 mL
di acqua. Conservare questa soluzione satura a temperatura ambiente al ripato.dai raggi diretti del
sole. Il reattivo ¢ stabile per almeno due settimane.

Soluzione standard di manganese (1 mL = 0,1 mg di Mn). Disciogliere 30,8 mg di solfato manganoso
monoidrato [MnSO4*H,0] in acqua contenente 0,2 mL di acido solforice/4,5 M e diluire a 100 mL.
E anche possibile fare ricorso a standard gia pronti o da diluire. Lo.standard di lavoro deve essere
preparato giornalmente per diluizione con acqua.

2.5. Procedimento

2.5.1. Taratura

Diluire Ja soluzione standard di manganese fino a 50 mg L’} Opeérare con almeno tre porzioni da 50
mL (utilizzando i contenitoti da 50 mL). A 50 mL di standard (50 mg L' di Mn) addizionare 1 mL di
soluzione di citrato, 1 mL di soluzione di formaldossima‘e 0,8 mL di soluzione di idrossido di sodio.
Mescolare bene tra un’aggiunta e l'altra. Porre un termometro nella soluzione e riscaldare il conteni-
tore a 79+80°C per 5 minuti servendosi di un mantello. ¢elettrico riscaldante. Al di sopra di 80°C il
complesso contenente il manganese inizia a decomporsi. Togliere il contenitore dal mantello e lasciar
raffreddare per 15 minuti. Ripetere la stessa procedura con almeno tre porzioni da 50 mL di acqua per
la determinazione del bianco. Misurare 'assorbanza entro 30 minuti a 450 nm in celle da 10 cm di
cammino ottico usando acqua come riferimento,Calcolare il fattore con l'espressione:

50
Ast'Ab

dove Ag-A, sono rispettivamente le'medie delle assorbanze degli standard e del bianco.

Il fattore F deve essere compresa tra-500 e 550. Il fattore F deve essere controllato quando almeno un
reattivo viene rinnovato.

Per la determinazione del manganese totale, € opportuno operare con 40 mL di soluzione al fine di far
uso degli stessi contenitori(da’ 50 mL. Dopo I’ossidazione e aggiunta dei reagenti la soluzione va di-
luita a 50 mL. In questo caso il fattore F deve essere moltiplicato per 1,19.

2.5.2. Bianco reagenti

A 50 mL di acqua aggiungere 1 mL di soluzione di citrato, 1 mL di soluzione di formaldossima e 0,8
mL di soluzione diidrossido di sodio. Mescolare bene tra un’aggiunta e l'altra. Porre un termometro
nella soluzione‘e riscaldare il contenitore a 79+80°C per 5 minuti servendosi di un mantello elettrico
riscaldante. Toglicre il contenitore dal mantello e lasciar raffreddare per 15 minuti. Misurare l'assor-
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banza (Ay) entro 30 minuti a 450 nm in celle da 10 cm di cammino ottico usando acqua come riferi-
mento.

A 47 mL di acqua aggiungere 2 mL di soluzione di citrato, 2 mL di soluzione di formaldossima e_1,6
mL di soluzione di idrossido di sodio. Mescolare bene tra un’aggiunta e l'altra. Porre un termometrd
nella soluzione e riscaldare il contenitore a 79+80°C per 5 minuti servendosi di un mantello elettrico
riscaldante. Togliere il contenitore dal mantello e lasciar raffreddare per 15 minuti. Misurare-¥assor-
banza (Ay,) entro 30 minuti a 450 nm in celle da 10 cm di cammino ottico usando acqua come riferi-
mento.

Ay = Ay-Ay

Ay, deve assumere un valore numerico compreso tra 0,005 e 0,01 in celle da 10 cm di.¢ammino ottico.
I1 bianco reagenti per il manganese totale viene determinato in modo similare usdndo'40 mL e 30 mL
di acqua rispettivamente. Dopo l'ossidazione la soluzione viene diluita a 50 mL.

In questo caso Ay, deve risultare pari a circa 0,040 sempre in celle da 10 cm.

2.5.3. Determinazione del manganese reattivo

Questa determinazione deve essere condotta il pili presto possibile, dopo.il campionamento, preferi-
bilmente entro un'ora.

A 50 mL di campione non previamente acidificato collocati nell'appesito contenitore aggiungere 1 mL
di soluzione di citrato di sodio, 1 mL di reagente formaldossina ¢’0,8.mL di soluzione di idrossido di
sodio; mescolare tra un'aggiunta e l'altra. Riscaldare ad 79+80°C e Successivamente lasciar raffreddare
come per gli standard. Misurare l'assorbanza (A;) in celle da 10"em di cammino ottico a 450 nm entro
un'ora usando acqua come riferimento. Versare nuovamente’ il contenuto della cuvetta nel contenitore
da 50 mL, aggiungere 0,4 mL di acido solforico per distruggere il complesso con il manganese. Per
misurare la torbidita e/o il colore del campione leggere'assorbanza del campione acidificato (A) in
celle da 10 cm di cammino ottico a 450 nm entro un'ora usando acqua come riferimento.

Se il campione era stato previamente acidificato con 0,2'mL di acido solforico, l'aggiunta di idrossido
di sodio deve essere pari a 1,3 mL e non a 0,8 mL< In, questo caso la determinazione pud anche inclu-
dere il manganese rilasciato da complessi deboli.

2.5.4. Determinazione del manganese totale

A 40 mL di campione acidificato, collocati nell’apposito contenitore, aggiungere 4 mL di soluzione di
persolfato di potassio. Chiudere il contenitore’in autoclave o pentola a pressione, riscaldare per 30 mi-
nuti a 115°C. Dopo raffreddamento trasferire il contenuto nel contenitore adatto e aggiungere 1 mL di
soluzione di citrato, 1 mL di reagente formaldossima e 2 mL di idrossido di sodio e diluire a 50 mL
con acqua. Proseguire poi come per.il manganese reattivo. In questo caso la misura del colore e/o tor-
bidita puo essere trascurata.

2.6. Espressione dei risultati
2.6.1. Manganese reattivo

La concentrazione del manganese reattivo, espressa in pg L ¢ data da:

Mn (}Lg L-l) = Fo (As - Acl - Alb)-

dove:
F 5 fattore di taratura per le celle usate;
A, & assorbanza del campione;
Ay = torbidita (assorbanza del campione acidificato;
Ap = bianco dei reagenti.
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2.6.2. Manganese totale
La concentrazione del manganese totale, espressa in ug L™ & data da:

Mn (ugL") = Fe(A- Anpo — An)

-
[/l

fattore di taratura per le celle usate;
assorbanza del campione;
Ao = assorbanza della cella riempita di acqua;

bianco dei reagenti.

_?>
<
Il

2.7. Precisione ed accuratezza
La riproducibilita del metodo ¢ migliore del 10%; ai livelli bassi puo essere anche doppia.
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MOLIBDENO

1. Determinazione per assorbimento atomico (bassi livelli)

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla determinazione diretta del molibdeno mediante spettrofotometria ad.assorbi-
mento atomico con fornetto di grafite. L'assorbanza viene letta alla lunghezza d'onda di 313,3, nm.

Il metodo consente la determinaziome del molibdeno nell'intervallo di concentrazione da 3+a 60 ug L™
con limite di rivelabilita pari a 1 pg L. Concentrazioni piui elevate possono essere detérminate au-
mentando il flusso di gas in fase di atomizzazione e/o riducendo il volume di campione iniettato.

1.2. Interferenze e cause di errore

Interferenze o cause di errore, non specifiche per il molibdeno, sono quelle jfierenti il sistema di ato-
mizzazione senza fiamma. In particolare & necessario che I'apparecchio sia‘corredato di correttore del
fondo (lampada al deuterio o Zeemen).

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico corredato di correttore di fondo, di lampada a catodo
cavo (HCL) specifica, di fornetto di grafite, di campionatore automatico e di tutti gli accessori ne-
cessari.

— Tubi di grafite pirolitica.

1.4. Reattivi

[ reattivi devono essere ad alto grado di purezza. L'acqua/distillata o deionizzata di tipo commerciale

deve essere ulteriormente purificata (ECw < 0,1 uS.cm/™).

Soluzione di acido nitrico concentrato [HNO;] (d=1,42).

Soluzione di acido nitrico (1+1). Aggiungere un volume di acido nitrico concentrato ad un volume di
acqua.

Soluzione di acido nitrico diluito. Diluire 1,5 mL di acido nitrico concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard di molibdeno (1 mL = 0,1 mg Mo). Disciogliere 0.2043 g di molibdato ammonico
[(NH4);Mo0Q,] in HNO; diluito e diluire'a’1.000 mL sempre con HNO; diluito.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

Preparare giornalmente gli standard per la taratura dello sttumento diluendo la soluzione standard di
molibdeno. Preparare un bianco & almeno una sequenza di tre standard in un appropriato intervallo di
taratura (3+60 pg L), adattando T'acidita del bianco e delle soluzioni standard in modo che siano il piu
vicino possibile a quelle deicampioni. Iniettare nel fornetto di grafite adeguate aliquote di bianco e di
soluzioni standard, eseguendo almeno tre letture per ogni soluzione per verificare la precisione del
metodo. Costruire una-retta con le medie dei picchi di assorbanza in ordinata contro le concentrazioni
in ascissa.

Per acque con matrici complesse, usare il metodo delle aggiunte standard.

1.5.2. Preparaziene del campione

1.5.2.1. Molibdeno solubile

Filtrare il campione al momento del campionamento su filtri da 0,45 um in policarbonato o acetato di
cellulosa, Previamente filtrare un bianco consistente in acqua deionizzata per controllare la quantita di
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molibdeno eventualmente rilasciata dal filtro. Precondizionare il filtro e I'apparato filtrante con 50 mL
di acqua deionizzata. Se il bianco contiene quantita significative di argento, immergere il filtro in
HNO; (1+1) e risciacquare con acqua deionizzata prima dell'uso. Da sottolineare che differenti filtri
mostrano differenti caratteristiche di assorbimento e di filtrazione e pertanto, per le analisi in tracce,
testare previamente i filtri per verificare il completo recupero del metallo. Prima della filtrazione, se'il
campione ¢& fortemente torbido, sottoporlo a centrifugazione e quindi filtrarlo e successivamente.acidi-
ficarlo fino a pH 2 con HNO; concentrato. Se l'acidificazione forma un precipitato, sottoporye-a dige-
stione il filtrato come indicato in 1.5.2.2.

1.5.2.2. Molibdeno totale

Trasferirne 50 o 100 mL in una beuta o in un beaker, aggiungere 5 mL di HNO; concentrato ed alcune
palline di vetro per controllare I'ebollizione. Portare a lenta ebollizione ed evaporarg su-piastra riscal-
dante fino al piu piccolo volume possibile (10+20 mL), prima che si produca un.precipitato. Conti-
nuare a riscaldare, aggiungendo eventualmente altro HNO; concentrato fino a clie la soluzione limpida

indica che la digestione ¢ completa. Trasferire integralmente la soluzione in“un palloncino tarato da
100 mL.

1.5.3. Analisi del campione

Analizzare tutti i campioni, eccetto quelli che si dimostrano privi delle ‘interferenze di matrice (basate
sul recupero dell'85+115% dello standard aggiunto) usando il metode-delle aggiunte standard.
Analizzare i campioni almeno in doppio o fino a che i risultati ottentiti siano riproducibili. Una ripro-
ducibilita < 10% ¢ da considerarsi accettabile.

1.5.3.1. Determinazione diretta

Iniettare un'aliquota “nota“ di campione nel fornetto di grafite, iniettando lo stesso volume usato per la
curva di calibrazione. Seccare, incenerire e atomizzare\in accordo con il programma preselezionato.
Ripetere fino alla riproducibilita dell'assorbanza. Confrontare il valore di assorbanza media o l'area di
picco alla curva di calibrazione per determinare la concentrazione del molibdeno, altrimenti leggere
direttamente la concentrazione se l'apparecchio ¢ dotato di questa possibilita.

Se l'assorbanza (o la concentrazione) o I'area di picco del campione pili concentrato & maggiore di
quella dello standard, diluire il campione e ripetere I’analisi mantenendo l'acidificazione costante.

1.5.3.2. Metodo delle aggiunte standard

Impiegare il metodo delle aggiunte standard quando il metallo ¢ contenuto in matrici complesse che
possono produrre interferenze. Questormetodo ¢ valido solo quando le assorbanze cadono nella por-
zione lineare della curva di calibrazione. Una volta che la sensibilita dello strumento ¢ stata ottimiz-
zata, si puo procedere con 'analisi del campione.

Iniettare una aliquota “nota” di_campione nel fornetto. Seccare, incenerire e atomizzare secondo il
programma preselezionato. Ripetete fino a ottenere la riproducibilita del risultato. Registrare la rispo-
sta dello strumento in assotbarniza o concentrazione. Aggiungere una concentrazione nota di molibdeno
in una porzione separata di.campione in modo da non cambiare significativamente il volume del cam-
pione e ripetere la lettura. Ripetere I'operazione con una aggiunta doppia di standard rispetto alla pre-
cedente e ripetere la lettura. Porre in un grafico le assorbanze in ordinata contro le concentrazioni ag-
giunte in ascissa. Titare)una retta che colleghi i tre punti ed estrapolare I'assorbanza "zero". L'intercetta
sull'asse delle ascisse rappresenta la concentrazione del campione.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione del molibdeno, espressa in pg L, & data da:

Mo (ugL)=C+F

dove:
C = concentrazione del molibdeno letta sullo strumento o ricavata dalla curva di tara-
tura (ug L™);
F = fattore di diluizione.
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1.7. Precisione ed accuratezza
Non vengono riportate note su precisione e accuratezza.

2. Determinazione per assorbimento atomico (alti livelli)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla determinazione diretta del molibdeno mediante spettrofotometria di_assorbi-
mento atomico in flamma protossido d'azoto-acetilene. L'assorbanza viene letta alla lunghezza d'onda
di 313,3 nm.

Il metodo consente la determinaziome del molibdeno nell'intervallo di concentrazione'da 1 a 20 mg L™
con limite di rivelabilita pari a 0.1 mg L™

2.2. Interferenze e cause di errore

Interferenze o cause di errore, non specifiche per il molibdeno, sono quelle inerenti il sistema di ato-
mizzazione in fiamma. In particolare & opportuno che l'apparecchio sia Corredato di correttore del
fondo (lampada al deuterio).

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico corredato di bruciatore protossido d'azoto-acetilene,
correttore di fondo, lampada a catodo cavo (HCL) specifica e dirtutti gli accessori necessari.

2.4. Reattivi

I reattivi devono essere di grado puro per analisi e l'acqua/distillata o deionizzata.

Soluzione di acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Soluzione di acido nitrico (1+1). Aggiungere un volume di acqua ad un volume di acido nitrico con-
centrato.

Soluzione di acido nitrico diluito. Diluire 1,5 mL di agido nitrico concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard di molibdeno (1 mL = 0,1 mg-di’ Mo). Disciogliere 0,2043 g di molibdato ammo-
nico [(NH4);M00,] in HNO; diluito e diluire 4 1.000 mL sempre con HNO; diluito.

Soluzione di nitrato d'alluminio. Disciogliere 139 g di nitrato di alluminio [AI(NOs);*H,0] in 150 mL
di acqua. Acidificare leggermente per impedire I'idrolisi e la precipitazione. Riscaldare per discio-
gliere completamente. Raffreddare e diluite a 200 mL.

2.5. Procedimento

2.5.1. Taratura

Preparare giornalmente gli standard-per la taratura dello strumento diluendo la soluzione standard di
molibdeno. Preparare almeno una'sequenza di tre standard in un appropriato intervallo di taratura che
comprenda l'assorbanza del.campione, adattando l'acidita delle soluzioni standard in modo che siano
pitt vicino possibile a quelle dei campioni.

Aggiungere a ciascuno standard la soluzione di nitrato d'alluminio in ragione di 2 mL per 100 mL.
Azzerare lo strumento con HNO; diluito e aspirare nel bruciatore le soluzioni per misurarne l'assor-
banza. Costruire una'retta con le assorbanze in ordinata contro le concentrazioni in ascissa.
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2.5.2. Preparazione del campione

2.5.2.1. Molibdeno solubile

Filtrare il campione al momento del campionamento su filtri da 0,45 um in policarbonato o acetato di
cellulosa. Previamente filtrare un bianco consistente in acqua per controllare la quantitd di molibdene
eventualmente rilasciata dal filtro. Precondizionare il filtro e l'apparato filtrante con 50 mL di acqua.
Se il bianco contiene quantita significative di molibdeno, immergere il filtro in HNOj; (1+1),e-risciac-
quare con acqua prima dell'uso. Prima della filtrazione, se il campione ¢ fortemente torbido, sottoporlo
a centrifugazione e quindi filtrarlo e successivamente acidificarlo fino a pH 2 con HNOj/concentrato.
Se l'acidificazione forma un precipitato, sottoporre a digestione il filtrato come indicato in2.5.2.2.

2.5.2.2. Molibdeno totale

Mescolare il campione e trasferirne 100 mL in una beuta o in un beaker da 100+=150\mL, aggiungere
HNO; concentrato e alcune palline di vetro per controllare I'ebollizione. Portare’a lenta ebollizione ed
evaporare su piastra riscaldante fino al pill basso volume possibile (10+20 mL), prima che si produca
un precipitato. Continuare a riscaldare, aggiungendo eventualmente altro HNO; concentrato fino a che
la soluzione limpida indica che la digestione & completa. Trasferire integralmente la soluzione in un
palloncino tarato da 100 mL.

2.5.3. Analisi del campione
Azzerare lo strumento con la soluzione di HNO; diluito e misurare I'assorbanza dopo aver aggiunto 2
mL di soluzione di nitrato d'alluminio per 100 mL di campione.

2.6. Espressione dei risultati
La concentrazione del molibdeno, espressa in mg L™ & data da:

Mo (mg L") = C oF

dove:
C = concentrazione del molibdeno letta sullo strumento o ricavata dalla curva di tara-
tura (mg L);
F = fattore di diluizione.

2.7. Precisione ed accuratezza
Con una concentrazione di 7,5 mg L & stata ottenuta una deviazione standard relativa inferiore all'1%.
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NICHEL

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

Il nichel viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza d'onda
di 232,0 nm.

11 metodo consente la determinazione del nichel, disciolto o solubilizzabile nelle acque ‘haturali e di
scarico, nell'intervallo di concentrazione da 0,1 a 10 mg L' di Ni. L'intervallo che fornisce i risuitati
pitt attendibili & compreso tra 0,6 e 10 mg L. Per concentrazioni superiori a 10 figL" ¢ possibile
rientrare in detto intervallo ricorrendo alla diluizione del campione.

1.2. Interferenze e cause di errore

Sodio, potassio, solfati e cloruri (ciascuno a concentrazioni fino a 9 g L") nofi interferiscono.

I nitrati non interferiscono se presenti a concentrazioni inferioria 2 g L™.

Calcio, magnesio e ferro (ciascuno a concentrazioni fino a 4 g L") non interferiscono.

Cadmio, piombo, rame, zinco, cobalto e cromo (fino a concentrazioni di.10 mg L™ ciascuno) non in-
terferiscono.

1.3. Apparecchiature

Tra i vari sistemi proponibili per il Javaggio della vetreria risulta-conveniente quello che impiega acido

nitrico diluito caldo. Comunque, qualunque sia la soluzione/di lavaggio adottata, & necessario succes-

sivamente sciacquare abbondantemente con acqua deionizzata € distillata.

— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato/possibilmente di dispositivo per la corre-
zione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-acetilene e di
tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e lacqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42):

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere I volume di HNO;concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di nichel (1 mL = 1 mg di Ni). Sciogliere 4,953 g di nitrato di ni-
chel(II) esaidrato [Ni(NO;),*6H50] in una soluzione contenente 10 mL di HNOs; concentrato e 100
mL di acqua; diluire a 1.000 mL-con acqua.

Soluzione standard diluita di Niv(d*mL = 0,1 mg di Ni). Diluire 100 mL della soluzione standard con-
centrata di Ni e 4 mL di HNOj concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita di Ni (I mL = 0,01 mg di Ni). Diluire 100 mL della soluzione stan-
dard diluita di Ni e 4 mL di HNO; concentrato a 1.000 mL con acqua.

1.5. Procedimento

Eseguire le operazioni consigliate nel manuale d’istruzione dello strumento e selezionate la lunghezza
d'onda di 232,0 nm.

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo/consente, la lettura pud essere effettuata direttamente in concentrazione.
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1.5.1. Taratura per la determinazione del nichel disciolto

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pili conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro beaker 100.mL
di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di nichel nel campione deve risultare compresd
tra i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aspirare le soluzioni e il.bianco
ed effettuare le letture delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di-acido ni-
trico diluito per circa 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le coneentra-

zioni del nichel, espresse in mg L™, ed in ordinata i corrispondenti valori di assorbanzd corretti del
valore del bianco.

1.5.2. Taratura per la determinazione del nichel dopo trattamento con acido cloridrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pill conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro beaker 100 mL
di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di nichel nel campione ‘deve risultare compresa
tra i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ognibeaker 5 mL
di acido cloridrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino a'che il volume si sia ri-
dotto a 15+20 mL evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffreddare e-trasferire le soluzioni in ma-
tracci da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare le soluzioni e il\bianco ed effettuare le letture
delle assorbanze. Intervallare ogni misura, aspirando la soluzione-di_acido nitrico diluito per circa
10+15 secondi. Tracciate il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni del nichel, espresse
inmg L', e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corrétti-del valore del bianco.

1.5.3. Taratura per la determinazione del nichel dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno/quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pili conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro beaker 100 mL
di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di nichel nel campione deve risultare compresa
tra i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ogni beaker S mL
di acido nitrico concentrato. Scaldare su bagno ad"aequa o su piastra fino quasi a secchezza evitando
che l'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker’e aggiungere altri 5 mL di acido nitrico concen-
trato. Coprire i beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso numero di volte neces-
sarie per ottenere la digestione completa del campione (cio ¢ indicato da un residuo debolmente colo-
rato). Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le
pareti dei beaker e i vetrini da orologio ‘ten/acqua e portare a volume di 100 mL in matracci tarati.
Aspirare le soluzioni e il bianco ed effettuare la lettura delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspi-
rando la soluzione di acido nitrico diluito per 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo
in ascissa le concentrazioni del nichel, espresse in mg LY, ed in ordinata i corrispondenti valori di as-
sorbanza corretti dal valore del bianco.

1.5.4. Determinazione del nichel disciolto

Aggiungere al campione, filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con pori di 0,45 pum,
5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro di campione.

Aspirare la soluzione e il bianco ed effettuare la lettura dell'assorbanza corretta del valore del bianco.

1.5.5. Determinazione'del nichel dopo trattamento con acido cloridrico

Porre 100 mL di campione in un beaker ed aggiungere 5 mL di acido cloridrico concentrato. Scaldare
su bagno ad acqua o su piastra fino a che il volume si sia ridotto a 15+20 mL evitando che I'evapora-
zione sia violenta: Raffreddare e trasferire la soluzione in un matraccio da 100 mL. Portare a volume
con acqua. Aspirare la soluzione e il bianco ed effettuare le lettute delle assorbanze.
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1.5.6. Determinazione del nichel dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Porre 100 mL di campione in un beaker ed aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato. Scaldare su
bagno ad acqua o su piastra fino quasi a secchezza evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffred-
dare il beaker e aggiungere altri 5 mL di acido nitrico concentrato. Coprire il beaker con vetrino,da
orologio e ripetere il trattamento fino a digestione completa del campione (cid ¢ indicato da un-esiduo
debolmente colorato). Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il re-
siduo. Lavare le pareti del beaker ed il vetrino da orologio con acqua e portare a volume di 100'mL in
matraccio tarato. Aspirare le soluzioni e il bianco ed effettuare la lettura delle assorbanze:

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato e corretto del valore del bianco, attraverso la curva di taratura, si ri-
sale alla concentrazione di nichel, espressa in mg L™, nel campione in esame.

1.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate da cinque differenti laboratori su campioni di acque di scarico prima e dopo aggiunta
di quantita note di nichel (in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 2 mg L") hanno
dato valori della deviazione standard relativa compresi tra 0,8 e 9%, e recuperi relativi delle quantita
aggiunte del 100%.

2. Determinazione per assorbimento atomico (acque salate e/o marine)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla estrazione con un piccolo volume, di metilisobutilchetone (MIBK) del com-
plesso formato dal nichel con il sale di ammonio dell'acido“1-pirrolidinditiocarbossilico (APDC) allo
scopo di concentrare il metallo e di eliminare le interferenze derivanti dalla matrice salina dell'acqua di
mare. Complessazione ed estrazione sono possibili invin ampio intervallo di pH; ma si preferisce ope-
rare tra pH 4 e 5 per avere una resa ottimale ed una migliore stabilita del complesso.

Poiché l'efficienza di estrazione del complesso Ni-APDC e la solubilita del MIBK in acqua sono in-
fluenzate dalla salinita e dalla temperatura, & necessario che gli standard siano preparati impiegando la
stessa matrice salina dei campioni e che, sia gli standard che i campioni, siano trattati ad una tempe-
ratura costante e quanto piu possibile vicina a 20°C.

La fase organica viene aspirata direttamente/nella fiamma aria/acetilene di uno spettrofotometro ad as-
sorbimento atomico e I'assorbanza misurata alla lunghezza d'onda di 232,0 nm.

11 metodo puo essere impiegato per’ déterminare concentrazioni di nichel nell'intervallo 0,210 pg L™
nelle acque salate e marine.

2.2. Interferenze e cause di errore
Per il nichel non si riscontrano. fenomeni di interferenza derivanti dalle specie chimiche presenti in ac-
qua di mare.

2.3. Apparecchiature

- Normale vetreria.di /laboratorio. Per il prelievo di piccoli volumi nelle preparazioni degli standard
¢ consigliabile l'impiego di micropipette.

- Imbuti separatori da 1.000 mL con rubinetto in teflon.

- Spettrofotometro di assorbimento atomico con bruciatore aria/acetilene € munito di correttore di
fondo e di Jampada per il nichel. La linea di risonanza a 232,0 nm richiede un'ampiezza spettrale di
0,2 nm,.altrimenti forti righe di emissioni molto prossime a 232,0 nm provocano una forte curva-
tura.della retta di taratura. In ogni caso, la riga a 232,0 nm, anche ad un'ampiezza spettrale di 0,2
nmy. fornisce una retta di taratura incurvata alle pii alte concentrazioni.
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2.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri o ultrapuri per analisi. L'acqua deve essere distillata su un bidistil-

latore in quarzo.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,17).

Acido cloridrico 6 M. Diluire 535 mL di acido cloridrico concentrato a 1.000 mL con acqua.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido nitrico 5 M. Diluire 34 mL di acido nitrico concentrato a 100 mL con acqua.

Ammoniaca concentrata [NH,OH] (d = 0,90).

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fiesco. E ne-
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela_perché il sol-
vente ¢ infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro;

Soluzione di sale di ammonio dell'acido 1-pirrolidinditiocarbossilico (APDC) 1 %. Sciogliere 1 g di
APDC in 100 mL di acqua. La soluzione, che ha un aspetto opalescente, ¢ stabile per un tempo
brevissimo e va quindi preparata nella quantita necessaria al momento dell'uso:” Inoltre detta solu-
zione prima dell'uso va estratta, almeno tre volte, con MIBK.

Soluzione tampone di acido acetico/acetato di ammonio. Sciogliere 250,g-di acetato d'ammonio
{CH;COONH,] in 150 mL di acqua ed aggiungere 600 mL di acido‘acetico glaciale [CH;COOH]
(d = 1,05). La soluzione pud essere trattata in imbuto separatore da.1.000 mL con 7 mL di solu-
zione di APDC e 35 mL di MIBK, allo scopo di estrarre ed allontanare, con la fase organica, impu-
rezze del metallo da analizzare, eventualmente presenti.

Soluzione standard concentrata di nichel (1 mL = 1 mg di Ni). Utilizzare lo standard per assorbimento
atomico disponibile in commercio oppure sciogliere 1 g dimichel (esattamente pesato) in 50 mL di
acido nitrico 5 M e portare a volume in un matraccio tarato-da 1.000 mL con acqua. La soluzione,
conservata in bottiglia di polietilene, ¢ stabile per 6 mesi.

Soluzione standard diluita di nichel (1 mL = 3 ug di Ni),In matraccio tarato da 500 mL diluire 1,5 mL
di soluzione standard concentrata con 0,5 mL di acido aitrico concentrato € portare a volume con
acqua. Questa soluzione deve essere preparata giofnialmente.

2.5. Procedimento

2.5.1. Dosaggio del campione

E opportuno trattare contemporaneamente almefio 4 campioni che non devono essere dissimili in ter-
mini di salinita per piu dello 0,5%.

Portare un volume pari a 750 mL di ciascun campione in un imbuto separatore da 1.000 mL a pH 4+5
con 8 mL di ammoniaca concentrata, Se/preventivamente acidificato con 5 mL di acido nitrico con-
centrato, altrimenti con 0,1 mL di acido cloridrico concentrato e, in ogni caso, con la successiva ag-
giunta di 4 mL di soluzione tampone di acido acetico/acetato di ammonio.

Aggiungere ad ogni campione 35 mL'di MIBK e 7 mL di soluzione di APDC 1%. Agitare per 2 mi-
nuti, quindi lasciare stratificare:.Quando le fasi si sono separate, recuperare gli strati inferiori acquosi
(per la preparazione degli standard) e raccogliere integralmente gli strati organici in cilindri graduati
da 50 mL, muniti di tappi a/smeriglio.

Si misura l'assorbanza delle fasi organiche dei campioni e degli standard entro tre ore dall'estrazione,
ad uno spettrofotometro\ad-assorbimento atomico a 232,0 nm, con ampiezza spettrale di 0,2 nm, con
correttore di fondo inserito, contro MIBK. Precauzioni debbono essere prese per evitare I'evapora-
zione dal solvente con‘conseguente alterazione dei valori di concentrazione.

2.5.2. Taratura

In ciascuna delle fasi acquose provenienti dalle precedenti estrazioni (2.5.1.) e raccolte in imbuti sepa-
ratori, aggiungere 20 mL di MIBK agitando per 2 minuti. Quando le fasi si sono separate, recuperare
gli strati acguosi e scartare quelli organici. Questa operazione ha lo scopo di ottenere, per la prepara-
zione degli standard, un'acqua il pit possibile esente da tracce di nichel.
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Mescolare tra loro gli strati acquosi e suddividere in 4 aliquote da 750 mL in altrettanti imbuti separa-
tori da 1.000 mL. Addizionare ad esse 0 (bianco); 0,5; 1; 2 mL della soluzione standard diluita di Ni,
ottenendo cosi 4 soluzioni con le seguenti concentrazioni di nichel: 0 (bianco); 2; 4; 8 pg L™, e quindi
20 mL di MIBK e 7 mL di APDC 1%. Agitare i 4 imbuti separatori ¢ dopo stratificazione delle dué
fasi recuperare gli strati organici e scartare gli strati acquosi.

Procedere alla lettura dell’assorbanza come descritto al punto precedente.

Costruire la retta standard con le concentrazioni in pg L™ sull'asse delle ascisse e le assorbanze corri-
spondenti, corrette dal valore del bianco, sull'asse delle ordinate.

2.6. Espressione dei risultati

La concentrazione del nichel espressa in ug L™ nel campione analizzato viene ricavata dalla retta di
taratura.

2.7. Precisione ed accuratezza

Su campioni di acqua marina costiera contenenti 0,2+0,6 ug L' di nichel,, $i.$ono ottenute deviazioni
standard relative dell'ordine del 5%.

Prove di recupero effettuate sugli stessi campioni hanno fornito rese superiori al 90%.

Bibliografia
CNR-IRSA (1983), Metodi di analisi per acque di mare, Quadetno 59 (Roma).
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno’100 (Roma).
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PIOMBO

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso tra piombo e pirrolidintiocarbammato d'ammonio
(APDC) ad un determinato pH. Il complesso viene estratto con metilisobutilchetone (MIBK) e la fase
organica viene aspirata direttamente nella fiamma aria e acetilene di uno spettrofotometro’ad assorbi-
mento atomico. L'assorbanza viene misurata alla lunghezza d'onda di 283,3 nm.

Il metodo consente la determinazione nelle acque naturali, di scarico, salmastre e marine del piombo a
concentrazione compresa tra 0,01 e 0,5 mg L. Per la determinazione del piombo-a_concentrazioni su-
periori & necessario diluire.

1.2. Interferenze e cause di errore

La presenza di metalli, come ferro, zinco, nichel, cadmio, cobalto, rame,/manganese, argento, cromo
fino ad un totale complessivo di 30 mg L™, non impedisce, nelle condizioni descritte nel procedi-
mento, la chelazione e I'estrazione quantitativa del piombo. Particolare attenzione in questa fase deve
essere rivolta al controllo del valore del pH. La presenza di detti elementi complessabili, in concentra-
zioni superiori al citato limite, provoca un errore in difetto che pud essere eliminato aggiungendo ulte-
riori quantita di APDC. In ogni caso ciascuno dei singoli metalli;»di cui sopra, non deve essere pre-
sente, nel campione in esame, a concentrazioni superiori a 10 mgL™.

La maggior parte delle interferenze dovute a sostanze non complessabili, eventualmente presenti nella
matrice, viene eliminata con l'estrazione.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tutta la vetreria‘deve essere preliminarmente lavata con acido ni-
trico diluito (1+9) caldo e accuratamente risciacquata con acqua.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, munito di bruciatore per fiamma aria-acetilene e corre-
dato possibilmente di dispositivo per la correzione automatica dell'assorbimento non specifico e di
tutti gli altri indispensabili accessori.

— pH-metro, corredato di una coppia di elettrodi vetro-calomelano.

— Imbuti separatori da 300 mL con tappo-di'teflon.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido clovidrico concentrato [HCI](d = 1,19).

Acido cloridrico [HCI] 0,3 M. Diluire 25 mL di HCI concentrato a 1.000 mL con acqua.

Acido cloridrico [HCI] 6 M. Miscelare volumi uguali di HC! concentrato e acqua.

Idrossido di sodio [NaOHJ 2,5 /M. Sciogliere 10 g di NaOH in acqua ¢ diluire a 100 mL.

Carta amido-iodurata.

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d'ammonio (APDC) 10 g L. Sciogliere 1 g di APDC in 100
mL di acqua. Estrarre la soluzione, almeno tre volte, con metilisobutilchetone. La soluzione & sta-
bile per una settimana in bottiglia di vetro scuro. Agitare bene prima dell'uso.

Metilisobutilchetonig~(4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E ne-
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perché il sol-
vente & infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Soluzione acquosa di ipoclorito di sodio [NaCLO]. Soluzione all'8+2% m/m in cloro attivo. Conser-
varg in.bottiglia di vetro scuro.
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Soluzione madre di piombo (1 mL = I mg di Pb). Sciogliere 1,599 g di nitrato di piombo [Pb(NO;),] in
acqua; acidificare con 5 mL di HNO; concentrato e portare a volume di 1.000 mL con acqua, omo-
geneizzando.

Soluzione standard di piombo (I mL = 5 ug di Pb). Diluire 5 mL di soluzione madre di Pb a 1.000 mI¥
con acqua acidificata con 5 mL di HNO; concentrato. Questa soluzione viene usata per preparare
gli standard di taratura durante le analisi.

Soluzione di cloruro di sodio [NaCl], 300 g L. Sciogliere 300 g di cloruro di sodio in 1.000.mL di
acqua. Un'aliquota di 200 mL di questa soluzione viene trattata in un imbuto separatore con 1 mL
di HC10,3 M, 5 mL di APDC e 20 mL di MIBK. Agitare manualmente 2 minuti, lasciare’decantare
per 1 notte alla temperatura di 5°C al riparo della luce e, infine, scartare la fase organica. Questa
soluzione di cloruro di sodio si pud conservare a lungo in bottiglia di vetro scuro.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

La taratura va eseguita all'inizio di ogni ciclo di analisi. In una serie di beaker' da 400 mL, contenenti
ciascuno 1 mL di HNO; concentrato, introdurre i volumi: 0; 1; 2; 5; 10;20'mL della soluzione stan-
dard di piombo per avere concentrazioni pari a 0; 0,025; 0,05; 0,125; 0,250;°0,5 ng L' di piombo; di-
luire con acqua a 200 mL; addizionare in ogni beaker 5 mL di ipoclorite-di sodio e 2,5 mL di HC1 6
M, bollire sotto cappa di aspirazione fino a che I'eccesso di cloro sia,completamente eliminato, con-
trollando mediante saggio alla tocca con carta amido-iodurata. Lasciare raffreddare a temperatura am-
biente e portare la soluzione a pH 2,5 con la soluzione di NaOH,2,5'M, servendosi del pH-metro.

Nel caso di campioni di acque salmastre e di acque marine, $ostituire I’acqua con un opportuno vo-
lume di soluzione di cloruro di sodio in modo che le soluzioni risultanti abbiano un contenuto salino
paragonabile a quello del campione.

Travasare quantitativamente le soluzioni in una serie di\imbuti separatori, con tappi di teflon, da 300
mL; aggiungere in ciascun imbuto 5 mL di APDC, agitate’manualmente per 2 minuti e lasciare ripo-
sare per 10 minuti. Introdurre successivamente 20 mL disolvente MIBK, agitare vigorosamente per 2
minuti e lasciare poi separare gli strati. Raccogliere lo 'strato di solvente di ciascuna estrazione in una
serie di matracci da 50 mL e tappare. Effettuare subito le letture allo spettrofotometro ad assorbimento
atomico, aspirando le soluzioni organiche secondo la seguente procedura.

Mettere in funzione lo strumento, fissare la lunghezza d'onda a 283,3 nm e regolare I'apertura della
fenditura secondo le istruzioni generali; fissare la posizione del bruciatore e regolare i flussi dei gas
(aria-acetilene) seguendo le istruzioni ed~accendere la fiamma. Aspirare il solvente MIBK, saturo
d'acqua in modo da condizionare il nebulizzatore e ridurre il flusso di acetilene a valori tali che il se-
gnale ritorni vicino allo zero. Ripetere. I'operazione di azzeramento. Effettuare le misure aspirando le
soluzioni organiche di taratura, registrando i valori di assorbanza letti. Intervallare ogni misura, aspi-
rando solvente MIBK saturo di acqua, per circa 10+15 secondi.

Tracciare la curva di taratura, ponendo in ascissa le concentrazioni di piombo, espresse in mg L™, e in
ordinata i corrispondenti valori'di‘assorbanza, corretti del bianco dei reattivi.

1.5.2. Determinazione piombo solubile

Porre in un beaker da 400'mL 200 mL di campione o parte aliquota da analizzare, filtrati precedente-
mente attraverso undiltro'a membrana da 0,45 pm; aggiustare il pH a 2,5 con la soluzione di NaOH
2,5 M servendosi del pH-metro.

Travasare quantitativamente la soluzione in un imbuto separatore, con tappo di teflon, da 300 mL; ag-
giungere 5 mLidi APDC, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare riposare per 10 minuti. Intro-
durre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigorosamente per 2 minuti e lasciare poi se-
parare gli strativ Raccogliere lo strato di solvente in un matraccio da 50 mL e tappare. Effettuare subito
la lettura allo spettrofotometro ad assorbimento atomico, aspirando la soluzione organica secondo la
procedura-indicata per la taratura.
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1.5.3. Determinazione piombo totale

Portare 200 mL o parte aliquota di campione, precedentemente omogeneizzato per agitazione, in un
beaker da 400 mL, aggiungere 5 mL diNaCIO e 2,5 mL di HC1 6 M, bollire sotto cappa di aspirazione
fino a che l'eccesso di cloro sia completamente eliminato controllando mediante saggio alla tocca con
carta amido-iodurata. Raffreddare a temperatura ambiente e aggiustare il pH a 2,5 con soluziene di
NaOH 2,5 M servendosi del pH-metro.

Travasare quantitativamente la soluzione in un imbuto separatore, con tappo di teflon, da 300.mL; ag-
giungere 5 mL di APDC, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare riposare per 10 minuti. Intro-
durre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigorosamente per 2 minuti e lasciare poi se-
parare gli strati. Raccogliere lo strato di solvente in un matraccio da 50 mL e tappare. Effettuare subito
la lettura allo spettrofotometro ad assorbimento atomico, aspirando la soluzione orgaiica secondo la
procedura indicata per la taratura.

1.5.4. Determinazione del bianco dei reattivi

Nel caso di determinazione del piombo disciolto, procedere come indicato al punto 1.5.2. sostituendo
il volume del campione utilizzato con un identico volume di acqua acidificata’con HNO; concentrato
(5§ mL HNOs per litro di acqua).

Nel caso di determinazione del piombo totale, procedere come descritte’ al punto 1.5.3. dopo aver
provveduto alla sostituzione del volume del campione con un identico.volume di acqua, previamente
acidificata con HNO; concentrato (5 mL HNO; per litro di acqua).

1.6. [Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza rilevata, dopo aver sottratto il valore del bianco corrispondente, tramite la
curva di taratura, risalire alla concentrazione di piombo nel'campione in esame espresso in mg L.

1.7. Precisione ed accuratezza
Le prove di sei diversi laboratori hanno fornito un recupero compreso tra il 95 e il 100% ed una devia-
zione standard relativa compresa tra lo 0,7 ed il 9,3%:
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POTASSIO

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

Il potassio viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza
d'onda di 766,5 nm.

Il metodo ¢ applicabile alle acque per concentrazioni comprese fra 0,1 e 2 mg L™ di potassio!/ Concen-
trazioni pili elevate possono essere determinate diluendo opportunamente il campione. Nel'caso in cui
le concentrazioni da determinare siano notevolmente basse si ricorrera al metodo delle aggiunte.

1.2. Interferenze e cause di errore
Per acque ad elevata salinita, dopo opportune diluizioni, si ricorrera al metodo-delle aggiunte per evi-
tare interferenze o errori.

1.3. Apparecchiature

— Normale attrezzatura di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato di bruciatore-per aria-acetilene e di tutti gli
accessori necessari.

1.4. Reattivi

I reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate/Con acqua distillata e deionizzata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Soluzione standard di potassio (1 mL = 1 mg di K)\ Sciogliere 1,907 g di cloruro di potassio
[KCI], essiccato a 110 °C, in acqua e portare a volume di 1.000 mL.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio ed alla fine di ogni ciclo di analisi.

Preparare 4 soluzioni di taratura tali che la concentrazione di potassio nel campione risulti compresa
tra i loro valori. A tale scopo in 4 matracci da 100 mL diluire opportunamente la soluzione standard di
potassio curando di aggiungere 1 mL di HCl.¢oncentrato. Preparare anche un bianco diluendo 1 mL di
HCl a 100 mL. Aspirare le soluzioni ¢ tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentra-
zioni in mg L™ ed in ordinata le assorbanze corrette del valore del bianco.

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Analisi del campione

A 80 mL di campione (o ad.un'aliquota diluita) aggiungere 1 mL di HCI concentrato, e portare al vo-
lume di 100 mL in matraccio tarato. Preparare anche un bianco dei reattivi. Aspirare la soluzione ed il
bianco, effettuare le letture di assorbanza e sottrarre il valore del bianco da quello della soluzione. Ri-
portare il valore di assorbanza sul grafico di taratura e determinare la concentrazione corrispondente.
Se il campione risulta inquinato porre 80 mL di campione (o una sua aliquota diluita) in un beaker da
250 mL, aggiungere 1 mL di acido cloridrico concentrato, scaldare e far bollire per circa 10 minuti.
Raffreddare, filtrare’lavando opportunamente il filtro, e portare a volume di 100 mL in matraccio ta-
rato.
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- 1.5.2.2. Metodo delle aggiunte

Preparare 4 aliquote di campione (eventualmente diluito) da 80 mL, a tre di esse aggiungere volumi
(fino ad un massimo di 9 mL) di soluzione standard tali da ottenere concentrazioni diverse che_com?
prendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da determinare. Aggiungere poi 1 mLxdi-HCI
concentrato, ¢ portare al volume di 100 mL in matraccio tarato. Preparare anche un bianco dei reattivi.
Aspirare le soluzioni ed il bianco, effettuare le letture di assorbanza, quindi sottrarre il valere del
bianco da quello delle soluzioni. Riportare in un grafico sull'asse delle ordinate i valori di/assorbanza
ottenuti e in ascissa i valori di concentrazione delle soluzioni ottenuti dopo le aggiunte standard. La
retta passante per i punti cosi individuati incontra l'asse delle ascisse in un punto (di valore negativo
sul grafico) corrispondente alla concentrazione del campione in esame.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di K* espressa in mg L™, &data da:

. . a+100
K'(mgL')= ——
dove:
a = concentrazione di potassio in mg L' ricavata dal grafico di taratura;
\'% = volume di campione (in mL) usato.

La concentrazione di K* espressa in meq L™ ¢ data da:

. as 100
Kt (meqLl”) = 44—+
V +39,102
dove:
a = concentrazione di potassio in mg I ricavata dal grafico di taratura;

\" = volume di campione (in mL) usato;
39,102 peso equivalente del potassio.

1.7. Precisione ed accuratezza
La deviazione standard (determinata su un.campione avente un valore medio misurato di 2,52 mg L™)

é risultata £0,04 mg L™, Su un campione contenente 2,5 mg L™ si sono ottenuti recuperi superiori al
99%.
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RAME

1. Determinazione colorimetrica (acque dolci € marine)

1.1. Principio del metodo

LI rame in soluzione acquosa reagisce con ossalildiidrazide-acetaldeide a pH 9,3 per dare un complesso
molto stabile di colore viola intenso la cui assorbanza & misurata a 540 nm.

1l metodo ¢ applicabile alle acque naturali, marine e di scarico nell'intervallo compreso tra‘0405 e 0,50
mg L utilizzando celle da 5 cm di percorso e tra 0,50 e 2,0 mg L™ con celle da 1 cm.

1.2. Interferenze e cause di errore

Il metodo presenta interferenze con cianuri e sostanze organiche, che possond essere eliminate per
semplice digestione acida con miscela solfo-nitrica del campione in esame.

Non danno interferenze concentrazioni fino a 10 mg L™ di piombo, 3 mg L? di zinco, 3 mg L di ni-
chel, 3 mg L™ di cadmio, 10 mg L' di alluminio, 10 mg L™ di Fe(Ill), 3/mg L' di manganese, 3 mg
L di stagno, 3 mg L' di Co, 2,5 mg L' di Se, 1,5 mg L™ di Cr(111), 1.000 mg L di polifosfati come
P,0,, 1.000 mg L™ di ortofosfati come POy, 1.000 mg L™ di solfati cone.SO,, 1.000 mg L™ di cloruri
come Cl.

La presenza contemporanea dei metalli citati, alle suddette concentrazioni, non ha manifestato alcun
fenomeno di sinergismo.

1.3. Apparecchiature
— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro per misure alla lunghezza d'onda di\540nm con vaschette di cammino ottico di 5
cm.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi ¢ le soluzioni preparate con acqua distillata e/o deioniz-

zata.

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido solforico concentrato [H,SO,] (d = 1,84).

Soluzione di ammoniaca concentrata [NH,QH] (d = 0,892).

Soluzione di acido citrico al 50%. Scioglieré 500 g di acido citrico [C¢HgO-] in acqua e portare a 1.000
mL.

Soluzione di idrossido di sodio al 30%. Sciogliere 300 g di sodio idrato [NaOH] in acqua e portare a
1.000 mL.

Soluzione di ossalildiidrazide al'2,5%. Sciogliere 2,5 g di ossalildiidrazide [(CONHNH;),] in acqua e
portare a 1.000 mL.

Soluzione di acetaldeide al' 40%. Sciogliere 400 g di acetaldeide [CH;CHO] in 1.000 mL di acqua. Es-
sendo il punto di ebollizione dell'acetaldeide di 21°C, la preparazione di questa soluzione richiede
alcune precauzioni. Raffreddare la fiala chiusa contenente l'acetaldeide e versarla in un matraccio
tarato da 1.000 mL contenente circa 700 mL di acqua in un bagno di acqua ghiacciata. Poiché nel
mescolare si ha un aumento di temperatura, versare lentamente {'acetaldeide nell'acqua e portare a
volume.

Soluzione standard concentrata di rame (I mL = 1 mg di Cu). Pesare 1 g di rame puro e trasferirli in
beaker da/250 mL. Aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato, 5 mL di acqua e scaldare fino a
secco per eliminare I'eccesso di acido. Riprendere il residuo con 50 mL di acqua e travasare quan-
titativamente la soluzione in matraccio tarato da 1.000 mL portando a volume con acqua.

Soluziéne-standard diluita di rame (1 mL = 0,005 mg di Cu). Introdurre 5 mL di soluzione standard
concentrata in matraccio tarato da 1.000 mL e portare a volume con acqua.
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1.5. Procedimento

1.5.1. Mineralizzazione

Qualora la natura del campione lo richieda (presenza di sostanze organiche) trasferire 100 mL di cam=
pione in beaker da 200 mL, aggiungere 5 mL di acido solforico concentrato e 5 mL di acido nitrico
concentrato, evaporare su piastra elettrica o bagno di sabbia fino a sviluppo di fumi bianchi. Se il.fesi-
duo non ¢ incolore, aggiungere ancora 5 mL di acido nitrico e rievaporare fino a fumi bianchi. Ripe-
tere il trattamento con acido nitrico fino ad ottenere una soluzione limpida ed incolore. Ripréndére con
2 porzioni di 10 mL di acqua, evaporando ogni volta fino a sviluppo di fumi bianchi. Raffreddare, ag-
giungere 10 mL di acqua e neutralizzare a pH 7 con soluzione di sodio idrato al 30%‘Raffreddare e
riportare il volume a 100 mL in matraccio tarato.

1.5.2 Determinazione

Trasferire 50 mL di campione (eventualmente mineralizzato) in un matraccio tarato da 100 mL. Ag-
giungere nell'ordine, mescolando dopo ogni aggiunta, 2,5 mL di acido citrico,~8-mL di soluzione di
ammoniaca concentrata, 10 mL di soluzione di acetaldeide, 10 mL di soluzione di ossalildiidrazide,
portare a volume con acqua e mescolare. Attendere 30 minuti per consentire‘lo sviluppo completo del
colore mantenendo i matracci al buio, poi misurare I'assorbanza con celledda 5 cm di percorso ottico,
alla lunghezza d'onda di 540 nm, usando un bianco dei reattivi come riferimento.

1.5.3. Taratura
Trasferire 0; 0,5; 1; 2,5; 5 mL di soluzione standard diluita di rame in matracci tarati da 100 mL e di-
luire a 50 ml con acqua in modo da avere concentrazioni di 0;,0,05, 0,1; 0,25; 0,50 mg L!

Aggiungere nell'ordine, mescolando dopo ogni aggiunta, 2,5 mL di acido citrico, 8 mL di soluzione di
ammoniaca concentrata, 10 mL di soluzione di acetaldeide;.10 mL di soluzione di ossalildiidrazide,
portare a volume con acqua e mescolare. Attendere 30 minuti per consentire lo sviluppo completo del
colore mantenendo i matracci al buio, poi misurare I'assorbanza con celle da 5 cm di percorso ofttico,
alla lunghezza d'onda di 540 nm, usando un bianco dei.teattivi come riferimento.

Costruire la curva di taratura riportando in ascissa-le'‘concentrazioni di rame in mg L™ e in ordinata i
valori di assorbanza.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato sul campione risalire alla concentrazione in mg L™ direttamente
dalla curva di taratura.

1.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate su campioni sintetici e su campioni reali hanno fornito valori di deviazione standard
relativa compresi tra il 3 e I'8% nell'intervallo tra 0,05 e 0,1 mg L' e valori di recupero compresi tra
1'86 e il 105%.

2. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

2.1. Principio delmetodo

Il rame viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico in fiamma, alla lun-
ghezza d'onda di324,7 nm. '

11 metodo consente la determinazione del rame, disciolto o solubilizzabile con i trattamenti indicati in
seguito, in campioni di acque naturali e di scarico, sia industriali che urbane, nell'intervallo di concen-
trazione dd 0,62 a 5 mg L di Cu. Per concentrazioni superiori a 5 mg L & possibile rientrare in detto
intervalloricorrendo alla diluizione del campione.
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2.2. Interferenze e cause di errore

Sodio, potassio, solfati e cloruri (fino a 8 g L™ ciascuno), calcio, magnesio (fino a § g L™ ciascuno),
nitrati (fino a 2 g L™, ferro (fino a 1 g L), cadmio, piombo, nichel, zinco, cobalto, manganese e
cromo (fino a 10 mg L ciascuno) non interferiscono.

2.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio. Tra i vari sistemi proponibili per il lavaggio della vetreria-risulta
conveniente quello che impiega acido nitrico diluito caldo. Comunque, qualunque sia la soluzione
di lavaggio adottata, € necessario successivamente sciacquare abbondantemente con acqua deio-
nizzata e distillata.

- Spettrofotometro di assorbimento atomico. Corredato possibilmente di dispositivo per la correla-
zione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-acetilene e di tutti
gli altri accessori necessari.

2.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d= 1, 19).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO; concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di rame (I mL = 1 mg di Cu). Trattare 1 g di rame elettrolitico con 15
mL di HNO; concentrato e 15 mL di acqua. Scaldare con precauzione fino a completa soluzione.
Raffreddare e diluire a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard diluita di rame (I mL = 0,1 mg di Cu). Diluire 100 mL della soluzione concen-
trata di Cu e 4 mL di HNO; concentrato a 1.000 mL conacqua.

Soluzione standard molto diluita di Cu (1 mL = 0,01 mg\di Cu). Diluire 100 mL di soluzione standard
diluita di Cu e 4 mL di HNO; concentrato a 1.000 mL 'con acqua.

2.5. Procedimento

Eseguire le operazioni consigliate nel manuale di istruzione dello strumento e selezionare la lunghezza
d'onda di 324,7 nm.

La determinazione del rame potra essere ottenUta aspirando la soluzione in fiamma ed effettuando la
lettura dell'assorbanza. L'operazione puo riguardare la frazione disciolta del rame oppure, oltre a que-
sta, la frazione solubilizzabile a seguito del/trattamento del campione con acido cloridrico o nitrico
come descritto di seguito. In quest'ultimo/caso ¢ necessario sottoporre standard e bianco allo stesso
trattamento del campione.

2.5.1. Trattamento con acido cloridrico

Prelevare 100 mL di campione e versarli in un beaker. Aggiungere 5 mL di acido cloridrico concen-
trato e scaldare su bagno ad-acqua o su piastra sino a che il volume sia ridotto a 15+20 mL evitando
che l'evaporazione sia violenta. Raffreddare e trasferire la soluzione in un matraccio da 100 mL. La-
vare le pareti del beaker.con acqua e raccoglierla nello stesso matraccio. Portare a volume con acqua.

2.5.2. Trattamento can acido nitrico

Prelevare 100 mL di campione e versarli in un beaker. Aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato e
scaldare su bagno.ad acqua o su piastra fino quasi a secchezza evitando che I'evaporazione sia vio-
lenta. Raffreddare il beaker ed aggiungere altri 5 mL di acido nitrico concentrato. Coprire il beaker
con vetrino/da orologio e ripetere il trattamento il numero di volte necessario per ottenere la digestione
completa.del campione (cid & indicato da un residuo debolmente colorato). Aggiungere 1+2 mL di

acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti del beaker ed il vetrino
da orolegio con acqua e portare a volume di 100 mL in matraccio tarato.
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2.5.3. Taratura

E opportuno effettuare il controllo della taratura all'inizio e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente, la lettura pud essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pit conveniente di Cu con acido nitrico diluito (1+199) e in un-altro
beaker 100 mL di acido nitrico diluito (1+199) (bianco). La concentrazione di rame nel campione
deve risultare compresa tra i valori di concentratone delle soluzioni impiegate per la taratura.

Aspirare le soluzioni ottenute oppure quelle ottenute sottoponendo standard e bianco trattamentl indi-
catiin 2.5.1. 0 2.5.2. ed effettuare le letture delle assorbanze.

Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di acido nitrico diluito (1+199) per.circa 10+15 se-
condi. Costruire la curva di calibrazione ponendo in ascissa le concentrazioni del.rame, espresse in
mg L™, ed in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del valore del bianco.

2.5.4. Determinazione del rame disciolto
Aspirare il campione filtrato subito dopo il prelievo attraverso una membrana con pori di 0,45 um ed a

cui sono stati aggiunti 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro e leggere l'assorbanza corretta
del bianco.

2.5.5. Determinazione del rame dopo trattamento con acidi
Aspirare la soluzione proveniente da 2.5.1. 0 2.5.2. e leggere la assorbanza corretta del bianco trattato
come la soluzione.

2.6. Espressione dei risultati

Dal valore di assorbanza misurata e corretta del valore del,bianco si risale, tramite la curva di taratura,
tenendo conto delle eventuali diluizioni effettuate, alla concentrazione di rame, espressa in mg L, nel
campione in esame.

2.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate da sette differenti laboratori su campioni di acque di scarico prima e dopo aggiunte di
quantita note di rame, in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 0,1 mg L™ hanno dato
i seguenti risultati:

- i valori della deviazione standard relativa sono risultati compresi tra 3,1 e 10%;

- i recuperi relativi delle quantita aggiunte sono risultati compresi tra il 90 e il 100%.

3. Determinazione per assorbimento atomico (acque marine)

3.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla estrazione, con un piccolo volume di metilisobutilchetone (MIBK), del com-
plesso formato dal rame con’il sale di ammonio dell'acido 1-pirrolidinditiocarbossilico (APDC), allo
scopo di concentrare il metallo e di eliminare le interferenze derivanti dalla matrice salina dell'acqua di
mare. Complessazione ed €strazione sono possibili in un ampio intervallo di pH; ma si preferisce ope-
rare tra pH 4 e 5 per/avere una resa ottimale ed una migliore stabilita dei complesso.

Poiché l'efficienza dell'estrazione del complesso Cu-APDC e la solubilita del MIBK sono legate alla
salinita e alla temperatura, € necessario che gli standard siano preparati impiegando la stessa matrice
salina dei campioni e che sia gli standard che i campioni siano trattati ad una temperatura costante e
quanto pil possibile vicina a 20°C.
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La fase organica viene aspirata direttamente nella fiamma aria/acetilene di uno spettrofotometro ad as-
sorbimento atomico e l'assorbanza misurata alla lunghezza d'onda di 324,8 nm.
I metodo puo essere impiegato per determinare concentrazioni di rame nell'intervallo 0,2+10 pg L.

3.2. Interferenze e cause di errore
Per il rame generalmente non si riscontrano fenomeni di interferenze derivanti dalle speciechimiche
presenti nell'acqua marina.

3.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio. Per il prelievo di piccoli volumi nella preparazione.dégli standard
¢ consigliabile I'impiego di micropipette.

- Imbuti separatori da 1.000 mL con rubinetto in teflon.

- Spettrofotometro di assorbimento atomico con bruciatore aria/acetilene munito di correttore di
fondo e di lampada per il rame.

3.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e qualora possibile di grado'ultrapuro. L'acqua deve es-

sere distillata su un bidistiliatore in quarzo.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,17).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,40).

Soluzione di ammoniaca concentrata [NH,OHJ (d = 0,90).

Acido acetico glaciale [CH;COOH] (d = 1,05).

Acetato di ammonio [CH;COONH,].

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E ne-
cessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perche il sol-
vente ¢ infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro.

Soluzione di Acido I-pirrollidinditiocarbossilico sale”di ammonio (APDC) 1%. Sciogliere 1 g di
APDC in 100 mL di acqua. La soluzione, che hia un aspetto opalescente, & stabile per un tempo
brevissimo e va quindi preparata nella quantiti-necessaria, al momento dell'uso. La soluzione,
prima dell'uso, va estratta, almeno tre volte. con MIBK.

Soluzione di acido cloridrico 2 M. Diluire 535,mL di acido cloridrico concentrato a 1.000 mL con ac-
qua.

Soluzione tampone di acetato di ammonio-acido acetico. Sciogliere 250 g di acetato d'ammonio in 150
mL di acqua e aggiungere 600 mL dilacido acetico glaciale. La soluzione pud essere trattata in im-
buto separatore da 1.000 mL con"7 mL di soluzione di APDC e 35 mL di MIBK, allo scopo di
estrarre ed allontanare con la fase organica le impurezze del metallo da analizzare eventualmente
presenti.

Soluzione di acido nitrico 5 M. Diluire 34 mL di acido nitrico concentrato a 100 mL con acqua.

Soluzione standard concentrata-di rame (1 mL = 1 mg di Cu). Utilizzare lo standard per assorbimento
atomico disponibile in 'commercio, oppure prepararlo pesando esattamente 1 g di rame, scioglien-
dolo in 50 mL di acido nitrico 5 M e portarlo a volume con acqua in un matraccio tarato da 1.000
mL. La soluzione, conservata in bottiglia di polietilene, & stabile per 6 mesi.

Soluzione standard diluita di Cu (I mL = 3 ug di Cu). Diluire 0,60 mL di soluzione concentrata di
rame a 200 mL con’acqua contenente 0,2 mL di acido nitrico concentrato. Questa soluzione deve
essere preparata giornalmente.
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3.5. Procedimento

3.5.1. Dosaggio del campione

E opportuno trattare contemporaneamente almeno 4 campioni che non devono essere dissimili in ter-
mini di salinita per piit dello 0,5%.

Portare un volume pari a 750 mL di ciascun campione a pH 4+5 in un imbuto separatore da 1.000'mL
aggiungendo 8 mL di soluzione di ammoniaca concentrata, se preventivamente acidificato con'S mL
di acido nitrico concentrato o, altrimenti con 0,1 mL di acido cloridrico concentrato. In ogni.caso oc-
corre aggiungere 4 mL di soluzione tampone di acetato d’ammonio-acido acetico.

Aggiungere 5 mL di MIBK e 7 mL di soluzione APDC 1% ad ogni campione. Agitare per 2 minuti,
quindi lasciare stratificare. Quando le fasi si sono separate, recuperare separatamente.gli strati infe-
riori acquosi che serviranno per la preparazione degli standard.

Raccogliere integralmente gli strati organici in cilindri graduati da 50 mL, muniti di.tappi a smeriglio.
Misurare I'assorbanza dei campioni nella stessa giornata dell'estrazione, ad uno spettrofotometro ad
assorbimento atomico a 324.8 nm, con correttore di fondo inserito, contro MIBK. Precauzioni deb-
bono essere prese per evitare I'evaporazione dei solvente con conseguenté alterazione dei valori di
concentrazione.

3.5.2. Taratura

In ciascuna delle fasi acquose, provenienti dalle precedenti estrazioni e raccolte in imbuti separatori,
aggiungere 20 mL di MIBK, agitando per 2 minuti. Quando le fasi si sono separate, recuperare gli
strati acquosi e scartare gli strati organici. Questa operazione ha lo.scopo di ottenere, per la prepara-
zione degli standard, un'acqua il pit possibile esente da tracce distame.

Combinare tra loro gli strati acquosi e suddividere in 4 aligiiote,da 750 mL in altrettanti imbuti sepa-
ratori da 1.000 mL. Addizionare ad esse 0 (bianco); 0,5; 13 2'mL di standard diluito, ottenendo cosi 4
soluzioni con le seguenti concentrazioni di rame: 0 (bianco)y2; 4; 8 pug L. Aggiungere quindi 20 mL
di MIBK e 7 mL di APDC. Si agitano i 4 imbuti separatori e dopo stratificazione delle due fasi si re-
cuperano gli strati organici e si scartano gli strati acquosi:

Misurare I'assorbanza dei campioni nella stessa giornata dell'estrazione, ad uno spettrofotometro ad
assorbimento atomico a 324.8 nm, con correttore ‘di‘fondo inserito, contro MIBK. Precauzioni deb-
bono essere prese per evitare l'evaporazione dei’ solvente con conseguente alterazione dei valori di
concentrazione.

Si costruisce la retta standard con le concentrazioni sull'asse delle ascisse e le assorbanze corrispon-
denti corrette del bianco sull'asse delle ordinate.

3.6. Espressione dei risultati
Dall’assorbanza del campione, corretta del bianco, tenuto conto delle eventuali dilvizioni, si ricava la
concentrazione del rame, espressa in-ug L.

3.7. Precisione ed accuratezza

Su campioni di acqua marina ‘costiera contenenti 0,5+3 ug L™ di rame si sono ottenute deviazioni
standard relative intorno al 5%.
Prove di recupero effettuate sugli stessi campioni hanno fornito rese superiori al 95%.

Bibliografia
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SILICE

1. Determinazione colorimetrica (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

La silice viene determinata mediante colorimetria. Il metodo si basa sulla formazione di un complesso
giallo tra lo ione silicico e molibdato d’ammonio e la successiva riduzione a blu di molibdeho dosabile
spettrofotometricamente a 650 nm.

Il metodo ¢ applicabile per acque naturali /o di scarico con concentrazioni di silice inferiori a 10 mg
L.

1.2. Interferenze e cause di errore

Lo ione fosfato nelle stesse condizioni fornisce la stessa colorazione. Tale interferenza puo essere eli-
minata mediante aggiunta di acido ossalico che scinde il complesso fosfomolibdico.

L’acido ossalico elimina anche I’interferenza con composti tannici eventualmente presenti.

11 ferro, se presente nel campione in concentrazioni superiori a 0,5 mg L™ pud abbassare I’intensita del
colore. E opportuno in questo caso eseguire la determinazione su un campione diluito con acqua di-
stillata.

11 colore e la torbidita del campione inficiano la determinazione‘finale ma tali effetti possono essere
compensati con la lettura del bianco.

La silice presente nel campione pud reagire in modo non quantitativo, la frazione “non reattiva al mo-
libdato pud essere dosata con lo stessa procedura previa digestione con carbonato sodico.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio lavata con HCI diluito/(1+1) e successivamente sciacquata con ac-
qua bidistillata (¢ consigliabile utilizzare per questa determinazione sempre la medesima vetreria).

—  Spettrofotometro o fotometro a filtri per misute tra 600 e 700 nm con celle di cammino ottico da 1
a 10 cm.

—  Filtri Whatman n° 542.

1.4. Reattivi

Acido cloridrico diluito (1+1) [HCI].

Reattivo molibdico. Sciogliere 10 g di molibdato di ammonio tetraidrato [(NH,)sMo0;0,4°4H,0] in ac-
qua e diluire a 100 mL, filtrare se necessario e portare il pH a 8+9 con ammoniaca concentrata.
Conservare la soluzione cosi/ottenuta in bottiglie di polietilene. Il reattivo & stabile per circa tre
mesi.

Acido ossalico. Sciogliere 10.g di acido ossalico [H,Cy04*2H,0] in acqua e portare il volume a 100
mL.

Soluzione riducente. Sciogliere 0,5 g di acido 1-ammino-2-naftol 4-solfonico e 1 g di solfito di sodio
anidro [Na,SO;] in §0;mL di acqua distillata, scaldare debolmente per favorire la dissoluzione. A
questa soluzione aggiungere una soluzione preparata sciogliendo 27,4 g di metabisolfito di sodio
[Na;S,0s] in 150'mL di acqua distillata. Filtrare se necessario, e conservare in bottiglie di plastica.
La soluzione deve essere ripreparata non appena imbrunisce.

Soluzione standard concentrata di silice (1 mL = 1 mg di Si0;). Sciogliere 4,732 g di metasilicato di
sodio [Na;Si0;*9H,0] in acqua distillata previamente bollita e raffreddata; diluire a 1.000 mL. Al-
ternativamente questo reattivo pud essere preparato facendo fondere in un crogiolo di platino 1 g di
quarzo,-previamente essiccato, intimamente mescolato con 4+6 g di una miscela in parti uguali di
carbonato di sodio e carbonato di potassio. La fusione & ultimata quando cessa lo sviluppo di CO,.
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Per accertarsi dell’avvenuta dissoluzione di tutto il quarzo posto a fondere & consigliabile control-
lare per via gravimetrica il titolo in SiO, dello standard.

Soluzione standard diluita di silice (1 mL = 0,01 mg di Si0,). Portare 10 mL della soluzione standard
concentrata di silice a 1.000 mL con acqua distillata previamente bollita e raffreddata. Conservaré
la soluzione in bottiglie di plastica.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

Portare a volume in matracci tarati da 50 mL con acqua distillata previamente bollita e rafffeddata sei
diverse aliquote note di soluzione standard diluita di silice. Aggiungere ad ogni soluzione 1 mL di
acido cloridrico diluito (1+1) e poi 2 mL di reattivo molibdico. Agitare e lasciare riposare per circa 5
minuti, quindi aggiungere 1,5 mL di acido ossalico e 2 mL di soluzione riducente. Agitare vigorosa-
mente ¢ dopo 15 minuti dall’aggiunta del reattivo riducente leggere I’assorbanza a 650 nm in celle da
1 cm (o piti, se necessario) contro un bianco di acqua distillata trattata allo ‘stesso modo degli stan-
dards. Costruire una retta di taratura riportando in ascissa i mg di silice presefiti in ogni standard e in
ordinata I’assorbanza corretta per il bianco.

1.5.2. Dosaggio del campione

Filtrare il campione, al fine di eliminare la silice insolubile, su un filtro-Whatman n° 542. A 50 mL di
filtrato aggiungere 1 mL di acido cloridrico diluito (1+1) e poi 2/mL\di reattivo molibdico. Agitare e
lasciare riposare per circa 5 minuti, quindi aggiungere 1,5 mL/di acido ossalico ¢ 2 mL di soluzione
riducente. Agitare vigorosamente e dopo 15 minuti dall’aggiunta del reattivo riducente leggere
I’assorbanza a 650 nm in celle da 1 cm (o piil, se necessario)/Contro un bianco di acqua distillata trat-
tata allo stesso modo.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione della silice solubile e/o colloidale si ottiene dalla formula:

Si0, (mg L™= « 1.000
dove:
P = mg disilice ottenuti dalla retta di taratura in base al valore di assorbanza misurata e
corretta rispetto al bianco;
C = mL di campione prelevato pet la determinazione.

1.7. Precisione ed accuratezza

Non ¢ possibile fornire una definizione generale della precisione del metodo a causa delle diverse
combinazioni chimiche della silice nelle acque. Con sali sintetici i valori di deviazione standard per-
centuale risultano inferiori al-10%.

2. Determinazione colorimetrica dei silicati (acque marine)
2.1. Principio del metodo
La silice presente'nelle acque di mare in determinate condizioni di pH forma con il molibdato di am-

monio un poliacido silicomolibdico che ridotto a blu di molibdeno, con metolo e solfito, presenta un
massimo di-assorbimento a 810 nm.
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2.2. Interferenze e cause di errore

11 prodotto di reazione ¢ fortemente influenzato dal pH: tale valore nella miscela finale deve mante-
nersi tra 1,8+2. Talvolta il cattivo mescolamento della miscela di reazione puod causare una scorretta
valutazione del pH e puo anche determinare la formazione di un composto colorato, dovuto alla ridu-
zione diretta del molibdato e non del poliacido.

La formazione di poliacidi con il molibdato ¢ caratteristica anche di altri ioni, in particolare fosfato e
arseniato.

L’interferenza dello ione fosfato viene eliminata per aggiunta di acido ossalico.

Cationi quali ferro, rame, cobalto e nichel interferiscono per il colore dei loro ioni. In tal caso, oltre
alla registrazione del bianco dei reagenti, occorre misurare I’assorbanza del campione_senza aggiunta
di reattivi e addizionare questo valore al bianco dei reagenti.

Gli ioni ferro interferiscono se formano nel corso della reazione molibdato ferrico; i tal caso prima
dell’analisi occorre aggiungere al campione una soluzione di idrocloruro di idrossilammina.

I solfuri, se presenti in concentrazione superiore a 5 mg L™, influenzano lo syiluppo del colore e de-
vono essere ossidati con acqua di bromo.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria da laboratorio lavata con HCI diluito (1+1) e successivamente sciacquata con ac-
qua bidistillata (¢ consigliabile utilizzare per questa determinazione sempre la medesima vetreria).

— Filtri in fibra di vetro con porosita di 0,5+0,8 pm.

—  Filtri Whatman n° 1.

~  Spettrofotometro o colorimetro sensibile a 810 nm con celle:da almeno 5 ¢m di cammino ottico.

2.4. Reattivi

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido solforico 50% v/v. Versare 250 mL di acido solforice’ concentrato [H,SO,] (d = 1,84) in 250 mL
di acqua. Raffreddare e portare a volume di 500 mLcon acqua.

Reattivo molibdico. Sciogliere 4 g di ammonio molibdato tetraidrato [(NH,)sM0;0,4+4H,0] in 300 mL
di acqua; diluire 12 mL di acido cloridrico coneentrato in 100+150 mL di acqua e sotto costante
agitazione aggiungere la soluzione di molibdato a quella di acido. Portare il volume della soluzione
ottenuta a 500 mL. Conservare la soluzione/in bottiglie di polietilene lontano dalla luce. In condi-
zioni normali la soluzione ¢ stabile per molti mesi, deve essere ripreparata se si forma un precipi-
tato bianco o assume una colorazione blu.

Soluzione di metolo e solfito. Sciogliete/6 g di solfito di sodio anidro [Na,SOs] in 400 mL di acqua;
aggiungere sotto agitazione 10/g. di metolo (4-metilamminofenolosolfato) [(CH;NHCsH,OH),
*H,S0,)] fino a completa dissoluzione. Filtrare su filtro Whatman n° 1 e portare il volume a 500
mL con acqua. Conservare in/bottiglia di vetro borosilicato; il reattivo ¢ stabile per circa un mese.

Soluzione di acido ossalico. Preparare una soluzione satura sciogliendo 50 g di acido ossalico
[C;H,04¢2H,0] in 400 mL-di’acqua. Decantare la soluzione e portarla a volume in matraccio da
500 mL. Conservare la soluzione in bottiglie di polietilene. Il reattivo ¢ stabile indefinitamente.

Reagente riducente. Mescolare 100 mL di soluzione di metolo e solfito con 60 mL di soluzione di
acido ossalico. Aggiungere lentamente 60 mL di acido solforico 50% e portare a volume di 300 mL
con acqua. Questo reagente va preparato immediatamente prima dell’uso.

Soluzione standard di silicato 10 mmoli L. Riscaldare la silice a 1.000°C, raffreddarla in essiccatore e
portarla a peso,costante. Pesare 601 mg di silice in crogiolo di platino e aggiungere 1,5 g di carbo-
nato di sodio_anidro [Na,COs]. Mescolare con una spatola e fondere il prodotto a 1.000°C fino a
che non assuma un colore chiaro. Raffreddare, sciogliere in pill porzioni di acqua bollente e portare
il volume a+1.000 mL con acqua. Trasferire rapidamente in bottiglia di polietilene ad alta densita.
La soluzione si mantiene stabile per alcuni mesi.

Alternativamente ¢ possibile utilizzare esafluorosilicato di sodio [Na,SiF], precedentemente essic-
cato in crogiolo metallico a 150°C. In questo caso & consigliabile preparare uno standard con con-
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centrazione non superiore a 2 mmoli L e regolare di conseguenza le successive diluizioni. Pesare;
in base al grado di purezza analitica, 2 mmoli di esafluorosilicato di sodio e sciogliere, riscaldande
debolmente, in 700 mL di acqua distillata in un contenitore di plastica: portare a volume in matrac-
cio da 1.000 mL e travasare rapidamente in bottiglie di plastica. La soluzione ¢ stabile per alcuni
mesi.

2.5. Procedimento

2.5.1. Taratura

Preparare 5 soluzioni standard di silicato tra 1 ¢ 0,01 mmoli L diluendo 0,1; 0,2; 0,5; 0,75’ 1 mL di
standard 10 mmoli L™ in matracci tarati da 100 mL e portare a volume con acqua. Preleyadre 25 mL di
ogni standard cosi ottenuto e, sotto costante agitazione, aggiungere 10 mL di reattivo'molibdico. La-
sciare reagire per almeno 15 minuti ma non piu di 30 minuti e comunque mantenére costante il tempo
di reazione per standard e campione. Aggiungere, sempre mescolando, 15 mL(di reagente riducente.
Lasciar reagire per 1 ora avendo cura, anche in questo caso, che il tempo di reazione sia lo stesso per
standard e campione. Misurare I’assorbanza di ciascuno standard a 810 nm ¢orretta del bianco dei rea-
genti ottenuto trattando acqua distillata allo stesso modo degli standard. Costruire quindi una retta di
taratura riportando in grafico le concentrazioni degli standard espresse in pmoli L contro
I’assorbanza registrata.

2.5.2. Dosaggio

Se il campione ¢ stato conservato in congelatore scongelarlo lontanio dalla luce e procedere all’analisi
non prima di 12 ore.

Prelevare 25 mL di campione e, sotto costante agitazione,{aggiungere 10 mL di reattivo molibdico.
Lasciare reagire per almeno 15 minuti ma non pit di 30\minuti ¢ comunque mantenere costante il
tempo di reazione per standard e campione. Aggiungerg; sempre mescolando, 15 mL di reagente ridu-
cente. Lasciar reagire per 1 ora avendo cura, anche in questo caso, che il tempo di reazione sia lo
stesso per standard e campione. Misurare ’assorbanza 2 810 nm.

2.6. Espressione dei risultati
Dalla retta di taratura e dal valore di assorbanza/del campione si risale alla concentrazione in silicati
espressa in umoli L™

2.7. Precisione ed accuratezza
Non ¢ possibile fornire una definizione! génerale della precisione del metodo a causa delle diverse
combinazioni chimiche della silice nelle acque.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi/Analitici per le Acque, Quaderno 100 (Roma).
Catalano G., AA (1990), Silicati, Nova Thalassia Vol II.
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SODIO

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

11 sodio viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza d'onda
di 589,0 nm.

Il metodo ¢ applicabile alle acque per concentrazioni comprese fra 0,02 ¢ 1 mg L™ di.sodio. Concen-
trazioni piu elevate possono essere determinate diluendo opportunamente il campione;Nel caso in cui
le concentrazioni da determinare siano notevolmente basse si ricorrera al metodo delle,aggiunte.

1.2. Interferenze e cause di errore
Per acque ad elevata salinita, dopo opportune diluizioni, si ricorrera al metodo delle aggiunte per evi-
tare interferenze o errori.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato di bruciatofe per aria-acetilene e di tutti gli
accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate con acqua distillata e deionizzata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Soluzione standard di sodio (1 mL = 1 mg di Na). Sciogliere 2,542 g di cloruro di sodio [NaCl], pre-
cedentemente essiccato a 180°C, e portare a volume.di'1.000 mL.

1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

E opportuno effettuare il controllo della taratura/all'inizio ed alla fine di ogni ciclo di analisi. Preparare
4 soluzioni di taratura tali che la concentrazione di sodio nel campione risulti compresa tra i loro va-
lori. A tale scopo diluire opportunamente.in 4 matracci da 100 mL la soluzione standard di sodio cu-
rando di aggiungere 1 mL di HCI concentrato. Preparare anche un bianco diluendo 1 mL di HCI con-
centrato a 100 mL. Aspirare le soluzioni € tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concen-
trazioni ed in ordinata le assorbanze corrette del valore del bianco.

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Analisi del campione

A 80 mL di campione (o ad un'aliquota diluita) aggiungere 1 mL di HCI concentrato, e portare al vo-
lume di 100 mL in matracciotarato. Preparare anche un bianco dei reattivi. Aspirare la soluzione ed il
bianco, effettuare le letture-di assorbanza e sottrarre il valore del bianco da quello della soluzione. Ri-
portare il valore di assorbanza sul grafico di taratura e determinare la concentrazione corrispondente.

1.5.2.2. Metodo:delle aggiunte

Preparare 4 aliguote di campione (eventualmente diluito) da 80 mL, a tre di esse aggiungere volumi
(fino ad un massimo di 9 mL) di soluzione standard tali da ottenere concentrazioni diverse che com-
prendano nel'loro intervallo la concentrazione incognita da determinare e alla quarta aliquota addizio-
nare 9 mls-di-acqua. Aggiungere poi 1 mL di HCI concentrato, e portare al volume di 100 mL in ma-
traccio tarato. Preparare anche un bianco dei reattivi. Aspirare le soluzioni ed il bianco, effettuare le
letture 'di assorbanza, quindi sottrarre il valore del bianco da quello delle soluzioni. Riportare in un
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grafico sull'asse delle ordinate i valori di assorbanza ottenuti ed in ascissa i valori di concentrazione
delle soluzioni ottenuti dopo le aggiunte standard. La retta passante per i punti cosi individuati incon-
tra l'asse delle ascisse in un punto (di valore negativo sul grafico) corrispondente alla concentrazione
del campione in esame.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di Na* espressa in mg L™ ¢ data da:

a* 100
Na'(mgL') = ————
A%
dove:
a = concentrazione di sodio in mg L ricavata dal grafico di taratura;
V = volume di campione (in mL) usato.

La concentrazione di Na* espressa in meq L™ ¢ data da:

. | a+100
Na'(meqL”) = ————
V22,99
dove:
a = concentrazione di sodio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
\" = volume di campione (in mL) usato;
22,99 = peso equivalente del sodio.

1.7. Precisione ed accuratezza

La deviazione standard (determinata su un campione avente un valore medio misurato di 0,54 mg L)
¢ risultata £0,08 mg L. Su un campione contenenté 0;5 mg L™ si sono ottenuti recuperi superiori al
90%.

Bibliografia
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SOLFATI

1. Determinazione gravimetrica

1.1. Principio del metodo

11 solfato viene precipitato in ambiente acido per acido cloridrico come solfato di bario.La precipita-
zione viene eseguita ad una temperatura vicina a quella di ebollizione e, dopo un periodo di digestione,
il precipitato viene filtrato, lavato con acqua esente da cloruri, seccato, calcinato e pesato come BaSQO,.
11 metodo ¢ applicabile per un intervallo di concentrazione di solfato compreso trac100 e 200 mg L™
alle acque naturali, salmastre e di scarico.

1.2. Interferenze e cause di errore

Interferisce la presenza di silice, di sostanze in sospensione e di sostanze insolubili che debbono essere
eliminate. Per eliminare la silice, il campione viene evaporato fino a secchezza in una capsula di pla-
tino o anche di porcellana su di un bagno a sabbia. Si aggiunge 1 mL diacido cloridrico concentrato,
si inclina la capsula e si ruota per consentire all'acido di venire a contatto_con tutto il residuo; si conti-
nua I'evaporazione fino a secchezza. Si completa eventualmente l'essiccazione in stufa a 180°C. Si ri-
prende con 2 mL di HCl ¢ si ripete 'operazione. Si riprende con acqud e si filtra, L'analisi si esegue sul
filtrato.

Interferiscono anche tutti quegli ioni che possono essere adsorbiti od occlusi nel precipitato. Se la
concentrazione totale dei cationi nel campione & superiore 2250 mg L™, o se la concentrazione totale
degli ioni di metalli pesanti & superiore 10 mg L™, per eyitare/fenomeni di coprecipitazione & consi-
gliabile eliminare i cationi facendo fluire il campione in esame attraverso una colonna di resina catio-
nica forte in forma acida, tipo Dowex 50.

Solfiti e solfuri possono interferire a seguito di un proeesso di ossidazione. In loro presenza occorre
effettuare un'ossidazione preventiva con perossido’ d'idrogeno. In un'aliquota a parte si determina il
contenuto di solfuri e solfiti che viene detratto.

1.3. Apparecchiature
— Normale vetreria di laboratorio.
— Crogiolo di porcellana.

1.4. Reattivi

Si debbono utilizzare solo reagenti-puri per analisi. Per la preparazione dei reattivi ¢ opportuno impie-

gare acqua bidistillata o deionizzata.e distillata.

Soluzione di indicatore al metilarancio. Sciogliere 0,05 g di metilarancio in acqua e diluire a 100 mL.

Acido cloridrico diluito (1+1)~Diluire l'acido cloridrico [HCI] (d = 1,19) con un ugual volume di ac-
qua.

Soluzione di cloruro di bario.Sciogliere 100 g di cloruro di bario [BaCl,*2 H,0] in un litro d'acqua.

Reattivo nitrato d'argenio-acido nitrico. Sciogliere 8,5 g di nitrato d'argento [AgNOs] e 0,5 mL di
acido nitrico concéntrato [HNO;] (d = 1,40) in 500 mL di acqua.

Acido solforico concentrato [H,SO,] (d = 1,84).

Soluzione di perosside d'idrogeno [H,0,] al 30%.

1.5. Procedimento

Filtrare 'acqua.in esame, se torbida, su filtro a filtrazione lenta. Prelevare un'aliquota d'acqua il cui
contenuto'di‘ione solfato sia di circa 40 mg. Aggiungere qualche goccia di indicatore al metilarancio e
quindiacido cloridrico (1+1) fino a viraggio. Portare il volume a 200+300 mL per diluizione con ac-
qua © per evaporazione. Aggiungere ancora 2 mL di acido cloridrico (1+1). Riscaldare il campione
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quasi all'ebollizione e sotto agitazione aggiungere lentamente la soluzione bollente di cloruro di bario
fino a precipitazione completa. Aggiungere ancora altri 2 mL di soluzione di cloruro di bario a tempe”
ratura vicina all'ebollizione. Far digerire il precipitato bianco di solfato di bario a 80+90°C, preferibil-
mente per una notte intera, ma comunque per non meno di due ore. Filtrare su filtro di carta per analisi
quantitativa per filtrazione lenta e lavare il precipitato con acqua calda fino a che le acque di lavaggio
siano praticamente esenti da cloruri (reattivo acido nitrico-nitrato d'argento). Seccare il filtrocon il
precipitato e trasferire il tutto in un crogiolo di porcellana portato a peso costante; carbonizzare il filtro
lentamente, evitando che s'inflammi mantenendo il crogiolo inclinato. Calcinare quindira 800°C per
circa un'ora, avendo cura che il carbone sia completamente scomparso. Raffreddare in-éssiccatore e
pesare fino a peso costante.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione dello ione solfato, in mg L™, & data dall'espressione:

SO (mg L) AP+ 411,6
mg =
) v
dove:

AP = peso del solfato di bario in mg;

C = volume del campione di acqua espresso in mL.

1.7. Precisione ed accuratezza
La precisione espressa come coefficiente di variazione €4dell1% del contenuto di ione solfato nel
campione.

2. Determinazione torbidimetrica

2.1. Principio del metodo

Lo ione solfato viene precipitato in ambiente acido per acido cloridrico con cloruro di bario. La so-
spensione omogenea di solfato di bario che in tal modo si forma viene stabilizzata per mezzo delle
soluzioni di glicerina e cloruro di sodio.. Con uno spettrofotometro o fotometro a filtri si misura l'as-
sorbanza della sospensione ¢ si risale alla. concentrazione incognita mediante una curva di calibrazione
ottenuta trattando quantita note di solfato.sielle stesse condizioni del campione.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e salmastre. Esso ¢ pin rapido dei metodo gra-
vimetrico e puo essere impiegato-intun intervallo di concentrazione compreso tra 10 e 50 mg L. Si
possono determinare concentrazioni inferiori a 10 mg L™ utilizzando il metodo delle aggiunte stan-
dard.

2.2. Interferenze e cause.di errore

Interferiscono sostanzesin sospensione, sostanze colorate, sostanze organiche, elettroliti, se presenti ad
elevate concentrazionis.silice, solfuri e solfiti.

Le sostanze in sospensione possono essere allontanate per filtrazione.

L'interferenza delle specie colorate o delle sostanze organiche disciolte puo essere eliminata per filtra-
zione su colonna di carbone attivo.

Si pud ovviare all'interferenza degli elettroliti effettuando la determinazione con il metodo delle ag-
giunte standard.

La solubilita del BaSO, rende critica la determinazione del solfato a concentrazioni inferiori a 10 mg
L™, se non'viene utilizzato il metodo delle aggiunte standard.
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Per eliminare la silice, il campione viene evaporato fino a secchezza in una capsula di platino o anche
di porcellana su di un bagno a sabbia. Si aggiunge 1 mL di acido cloridrico concentrato, si inclina.la
capsula e si ruota per consentire all'acido di venire a contatto con tutto il residuo; si continua I'évapo-
razione fino a secchezza. Si completa eventualmente I'essiccazione in stufa a 180°C. Si riprende.con 2
mL di HCl e si ripete l'operazione. Si riprende con acqua e si filtra. L'analisi si esegue sul filtrato.

2.3. Apparecchiature
- Normale vetreria di laboratorio

- Spettrofotometro o fotometro a filtri adatto per misure fra 350 a 425 nm e vaschette ¢on cammino
ottico da 4 cm.

2.4. Reattivi

Tutti i reagenti debbono essere di grado analitico e I'acqua usata deve essere bidistillata o deionizzata e

distillata.

Soluzione di glicerina (1+1). Mescolare un volume di glicerina con un.velume uguale di acqua. La
soluzione va preparata 24 ore prima di effettuare le analisi € non pud.essere conservata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d =1, 19).

Soluzione di cloruro di sodio [NaCl]. Sciogliere 200 g di cloruro di\sodio in acqua contenente 40 mL
di HCI concentrato e portare a 1.000 mL con acqua.

Soluzione di glicerina e cloruro di sodio. Mescolare due volutni di soluzione di glicerina con un vo-
lume di soluzione di cloruro di sodio.

Soluzione di cloruro di bario [BACI»2H,0]. Sciogliere 90,g'di ¢loruro di bario in 1.000 mL di acqua.

Soluzione standard di solfato [Na,SO,] (1 ml = 0,1 mg di\SO,"). Pesare 0,1479 g di solfato di sodio
anidro, previamente essiccato per un'ora in stufa a 110°C. Sciogliere in acqua e portare, in un ma-
traccio tarato, a 1.000 mL con acqua.

2.5. Procedimento

2.5.1. Taratura

Prelevare 0 (bianco); 2; 5; 10; 15; 20; 25 mL di soluzione standard di solfato, portare a volume con
acqua in matracci tarati da 50 mL.

Prelevare 30 mL di ciascuna soluzione e.trasferirli in beute da 100 mL, introdurre una ancoretta ma-
gnetica e aggiungere 10 mL della soluzion¢ di glicerina e cloruro di sodio. Si consiglia di utilizzare
ancorette uguali per tutti i campioni/ Iniziare l'agitazione, che va mantenuta costante ed uguale per
tutte le analisi, e aggiungere 5 mL ‘della soluzione di cloruro di bario. Continuare I'agitazione per 2
minuti, quindi lasciare a riposo il-campione per 15 minuti. Agitare nuovamente per 15 secondi, ver-
sare le soluzioni nella vaschetta ed eseguire la lettura dell’assorbanza del campione rispetto al bianco
allo spettrofotometro (420 nm) o ad un fotometro a filtri ad una lunghezza d'onda compresa nell'inter-
vallo 350+425 nm.

Riportare in grafico i valori‘di‘assorbanza misurati in corrispondenza dei mg di solfato delle soluzioni
standard. Ripetere la calibrazione ogni volta che si analizzano dei campioni.

2.5.2. Dosaggio

Prelevare 30 mL di.campione e trasferirli in una beuta da 100 mL. Introdurre un'ancoretta magnetica e
aggiungere 10 mL{della soluzione di glicerina e cloruro di sodio. Si consiglia di utilizzare ancorette
uguali per tutti i'campioni. Iniziare l'agitazione, che va mantenuta costante ed uguale per tutte le ana-
lisi, e aggiungere 5 mL della soluzione di cloruro di bario. Continuare I'agitazione per 2 minuti, quindi
lasciare awiposo il campione per 15 minuti. Agitare nuovamente per 15 secondi, versare il campione
nella vaschetta ed eseguire la lettura dell’assorbanza del campione rispetto al bianco allo spettrofoto-
metro(420 nm) o ad un fotometro a filtri ad una lunghezza d'onda compresa nell'intervallo 350+425 nm.
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2.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di SO, espressa in mg L' ¢ data da:

) 1 P« 1000
SOy (mgl)= ———

dove:

quantitd di solfato in mg ricavata dal grafico di taratura;

P
A% volume di campione (in mL) analizzato.

2.7. Precisione ed accuratezza
L'accuratezza dipende dalla presenza di sostanze interferenti, oltre che dallabilita dell'operatore.
Quando non vi sono interferenze questo metodo consente una precisione del 5%.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno 100 (Ronia).
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SOLFURI

1. Determinazione volumetrica

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla titolazione indiretta dello ione solfuro con iodio e retro-titolazione dell'éccesso
di iodio con tiosolfato. .

Il metodo consente la determinazione del solfuro disciolto e del solfuro totale (disciolto’ e sospeso
sotto forma di solfuro metallico) nelle acque naturali, salmastre e di scarico, nell'intervallo di concen-
trazione 1+100 mg L.

1.2. Interferenze e cause di errore

Il metodo pud essere affrancato da eventuali interferenze trattando il campione.con una soluzione di
acetato di zinco e convogliando l'acido solfidrico, liberato in seguito ad acidificazione, nella soluzione
standard di iodio.

1.3. Apparecchiatura
— Normale vetreria di laboratorio.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e 'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Soluzione di acetato di zinco 2 N. Sciogliere 220 g di acetato‘di/zinco diidrato [Zn(C,H;0,),22H,0] in
acqua e portare a volume in matraccio tarato da 1.000‘mL,

Acido solforico concentrato [H,SO,] (d = 1,84).

Acido cloridrico concentrato [HCI] d = 1,19).

Soluzione di iodio 0,025 N. Sciogliere 20+25 g di ioduro di potassio [KI] in poca acqua e aggiungere
3,175 g di iodio [I,]. Dopo che lo iodio si & disciolto diluire a 1.000 mL e titolare con tiosolfato di
sodio 0,025 N usando salda d'amido come indicatore. ’

Soluzione di tiosolfato di sodio 0,025 N. Sciogliere 6,205 g di tiosolfato di sodio pentaidrato
[Na,S,0325H,0] in acqua fredda bollita di fresco, e diluire a 1.000 mL. La soluzione puo essere
stabilizzata con 5 mL di cloroformio 0.0,4,g di NaOH.

Soluzione di bicromato di potassio 0,1 N, Sciogliere 4,9033 g di bicromato di potassio [K,Cr,0,] sec-
cato a 130°C in acqua e portare a yvolume di 1.000 mL.

Salda d'amido. Preparare in un mortaio'un’emulsione di salda solubile (5+6 g) con poca acqua e trava-
sare il tutto in 1.000 mL di aequa-bollente. Dopo qualche minuto di ebollizione, lasciare a riposo
tutta una notte e quindi utilizzare il liquido limpido sovrastante, al quale come antifermentativo
possono aggiungersi 1,25 g di acido salicilico o poche gocce di toluene.

Soluzione di cloruro di alltiminio. Sciogliere 694 g di cloruro di alluminio esaidrato [AICl;+6H,0]
(contenuto in recipiente sigillato, poiché il prodotto &€ molto igroscopico) in 1.000 mL di acqua.

Soluzione di idrossido di-sadio 6 N. Sciogliere 24 g di idrossido di sodio [NaOH] in pasticche in acqua
e diluire a 100 mL.

1.5. Procedimento

1.5.1. Titolazione del tiosolfato di sodio

Introdurre in,un“beaker 1+2 g di ioduro di potassio [KI] sciogliendoli in poca acqua; aggiungere un
volume misurato noto della soluzione di bicromato di potassio 0,1 N, 1 mL di acido solforico concen-
trato e attendere 6 minuti lasciando la soluzione al buio; diluire a 500+600 mL e titolare con la solu-
zione ditiosolfato di sodio; il punto finale della titolazione ¢ indicato dal passaggio del colore della
soluzione dall'azzurro al verde chiaro; dal volume di soluzione di bicromato impiegato si risale al ti-
tolo della soluzione di tiosolfato.

— 150 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

1.5.2. Eliminazione delle sostanze riducenti

Aggiungere a 1.000 mL del campione di acqua 1,5 mL di soluzione di acetato di zinco 2 N e 1 mL di
soluzione di idrossido di sodio 6 N. Aggiustare a pH 9 per ottenere la precipitazione dei solfuri come
ZnS, filtrare il precipitato su filtro di vetro, recuperare il precipitato con acqua e portare il volume.a
1.000 mL (volume originario) con acqua.

1.5.3. Determinazione del solfuro totale

Porre in una beuta da 500 mL un eccesso noto di iodio (1 mL di soluzione di iodio 0,025/N & equiva-
lente a 0,4 mg di solfuro), e aggiungere, se necessario, acqua fino ad ottenere un volume/di circa 20
mL.

Acidificare con 1 mL di acido cloridrico concentrato, tappare ed agitare; aggiungere-200 mL di cam-
pione. Se il colore dello iodio scompare aggiungere altro iodio. L'eccesso di iodio_&retrotitolato con
tiosolfato 0,025 N usando salda d'amido come indicatore. Al fine di ottenere fina, maggiore accura-
tezza, specie per piccole concentrazioni in solfuro, ¢ opportuno fare una prova.in bianco sui reagenti.

1.5.4. Determinazione del solfuro disciolto

Prima di procedere come descritto al punto 1.5.3. occorre separare per sedimentazione i solfuri sospesi
facendoli flocculare per aggiunta di cloruro di alluminio e idrossido di‘sodio. Riempire pertanto con il
campione una bottiglia da 1.000 mL, aggiungere 2 mL di soluziong di cloruro di alluminio, 2 mL di
soluzione di idrossido di sodio e tappare in modo che non rimangano\bolle di aria. Le quantita dei rea-
genti possono essere variate in base all'esperienza ma il loro rapporto deve rimanere costante. Agitare
vigorosamente per almeno 1 minuto al fine di realizzare una flocculazione completa. Lasciare poi se-
dimentare fino a che il liquido sovrastante & ragionevolmente chiaro (in genere bastano 15 minuti); si-
fonare un volume opportuno di tale liquido che viene analizzato’'come precedentemente descritto.

1.5.5. Determinazione dell'acido solfidrico non ionizzato

Dalla determinazione del solfuro disciolto, noto il pHidel.campione originale, si puo risalire facilmente
alla concentrazione dell'acido solfidrico non ionizzato. La Tabella 1 consente di ottenere rapidamente
questa concentrazione moltiplicando quella del solfuro disciolto per un fattore opportuno (la tempera-
tura deve essere intorno ai 25°C).

Tabella 1 - Fattore di conversione per il calcolo della concentrazione di H,S.

pH Fattore pH Fattore pH Fattore
5,0 0,99 6,8 0,55 7,7 0,13
54 0,97 6,9 0,49 7.8 0,11
5,8 0,92 7,0 0,44 79 0,089
6,0 0,89 7,1 0,38 8,0 0,072
6,2 0,83 72 0,33 8,2 0,046
6,4 0,76 7.3 0,28 8,4 0,030
6,5 0,71 74 0,24 8,8 0,012
6,6 0,66 7,5 0,20 9,2 0,0049
6,7 0,61 7,6 0,16 9,6 0,0019
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1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione del solfuro totale o del solfuro disciolto in mg L' ¢ data dalla formula seguente:

(a*N,—b+Ny)* 1600

SSmgL!) =
(mg L) c
dove
S = concentrazione in solfuro;
a = volume (mL) di soluzione di iodio;
b = volume (mL) di soluzione di tiosolfato;
N = normalita della soluzione di iodio;
Nt = normalita della soluzione di tiosolfato;
C = volume (mL) di campione prelevato.

1.7. Precisione ed accuratezza
I dati di precisione ed accuratezza non sono attualmente disponibili.

Bibliografia
CNR-IRSA (1994), Metodi Analitici per le Acque, Quaderno 100.(Roma).
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ZINCO

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

Lo zinco viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza'd'onda
di213,8 nm.

Il metodo consente la determinazione dello zinco, disciolto o solubilizzabile con i trattamenti indicati
in seguito, in campioni di acque naturali e di scarico, sia industriali che urbane, nell'intervallo di con-
centrazione d1 0,01+2 mg L di Zn. L'intervallo che formsce i risultati piu attendibili & compreso tra
0,4 ¢ 2 mg L. Per concentrazioni superiori a 2 mg L ¢ possibile rientrare in detto intervallo ricor-
rendo a diluizione del campione.

1.2. Interferenze e cause di errore

11 ferro, se presente a concentrazioni superiori a 100 mg L™, deprime I'assorbimento dello zinco.
Sodio, potassio, solfati, cloruri (ciascuno a concentrazioni inferiori a 9 g L™) non interferiscono.

I nitrati non interferiscono fino a concentrazioni di 2 g L™

Calcio e magnesio non interferiscono fino a concentrazioni di 4 mg L > eiascuno.

Cadmio, piombo, rame, nichel, cobalto, cromo (ciascuno fino a 10.mg L'I) non danno interferenze.

1.3. Apparecchiature

Tra i vari sistemi proponibili per il lavaggio della vetreria risulta’conveniente quello che i impiega acido

nitrico diluito caldo. Dopo il lavaggio & necessario un abbondante risciacquo con acqua.

— Normale vetreria di laboratorio.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato’ possibilmente di dispositivo per la corre-
zione automatica dell'assorbimento non specifico] di bruciatore standard per aria-acetilene e di
tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e 'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d =.1,19).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d =/1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere’l volume di HNOj; concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di zinco (1,0 mL = 1,0 mg di Zn). Sciogliere 1,245 g di ossido di zinco
[ZnO] in una soluzione contenente. 10 mL di HNO; concentrato e 100 mL di acqua; diluire a 1.000
mL con acqua.

Soluzione standard diluita di-zinco (1,0 mL = 0,1 mg di Zn). Diluire 100 mL della soluzione concen-
trata di zinco e 4 mL di HNOj; concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita di zinco (1,0 mL = 0,01 mg di Zn). Diluire 100 mL della soluzione
standard diluita di zinco.e 4 mL di HNO; concentrato a 1.000 mL con acqua.

1.5. Procedimento

Eseguire le operazioni consigliate nel manuale di istruzione dello strumento e selezionare la lunghezza
d'onda di 213,8nm.

1 5.1. Taratura

E opportune.effettuare il controlio della taratura all'mlzlo e alla fine di ogni ciclo di analisi. Se lo
strumento lo consente, la lettura pud essere effettuata direttamente in concentrazione.
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1.5.1.1. Taratura per la determinazione dello zinco disciolto

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro beaker 100 mL
di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di zinco nel campione deve risultare compresa‘tra
i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aspirare le soluzioni ed il bian¢o
ed effettuare le letture delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di acido ni-
trico diluito per circa 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentra-
zioni dello zinco, espresse in mg L, e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del
valore del bianco.

1.5.1.2. Taratura per la determinazione dello zinco dopo trattamento con acido cloridrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard pill conveniente con acido nitrico (1+199) e in un.altro beaker 100 mL
di acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di zinco nel campione deve risultare compresa tra
i valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere ‘in ogni beaker 5 mL di
acido cloridrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino a,che il volume si sia ridotto
a 15+20 mL evitando che l'evaporazione sia violenta. Raffreddare e trasferite la soluzione in un ma-
traccio da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare le soluzioni ed il\bianco ed effettuare le let-
ture delle assorbanze. Intervallare ogni misura, aspirando la soluzione di acido nitrico diluito per circa
10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa“le concentrazioni dello zinco,
espresse in mg L, ed in ordinata i corrispondenti valori di assorbafiza corretti del valore del bianco.

1.5.1.3. Taratura per la determinazione dello zinco dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo opportu-
namente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro beaker acido ni-
trico (1+199) (bianco). La concentrazione di zinco nel campione deve risultare compresa tra i valori di
concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ogni beaker 5 mL di acido ni-
trico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino quasi a secchezza evitando che I'evapo-
razione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungeréaltri 5 mL di acido nitrico. Coprire i beaker con
vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso-numero di volte necessario per ottenere la dige-
stione completa del campione (cio ¢ indicato da un residuo debolmente colorato). Aggiungere 1+2 mL
di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti del beaker ed i vetrini
da orologio con acqua e portare a volume di 100 mL in matracci tarati. Aspirare quindi le soluzioni ed
il bianco ed effettuare la lettura delle assorbanze. Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di
acido nitrico diluito per 10+15 secondi:“Tracciare il grafico di taratura ponendo in ascissa le concen-
trazioni dello zinco, espresse in mg L™;.ed in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti dal
valore del bianco.

1.5.2. Determinazione

1.5.2.1. Determinazione dello zinco disciolto

Filtrare il campione subito dopo il prelievo attraverso una membrana con pori di 0,45 um ed aggiun-
gere 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro di campione.

Porre in un beaker 100 mI di campione e in un altro beaker 100 mL di acido nitrico (1+199) (bianco).
Aspirare il campioneled )il bianco ed effettuare le letture delle assorbanze. Intervallare ogni misura
aspirando la soluzione di acido nitrico diluito per circa 10+15 secondi. Leggere I’assorbanza del cam-
pione corretta dell*assorbanza del bianco.

1.5.2.2. Deteérminazione dello zinco dopo trattamento con acido cloridrico

Filtrare il campione subito dopo il prelievo attraverso una membrana con pori di 0,45 um ed.aggiun-
gere 5 mL di‘acido nitrico concentrato per ogni litro di campione.

Porre intun-beaker 100 mL di campione ¢ in un altro beaker 100 mL di acido nitrico (1+199) (bianco).
Aggiungere in ogni beaker 5 mL di acido cloridrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su pia-
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stra fino a che il volume si sia ridotto a 15+20 mL evitando che I'evaporazione sia violenta. Raffred-
dare e trasferire la soluzione in un matraccio da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare la so-
luzione ed il bianco ed effettuare la lettura dell'assorbanza. corretta del valore del bianco.

1.5.2.3. Determinazione dello zinco dopo trattamento ripetuto con acido nitrico

Filtrare il campione subito dopo il prelievo attraverso una membrana con pori di 0,45 um ed aggiun-
gere 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro di campione.

Porre in un beaker 100 mL di campione e in un altro beaker acido nitrico (1+199) (bianco).“Aggiun-
gere in ogni beaker 5 mL di acido nitrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o st piastra fino
quasi a secchezza evitando che l'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker ed aggiungere altri 5
mL di acido nitrico. Coprire i beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento fino-ad ottenere la
digestione completa del campione (cio € indicato da un residuo debolmente colorato): Aggiungere 1+2
mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti‘del beaker ed i ve-
trini da orologio con acqua e portare a volume di 100 mL in matracci tarati. Aspirare quindi la solu-
zione ed il bianco ed effettuare la lettura dell'assorbanzea corretta del valore del'bianco.

1.6. Espressione dei risultati
Dal valore di assorbanza misurato e corretto del valore del bianco, attraverso il grafico di taratura, si
risale alla concentrazione di zinco nel campione in esame espressa in mg'E".

1.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate da sette differenti laboratori su campioni di acque di scarico prima e dopo ag§iunta di
quantita note di zinco (in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 0,5 mg L) hanno
dato valori della deviazione standard relativa compresi tra 0;9/¢ 3,1%, € recuperi relativi delle quantita
aggiunte compresi tra il 97 e il 100%.

2. Determinazione per assorbimento atomico (acque marine e salmastre)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complésso tra lo zinco e una miscela chelante costituita da
pirrolidinditiocarbammato d'ammonio (APDC) e dietilditiocarbammato di dietilammonio (DDDC) ad
un determinato pH. La fase organica, ottenuta successivamente per estrazione del complesso con freon
TF (noto anche come frigen 113), viene retfo-estratta in fase acquosa e successivamente aspirata di-
rettamente nella fiamma aria-acetlene’ di uno spettrofotometro ad assorbimento atomico e I'assorbanza
misurata alla lunghezza d'onda di 214 nm.

2.2. Interferenze e cause di errore

La presenza di altri metalli pesanti fino ad un totale complessivo di 30 mg L™ non interferisce.

La maggior parte delle interferenze ¢ dovuta a sostanze non complessabili dalla miscela chelante,
eventualmente presenti nella-matrice, e viene eliminate con I'estrazione.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria-di/laboratorio. Tutta la vetreria impiegata deve essere lavata con acido nitrico
diluito (1+9).caldo e accuratamente risciacquata con acqua. Effettuare questa operazione imme-
diatamente prima di ciascun uso.

—  Spettrofotometro di assorbimento atomico munito di dispositivo per la correzione automatica del-
I'assorbimento non specifico, di lampada HCL per lo zinco, di autocampionatore e di tutti gli altri
indispensabili accessori.

— pH-metro corredato di una coppia di elettrodi vetro calomelano.
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2.4. Reattivi

I reattivi, devono essere di grado ultrapuro per analisi. L'acqua distillata o deionizzata deve essere ulte-

riormente purificata (ECw < 0.1 puS em™).

Acido nitrico concentrato [HNO;] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito 1 M. [HNO;].

Ammoniaca concentrata [NH,(OH)].

Agente chelante. Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d'ammonio (APDC) e di dietilditiocarbam-
mato di dietilammonio (DDDC). Sciogliere 2 g di APDC ¢ 2 g di DDDC in 100 mL di acqua. La
soluzione deve essere purificata con ripetute estrazioni con freon fino a che la lettura dei/bianchi sia
trascurabile. Conservare la soluzione APDC/DDDC in frigorifero a 4 °C. Preparare la’soluzione
giornalmente.

Soluzione tampone. Preparare una soluzione acquosa al 10% di citrato ammonico bibasico
[(NH4)>:HC¢H;50+] e purificare la soluzione con ripetute estrazioni carbammato/freon (p.e. 1 mL di
soluzione al 2% di APDC/DDDC per 250 mL di soluzione tampone, estratta.2 yolte con 20 mL di
freon).

Freon TF. [1,1,2-tricloro-1,2,3-trifluoroetano (noto anche come frigen 113)d = 1,565 a 25°C, punto
di ebollizione 47,6°C]. 1l reagente deve essere ridistillato e preferibilmente conservato in un reci-
piente di quarzo.

Soluzione standard di zinco. Dalla soluzione madre di Zn (1 mL = 1 mg) reperibile in commercio
(prodotto puro pet assorbimento atomico) preparare, per diluizione;standard diluiti da 0,1 mg L™ a
0,001 mg L' (pH 2) in relazione alla concentrazione dei campioni. Soluzioni standard con concen-
trazioni inferiori a 1 mg L' devono essere preparate giornalniente.

2.5. Procedimento

2.5.1. Taratura

Preparare un grafico di taratura con un bianco costituito/da HNO; 1 M e almeno tre punti diluendo op-
portunamente lo standard acquoso con HNO; 1 M. Effettuare le lettura allo spettrofotometro ad assor-
bimento atomico e tracciare il grafico di taratura ponendo in ascisse le concentrazioni di Zn e in ordi-
nate le assorbanze corrispondenti corrette del valote del bianco.

2.5.2. Analisi del campione

Trasferire 100 mL (o piu) del campione di acqua in un imbuto separatore da 250 mL. Aggiustare il pH
a circa 4,5 con l'aggiunta di 1 mL di soluzione tampone (se il campione € stato preventivamente acidi-
ficato per lo stoccaggio, il pH richiesto’deve essere aggiustato con ammoniaca concentrata successi-
vamente all'aggiunta della soluzione tampone).
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Addizionare quindi 1 mL di agente chelante seguito da 20 mL di freon. Agitare vigorosamente per 2
minuti. Lasciar separare le fasi per 15 minuti e raccogliere lo strato inferiore organico in un imbuto
separatore di teflon. Assicurarsi che la fase organica costituita dal freon sia completamente esente
dall’acqua campione (eventuali bolle di acqua sulla superficie del freon sono facilmente visibili e pos-
sono essere rimosse con l'aiuto di una micropipetta). Continuare la procedura aggiungendo altri_ 10mL
di freon nell'imbuto separatore da 250 mL e agitare di nuovo vigorosamente per 2 minuti.

Riunire i due estratti e aggiungere 0,5 mL di HNO; concentrato con una micropipetta. Dopo.aver agi-
tato per 1 minuto, lasciare a riposo per 15 minuti per decomporre i carbammati metallici/Aggiungere
3,5 mL di acqua e agitare per 2 minuti per assicurare la retroestrazione. Dopo che le fasi si.sono sepa-
rate, scartare la fase inferiore (freon). Trasferire i 4 mL della fase acida contenenti il metallo retro-
estratto in un beaker di quarzo o teflon da 10 mL e lavare due volte I'imbuto separatore con 1 mL di
HNO; 1 M.

Evaporare a secco sotto cappa su piastra riscaldante I'estratto totale di 6 mL. Ridisciogliere il residuo
nel beaker con due frazioni da 0,5 mL di HNO; 1 M caldo e trasferirlo in un beaker idoneo per una let-
tura immediata allo spettrofotometro. Nei casi in cui lo zinco assume concentrazioni troppo alte, al di
fuori dell'intervallo ottimale dello strumento, il volume finale di 1 mL déve essere opportunamente
diluito con HNO; 1 M.

Misurare l'assorbanza a 214 nm.

2.6. [Espressione dei risultati
Dal valore dell'assorbanza, corretta dell'assorbanza del bianco, tramite il grafico di taratura, e tenendo
conto del fattore di concentrazione si risale alla concentrazioné del metallo nel campione espressa in

ug L.

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo ¢ stata verificata con otto ripetizioni di un campione di acqua di mare con
una concentrazione di 0,35 pg L™ di Zn, ottenendo un'coefficiente di variazione inferiore al 10%.
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PARAMETRI MICROBIOLOGICI

GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI

1. Introduzione

I contaminanti biologici nelle acque rivestono una particolare importanza per le possibili conseguenze
sulla salute dell’uomo e/o degli animali. Tra essi sono compresi gli organismi capaci-di.produrre ma-
lattie (patogeni e opportunisti patogeni). Infatti, la quasi totalitd delle patologie infettive trasmesse per
via idrica & imputabile a microrganismi capaci di causare malattie ad esclusiva o prevalente localizza-
zione intestinale; essi vengono eliminati con le feci di individui infetti, pessono raggiungere
I’ambiente idrico e, attraverso differenti modalita, possono infettare e dare origine a patologie in altri
soggetti, garantendo, in tal modo, la circolazione (circuito fecale-orale) dei/patogeni. Nelle acque ven-
gono a ritrovarsi anche quei microrganismi generalmente di per sé non ‘patogeni, ma la cui presenza
nell’ambiente idrico costituisce un indice indiretto e teorico della evertuale contemporanea presenza
di patogeni. Essi costituiscono il gruppo dei microrganismi indicatori di contaminazione fecale, la cui
ricerca ha valenza sanitaria nel giudizio di qualita igienica dell’ambiente idrico.

L’approfondimento clinico delle patologie a circuito fecale-orale ha messo a disposizione strumenti
utili, mutuati dall’esperienza effettuata in campo ospedaliero/e.solo successivamente traslati alla ri-
cerca degli stessi microrganismi dispersi nell’ambiente, dove, compresenza con altri microrganismi di
derivazione non enterica e adsorbimento su solidi sospesiycomportano perd difficolta analitiche non
evidenziabili nel corso di esami piu prettamente clinici. '

La ricerca di microrganismi indicatori di contaminazione, fecale costituisce la parte largamente preva-
lente dell’esame microbiologico delle acque ed & quella-universalmente praticata. Ciod ¢ dovuto essen-
zialmente a motivi di ordine pratico, legati alla relativa semplicita della ricerca dei microrganismi in-
dicatori a fronte della ricerca dei patogeni. Pertanto.laricerca degli indicatori di contaminazione fecale
nelle acque & da sempre utilizzata in alternativa a quella diretta dei patogeni, a causa delle difficolta
tecniche di rilevamento di questi ultimi, legate/principalmente alla sensibilitd dei metodi e ai tempi
lunghi di risposta delle analisi.

L'esame microbiologico delle acque si basa essenzialmente sulla possibilita di coltivare su idonei sub-
strati, ed in specifiche condizioni di ¢emperatura di incubazione, i batteri contenuti nell'acqua in
esame, utilizzando particolari metodologie finalizzate all'individuazione differenziale di gruppi micro-
bici o di specie che si ritengono significativi ai fini del giudizio igienico e/o di qualita dell'acqua in
esame.

Il metodo piu tradizionale (Presenza/Assenza) si basa sulla semina e incubazione, in idonei terreni di
coltura liquidi, di aliquote del'campione da analizzare. Dopo incubazione la presenza o I'assenza del
microrganismo ricercato viene messa in evidenza in base della eventuale variazione subita dal terreno
insemenzato (intorbidimento, cambiamento di colore, produzione di gas, ecc.).

" Una variante introdotta‘datempo nel metodo tradizionale ¢ costituita dalla semina di quantita scalari
del campione al fine/di\pervenire ad una stima probabilistica del numero di microrganismi presenti
(metodo MPN o del numero piti probabile o dei tubi multipli). Tuttavia questo metodo presenta dei li-
miti di ripetibilitate-precisione se vengono effettuati inoculi del campione in numero limitato.

Un altro metodo, quello della filtrazione su membrana (MF), consente di rilevare direttamente (per
conta diretta) il numero di microrganismi presenti nel campione esaminato. Su una membrana, attra-
verso cui ¢ stata filtrata ’acqua da analizzare, posta su specifici terreni solidificati all'agar, si conta il
numero délle-colonie sviluppate dopo opportuna incubazione.

Di seguito_si descrivono le procedure standard per 1’applicazione dei due metodi pit comunemente
utilizzati:, metodo MPN (del numero pitt probabile o dei tubi multipli) e il metodo della filtrazione su
membrana (MF).
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2. Metodo A: Metodo dei tubi multipli o del numero piu probabile (MPN)

Il metodo dei tubi multipli fornisce una stima statistica della concentrazione batterica nel campione
analizzato. Si basa infatti sulla combinazione dei tubi o dei pozzetti positivi e negativi ottenuti inocu-
lando aliquote del campione in terreno colturale liquido. La precisione del risultato dipende dal nus
mero dei tubi o dei pozzetti insemenzati con l'acqua in esame: piu elevato € il numero degli inoculi ef-
fettuati, maggiore ¢ la precisione del metodo.

1l risultato si ottiene calcolando il valore dell'indice MPN in base alla formula di Thomas:

Ne° di tubi positivi + 100
MPN/100 mL =

\ij di campione nei tubi negativi « mL di campione in tuttiitubi

11 risultato gia calcolato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazioni dei-tubi positivi e nega-
tivi, da una apposita tabella gia predisposta (Tabella 1). Essa riporta il valore dell'indice MPN corri-
spondente a diverse combinazioni di risultati positivi e i limiti di confidenza;.al 95%, che indicano il
limite inferiore e il limite superiore entro i quali ci si puo attendere, con una probabilita del 95%, che
sia compresa la densita reale dei batteri.

Questo metodo, da considerarsi comunque scarsamente preciso, puo essere impiegato come alternativo
a quello della filtrazione su membrana nei casiin cui si analizzi,acqua con particolato in sospensione
e comunque con valori superiori a 1 unita nefelometrica di torbidita (NTU). I volumi di acqua che pos-
sono essere esaminati sono tuttavia limitati in considerazione/delle difficolta tecniche di preparazione
e distribuzione di aliquote elevate del campione di acqua da analizzare.

Tabella 1 - Indice MPN e limite di confidenza al 95% per'varie combinazioni di risultati positivi
quando serie di 3 o S tubi vengono inoculati con diluizioni di 10 mL, 1 mL, 0,1 mL

Serie generale - n. 87

DILUIZIONI
3TUBI 5 TUBI
Combinazioni LIMITI DI CONFIDENZA LIMITI DI CONFIDENZA
di tubi posi- |, INDICE AL 95% INDICE AL 95%
tivi MPN/100mL MPN/100mL
inferiore superiore inferiore superiore

0-0-0 <3 <2

0-0-1 3 <05 9 2 <05 7
0-1-0 3 <0.5 13 2 <0.5 7
0-2-0 4 <05 11
1-0-0 4 <0.5 20 2 <0.5 7
1-0-1 7 1 21 4 <0.5 11
1-1-0 7 1 23 4 <0.5 11
1-1-1 11 3 36 6 <0.5 15
1-2-0 i3 3 36 6 <0.5 15
2-0-0 9 1 36 4 <0.5 13
2-0-1 14 3 37 7 1 17
2-1-0 15 3 44 7 1 17
2-1-1 20 7 89 9 2 21
2-2-0 21 4 47 9 2 21
2-2-1 28 10 150

2-3-0 12 3 28
3-0-0 23 4 120 8 1 19
3-041 39 7 130 11 2 25
3:0=2 64 15 380
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Tabella 1 (segue)

DILUIZIONI
3 TUBI 5 TUBI
inazioni LIMITI DI CONFIDENZA LIMITI DI CONFIDENZA
i b posi- | INDICE AL 95% INDICE AL 95%
tivi MPN/100mL MPN/100mL
inferiore superiore inferiore superiore
3-1-0 43 7 210 11 2 25
3-1-1 75 14 230 14 4 34
3-1-2 120 30 380
3-2-0 93 15 380 14 4 34
3-2-1 150 30 440 17 5 46
3-2-2 210 35 470
3-3-0 240 36 1300
3-3-1 460 71 2400
3-3-2 1100 150 4800
3-3-3 22400
4-0-0 13 3 31
4-0-1 17 5 46
4-1-0 17 5 46
4-1-1 21 7 63
4-1-2 26 9 78
4-2-0 22 7 67
4-2-1 26 9 78
4-3-0 27 9 80
4-3-1 33 11 93
4-4-0 34 12 93
5-0-0 23 7 70
5-0-1 31 11 89
5-0-2 43 15 110
5-1-0 33 11 93
5-1-1 46 16 120
5-1-2 63 21 150
5-2-0 49 17 130
5-2-1 70 23 170
5-2-2 94 28 220
5-3-0 79 25 190
5-3-1 110 31 250
5-3-2 140 37 340
5-3-3 180 44 500
5-4-0 130 35 300
5-4-1 170 43 490
5-4-2 220 57 700
5-4-3 280 90 850
5-4-4 350 120 1000
5-5-0 240 68 750
5-5-1 350 120 1000
5-5-2 540 180 1400
5-5-3 920 300 3200
5-5-4 1600 640 5800
5-5-5 22400
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2.1 Procedura

Inoculare diluizioni scalari del campione in esame o di una sua diluizione, in triplice, in 3+5 serie di
tubi ciascuna contenenti terreno colturale liquido. Pit comunemente si seminano 10, 1 ¢ 0,1 mL del-
l'acqua in esame. Quando il campione ha una bassa carica microbica ¢ necessario analizzare volumi
maggiori. In questo caso, da una semina di 100, 10 e 1 mL si otterra un valore dell'indice MPN.rica-
vato dalla tabella che dovra essere moltiplicato per 0,1. Se, d'altra parte, le quantitd seminate saranno
1;0,1 € 0,01 mL, il valore riportato in Tabella 1 dovra essere moltiplicato per 10, oppure per 100, se le
aliquote seminate saranno di 0,1; 0,01 ¢ 0,001 mL.

Per il calcolo del valore dell’indice MPN, anche nel caso in cui siano state utilizzate.cinque serie di
tubi, si calcola comunque sulla base delle tre serie piul significative. Per selezionare le-tre serie rappre-
sentative, si individua quella con I’inoculo pitl basso in cui tutti e cinque i tubi sono risultati positivi e
le due serie successive con gli inoculi di aliquote scalari pit basse. Inoltre, nel caso if*cui, oltre alle tre
serie di tubi considerate, ne esiste una quarta con qualche tubo positivo, il numero-dei tubi positivi di
quest’ultima si somma al numero dei tubi positivi della serie immediatamenté precedente.

La procedura prevede, in alcuni casi, lo svolgimento di una prova presuntiva.e di una prova di con-
ferma. In questo caso, il risultato si ottiene contando il numero dei tubi positivi ottenuti dopo la semina
nel terreno utilizzato per la prova di conferma; in corrispondenza della-tripletta di combinazioni posi-
tive, si ricava dalla Tabella 1, il valore dell'indice MPN/100 mL di campione.

3. Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF)

La metodica della filtrazione su membrana si adatta a tutti i tipi'di acqua. Per le acque particolarmente
torbide la sua applicazione ¢ limitata qualora il campione debba,essere analizzato tal quale; in questo
caso, I’analisi di diluizioni del campione ne consente tuttavia/’uso senza difficolta. La tecnica per-
mette di ottenere risultati in tempi pill brevi rispetto a quelli‘richiesti con il metodo dei tubi multipli
(MPN). Inoltre presenta diversi vantaggi semplificando notévolmente le procedure di laboratorio e ab-
breviandone i tempi operativi anche in funzione dei témpi di incubazione.

La procedura permette di contare i microrganismi; presenti in un campione di acqua, che hanno for-
mato colonie sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura. Il numero di colonie otte-
nuto si riporta come "Unita' Formanti Colonia" (UFC) riferito ad un volume specifico, in genere 100
mL. Il numero di microrganismi presenti nel campione esaminato si ottiene dalla seguente equazione:

N° delle colonie contate » 100
UFC/100 mL =

mL di campione filtrati

3.1. Procedura

Utilizzare membrane quadrettate sterili, di esteri di cellulosa, con diametro di 47+50 mm e con poro-
sita nominale di 0,45 pm di diametro. Dopo avere adeguatamente agitato il campione di acqua o
I'eventuale sua diluizione, prelevare il volume di campione prestabilito ¢ filtrare attraverso una mem-
brana utilizzando una pompa da vuoto o una pompa ad acqua. '

Disporre quindi la membtana o su dischi assorbenti imbevuti di terreno colturale liquido o su terreno
di coltura agarizzato;.il passaggio per capillarita, attraverso i pori della membrana, dei principi nutri-
tivi del terreno permette lo sviluppo di colonie batteriche sulla superficie della membrana stessa, dopo
un idoneo periodo'di incubazione alla temperatura fissata.

4. Modalita di campionamento e trasporto dei campioni
Una corretta metodologia di campionamento e di trasporto dell'acqua da analizzare costituisce il pre-
supposto.indispensabile al fine di ottenere risultati analitici attendibili. Modalitd non corrette di pre-

lievo edi trasporto possono essere causa di errori analitici anche piu sensibili di quelli legati a non cor-
rette tecniche di laboratorio.
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Il campione raccolto deve essere quanto pil possibile rappresentativo al fine di fornire dati utili alla
individuazione delle caratteristiche di qualita dell'acqua da esaminare.

Il prelievo dei campioni per I'esame microbiologico deve essere sempre effettuato con recipienti sterili
e seguendo le usuali norme di asepsi. Per il campionamento di acque particolarmente inquinate.& ne*
cessario I'impiego di cautele igieniche a salvaguardia dell'operatore (guanti, ecc.).

All'atto del prelievo, la bottiglia sterile dovra essere aperta avendo cura di non toccare la parté interna
del tappo che andra a contatto con il campione prelevato, né l'interno del collo della bottiglia e-si‘dovra
provvedere all'immediata chiusura della stessa subito dopo il prelievo. Le bottiglie utilizzate per prele-
vare campioni per analisi microbiologiche, non devono mai essere sciacquate all'atto del prelievo. Nel
caso in cui l'acqua da esaminare contenga cloro, le bottiglie dovranno contenere una soluzione al 10%
di sodio tiosolfato, nella quantita di 0,1 mL per ogni 100 mL di capacita della bottiglia, aggiunto prima
della sterilizzazione del recipiente utilizzato per il prelievo. La presenza di tiosolfato,.nelle quantita in-
dicate, non interferisce con i risultati delle analisi microbiologiche. E opportuno che, in questi casi,
venga effettuata, al momento del prelievo, la determinazione della concentrazione di cloro attivo.

Per i prelievi da effettuare per immersione della bottiglia si dovranno usare bottiglie incartate prima
della sterilizzazione e la pinza o altro sistema idoneo dovranno essere sterilizzati alla fiamma prima
dell'uso. Al momento del prelievo la bottiglia sara afferrata con una pinza-o“con altro idoneo sistema,
previa apertura del tappo, e sara immersa nell'acqua da prelevare e richiusa con le usuali cautele di
asepsi.

Nell'eseguire prelievi per 'esame microbiologico, si dovra semprg avere cura di non riempire comple-
tamente la bottiglia al fine di consentire una efficace agitazione del campione, in laboratorio, al mo-
mento dell'analisi.

1 campione prelevato deve essere accompagnato da tutte lelindicazioni necessarie alla sua identifica-
zione, quali la data e I'ora del campionamento, il tipo di acqua,la precisa annotazione del punto in cui
si ¢ effettuato il prelievo e dovranno altresi essere trasmesse,/con il campione, tutte le indicazioni rela-
tive alle eventuali determinazioni effettuate in loco e qualunque altra osservazione possa risultare utile
nella interpretazione dei risultati di laboratorio.

Tutti i campioni di acqua, indipendentemente dalladoro natura, devono essere esaminati nel minore
tempo possibile, preferibilmente entro le 6 ore dal prelievo e comunque entro un massimo di 24 ore. 11
trasporto deve avvenire in modo che i campioni Siano mantenuti al riparo dalla luce e ad una tempe-
ratura compresa fra +4° e +10°C. Al fine di consentire il mantenimento della temperatura richiesta &
necessario usare contenitori termoisolanti (borse termiche) utilizzando apposite piastre frigorifere del
commercio, 0 ghiaccio di acqua, avendo comunque cura di evitare il congelamento dell'acqua conte-
nuta. Durante il trasporto le bottiglie dovfanno essere collocate nel contenitore in modo da impedire il
loro rovesciamento e, fra le bottiglie, dovranno essere collocati idonei sistemi di separazione per evi-
tare rotture.

5. Parametri microbiologici

Dalla difficolta di utilizzare/diroutine tecniche finalizzate alla ricerca di tutti i possibili microrganismi
¢ sorta la necessita di ricercarey per la definizione della qualita di un'acqua, microrganismi indicatori di
contaminazione, la cui presenza pud essere un indice teorico della presenza di patogeni. E evidente
che l'unico controllo mictobiologico efficace sarebbe costituito dalla ricerca dei patogeni (batteri pato-
geni, virus e parassiti). Diverse difficolta pratiche si oppongono pero all'adozione routinaria di tale tipo
di indagini nel controllo delle acque. Tuttavia, in casi particolari e disponendo di laboratori sufficien-
temente attrezzati,\puo essere opportuno effettuare la ricerca dei patogeni e in primo luogo degli ente-
robatteri patogeni (Salmonella spp., Vibrio spp.).

La ricerca dei.patogeni deve essere effettuata su quantitativi relativamente elevati del campione di ac-
qua da analizzare, ma, mentre il loro rilevamento testimonia ovviamente della loro sicura presenza,
non si pud\dire che un risultato negativo deponga sicuramente per la loro assenza. Infatti i patogeni

— 162 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

possono essere presenti con discontinuita negli effluenti e conseguentemente nei corpi idrici riceventi;
in aggiunta, I’abbondante presenza di flora contaminante accessoria interferisce spesso con la reale
possibilita di evidenziare i patogeni anche quando essi siano presenti.

Pertanto, a causa della discontinuita della loro presenza e delle difficolta tecniche legate al loro isola-
mento nell'ambiente idrico, la ricerca dei patogeni non potra tanto avere il significato di controllare la
qualita delle acque, quanto finalitd epidemiologiche, offrendo la possibilitad di individuare uno-degli
anelli della catena attraverso la quale avviene la diffusione degli agenti patogeni responsabili) delle
malattie infettive di origine idrica.

I microrganismi considerati indicatori di inquinamento fecale sono invece pitt uniformemente’ diffusi e
presenti nell’ambiente idrico. Essi vengono ricercati comunemente per la definizione.della qualita di
acque di diversa tipologia e a diversa destinazione d'uso. Le loro densita nelle acque.sono variabili a
seconda del grado di contaminazione cui ¢ soggetto il corpo idrico. Pertanto, i yolumi di acqua da
analizzare per il rilevamento dei microrganismi indicatori nei diversi casi possono variare da 1 mL di
una diluizione del campione a 100 mL del campione tal quale. In ogni caso il valere'numerico ottenuto
dall’analisi deve essere riportato al volume di 100 mL.

Nelle acque reflue le concentrazioni (indicative) dei microrganismi, riferite 2,100 mL di acqua, sono
quelle riportate di seguito:

coliformi totali 107+10°
coliformi fecali 10°+107
streptococchi fecali 10*+10°
enterobatteri patogeni 10%+10°
enterovirus 10 +10°

Pertanto i volumi da analizzare potranno variare principalmente in base alla qualitd dell’acqua che si
va ad esaminare e al gruppo di microrganismi che si vaja riceércare considerando la possibilita di pro-
cedere ad eventuali diluizioni del campione in esame.

Di seguito verranno descritti i metodi di rilevamento ‘per- microrganismi indicatori di contaminazione
fecale (Escherichia coli, Coliformi fecali e Streptococchi fecali) e per i coliformi totali che, sebbene
presenti nel materiale fecale di origine umana ad una’concentrazione media di 10° UFC/g, sono perd,
indipendentemente dall’azione antropica, anche largamente presenti nel suolo, sulle piante e comun-
que nell'ambiente acquatico.

La ricerca di questi microrganismi nelle acque viene di routine effettuata mediante le metodiche che
permettono di quantificarli in base alle tecniche descritte in precedenza.

Verranno riportate anche le procedure sper lo svolgimento dei metodi semi-quantitativi per
I’isolamento degli enterobatteri patogeni, Salmonella spp. e Vibrio spp. Le tecniche descritte forni-
scono una risposta relativa alla presenza o assenza del microrganismo ricercato e non un valore nume-
rico. Infatti, la ricerca di questi patogeni secondo le metodiche quantitative comporterebbe costi troppo
elevati per materiale e attrezzature da utilizzare e tempi lunghi per ’ottenimento dei risultati.

Inoltre, verranno descritte le procedure analitiche relative alla ricerca di cisti e oocisti di protozoi pa-
togeni (Giardia e Cryptosporidium) e alla determinazione delle uova di Elminti. Saranno anche de-
scritti i metodi per la determinazione di agenti virali, quali gli enterovirus e i batteriofagi anti-Escheri-
chia coli.
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COLIFORMI TOTALI

1. Introduzione

I microrganismi indicati con il termine di coliformi totali vengono compresi nella famiglia delle Ente-

robacteriaceae. L'appartenenza a questa famiglia da parte di generi differenti, pi che sulle.caratteri-

stiche sistematiche dei diversi microrganismi, si ¢ basata storicamente sul metodo utilizzato per il loro
rilevamento, che sfrutta la loro capacita di fermentare il lattosio con produzione di gas‘e/acido alla
temperatura di 35°C in 48 ore.

I coliformi totali sono batteri a forma di bastoncello, gram negativi, aerobi ed anaerébi-facoltativi, non

sporigeni. Sono considerati, insieme ai coliformi fecali e agli streptococchi fecali, ‘classici indicatori di

contaminazione nelle acque. Pur essendo presenti nel materiale fecale di origine umana con una den-

sita media di 10° UFCl/g, sono ubiquitari. Infatti, sono largamente diffusi anche nell'ambiente coloniz-
zando suolo, acqua e vegetazione. Nelle acque reflue grezze le loro concentrazioni possono raggiun-
gere valori compresi tra 107+10°/100 mL di campione.

A causa della loro costante presenza nell’ambiente, la loro validitd come, indicatori ¢ stata piii volte

messa in dubbio. Una delle piu recenti classificazioni distingue i microrganismi appartenenti al gruppo

in due principali categorie che, in base alle specie, e non piu al genere, differenzia coliformi di origine
fecale e coliformi di origine acquatica e tellurica, naturalmente presenti nelle acque al di 12 di qualsiasi
contaminazione.

I metodi proposti consentono di valutare il numero dei microrganismi presenti in un determinato vo-

lume di acqua reflua. Possono essere utilizzate due tecnicheanalitiche:

Metodo A4: Metodo del numero piu probabile o dei tubi miltipli (MPN). Con questo metodo, che con-
siste in una prova presuntiva e in una prova di conferma; viene calcolata la densita dei coliformi
totali in campioni di acqua tramite una stima statistica,déterminata sulla base della combinazione di
tubi positivi e negativi ottenuti inoculando aliquote;del campione in terreno colturale liquido. 11 ri-
sultato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazioni, dall'apposita tabella gia predisposta
(TABELLA I —~ GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI). Di seguito viene riportata la descrizione
del metodo e vengono indicati, per la prova presuntiva, due terreni di coltura alternativi che si ba-
sano sulla fermentazione del lattosio.

Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo permette di contare il numero
delle colonie cresciute su una membrana posta su terreno colturale agarizzato. Di seguito viene ri-
portata la descrizione del metodo e ¥engono indicati tre substrati alternativi.

2. Metodo A: Metodo del numero pili probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densita dei coliformi totali in campioni di acque tramite la for-
mula probabilistica che definisce il numero pili probabile di batteri coliformi necessario a produrre
combinazioni di tubi positivi e-negativi in repliche di diluizioni decimali.

2.1. Volume da analizzare

Per Panalisi delle acque teflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni scalari del campione; per ac-
que gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate diluizioni mi-
nori e comunque aliquote diverse.

2,2, Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.

— 164 —



Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE

3 g
5 g
5 g
1.000 mL

13-4-2000

2.3. Reagenti e Terreni di coltura’

2.3.1 Brodi per lo svolgimento della prova presuntiva

Brodo Lattosato

Composizione:  Estratto di carne

Peptone
Lattosio
Acqua distillata
pH 6,910,2

Il terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni/della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terréno in tubi
contenenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terrenovsterilizzato,
pronto per l'uso, per non piti di 2 settimane a temperatura ambiente.

Brodo al Lauril Triptosio
Composizione:  Triptosio

Lattosio

Dipotassio idrogeno fosfato
Potassio diidrogeno fosfato

Sodio cloruro
Sodio lauril solfato
Acqua distillata
pH 6,8+0,2

20 g
5 g
2,75 g
2,75 g
5 g
0,1 g

m

1.000 L

11 terreno pud essere utilizzato in alternativa al Brodo Lattosato. Si trova in commercio in forma di-
sidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e
prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi contenenti la campanella di Durham in po-
sizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per I'uso, per non pill di 2 settimane a

temperatura ambiente.

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferina

Brodo Lattosato Bile Verde Brillante
Composizione:  Peptone
Lattosio
Bile
Verde brillante
Acqua distillata
pH7,21£0,2

10 g
10 g
20 g
13,3 mg
1.000 mL

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno nei tubi
contenenti la campanella’di’Durham rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per I'uso,
per non pill di 2 settimane atemperatura ambiente,

2.4. Procedura
2.4.1. Prova presuntiva

Prima di procedere,all'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la prova presun-
tiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei microrganismi
sospesi nell'acqua. Dopo l'inoculo agitare leggermente i tubi e procedere all'incubazione in termostato
entro 30 min. Incubare a 35+1°C. Dopo 24+2 h agitare ciascun tubo per verificare la formazione di gas

" Perdasterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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nella campanella ed eventualmente reincubare per altre 24 h. Alla fine del periodo di incubazione regi-
strare i risultati in base alla disposizione dei tubi che presentano produzione di gas ed intorbidimento
del brodo. La produzione di gas entro le 48+3 h costituisce una reazione positiva presuntiva. Sotto*
porre alla prova di conferma i tubi risultati positivi.

2.4.2. Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, un'ansata o 1 mL di brodocoltura dai un tubi positivi del brodo per la prova“pre-
suntiva (formazione di gas entro le 48 h) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il Brode'latto-
sato bile verde brillante per la prova di conferma. Incubare i tubi a 36+ 1°C per 24+24 h./Alla fine del
periodo di incubazione, la formazione di gas nelle campanelle costituisce una reazione positiva per i
coliformi totali.

Annotare i risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base’delle combina-
zioni ottenute (TABELLA I — GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI), calcolare il.valore dell'indice
MPN.

2.5. Espressione dei risultati
Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione ténéndo in considerazione le
eventuali diluizioni effettuate.

3. Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione dei colifornii totali che, presenti in un campione
di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura agarizzato, hanno formato colo-
nie tipiche. Di seguito vengono proposti tre substrati di isolamento alternativi, idonei al rilevamento
dei coliformi totali nelle acque reflue.

3.1. Volume da analizzare

Per 1’analisi delle acque reflue grezze é necessario analizzare diluizioni del campione; per acque gia
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualitd; possono essere analizzate diluizioni minori e
comunque aliquote diverse.

3.2. Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.

3.3. Reagenti e Terreni di coltura’

3.3.1. Terreni di isolamento

M-Endo agar.

Composizione:  Estratto dilievito 1,2 g
Casitone 3,7 g
Tiopeptone 3,7 g
Triptosio 7,5 g
Lattosio 9,4 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,0 g
Dipotassio idrogeno fosfato 3,3 g
Sodio cloruro 3,7 g
Sodio desossicolato 0,1 g
Sodio lauril solfato 0,05 g
Sodio solfuro 1,6 g
Fucsina basica 0,8 g
Agar 15,0 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,2+0,2

*Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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11 terreno & classificato come Xn - Nocivo. La scheda di sicurezza, a cui ¢ necessario fare riferi-
mento, informa che la presenza di fucsina basica (Magenta I) comporta la possibilita di effetti irre-
versibili (R40) e il prodotto pud presentare un rischio di cancerogenesi (categoria 1). Il suo utilizzo
richiede, da parte degli operatori, particolari precauzioni durante la manipolazione: protezione re-
spiratoria (mascherina antipolvere, o uso di cappa aspirante), protezione delle mani (guanti protet-
tivi), protezione della pelle (indumenti protettivi).

Il terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Non si sterilizza. Dopo avere sciolto la polvere in 1 L di acqua distillata contenente 20
mL di etanolo al 95%, si distribuisce in capsule di Petri. E preferibile preparare il tefrénd al mo-
mento dell'uso e comunque, una volta preparato, mantenerio al riparo dalla luce.

L’uso di questo substrato pud comportare che coliformi danneggiati dai trattamenti-che ’acqua ha
subito non vengano rilevati e pud permettere la crescita di microrganismi diversi.da'quelli ricercati.
Pertanto pud accadere che colonie rosse tipiche non siano formate da microrganismi appartenenti al
gruppo dei coliformi totali, cosi come colonie atipiche possano originare da batteri coliformi. Per-
tanto, & consigliabile, qualora sorgano dubbi sulla natura delle colonie, sottoporre le colonie so-
spette a prove di conferma.

Substrato cromogeno agarizzato I

Composizione:  Triptosio 10 g
Triptofano 1 g
Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 15 g
IPTG 0,1 g
5-Br-4Cl-3-indolil-D-galattopiranoside 0,08 g
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide 0,05 g
Agar Bios LL 13 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare, distribuire in capsule Petri e lasciare solidifi-
care. Conservare a circa +4°C per nonpiu di 2 settimane.

Substrato cromogeno agarizzato Il

Composizione:  Miscela cromogenica 20,3 g
Estratto dirlievito 3 g
Peptone 5 g
Lattosio 2,5 g
Sodio cloruro 5 g
Sodjo fosfato monoacido 3,5 g
Potassio fosfato biacido 1,5 g
Rosso neutro 0,03 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,8+0,2

11 terreno/si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
prodatfrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare, distribuire in capsule Petri e lasciare solidifi-
care. Conservare a circa +4°C per non piu di 2 settimane.
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3.3.2. Substrato di crescita
Agar soia triptone

Composizione:  Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata  1.000 mL
pH 7,2£0,2

I1 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare, distribuire in capsule Petrize lasciare solidi-
ficare. Conservare a circa +4°C per non pil di 2 settimane.

3.3.3. Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato
Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all'l %
Composizione: N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa sciogliere
N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua‘distillata, preparando la soluzione al
momento dell'uso. E da segnalare che tale prodotto viene classificato come sostanza pericolosa per
la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

3.4. Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sta diluizione attraverso una membrana di esteri
di cellulosa con porosita di 0,45 pm di diametro. Porre 1a membrana sulla superficie del substrato di
isolamento e procedere all'incubazione a 36+ 1°C per'18+24 h.

Dopo incubazione, sul terreno M-Endo agar la lettura dei risultati deve essere effettuata al piti presto
allo scopo di evitare che la luce provochi alterazioni cromatiche delle colonie cresciute. Sono da con-
siderare coliformi totali le colonie cresciute entr6 le 24 h, di colore rosso con riflesso verde metallico.
Sul substrato cromogeno agarizzato I sono considerate coliformi totali le colonie di colore verde-blu
cresciute entro le 24 h.

Sul substrato cromogeno agarizzato II/ sono considerate coliformi totali le colonie di colore rosa cre-
sciute entro le 24 h.

Tuttavia, & possibile procedere, per la verifica dell’appartenenza alla famiglia delle Enterobatteriacee,
a cui il gruppo dei coliformi totali appartiene, alla prova della citocromossidasi, quale prova di con-
ferma. Eventualmente effettuare-I’identificazione delle colonie sospette utilizzando i sistemi miniatu-
rizzati di identificazione biochimjca sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

— 168 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

3.5. Conferma biochimica

3.5.1. Prova della citocromossidasi

Prima di effettuare la prova ¢ necessario selezionare, isolando per striscio, le colonie sospette su agar
soia triptone ed incubare a 36x1°C per 2442 h.

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al gruppo dei coliformi in base-alla
presenza dell'enzima citocromossidasi. I coliformi sono ossidasi-negativi.

3.5.2. Procedura

Prelevare, seguendo le usuali regole di asepsi, con un'ansa sterile la colonia cresciuta sulferreno di
crescita e strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo soluzione di Tetrametil-parafenilendia-
mina dicloridrato all'l% preparato al momento dell'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi adatti
all'uopo distribuiti in commercio.

Una reazione negativa (tipica dei coliformi totali) si manifesta con il mancato sviluppo di colore.

Una reazione positiva, indice della presenza di batteri diversi dai coliformi, ¢,évidenziata da una colo-
razione blu-violetto.

3.6. Espressione dei risultati

1l numero di coliformi totali isolati si calcola in base al numero di colonie-contate sul substrato di iso-
lamento ed eventualmente sottoposte a conferma, riportando il valore-come Unita Formanti Colonia
per 100 mL di campione (UFC/100 mL), considerando le eventuali diluizioni effettuate.
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COLIFORMI FECALI

1. Introduzione

Si tratta di un gruppo che comprende diversi generi di batteri appartenenti alla famiglia delle Exitero-

batteriacee. Hanno forma di bastoncello, sono gram-negativi, aerobi ed anaerobi facoltativi, non spori-

geni ¢, in base alla definizione basata sulla tecnica della fermentazione, fermentano il lattosio con. pro-
duzione di gas e acido alla temperatura di 44,5+0,2°C in 24 ore.

I coliformi fecali fanno parte di quella frazione di microrganismi appartenenti al gruppo.delle Entero-

batteriacee, evidenziabili con le tecniche di seguito indicate, che costituisce un indubbio indice di

contaminazione fecale dell'acqua esaminata. Essi sono presenti nel materiale fecale-ad una concentra-

zione media di 10® UFC/g. Nelle acque reflue grezze le loro concentrazioni possono raggiungere va-
lori compresi tra 10°+107/100 mL di campione. I metodi per il loro rilevamento.utilizzano una tempe-

ratura piu elevata come fattore discriminante per distinguerli dai membri del/gruppo dei coliformi di

origine non fecale.

I metodi proposti consentono di valutare il numero dei microrganismi presenti in un determinato vo-

lume di acqua reflua. Possono essere utilizzate due tecniche analitiche:

Metodo A: Metodo del numero pin probabile o dei tubi multipli (MPN). Con questo metodo, che con-
siste in una prova presuntiva e in una prova di conferma, viene calcolata la densita dei coliformi fe-
cali in campioni di acqua tramite una stima statistica determinata sulla base della combinazione di
tubi positivi e negativi ottenuti inoculando aliquote diversedel campione in terreno colturale li-
quido. II risultato puo essere ricavato, in base alle divetse combinazioni, dall'apposita tabella gia
predisposta (TABELLA I — GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI). Di seguito viene riportata la
descrizione del metodo e vengono indicati, per la proya presuntiva, due terreni di coltura alternativi
che si basano sulla fermentazione del lattosio.

Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (ME). Questo metodo permette di contare il numero
delle colonie cresciute su una membrana posta sujterreno colturale agarizzato. Di seguito viene ri-
portata la descrizione del metodo e vengono indicati due substrati alternativi.

2. Metodo A: Metodo del numero.piu probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densita dei coliformi fecali in campioni di acque tramite la for-
mula probabilistica che definisce il numero pili probabile di batteri coliformi necessario a produrre
combinazioni di tubi positivi e negativi intepliche di diluizioni decimali.

2.1. Volume da analizzare
Per analisi delle acque reflue grezze & necessario analizzare diluizioni scalari del campione; per ac-

que gia sottoposte a trattamento; in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate diluizioni mi-
nori e comunque aliquote diverse.

2.2. Strumentazione e'vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.
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2.3. Reagenti e Terreni di coltura’
2.3.1. Brodi per lo svolgimento della prova presuntiva

Brodo Lattosato
Composizione:  Estratto di carne 3 g
Peptone 5 g
Lattosio 5 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,9%0,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruziori della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terrefio in tubi
contenenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno,_sterilizzato,
pronto per I'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura ambiente.

Brodo al Lauril Triptosio

Composizione:  Triptosio 20 g
Lattosio 5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 2,75 g
Potassio diidrogeno fosfato 2,75 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio lauril solfato 0,1 g
Acqua distillata 1.000 mk
pH 6,8+0,2

II terreno pud essere utilizzato in alternativa al Brodo Lattosato. Si trova in commercio in forma
disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e
prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi contenenti la campanella di Durham in po-
sizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per l'uso, per non pili di 2 settimane a
temperatura ambiente.

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

EC Medium

Composizione:  Triptosio 20 g
Lattosio S g
Sali di bile n. 3 1,5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 4 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,5 g
Sodio cloruro 5 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,9+0,2

Il terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi
contenenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato,
pronto per l'uso, pér non pit di 2 settimane a temperatura ambiente.

2.4. Procedura

2.4.1. Prova presuntiva

Prima di progédere all'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la prova presun-
tiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei microrganismi
sospesi nell'acqua. Dopo l'inoculo agitare leggermente i tubi e procedere all'incubazione in termostato
entro 30 min. Incubare a 36:1°C. Dopo 2442 h agitare ciascun tubo per verificare la formazione di gas
nella campanella ed eventualmente reincubare per altre 24 h. Alla fine del periodo di incubazione regi-
strare i risultati in base alla disposizione dei tubi che presentano produzione di gas ed intorbidimento
del bredo. La produzione di gas entro le 4843 h costituisce una reazione positiva presuntiva. Sotto-
porre alla prova di conferma i tubi risultati positivi.

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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2.4.2. Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, un'ansata o 1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova pre-
suntiva (formazione di gas entro le 48 h) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il brodo per la
prova di conferma. Incubare i tubi a 44,5+0,2°C per 2442 h. Alla fine del periodo di incubazione,™ld
formazione di gas nelle campanelle costituisce una reazione positiva per i coliformi fecali.

Annotare i risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle.eombina-
zioni ottenute (TABELLA 1 — GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI), calcolare il valore 'dell'indice
MPN.

2.5. Espressione dei risultati
Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione, considerando;le-eventuali dilui-
zioni effettuate.

3. Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione dei coliformi fecali che/presenti in un campione
di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura agdrizzato, hanno formato colo-
nie tipiche. Di seguito vengono proposti due substrati di isolamento alternativi, idonei al rilevamento
dei coliformi fecali nelle acque reflue.

3.1. Volume da analizzare

Per I’analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni del campione; per acque gia
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono.essere analizzate diluizioni minori e
comunque aliquote diverse.

3.2. Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.

3.3. Reagenti e Terreni di coltura”
3.3.1. Terreni di isolamento

mFC Agar

Composizione:  Triptosio 10 g
Proteose peptone n. 3 o polipeptone 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Lattosio 12,5 g
Sali di bile 1,5 g
Blu di anilina 0,1 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,4£0,2

I1 terreno si trova _in,commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare in acqua distillata contenente 10 mL di acido rosolico all'l1% in NaOH 0,2
N. Non sterilizzare."Conservare il terreno distribuito in capsule Petri a circa +4°C per non piu di 2
settimane.

Substrato cromogeno agarizzato [
Composizione:  Triptosio 10 g
Triptofano 1 g

* Pet lasterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
IPTG 0,1 g
5-Br-4Cl-3-indolil-D-galattopiranoside 0,08 g
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide 0,05 g
Agar Bios LL 13 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,8+0,2

II terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare. Distribuire in capsule Petti-e lasciare solidi-
ficare. Conservare a +4°C per non pit di 2 settimane.

3.3.2. Substrato di crescita
Agar soia triptone

Composizione:  Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,2£0,2

II terreno si trova in commercio in forma disidratata € 'si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzaré\ Distribuire in capsule Petri e lasciare solidi-
ficare. Conservare a circa +4°C per non piu di 2 settimane.

3.3.3.Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato
Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all'l%
Composizione: N,N,N',N'-tetrametil-parafeniléndiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono*anche disponibili in commercio; in alternativa sciogliere
N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando la soluzione al
momento dell'uso. E da segnalare che tale prodotto viene classificato come sostanza pericolosa per
la salute ai sensi della direttiva, 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

3.4. Procedura

Filtrare un’aliquota del campione’o un volume di una sua diluizione attraverso una membrana di esteri
di cellulosa con porosita di'0,45 pm di diametro. Porre la membrana sulla superficie del substrato di
isolamento e procedere all'incubazione a 44,5+0,2°C per 18+24 h.

Sul terreno mFC Agar-i_coliformi fecali crescono come colonie blu, ma possono presentare diverse
sfumature del colore.*Alcuni Escherichia coli possono formare colonie atipiche di colore giallo chiaro.
Colonie di colore grigio-crema sono generalmente formate dai coliformi non fecali.

Sul substrato cromegeno agarizzato I gli stessi microrganismi sviluppano colonie di colore verde-blu.
La presenza di’Escherichia coli ¢ evidenziata dalla crescita di colonie di colore verde-blu che risultano
fluorescenti alla luce ultravioletta.

Tuttavia, ¢-possibile procedere, per la verifica dell’appartenenza alla famiglia delle Enterobatteriacee,
a cui il gruppo dei coliformi fecali appartiene, alla prova della citocromossidasi, quale prova di con-
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ferma. Eventualmente effettuare I’identificazione delle colonie sospette utilizzando i sistemi miniatu-
rizzati di identificazione biochimica sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

3.5. Conferma biochimica

3.5.1. Prova della citocromossidasi

Prima di effettuare la prova ¢ necessario selezionare, isolando per striscio, le colonie sospette-su-agar
soia triptone ed incubare a 36x1°C per 24+2 h.

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al gruppo dei coliformi’in base alla
presenza dell'enzima citocromossidasi. I coliformi sono ossidasi - negativi.

3.5.2. Procedura

Prelevare, con le usuali regole di asepsi, con un'ansa sterile la colonia cresciuta sul'terreno di crescita e
strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo soluzione di Tetrametil-parafeniilendiamina diclo-
ridrato all'l% preparato al momento dell'uso o saggiare sui dischetti o con, ixtamponi adatti all'uopo
distribuiti in commercio.

Una reazione negativa (tipica dei coliformi fecali) si manifesta con il mancato sviluppo di colore.

Una reazione positiva, indice della presenza di batteri diversi dai coliformi, & evidenziata da una colo-
razione blu-violetto.

3.6. Espressione dei risultati

Il numero di coliformi fecali isolati si calcola in base al numero di‘colonie contate, ed eventualmente
sottoposte a conferma, sul substrato di isolamento, riportando’ilsvalore come Unita Formanti Colonia
per 100 mL di campione (UFC/100 mL) considerando le eventuali diluizioni utilizzate.
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STREPTOCOCCHI FECALI

1. Introduzione
Il gruppo degli Streptococchi fecali comprende diverse specie appartenenti al genere Strepfococcis.
Sono batteri gram positivi, a cellule coccoidi, compresi nel gruppo sierologico D di Lancefield, con
tendenza a disporsi a catena in terreni liquidi, aerobi e anaerobi facoltativi, catalasi negativi."S'ritro-
vano nel tratto gastrointestinale degli animali a sangue caldo e pertanto sono considerati, con i coli-
formi, indicatori tradizionali di contaminazione fecale nelle acque.
Era stata precedentemente valutata la possibilita che la proporzione tra numero di streptococchi fecali
e di coliformi fecali potesse dare una indicazione sulla origine fecale dell'inquinamento: Con un rap-
porto > 4 la contaminazione si considerava presumibilmente di derivazione umanaj:mentre era consi-
derata diversa (animale) se il rapporto fosse stato < 0,7. Tuttavia il valore di ‘questa proporzione &
stato messo in discussione a causa della diversa capacita di sopravvivenza da parte dei microrganismi
considerati. Inoltre, la maggiore resistenza all'azione dei disinfettanti da parte degli streptococchi fe-
cali, alterando la proporzione numerica tra i due gruppi di indicatori (coliformi e streptococchi), pud
essere causa di erronee interpretazioni. Pertanto il calcolo del rapporto tra'i due indicatori di inquina-
mento fecale non dovrebbe avere validita per caratterizzare l'origine della‘contaminazione.

Nelle acque reflue le concentrazioni degli streptococchi fecali per 100;mL di acqua sono comprese tra

10*+10%

I metodi proposti consentono di valutare il numero dei microrganismi presenti in un determinato vo-

lume di acqua reflua. Possono essere utilizzate due tecniche analitiche:

Metodo A: Metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli/(MPN). Con questo metodo, che con-
siste in una prova presuntiva e in una prova di conferma,/viene calcolata la densita degli strepto-
cocchi fecali in campioni di acqua tramite una stima 'statistica determinata sulla base della combi-
nazione di tubi positivi e negativi ottenuti inoculando aliquote diverse del campione in terreno col-
turale liquido. Il risultato puo essere ricavato, in base alle diverse combinazioni, dall'apposita ta-
bella gia predisposta (TABELLA 1 — GENERALITA SUI'METODI MICROBIOLOGICI).

Matodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo permette di contare il numero
delle colonie cresciute su una membrana posta su terreno colturale agarizzato.

2. Metodo A: Metodo del numero piul probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densita degli streptococchi fecali in campioni di acque tramite la
formula probabilistica che definisce/l numero pil probabile di streptococchi necessario a produrre
combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.

2.1. Volume da analizzare
Per Danalisi delle acque reflue.grezze ¢ necessario analizzare diluizioni scalari del campione; per ac-

que gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate diluizioni mi-
nori e comunque aliquote diverse.

2.2. Strumentazione'e vetreria
Normale attrezzatura dilaboratorio.
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2.3. Reagenti e Terreni di coltura’
2.3.1. Brodo per lo svolgimento della prova presuntiva
Brodo all'Azide Destrosio

Composizione:  Estratto di carne 4,5 g
Triptone 15 g
Glucosio 7,5 g
Sodio cloruro 7,5 g
Sodio azide 0,2 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,2+0,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le-istruzioni della difta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi.
Conservare il terreno sterilizzato, pronto per l'uso, per non pit di 2 settimane a temperatura am-
biente.

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferma
Brodo al Violetto di etile con Azide e Destrosio

Composizione:  Peptone 20 g
Destrosio 5 g
Sodio cloruro 5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 2,7 g
Potassio diidrogeno fosfato 2,7 g
Sodio azide 0,4 g
Violetto di etile 0,83 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,0+0,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi.
Conservare il terreno sterilizzato, pronto per l'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura am-
biente.

2.4. Procedura

2.4.1. Prova presuntiva

Prima di procedere all'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la prova presun-
tiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei microrganismi
sospesi nell'acqua. Dopo I'inoculoagitare leggermente i tubi e procedere all'incubazione in termostato
entro 30°. Incubare a 36+1°C per'48+3 h. Dopo incubazione, agitare ciascun tubo per verificare la pre-
senza di torbidita (risultato positivo). Registrare i risultati in base alla disposizione dei tubi che pre-
sentano intorbidimento del brodo e sottoporre i tubi positivi alla prova di conferma.

2.4.2. Prova di conferma

Prelevare, sterilmente,«in'ansata o 1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova pre-
suntiva (torbiditd\entro le 48 h) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il Brodo al Violetto di
etile con Azide e Destrosio per la prova di conferma. Incubare i tubi a 361 1°C per 24+24 h. Conside-
rare positivi/i tubi che presentano intorbidimento accompagnato da un deposito grigio-violetto sul
fondo del tubo:

* Pef lasterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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Annotare i risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle combina-
zioni ottenute (TABELLA 1 — GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI), calcolare il valore dell'indice
MPN.

2.5. Espressione dei risultati
Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione considerando le eventuali-dilui-
zioni effettuate.

3. Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione degli streptococchi fecali che, presenti in un
campione di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura agarizzato, hanno
formato colonie tipiche.

3.1. Volume da analizzare

Per P’analisi delle acque reflue grezze & necessario analizzare diluizioni del'campione; per acque gia
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate diluizioni minori e
comunque aliquote diverse.

3.2. Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.

3.3. Reagenti e Terreni di coltura
3.3.1. Terreno di isolamento
m-Enterococcus Agar

Composizione:  Triptosio 20 g
Estratto di lievito 5 g
Destrosio 2 g
Dipotassio idrogeno fosfato 4 g
Sodio azide 0,4 g
2,3,4 trifenil-tetrazolio cloruro 0,1 g
Agar 10 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,0£0,2

Il terreno si trova anche in commercio/in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della
ditta produttrice. Non sterilizzare. Dopo avere sciolto la polvere distribuire in capsule di Petri e
conservare a circa +4°C per non pill di 1 settimana.

3.3.2. Substrato di crescita

Agar Soia Triptone
Composizione:  Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,2+0,2

Il terreng'si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121°C per 15°. Distribuire in capsule Petri
¢ lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non pit di 2 settimane.

— 177 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

3.3.3. Substrato di conferma
Terreno all'Esculina e bile

Composizione:  Estratto di carne 3 g
Peptone 5 g
Bile 40 g
Esculina 1,0 g
Citrato ferrico 0,5 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1.000  mL
pH 7,1£0,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121°C per 15°. Distribuire in capsule Petri
e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piti di 1 settimana.

3.3.4. Reattivo per la prova della catalasi

Acqua ossigenata al 3%.
La soluzione ¢ disponibile in commercio pronta all'uso alla concentrazione indicata. Conservare al
riparo dalla luce diretta e ad una temperatura di circa +4°C.

3.4. Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione’ attraverso una membrana di esteri
di cellulosa con porosita di 0,45 um di diametro. Porre la membrana sulla superficie del substrato di
isolamento e procedere all'incubazione a 36% 1°C per 48+ 2°h! Sono considerate di streptococchi fecali
le colonie di colore dal rosso scuro al rosso chiaro.

E opportuno procedere, per la verifica dell’appartenenza ‘al gruppo degli Streptococchi fecali, alle
prove dell’idrolisi dell’esculina e della catalasi, quali prove di conferma. Eventualmente effettuare
I’identificazione delle colonie sospette utilizzando i\sistemi miniaturizzati di identificazione biochi-
mica sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

3.5. Conferma biochimica

3.5.1. Prova dell'idrolisi dell'esculina

Trasferire, dopo incubazione, dal terreno_m-Enterococcus Agar sul terreno all'esculina e bile, le mem-
brane su cui si sono sviluppate le colonie di‘presunti streptococchi fecali. Dopo incubazione a 36+1°C
per 2 h si considerano di streptococchifecali quelle colonie in corrispondenza delle quali, sul retro
della membrana e sul terreno stesso, compare un alone nero-marrone.

3.5.2. Prova della catalasi

Prima di effettuare la prova ¢ necessario selezionare, isolando per striscio, le colonie sospette su 4gar
soia triptone ed incubare a36£1°C per 24+48 h.

La prova differenzia i microrganismi appartenenti alla famiglia delle Streptococcaceae da quelli ap-
partenenti alla famiglia.delle Micrococcaceae.

3.5.3. Procedura

Strisciare su un yetrino portaoggetti una colonia cresciuta sul substrato di crescita e ricoprirla con al-
cune gocce di acqua ossigenata al 3%.

Evidenziare 4 reazione: I'assenza della formazione di bolle costituisce una prova positiva per la carat-
terizzazione'degli streptococchi fecali che mancano di catalasi. La presenza dell'enzima ¢ invece rile-
vata dallo.syiluppo di bollicine di gas. ‘
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3.6. Espressione dei risultati

Il numero di streptococchi fecali si calcola in base al numero di colonie contate e sottoposte a cons
ferma, riportando il valore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL) coh-
siderando le eventuali diluizioni effettuate.

Bibliografia

APHA, AWWA, WPCF (1992), Standard Methods for the Examination of Water and, Wastewater.
XVHI ed. (Washington, APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi analitici per le acque. Quaderno 100. (Roma).

Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana (1985), Ricerca degli streptococchi fecali in' acque di bal-
neazione con la tecnica delle membrane filtranti: prova finale alternativa. Decretd 12 agosto 1985,
del 3 settembre 1985, n. 207.

— 179 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

ESCHERICHIA COLI

1. Introduzione

Mentre le denominazioni "coliformi totali" e "coliformi fecali" fanno riferimento a gruppi batterici‘ete-

rogenei, il termine Escherichia coli corrisponde ad una specie tassonomicamente definita, a’Sua volta

- compresa nella famiglia delle Enterobattericee. Escherichia coli & un microrganismo a forma’ di ba-

stoncello gram-negativo, aerobio ed anaerobio facoltativo, non sporigeno che fermenta il Jattosio con
produzione di gas alla temperatura di 44,5°C (analogamente al gruppo dei coliformi fecali'del quale fa
parte), produce indolo in terreni contenenti triptofano, presenta la reazione al Rosso“metile positiva,
negativa la reazione di Voges-Proskauer.
Per talune peculiari caratteristiche Escherichia coli sembra meglio soddisfare i requisiti insiti nella de-
finizione di organismo indicatore, rispetto ai tradizionali indicatori di ¢ontaminazione fecale
dell’acqua. Gia da tempo 1’Organizzazione Mondiale della Sanitd considera questa specie come indi-
catore primario di inquinamento di origine fecale. Tale scelta ¢ motivata dalla’maggiore stabilita della
sua presenza nell’ambiente acquatico nel corso dell’anno rispetto ai coliformi che risulterebbero pit
sensibili alle variazioni stagionali e non di meno dalla minore sensibiliti:del microrganismo alle pro-
cedure di disinfezione rispetto alla maggior parte dei patogeni enterici. Inoltre nell’ambito del gruppo
dei coliformi, Escherichia coli ¢ ampiamente rappresentato ed ¢ inesclusivo rapporto con il tratto ga-
strointestinale dell’uomo e degli animali a sangue caldo, a differenza‘dei microrganismi di origine non
necessariamente fecale, appartenenti ai generi Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter che si caratteriz-
zano per uno spiccato potenziale di ricrescita una volta perveputi-nell’ambiente.
Finora il rilevamento e la precisa identificazione di Escherichia coli ha sempre richiesto una serie di
prove aggiuntive, in quanto la sua ricerca, effettuata con/i\metodi analitici tradizionali, ne consentiva
una diagnosi presuntiva. Piu di recente sono stati formulati substrati diversi da quelli tradizionali, mo-
dificati con l'aggiunta di composti cromogeni e fluorogeni’che si basano sullo sfruttamento di attivita
enzimatiche specifiche. I dati riportati in letteratura sembrano confermare, da parte di questi substrati,
non solo la possibilita di evidenziare direttamente la specie ricercata e una maggiore selettivita e speci-
ficita rispetto a quelli tradizionali, ma anche una maggiore efficienza di rilevamento.

Di seguito sono proposti due metodi per il rilevamento di Escherichia coli, uno tradizionale, il metodo

dei tubi multipli, e I’altro che prevede 1’applicazione del metodo della filtrazione su membrana con

terreno agarizzato addizionato con sostanze cromogene.

I metodi proposti consentono di valutare ‘il fumero dei microrganismi presenti in un determinato vo-

lume di acqua reflua.

Metodo A: Metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN). Con questo metodo, che con-
siste in una prova presuntiva e ‘in una prova di conferma, viene calcolata la densita di Escherichia
coli in campioni di acqua tramite-una stima statistica determinata sulla base della combinazione di
tubi positivi e negativi ottenuti‘inoculando aliquote del campione in terreno colturale liquido. II ri-
sultato puo essere ricavato,in base alle diverse combinazioni, dall'apposita tabella gia predisposta
(TABELLA 1 — GENERALITA'SUI METODI MICROBIOLOGICI).

Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo permette di contare il numero
delle colonie cresciute’su una membrana posta su terreno colturale agarizzato addizionato con so-
stanze cromogene.

2. Metodo A Metodo del numero piti probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densitd di Escherichia coli in campioni di acque tramite la for-
mula probabilistica che definisce il numero piu probabile di batteri necessario a produrre combinazioni
di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.
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2.1. Volume da analizzare
Per lanalisi delle acque reflue grezze é necessario analizzare diluizioni scalari del campione; per ac=

que gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate diluizioni ni-
nori e comunque aliquote diverse.

2.2. Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.

2.3. Reagenti e Terreni di coltura”
2.3.1. Brodo per lo svolgimento della prova presuntiva

Brodo Lattosato
Composizione:  Estratto di carne 3 g
Peptone 5 g
Lattosio 5 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,9+0,2

11 terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepata/secondo le istruzioni della
ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in
tubi contenenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato,
pronto per l'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura ambiente,

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferma
Brodo Triptofano

Composizione:  Triptone 10 g
Acqua distillata 1000 ml
pH 6,9+0,2

I1 terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della
ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere’e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in

tubi. Conservare il terreno sterilizzato, pronto ‘per l'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura
ambiente.

2.3.3. Reattivo alla p-dimetilaminobenzaldeide
Composizione:  p-dimethit=aminobenzaldeide 5 g
Alcool isoamilice 75 mL
Acido cloridrice al 90% 25 mL

Il reagente, una volta preparato,-deve essere di colore giallo.

2.4. Procedura

2.4.1. Prova presuntiva

Prima di procedere all'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la prova presun-
tiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei microrganismi
sospesi nell'acqua. Dopo I'inoculo agitare leggermente i tubi ¢ procedere all'incubazione in termostato
entro 30 min. Incubare’a 3621°C. Dopo 2442 ore agitare ciascun tubo per verificare la formazione di
gas nella campanella ed eventualmente reincubare per altre 24 ore. Alla fine del periodo di incuba-
zione registrare.i risultati in base alla disposizione dei tubi che presentano produzione di gas ed intor-
bidimento del brodo. La produzione di gas entro le 4813 ore costituisce una reazione positiva presun-
tiva, sottoporre alla prova di conferma i tubi risultati positivi.

* Per/la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.

— 181 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

2.4.2. Prova di conferma
Prelevare sterilmente 1 mL di brodocoltura dai tubi di Brodo Lattosato risultati positivi (formazione di
gas entro le 48 h) e procedere all'inoculo nei corrispondenti tubi contenenti il Brodo Triptofano. Incu-
bare a 44+0,2°C per 24+2 h.
Dopo incubazione aggiungere 0,2-0,3 mL del reagente alla p-dimetilaminobenzaldeide. Dopo 10 min
osservare la reazione: lo sviluppo di un colore rosso scuro sulla superficie della brodocoltura-nello
strato superficiale alcoolico costituisce una reazione positiva per la produzione di indolo; una-colora-
zione gialla indica reazione negativa.
In relazione alla produzione di indolo a partire dal triptofano, Escherichia coli da reaziohe positiva e
in generale gli organismi del gruppo dei coliformi si pongono come segue:

Escherichia coli + (una limitata percentuale -)

Citrobacter freundii -

Klebsiella/Enterobacter  +o -

Nell’eventualita sia necessario procedere all’identificazione biochimica dei microrganismi isolati uti-

lizzare i kit miniaturizzati disponibili in commercio da utilizzare in base alle istruzioni della ditta pro-
duttrice.

2.5. Espressione dei risultati
Annotare i risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle combina-
zioni ottenute (TABELLA 1 — GENERALITA SUI METODI MICROBIOLOGICI),

3. Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione di Escherichia coli che, presente in un campione
di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terréno di coltura agarizzato, ha formato colonie
tipiche.

3.1. Volume da analizzare
Per I'analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni del campione; per acque gia
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate diluizioni minori e
comunque aliquote diverse.

3.2. Strumentazione e vetreria
Oltre alla normale attrezzatura di laboratorio/¢ necessaria una lampada a U.V.

3.3. Reagenti e Terreni di coltura’
3.3.1 Terreno di isolamento
Substrato cromogeno agarizzato'l

Composizione:  Triptosio 10 ¢
Triptefano 1 g
Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
IPTG 0,1 g
5-Br-4Cl-3-indolil-D-galattopiranoside 0,08 g
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide 0,05 g

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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Agar Bios LL 13g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni-della
ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 115°C per 15 min. Distribuire i cap-
sule petri e lasciare solidificare. Conservare a +4°C per non pili di 2 settimane.

3.4. Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membrana di esteri
di cellulosa con porosita di 0,45 um di diametro. Porre la membrana sulla superficie del substrato di
isolamento e procedere all'incubazione a 44,5+0,2°C per 18-24 ore.

Sul substrato cromogeno agarizzato I Escherichia coli sviluppa colonie di colore verde-blu che risul-
tano fluorescenti alla luce ultravioletta.

Eventualmente effettuare I’identificazione delle colonie sospette utilizzando/i sistemi miniaturizzati di
identificazione biochimica sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

3.5. Espressione dei risultati

Il numero di Escherichia coli si calcola in base al numero di colonie contate, ed eventualmente con-
fermate, sul substrato di isolamento, riportando il valore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di
campione (UFC/100 mL) .

Bibliografia

APHA., AWW. (1992), Standard methods for the Examination of Water and Wastewater , XVIII ed.
(Washington D.C., APHA).

CNR-IRSA (1994), Metodi analitici per le acque. Quaderno 100, Roma.
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SALMONELLA SPP

1. Introduzione

11 genere Salmonella comprende microrganismi bastoncellari appartenenti alla famiglia delle Entero-
batteriacee, gram negativi, generalmente mobili con flagelli peritrichi, anaerobi facoltativi. Ke salmo-
nelle sono classificate in base ai caratteri sierologici che differenziano circa 2.000 tra tipi e sierotipi.
Sono prevalentemente caratterizzate dalla presenza di due tipi di antigeni: antigeni somatici,(O), ter-
mostabili e resistenti all'azione di acidi e alcooli, e antigeni ciliari (H), termolabili.

Salmonella typhi ed altre salmonelle possiedono anche un antigene denominato Vi, strettamente cor-
relato all'antigene somatico, ma diverso da questo in quanto termolabile. Sono microrganismi patogeni
€ possono essere strettamente adattati ad un particolare ospite o essere ubiquitari-€ ritrovarsi in ospiti
diversi. L’infezione ¢ a trasmissione fecale-orale o associata alla contaminazione di alimenti e di ac-
qua. Nell'uomo pud manifestarsi con febbri enteriche, gastroenteriti, setticemia'e.tifo.

Salmonella ¢ ampiamente diffusa nellambiente dove puo anche sopravvivere. La sua presenza nel-
l'ambiente idrico rappresenta inequivocabilmente I'esistenza di una contaminazione fecale primaria
(immissione diretta di scarichi fognari) o secondaria (dilavamento di suoli contaminati). Nelle acque
reflue la presenza di Salmonella ¢ variabile nelle densita in funzione delle-patologie diffuse all’interno
della popolazione.

Il metodo proposto consente di valutare la Presenza/Assenza di Salmonella in un determinato volume
di acqua reflua. La procedura analitica consiste in una serie di/fasi successive che possono compren-
dere Arricchimento, Isolamento ed eventualmente, Conferma biochimica e Conferma sierologica.

2.  Volume da analizzare

Il volume minimo da analizzare ¢ pari a 10 mL per I’analisi delle acque reflue grezze, ma per acque
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate aliquote diverse.

3. Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.

. . . *
4. Reagenti e terreni di coltura
4.1  Substrato di arricchimento
Brodo di arricchimento di Rappaport Vassiliadis

Composizione:  Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 8 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,6 g
Magnesio-cloruro x 6 H,O 40 g
Verde malachite 40 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH 5,240,2

Il terreno si trova_ injcommercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente perottenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in tubi e sterilizzare.
Conservare/a circa +4°C per non piu di una settimana.

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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Brodo alla Selenite e Cistina

Composizione:  Digerito pancreatico di caseina 5 g
Sodio fosfato 10 g
Lattosio 4 g
Selenite acida di sodio 4 g
L-cistina 0,01 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,0£0,2

Il terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni‘della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizioneagitando fre-
quentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in tubi, éventualmente
doppio concentrato, e sterilizzare. Conservare a circa +4°C per non piu di una settimana.

11 terreno colturale ¢ adatto alla ricerca anche di Salmonella typhi, tuttavia il sué uso richiede pre-
cauzioni particolari e 1’applicazione di speciali procedure da parte degli operatori sia nella fase di
manipolazione sia in quella di smaltimento.

4.2. Substrati di isolamento

Hektoen Enteric Agar

Composizione:  Peptone 12 g
Estratto di lievito 3 g
Sali biliari 9 g
Lattosio 12 g
Saccarosio 12 g
Salicina 2 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio iposolfito 5 g
Citrato ferrico ammoniacale 1,5 g
Agar 13,5 g
Blu di bromotimolo 64 mg
Fucsina acida 40 mg
Acqua distillata 1.0000 mL
pH 7,610,2

II terreno si trova in commercio in-forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Non sterilizzare. Distribuire in
piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di due settimane.
Esistono in commercio diversi substrati usati per I’isolamento di Salmonella che garantiscono
buoni risultati in fase analitica anche se non esiste un unico substrato in grado di far crescere tutti i
sierotipi di Salmonella presenti. E necessario comunque tenere in considerazione che la scelta di un
substrato o dell'altro_puo essere effettuata sulla base dell'esperienza dell'operatore a condizione che
cio non comporti alcun cambiamento delle caratteristiche di produttivita.

Xilosio Lisina Desossicolato

Composizione: /= Xilosio 3,5 g
L-Lisina 5 g
Lattosio 7,5 g
Saccarosio 7,5 g
Cloruro di sodio 5 g
Estratto di lievito 3 g
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Rosso fenolo 0,08 g
Desossicolato di sodio 2,5 g
Tiosolfato di sodio 6,8 g
Citrato di ferro ammoniacale 0,8 g
Agar 13,5 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,4+0,2

I1 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Non sterilizzare. Distribuire in
piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di due settimane.

Rambach Agar

Composizione:  Glicole propilenico 10,5 g
Estratto di lievito 2 g
Peptone 5 g
Sodio desossicolato 1 g
Sodio cloruro 5 g
Rosso neutro 0,03 g
Cromogeno 1,5 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,3£0,2

11 terreno si trova in commercio e si prepara secondo\le istruzioni della ditta produttrice. Riscaldare
agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Non sterilizzare. Di-
stribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di due setti-
mane.

E un terreno colturale particolarmente selettivo per Salmonella, le cui colonie sono ben individua-
bili.

4.3. Substrato di crescita

Triptone Soia Agar
Composizione:  Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7;3£0,2

I1 terreno si trova in.commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente per-ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Sterilizzare a 121°C per 15°. Di-
stribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di due setti-
mane.

4.4. Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato
Soluzione.di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all'l%
Composizione: N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL
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Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono disponibili in commercio; in alternativa sciogliere
N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando la soluzione al
momento dell'uso. E da segnalare che tale prodotto viene classificato come sostanza pericolosa per
la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

4.5. Substrato per la prova della fermentazione dei carboidrati

Agar al ferro di Kliger

Composizione:  Estratto di carne 3 g
Estratto di lievito 3 g
Peptone 20 g
Sodio cloruro 5 g
Lattosio 10 g
Glucosio 1 g
Ferro citrato 0,3 g
Sodio tiosolfato 0,3 g
Agar 12 g
Rosso fenolo 50 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,4+0,2

II terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara‘secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in provette e, dopo
sterilizzazione a 121°C per 15°, lasciare solidificare in posizione inclinata per ottenere una superfi-
cie a becco di clarino. Conservare a circa +4°C per non pilvdi due settimane.

4.6. Substrato per la prova della decarbossilazione della lisina
Agar al ferro e lisina

Composizione:  Casitone 5 g
Estratto di lievito 3 g
Destrosio 1 g
L-lisina 10 g
Ferro ammonio citrato , 0,5 g
Agar 13,5 g
Sodio tiosolfato 40 mg
Porpora bromocresolo 20 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,2+0,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produtirice. Reidratare il-terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente per ottenete la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in provette e, dopo
sterilizzazione a 121°C per 12, lasciare solidificare in posizione inclinata per ottenere una superfi-
cie a becco di clarino: Conservare a circa +4°C per non pit di due settimane.

5.  Procedura

5.1. Fase di arricchimento

Per le acque reflue grezze eseguire I’inoculo del campione in 10 mL doppio concentrato del Brodo di
arricchimento-di Rappaport Vassiliadis e in aggiunta o in alternativa del Brodo alla Selenite e Cistina.
Quest’ultimo ¢ raccomandato qualora debba essere ricercata in particolare S. typhi.
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Incubare il Brodo di Rappaport Vassiliadis a 42+0,5°C per 24+24 h.
Incubare il Brodo alla Selenite e Cistina a 37+1°C per 24+24 h.

5.2. Fase di isolamento ed identificazione delle colonie

Dal brodo di arricchimento di Rappaport Vassiliadis o del Brodo alla Selenite e Cistina eseguire;.pre-
levando un’ansata, 2 subcolture per strisci multipli sui terreni di isolamento: la prima dopo 24 ‘h.di in-
cubazione del brodo, la seconda dopo 48 ore. Incubare le piastre a 36+1°C per 24 h.

Su Hektoen Enteric Agar le colonie sospette di Salmonella si presentano verdi con margini netti con o
senza centro nero.

Su Xilosio Lisina Desossicolato le colonie sospette di Salmonella si presentano rosse con centro nero,
lucide, convesse e con margini netti.

Su Rambach Agar il 97-99% delle colonie di Salmonella si presentano rosse. S. paratyphi e S. typhi
crescono invece come colonie incolori. Alcuni stipiti di Pseudomonas possono ereseere come colonie
rosse; tuttavia la loro presenza puo essere messa in evidenza con la prova della citocromossidasi.

6. Conferma biochimica

Qualora si ritenga opportuno, ¢ possibile procedere all’esecuzione~di. prove di conferma per
I’accertamento dell’appartenenza al genere Salmonella delle colonie sospette eseguendo la prova della
citocromossidasi, della fermentazione dei carboidrati ¢ della decarbossilazione della lisina .
Successivamente ['identificazione biochimica puo essere completata/con i kit miniaturizzati di prove
biochimiche disponibili in commercio, per ’accertamento dell’appartenenza al genere Salmonella.
Prima di effettuare ciascuna prova si suggerisce, onde verificarne la purezza, di subcoltivare le colonie
sospette su Triptone Soia Agar e incubare a 36x1°C per 24 h! Eseguire le prove su colonie con non piu
di 24 ore di sviluppo.

6.1. Prova della citocromossidasi

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al genere Salmonella da quelli appar-
tenenti al genere Pseudomonas che possono produtre, colonie simili sul terreno di isolamento. Le sal-
monelle sono ossidasi-negative.

Dal terreno Triptone Soia Agar prelevare, con le usuali regole di asepsi, con un'ansa sterile, la colonia
cresciuta e strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo soluzione di Tetrametil-parafenilen-
diamina dicloridrato all'l% preparato al momento dell'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi
adatti all'uopo distribuiti in commercio., Una reazione negativa si evidenzia quando non si produce al-
cuna colorazione; se positiva si sviluppa€ntro 10 secondi una colorazione blu-violetto.

6.2. Prova della fermentazione‘dei carboidrati

Dal terreno Triptone Soia Agar prelevare con un’ansa sterile la colonia sospetta e trasferire, per infis-
sione e successivo strisciamento.sulla superficie inclinata del terreno Agar al ferro di Kliger. Incubare
a 36£1°C per 18+24 h. E essenziale che i risultati vengano registrati dopo 18-24 h di incubazione.
Sebbene Citrobacter possa dare le stesse reazioni di Salmonella, per la interpretazione dei risultati si
devono annotare le reazioni riportate nella Tabella 1.

Le reazioni dopo 18-24 h/di incubazione a 36x1°C per alcune delle specie di Salmonella sono riportare
nella Tabetla 2.

6.3. Prova della decarbossilazione della lisina .

Dal terreno Triptone Soia Agar prelevare con un’ansa sterile la colonia sospetta e trasferire, per infis-
sione e successivo strisciamento sulla superficie inclinata del terreno Agar al ferro e lisina. Incubare a
36x1°C per 18+24 h.

I microrganismi appartenenti al genere Salmonella producono una reazione alcalina (violetta) sia del
beccoysia-del cilindro; una colorazione gialla (acida) indica una reazione negativa. Gli stipiti che pro-
duceno idrogeno solforato determinano un annerimento del terreno.
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Tabella 1 - Utilizzazione dei carboidrati su Agar al ferro di Kliger

Reazione sulla superficie inclinata Acidita colore giallo
Alcalinita colore rosso
Reazione di profondita Acidita colore giallo
Alcalinita colore rosso
Produzione di gas Presente bolle o rottura dell'agar
Assente
Produzione di HyS Presente annerimento del terreno
Assente

Tabella 2 - Reazioni dopo 18-24 h di incubazione a 36+1°C

Microrganismo [ Superficie [ Profondita | Gas ] H,S
Salmonella spp. Rosso Giallo + +
Salmonella typhi Rosso Giallo - +
Salmonella paratyphi Rosso Giallo y -

7. Conferma sierologica

Qualora si ritenga opportuno si puo procedere alla tipizzazione, delle colonie mediante conferma sie-
rologica. Gli stipiti selezionati in base alle caratteristiche colturalie biochimiche proprie di Salmonella
possono essere tipizzati in base alla classificazione di Kauffmann-White utilizzando sieri polivalenti.
L'ulteriore tipizzazione sierologica puo essere effettuata con siefi monovalenti anti-O e anti-H oppure
inviando gli stipiti ai centri di riferimento per la Salmonella.

Per lo svolgimento della procedura si rimanda ai testi specifici.

8.  Espressione dei risultati
Riportare il risultato ottenuto come Salmonella:: Assente o Presente nel volume esaminato e, se del
caso, il sierotipo individuato.
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VIBRIO SPP.

1. Introduzione

I microrganismi appartenenti al genere Vibrio sono ampiamente distribuiti nell’ambiente acquatico e
possono essere isolati, oltre che da acque reflue e acque estuariali, anche da acque dolci superficiali
non contaminate da scarichi fecali. Vibrio cholerae ¢ la specie piut importante del gruppo che-fa parte
della famiglia delle Vibrionaceae. Al genere appartengono microrganismi motili, bastoncelli gram-ne-
gativi, asporigeni e anaerobi facoltativi. Diverse sono le specie, alcune delle quali alofile. Di V. chole-
rae sono stati individuati pit di 130 sierogruppi e prima del 1992 solo il sierogruppo Ol/era stato as-
sociato a epidemie e casi di colera. Dal 1993 tuttavia il sierogruppo 0139 (non-O1) &ritenuto respon-
sabile delle epidemie registrate nei Paesi dell’area orientale.

Vibrio ¢ abbastanza sensibile ai trattamenti delle acque, ma in modo particolare alla clorazione delle
acque, che ¢ tuttora considerata una efficace misura di prevenzione per la diffusione del microrgani-
smo.

Il metodo proposto consente di valutare la Presenza/Assenza di Vibrio intin determinato volume di
acqua reflua. La procedura analitica consiste in due fasi successive che comprendono Arricchimento,
Isolamento ed eventualmente, Conferma biochimica e Conferma sierologica.

2. Volume da analizzare
1l volume minimo da analizzare ¢ pari a 100 mL per I’analisi delle acque reflue grezze, ma per acque
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate aliquote diverse.

3. Strumentazione e vetreria.
Normale attrezzatura di laboratorio.

4. Reagenti e terreni di coltura’
4.1. Substrato di arricchimento
Acqua Peptonata Alcalina

Composizione:  Peptone 10 g
Sodio cloruro 10 g
Acqua distillata , 15000 mL
pH 8,5+0,2

11 terreno si trova in commercio.in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terréno-in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione, ma evitando il
surriscaldamento. Agitare frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Raf-
freddare e modificare il pHcon l'aggiunta di un'aliquota di NaOH 0,1 N. Distribuire in beute in ra-
gione di 200 mL/beuta ¢ sterilizzare. Conservare a circa +4°C per non pit di quattro settimane.

Soluzione di idrossido disodio ( NaOH ) 0,1 N
Composizione: ( Idrossido disodio 4 g
Acqua distillata 1.000 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica fino a completa dissoluzione.

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici.
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4.2. Substrato di isolamento
Agar al Tiosolfato Citrato Bile e Saccarosio (TCBS)

Composizione:  Estratto di lievito 5 g
Peptone 10 g
Sodio tiosolfato 10 g
Sodio citrato 10 g
Sali di bile 8 g
Saccarosio 20 g
Sodio cloruro 10 g
Citrato ferrico 1 g
Agar 14 g
Blu di bromotimolo 40 mg
Blu timolo 40 mg
Acqua distillata 1.0000 mL
pH 8,610,2

11 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione, ma evitando il
surriscaldamento. Agitare frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti, raf-
freddare. Se necessario, modificare il pH con l'aggiunta di un'aliquota di NaOH 0,1 N. Non steriliz-
zare. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di
quattro settimane.

E stato osservato che la selettivita dei diversi terreni TCBS presenti sul mercato puo essere diversa:
cid pud portare a risultati diversi nella crescita del microrganismo ricercato. Con prove di controllo

di qualita verificare le rese quali-quantitative dei substrati.

4.3. Substrati di crescita
Triptone Soia Agar con NaCl all'l%

Composizione :  Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata  1.000 mL
pH 7,3£0,2

I1 terreno si trova in commercio’ innforma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno~in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando fre-
quentemente per ottenere la‘completa soluzione degli ingredienti. Aggiungere 1 mL di una solu-
zione di NaCl per ogni 100 mL di terreno preparato. Sterilizzare. Distribuire in piastre di Petri e la-
sciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non pil di due settimane in condizioni ottimali.

Brodo al Triptone di Soia con NaCl all'l1%

Composizione: _Digerito pancreatico di caseina 17 g
Digerito papainico di farina di soia 3 g
Sodio cloruro 5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 2,5 g
Destrosio 2,5 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,3£0,2
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I1 terreno si trova in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare e agitare frequentemente per otte-
nere la completa soluzione degli ingredienti. Aggiungere 1 mL di una soluzione di NaCl per ogni
100 mL di terreno preparato. Distribuire in tubi aliquote di circa 10 mL. Sterilizzare. Conservare a
circa +4°C per non pitt di un mese.

4.4. Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato
Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all'1%
Composizione: N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa sciogliere
N.N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando la soluzione al
momento dell'uso. Tuttavia ¢ da segnalare che tale prodotto viene classificato come sostanza peri-
colosa per la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguanienti.

4.5. Vibriostatico

In commercio esistono dischetti da 10 pg e da 150 pg di vibriostatico 0/129 (2,4-diamino-6,7-diiso-
propil-pteridina fosfato).

5.  Procedura

5.1. Fase di Arricchimento

Consiste in una fase di rivitalizzazione dei microrganismi in idoneo6 brodo di coltura non selettivo.

Per le acque reflue grezze inoculare un’aliquota del campionein/’200 mL di Acqua Peptonata Alcalina.
Incubare a 36+1°C per 6+8 h, fino a un massimo di 18 h. Per i campioni ambientali sono anche stati
ottenuti buoni risultati con incubazione a 42°C.

5.2. Fase di Isolamento ed identificazione delle.colonie

Dal brodo di arricchimento Acqua Peptonata Alcalina/prelevare un’ansata dalla pellicola formata sulla
superficie del brodo ed effettuare uno striscio sul terreno di isolamento Agar al Tiosolfato Citrato Bile
e Saccarosio (TCBS). Incubare a 36+1°C per 18420 h. E consigliabile contemporaneamente prelevare
10 mL di brodocoltura dal brodo di arricchiménto e inoculare in un'altra beuta contenente 100 mL di
Acqua Peptonata Alcalina. Incubare a 36+1°C per 6+8 h, fino a un massimo di 18 h. Dopo incuba-
zione prelevare un’ansata dalla pellicola formata sulla superficie del brodo ed effettuare uno striscio su
un'altra piastra Petri contenente TCBS, Incubare a 36+1°C per 18+20 h.

I microrganismi appartenenti al genere Vibrio sviluppano sul substrato di isolamento colonie gialle
con centro opaco € margini traslucidi, piatte, con diametro di 2+4 mm e colonie verdi, piatte, con dia-
metro di 1+3 mm.

6. Conferma biochinfica

Qualora si ritenga opportuno, ¢ possibile procedere all’esecuzione di prove di conferma per
I’accertamento dell’appartenenza al genere Vibrio delle colonie sospette eseguendo la colorazione di
Gram, la prova della‘citocromossidasi e la prova della suscettibilita al vibriostatico.

Successivamente l'identificazione biochimica pud essere completata con i kit miniaturizzati di prove
biochimiche disponibili in commercio.

Prima di effettiare ciascuna prova si suggerisce, onde verificarne la purezza, di subcoltivare le colonie
sospette su Triptone Soia Agar con NaCl all'l% e incubare a 36£1°C per 24 h. Eseguire le prove su
colonie con non'piu di 24 h di sviluppo.
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6.1. Colorazione di Gram
Eseguire sulle colonie da verificare la colorazione di Gram. I microrganismi appartenenti al genere Vi-
brio si presentano come bastoncelli Gram negativi, in alcuni casi ricurvi.

6.2. Prova della citocromossidasi

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al genere Vibrio in base alla presenza
dell'enzima citocromossidasi. Vibrio spp & ossidasi-positivo ad eccezione di V. metchnichovi che & os-
sidasi negativo.

Dal terreno Triptone Soia Agar con NaCl all'1% prelevare, con le usuali regole di asepsi{ con un'ansa
sterile, la colonia cresciuta e strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo Soluzione’di Tetra-
metil-parafenilendiamina dicloridrato all'l% preparato al momento dell'uso o saggiare.sui dischetti o
con i tamponi adatti all'uopo distribuiti in commercio. Una reazione positiva si evidenzia quando si
produce, entro 10 secondi, una colorazione blu-violetto.

6.3. Prova della suscettibilita al vibriostatico

La prova pud permettere di differenziare i microrganismi appartenenti al genére Vibrio da quelli ap-
partenenti al genere Aeromonas. Vibrio spp € in genere suscettibile al vibriostatico.

Dal terreno Triptone Soia Agar con NaCl all'l% prelevare, seguendo le~usuali regole di asepsi, con
un'ansa sterile, la colonia da saggiare e inoculare in Brodo al Triptone di-Soia con NaCl all'l%. Incu-
bare a 36£1°C per 18+24 h. La crescita ¢ evidenziata dalla torbidita;del.terreno. Imbibire un tampone
sterile nella brodocoltura e strisciare abbondantemente sul terréno'\Tviptone Soia Agar con NaCl
all'1%. Sulla superficie dell'agar applicare, ad adeguata distanza, uir dischetto da 10 pg e uno da 150
pg di vibriostatico O/129. Incubare a 36+1°C per 18+24 h.

Dopo incubazione verificare I'eventuale presenza o assenza'di aloni di inibizione intorno ai dischetti.
Vibrio spp. & generalmente sensibile al vibriostatico (présenza di alone), mentre Aeromonas ¢ resi-
stente. Recentemente sono stati riportati casi in cui biotipi di'V. cholerae sono risultati resistenti al vi-
briostatico (es.: V. cholerae 0139).

7. Conferma sierologica

Qualora si ritenga opportuno si pud procedere alla tipizzazione delle colonie mediante conferma sie-
rologica. Gli stipiti selezionati in base alle caratteristiche colturali e biochimiche proprie di Vibrio pos-
sono essere tipizzati utilizzando sieri polivalenti. L'ulteriore tipizzazione sierologica pud essere effet-
tuata con sieri monovalenti oppure inviando gli stipiti ai centri di riferimento per la tipizzazione di Vi-
brio.

Per lo svolgimento della procedura sitrimanda ai testi specifici.

8.  Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come. Vibrio: Assente o Presente nel volume analizzato e, se del caso, il
sierogruppo individuato.
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UOVA DI ELMINTI

1. Introduzione

Nel passato, sotto il termine Elminti veniva raggruppato un insieme eterogeneo di animali o stadi.di
animali vermiformi che non sembravano possedere caratteri distintivi tali da farli comprendere-in-altri
gruppi zoologici. Attualmente 1’Organizzazione Mondiale della Sanitd prende in considerazione gli
Elminti che interessano la parassitologia umana distinguendo due gruppi di organismi distinti, appar-
tenenti ai phyla Platyhelmintha e Nematoda. Del gruppo degli Elminti fa parte anche il phylam Acan-
tocephala, in cui sono compresi organismi parassiti degli animali. Il phylum Platyhelmintha & suddi-
viso nelle classi dei Turbellari - la gran parte a vita libera - dei Trematodi e dei Ceéstodi - parassiti
dell’'uomo e degli animali. Le forme infettive richiedono almeno un ospite intermedio e le cisti (Fa-
sciola) e le uova (Echinococcus granulosus) hanno quale modo di trasmissioné prevalente la via fe-
cale-orale e alimentare; gli stadi larvali (es. cercarie di Schistosoma haematobiuni) penetrano attiva-
mente attraverso la cute in occasione di immersioni in acque contaminate’ dal rilascio, da parte
dell’ospite intermedio - in questo caso un serpente acquatico - della formd inféttiva. Il phylum Nema-
toda ¢ considerato uno dei gruppi di organismi pit diffuso in natura. Ne.sono state descritte 12.000
specie, molte delle quali vivono nell’acqua dolce o marina, in acque termali o ad alta salinitd. Altre
hanno il loro habitat nel suolo o nella materia organica in decomposizione e alcune possono fare parte
del benthos e del plancton marino. Nematodi predatori della famiglia delle Aporcelaimidae, Diploga-
steridae, Dorylaimidae e Mononchidae abbondano nelle acque,superficiali, nutrendosi di altri nema-
todi, oligocheti e altri piccoli invertebrati. Circa 5.000 specie/parassitano le piante e gli animali; una
dozzina ha grande importanza in patologia umana. La letteratuta distingue, in generale, il phylum Ne-
matoda in due gruppi: forme parassite - a vita non acquatica -‘e forme a vita libera - acquatiche. Ne-
matodi parassiti comprendono specie quali Ancylostoma, duodlenale e Necator americanus, che gene-
rano patologie nell’uomo penetrando, allo stadio di larva,\attraverso la pelle e le mucose. Ascaris Ium-
bricoides, Enterobius vermicularis ¢ Trichuris trichiura; patogeni per ingestione, si trasmettono per
via fecale-orale, sebbene in alcuni casi le uova possano essere ritrovate nelle acque. In questi casi
’acqua non risulta essere un veicolo di trasmissione-dell’infezione tranne che per Dracunculus medi-
nensis. | Nematodi parassiti che, come tali, hanno/un riscontro con la patologia umana, hanno una pre-
valente distribuzione tropicale e subtropicale ¢/la loro diffusione interessa vaste aree del continente
africano, asiatico e alcune zone dell’Europa nord - orientale. Attualmente in Italia i Nematodi che si
riscontrano nelle acque sono diffusi dagli animali e non hanno rilevanza in patologia umana.

Per il riuso di acque reflue le linee-guida dell’Organizzazione Mondiale della Sanita prevedono la ri-
cerca di questo parametro e raccomandano, per ’irrigazione di vegetali da mangiare crudi e di cereali,
alberi e pascoli, una concentrazione-di Nematodi intestinali pari a < 1 uova L™ (media aritmetica).

Di seguito viene descritto il metodo-per la determinazione della presenza di uova di Elminti in acque
reflue. Valori elevati di torbidita-possono diminuire I’efficienza di recupero del metodo. La procedura
non ne consente la determinazione a livello di specie.

2. Principio del metodo

Prevede una fase di sedimentazione e una serie di centrifugazioni seguite da una flottazione e dalla
evidenziazione delle'uoya al microscopio. E da ricordare che esiste la possibilita di utilizzare, durante
la fase di flottazione, reagenti diversi. Qui viene riportata la composizione di due reagenti da utilizzare
in alternativa. E necessario comunque tenere in considerazione che la scelta di un reagente o dell'altro
puo essere effettuata sulla base dell'esperienza dell'operatore.
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3.  Volume da analizzare

1l volume da analizzare ¢ pari a 1+10 L per I’analisi delle acque reflue grezze, ma per le acque sotto-
poste a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate aliquote diverse.

4. Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell'analisi, oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, & necessario di-
sporre di:

- centrifuga a rotore basculante per contenitori a fondo conico da 20 mL;

- contenitori da centrifuga da 20 mL con fondo conico;

- microscopio.
5. Reagenti
Soluzione di sodio nitrato
Composizione: ~ NaNO, 50 g

Acqua distillata 100 mL
Preparare una soluzione satura di sodio nitrato sciogliendo il sodio nitrate in acqua distillata.

Soluzione di zinco solfato
Composizione: ~ ZnSO, 55 g

Acqua distillata 100 mL

La soluzione puo essere utilizzata per la fase di flottazione in alternativa a quella di sodio nitrato.
Sciogliere lo zinco solfato in acqua distillata.

6. Procedura

6.1. 1" Sedimentazione

Distribuire il campione, in base al volume da analizzare, in uno o piu beaker o, preferibilmente in coni
Imhoff. Lasciare sedimentare per una notte ¢ procedere allo svolgimento dell’analisi il giorno succes-
sivo.

6.2. Centrifugazione

Dopo la fase di sedimentazione rimuovere il supernatante e trasferire un massimo di 3 mL di pellet in
tubi da centrifuga da 20 mL. Lavare'le pareti del contenitore dove & avvenuta la sedimentazione con
acqua distillata per raccogliere ognieventuale residuo e aggiungerla al pellet nei tubi. Centrifugare per
10’ a 700 rpm e successivamente scartare il supernatante.

6.3. Flottazione

Aggiungere 3 mL della soluzione di sodio nitrato al pellet residuo e centrifugare per 3 min a 1.000
rpm. Ripetere I’intera procedura per un totale di tre volte e, ogni volta, rimuovere accuratamente il su-
pernatante che, nell’ultima fase, contiene, se presenti, le uova di Elminti. Con questa procedura ¢ pos-
sibile ottenere una percentuale di recupero pari a circa il 70%, quando la concentrazione delle uova &
di 100 per litro.

In alternativa, aggiungere 3 mL della soluzione di zinco solfato al pellet residuo e centrifugare per 3
min a 1.000 rpm. Ripetere I’intera procedura come descritto sopra.

6.4. 2"Sedimentazione

Porre i supetnatanti ottenuti dopo flottazione, in beaker, o preferibilmente, in coni Imhoff, contenenti 1
L di acqua-Lasciare sedimentare per circa 12 h. Successivamente eliminare accuratamente il superna-
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tante ¢ trasferire il pellet in tubi da centrifuga. Lavare le pareti del contenitore dove ¢ avvenuta la se-
dimentazione con acqua distillata per raccogliere ogni eventuale residuo e aggiungerla al pellet nei
tubi. Centrifugare per 4’ a 1000 rpm.

7.  Osservazione al microscopio

Raccogliere il pellet su un vetrino ed esaminare al microscopio a 100x verificando la presenza diuova
di Elminti.

8.  Espressione dei risultati
Riportare il risultato come Presenza/Assenza di uova di Elminti nel volume esaminato:
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OOCISTI DI CRYPTOSPORIDIUM E CISTI DI GIARDIA

1.  Introduzione

Cryptosporidium parvum ¢ un protozoo coccide riconosciuto come patogeno per I’'uomo dal 19767 11
suo ciclo biologico ¢ monoxeno e comprende fasi di riproduzione sessuata ed asessuata che portano
alla formazione di oocisti. Giardia lamblia ¢ un protozoo flagellato, riconosciuto come patogeno per
I'uomo dalla meta degli anni *60; ¢ anch’esso caratterizzato da un ciclo biologico menoxeno e la
forma infettante ¢ rappresentata dalla cisti. Nell'uomo i due parassiti causano forme acute’di gastro-
enteriti, il cui esito ¢ funzione dello stato di immunocompetenza dell’ospite. In particolare] I’infezione
da Cryptosporidium nei soggetti immunodepressi e negli individui HIV-positivi pud\assumere un an-
damento cronico e portare alla morte. Entrambi i protozoi si trasmettono per viafecale-orale, attra-
verso I’ingestione delle oocisti e delle cisti; I’acqua ¢ stata riconosciuta come il principale veicolo di
infezione. Nelle acque reflue il valore di concentrazione di cisti di Giardia pud.yariare da 0 a 10* L™
mentre per Cryptosporidium & compreso tra 0 e 10° L. La scarsa specificita d’ospite ne favorisce la
diffusione nell’ambiente: infatti, 'uomo e molti animali, sia selvatici che‘di’allevamento o domestici,
sono serbatoi di infezione. Inoltre, le ridotte dimensioni delle cisti ed oocisti, tali da assicurarne il pas-
saggio attraverso i filtri a sabbia durante i trattamenti di depurazione, unité alla elevata resistenza alle
intemperanze ambientali, alla bassa dose infettante e alla elevata capacita di resistenza sia ai fattori
ambientali sia ai processi di trattamento delle acque (compresa la disinfezione), fanno si che la pre-
senza di Cryptosporidium e Giardia nelle acque acquisti notevole rilevanza sanitaria.

Di seguito vengono descritti due metodi che possono essere utilizzati per la determinazione della con-
centrazione delle cisti ed oocisti di protozoi in acque refluef Valori elevati di torbidita possono dimi-
nuire I’efficienza di recupero dei metodi. Le seguenti procedure inoltre non consentono la determina-
zione dei protozoi a livello di specie né permettono di valutarne I’infettivita e la vitalita.

2. Metodo 1

2.1. Principio del metodo

Prevede la filtrazione su filtro a capsula di volumi noti d’acqua, I'eluizione delle cisti ed oocisti con
una soluzione di lavaggio mediante uno shaker, Ja concentrazione e la purificazione dell'eluato tramite
centrifugazione e flottazione, la determinazione e il conteggio al microscopio delle cisti ed oocisti me-
diante immunofluorescenza diretta.

2.2. Volume da analizzare

Il volume minimo da analizzare ¢ pari a'5+10 L per I’analisi delle acque reflue grezze, ma per le acque
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate aliquote diverse.

2.3. Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell'analisi; oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, & necessario di-

sporre di:

- agitatore con braccetti;

- apparato di filtrazione per filtri a membrana da 25 mm di diametro;

- centrifuga refrigerata (+4°C) a rotore basculante per contenitori da 50250 mL;

- contalitri,

- contenitori/da centrifuga da 250 mL con fondo conico o tipo bottiglia;

- contenitori da centrifuga disposable da 50 ¢ 15 mL con fondo conico;

- filtro acapsula in polietersulfone, (1 pm di porosita, 6 cm di diametro, 12 cm di lunghezza, 1.300
cm’ disuperficie);

- membrane di policarbonato, 1,2 um di porosita, 25 mm di diametro;
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- microscopio a epifluorescenza con filtri di eccitazione 450+490 nm, filtro barriera 515+520 nm,
obiettivi 20, 40 e 100x ed oculare con micrometro lineare. E necessario disporre del contrasto di
fase o, meglio, del contrasto ad interferenza differenziale (DIC) per I'obiettivo 100x:

- regolatore di flusso;

- tubi semirigidi di connessione con relativi raccordi e fascette;

- vetrini a pozzetto ( compresi nel kit per I'immunofluorescenza).

2.4. Reagenti
Soluzione tamponata di Formaldeide al 10%
Composizione:  Na,HPO, 0,76 g
NaH,PO, 0,02 g
Formaldeide 100 mL
Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata adottando dovute precauzioni.ed operando sotto
cappa chimica. '

Soluzione di PBS (Phosphatase Buffer Saline) 10x

Composizione: ~ NaCl 80 ¢
KH2PO4 2 g2
Na,HPO,+12H,0 29 g
KCl 2 g

Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata. Aggiustare il pH a 7,4+0,2 con NaOH 0,1 N o
HCI 0,1 N. Sterilizzare in autoclave per 15’ a 121°C.
La soluzione ¢ anche disponibile in commercio pronta’per Juso.

Soluzione di PBS Ix
Composizione:  Soluzione PBS 10x 100 \mL
Acqua distillata 900/ )mL

Mescolare i due componenti.

Soluzione di Percoll-Saccarosio
Composizione:  Percoll (densita=1313) 45 mL
Saccarosio 2,5M 10 mL
Acqua distillata 45 mL

Mescolare i componenti e controllare che la densita sia tra 1,09+1,1 con un idrometro.
Tutta la procedura deve essere svolta mantenendo i reattivi a circa +4°C.

Soluzione di Saccarosio 2,5:M
Composizione:  Saccarosio 8558 g
Acqua distillata 400 mL

Far scioglieredl saccarosio nell'acqua distillata preriscaldata. Raffreddare e portare a volume finale
di 1 L con acqua distillata.
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Tampone per eluizione

Composizione:  Laureth 12 1 g
Tris 1M, pH 7,4 10 mL
EDTA, 2Na+2H,0 0,5 M, pH 8,0 2 mL
Antischiuma A 150 pL

Acqua distillata

Pesare il Laureth-12 in un beaker di vetro pirex e aggiungere 100 mL di acqua distillata: Scaldare
su una piastra o in un forno a microonde per consentire al Laureth-12 di sciogliersi. Traferire la
soluzione in un matraccioda 1 L.

Sciacquare il beaker numerose volte e mettere I'acqua di risciacquo nel matraccio, Aggiungere gli
altri reattivi. Portare ad 1 L con acqua distillata.

Tris 1 M, pH 7,4
Composizione:  Tris 121,1 ¢
Acqua distillata

Sciogliere il Tris nell'acqua e portare a pH 7,4+0,2 con HCl 0 NaOH 1"\N:Portare a 1 L con acqua
distillata.

Sterilizzare con un filtro a membrana da 0,22 pm; conservare in un contenitore di plastica a tempe-
ratura ambiente.

Acido etilendiaminotetracetico (EDTA) bisodico,biidrato, 0,5 M, pHS8,0
Composizione:  EDTA 2 Na+2 H,0 1861 g
Acqua distillata

Sciogliere 'EDTA nell'acqua e portare a pH 8,0+0,2/con HCl 0 NaOH 1 N. Portare a 1 L con acqua
distillata.

Soluzione di lavaggio A

Composizione: ~ PBS 10x 100 mL
Tween-80 1 mL
Sodio Dodecil Solfato (SDS ) 1 g
Antischiuma B 500 pL

Acqua distillata
Portare a volume finale di 1 L con acqua/distillata.

Soluzione di lavaggio B
Composizione:  PBS 10 100 mL
Tween 20 0,5 mL
Acqua'distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.

Kit per la determinazione di oocisti e di cisti mediante immunofluorescenza diretta
Componenti: “Anticorpi monoclonali diretti contro le oocisti di Cryptosporidium e
le cisti di Giardia coniugati con Isotiocianato di Fluoresceina (FITC).
Controllo positivo;
Controllo negativo;
Tampone di lavaggio;
Soluzione di montaggio (Mounting Medium).
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2.5. Procedura

2.5.1. Campionamento

Il campionamento pud essere effettuato ponendo la pompa e gli altri accessori a valle della capsula
oppure a monte della stessa. I flusso deve essere intorno a 2 L min™'. Avviare la pompa ed aprire la
valvola di sfiato della capsula girandola in senso orario, in modo che l'aria possa uscire dalla capsula
stessa. Procedere con il campionamento.

Ad operazione conclusa rimuovere l'entrata del tubo dalla fonte d'acqua e consentire alla pompa di
pompare il resto dell'acqua rimasta nel tubo dentro la capsula. Staccare quindi il tubo di uscita’e tap-
pare l'estremita di uscita della capsula, quindi staccare l'altra estremita facendo attenzionesa,non per-
dere l'acqua rimasta, e tapparla. In ogni caso, il campionamento deve considerarsi concluso’quando il
flusso viene ridotto in conseguenza dell'intasamento della capsula. Trasportare la capsula.ifi condizioni
refrigerate in laboratorio.

2.5.2. Eluizione della capsula

L’eluizione di una capsula richiede 240 mL di tampone per eluizione.

Qualora I'acqua rimasta nella capsula riempisse meno della meta della cartuccia, mantenerla nella
cartuccia e procedere con I'eluizione. Se invece I'acqua rimasta nella capsula riempisse piu della meta
della cartuccia, svuotarla in un contenitore e tenerla da parte come parte del.campione.

Con un cilindro graduato aggiungere 120 mL di tampone per eluizione attraverso l'estremita di entrata
della capsula. Collocare la capsula nell'agitatore in maniera tale cheda,valvola di sfiato posta sulla sua
estremita di ingresso sia posizionata a ore 12; procedere all'agitazione per 5’ a 600 rpm. Versare
I'eluato in un tubo da centrifuga.

Aggiungere gli altri 120 mL di fampone per eluizione attraversol'estremita di entrata della capsula e
procedere all'agitazione per 5° a 600 rpm, posizionando il lato di ingresso della capsula in modo tale
che la valvola di sfiato sia ad ore 9.

Unire tutto 'eluato all'eventuale residuo d'acqua tenuto/da parte. Centrifugare a 1.100 xg per 10’ e de-
celerare lentamente senza usare il freno. Eliminare con delicatezza il supernatante. Misurare il volume
del campione concentrato (1+10 mL).

11 trattamento puo essere sospeso in questa fase aggiungendo al campione un uguale volume di solu-
zione tamponata di formaldeide al 10% .

Qualora il procedimento di concentrazione avesse portato ad un campione finale di eccessiva torbidita
per un'analisi diretta al microscopio a fluorescenza, si procede alla chiarificazione del campione.

2.6. Chiarificazione per flottazione

Preparare 30 mL di soluzione Percoll-Saccarosio per ogni campione e procedere nel seguente modo.
Porre 0,5 mL di campione concentrato.(dal volume totale di 1+10 mL) in una provetta conica da 50
mL , aggiungere 19,5 mL di soluzione di lavaggio A e miscelare. Iniettare con I’ausilio di una siringa
provvista di cannula, 30 mL di soluzione di Percoll-Saccarosio sotto i 20 mL di sospensione facendo
attenzione a non rompere l'interfaccia tra le due componenti.

Centrifugare a 1.050 xg per-10*a circa +4°C accelerando lentamente e senza usare il freno alla fine
della centrifugazione.

Prelevare con cura il supernatante, I'interfaccia e circa 5 mL di Percoll-Saccarosio (per un totale di
circa 25 mL) e raccoglietlo in una provetta da 50 mL.

Introdurre nella provetta contenente il campione chiarificato la soluzione di lavaggio B fino a raggiun-
gere il volume di 50 mL, mescolare con vortex e centrifugare a 1.050 xg per 15°.

Aspirare il supernatante e raccogliere il pellet (1-5 mL).

2.7. Determinazione mediante immunofluorescenza diretta
Si usano anticorpi monoclonali anti-cisti di Giardia e anti-oocisti di Cryptosporidium coniugati con
FITC, chesi legano ad antigeni presenti sulle pareti.
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2.7.1. Procedimento su vetrino a pozzetto

Prima dell’uso i reattivi del kit devono essere portati a temperatura ambiente. Trasferire 10-30 pL di
campione in un pozzetto, 10 pL di controllo positivo in un altro pozzetto e 10 pL di controllo negativo
in un altro ancora e distribuirli, con I’ausilio di una bacchetta di plastica, su tutta la superficie disponi-
bile.

Asciugare a temperatura ambiente o pili rapidamente in stufa a circa 37°C. Fissare ciascun campione
secondo le modalita indicate dalla ditta produttrice del kit. Mettere 20+50 pL di anticorpi fluorescei-
nati su ciascun pozzetto ed incubare il vetrino in camera umida, al buio, a temperatura ambiente/per 30
minuti. Lavare il vetrino con molta cautela usando il tampone di lavaggio fornito dal kit 0 soluzione di
PBS Ix. Asciugare i vetrini all'aria. Montare il vetrino coprioggetto con una goccia di soluzione di
montaggio, facendo attenzione a non formare bolle.

2.7.2. Procedimento su filtro

Prima dell’uso i reattivi del kit devono essere portati a temperatura ambiente. Porre la membrana (po-
rosita 1,2 um, in policarbonato, di diametro 25 mm) sul supporto di filtrazione e bagnarla con solu-
zione di PBS Ix ; filtrare 1 mL di campione. Evitare che il campione posto/sulla membrana vada a
secco durante tutti i passaggi. Aggiungere una goccia di anticorpi fluoresceinati. Incubare per 30 min a
temperatura ambiente al buio. Filtrare, quindi lavare per tre volte la membrana con soluzione di PBS
Ix aggiungendone 3 mL e filtrando di volta in volta. Eliminare ogni traccia di liquido mediante filtra-
zione.

Porre una goccia di liquido di montaggio su un vetrino, farvi aderire’la membrana, quindi montare il
vetrino coprioggetto con il liquido di montaggio.

2.8. Esame microscopico

Osservare tutto il vetrino a 200 o 400 ingrandimenti con'il microscopio ad epifluorescenza ed indivi-
duare le strutture fluorescenti verde mela con forma e dimensioni caratteristiche delle cisti di Giardia
(lunghezza 8+12 pm e larghezza 7+10 pm) e oocisti di. Cryptosporidium (3,5+6,5 pm), utilizzando un
micrometro lineare ed effettuando dei confronti con‘il controllo positivo. Segnare le coordinate del
vetrino dove sono state rinvenute le cisti e le oo¢isti) Questa valutazione consente di fornire una de-
terminazione presuntiva delle cisti ed oocisti.

Effettuare l'osservazione delle stesse strutture in/epifluorescenza a 1000 ingrandimenti in immersione,
quindi passare sull'obiettivo con il contrasto di fase o con il contrasto ad interferenza differenziale
(DIC). Con il contrasto di fase ¢ possibile distinguere le cisti ed oocisti piene da quelle vuote e,
quindi, dare un'ulteriore indicazione sulla presunta vitalita delle cisti ed oocisti piene. Con il micro-
scopio a contrasto interferenziale ¢ inveee possibile valutare la presenza di strutture interne (nuclei,
corpi mediani, spazio peritrofico nella'Giardia; sporozoiti e granuli residui nel Cryptosporidium), va-
lutazione che consente sia di confermare la determinazione, sia di dare una ulteriore indicazione in
merito alla condizione delle cisti-ed oocisti: si possono distinguere, infatti, cisti ed oocisti vuote, con-
tenenti strutture amorfe oppure contenenti strutture caratteristiche ben conservate.

Registrare il numero totale di eisti di Giardia e di oocisti di Cryptosporidium.

Se ¢ stata effettuata anche la.valutazione con il contrasto di fase annotare il numero di cisti ed oocisti
che risultano piene o vuete.

Se ¢ stata effettuata anche la valutazione con il DIC, annotare il numero di cisti ed oocisti vuote, con
contenuto amorfo o con strutture interne.

Per effettuare le valutazioni al contrasto di fase o con il DIC ¢ consigliabile utilizzare la tecnica di
immunofluorescenza su vetrino a pozzetto perché questa condizione consente una maggiore traspa-
renza.
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2.9. Interpretazione dei risultati

Ogni campione che presenta una o piu strutture tipiche assimilabili a cisti di Giardia o oocisti di
Cryptosporidium per fluorescenza, forma e dimensioni pud essere considerato presuntivamente uf
campione positivo.

La torbidita, il particolato organico ed inorganico del campione d'acqua possono interferire con.il re-
cupero delle cisti ed oocisti nella fase di concentrazione e purificazione e con la determinazione-delle
strutture al microscopio.

Organismi (alghe e lieviti) e detriti autofluorescenti possono interferire durante la determinazione al
microscopio a epifluorescenza e causare la registrazione di falsi positivi.

Le sostanze utilizzate nella disinfezione possono determinare delle interferenze nella individuazione
delle strutture interne alle cisti ed oocisti perché possono causarne la parziale distruzione.6 trasforma-
zione in strutture amorfe e pertanto irriconoscibili.

2.10. Espressione dei risultati

Il numero di cisti ed oocisti contate si riferisce al volume analizzato sul vettino stesso; tale numero
viene quindi rapportato al volume di pellet chiarificato e moltiplicato per il'volume dell'eluato (1+10
mL). Il risultato viene infine rapportato al numero di litri di campione filtrati/

3. Metodo 2

3.1. Principio del metodo

Prevede la filtrazione di campioni di acqua su membrana di porositd nominale 1,2 um, la dissoluzione
della membrana in un solvente, la concentrazione dell'emulsione mediante centrifugazione, il lavaggio

del pellet con solventi, la determinazione ¢ la conta al microscopio delle cisti ed oocisti mediante im-
munofluorescenza diretta.

3.2. Volume da analizzare

1l volume minimo da analizzare ¢ pari a 5+10 L per 1analisi delle acque reflue grezze, ma per le acque
sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualitd, possono essere analizzate aliquote diverse.
Questo metodo consente di analizzare volumi variabili d'acqua in relazione alla sua torbidita, usando
eventualmente pitt membrane per filtrare il volume appropriato.

3.3. Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell'analisi, oltre allasnormale attrezzatura di base di laboratorio, & necessario di-

sporre di:

- apparato di filtrazione per filtri admembrana da 25 mm di diametro;

- camera umida;

- centrifuga refrigerata (+4°C)ajrotore basculante per contenitori da 50+500 mL;

- contalitri;

- contenitori da centrifuga‘in polipropilene (PP) o in etilene propilene fluorato (teflon-FEP), da 50
mL con fondo conico;

- filtro a membrana in acetato di cellulosa con porosita nominale 1,2 pm, diametro 142 mm;

- membrane in policarbonato, di porosita 1,2 um e di diametro 25 mm;

- microscopio a gpifluorescenza con filtri di eccitazione 450+490 nm, filtro barriera 515-520,
obiettivi 20, 40 €*100x ed oculare con micrometro lineare. E necessario disporre del contrasto di
fase o, meglio;del contrasto ad interferenza differenziale (DIC) per l'obiettivo 100x;

- regolatore di flusso;

- supporto per filtro a membrana da 142 mm;
- tubi semirigidi di connessione con relativi raccordi e fascette.
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3.4. Reagenti
Acetone
Etanolo
Etanolo al 70%
Composizione:  Etanolo 700 mL
Acqua distillata 300 mL

Mescolare i due componenti.

Soluzione tamponata di Formaldeide al 10%

Composizione: Na,HPO, 0,76 g
NaH2PO4 0,02 g
Formaldeide 100 mL
Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata adottando dovute precauzioni ed operando sotto
cappa chimica.

Soluzione di PBS (Phosphatase Buffer Saline) 10x

Composizione:  NaCl 80 g
KH2PO4 2 g
NaszO4 12 Hzo 29 g
KClI 2 g
Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata. Aggiustare il pH a 7,2+0,2 con NaOH 0,1 N o
HC1 0,1 N. Sterilizzare in autoclave per 15> a 121°C.
La soluzione ¢ anche disponibile in commercio pronta per I'uso.

Soluzione di PBS Ix
Composizione: Soluzione PBS 10x 100/ mL
Acqua distillata 900 mL

Mescolare i due componenti.

Soluzione di lavaggio A

Composizione: PBS 10x 100 mL
Tween-80 1 mL
Sodio Dodecil Solfato (SDS ) 1 g
Antischiuma-B 500 nL
Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.

Kit per la determinazione di oocisti e di cisti mediante immunofluorescenza diretta
Componenti: \ Anticorpi monoclonali diretti contro le oocisti di Cryptosporidium e
le cisti di Giardia coniugati con Isotiocianato di Fluoresceina (FITC).
Controllo positivo;
Controllo negativo;
Soluzione di montaggio (Mounting Medium).
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3.5. Procedura

3.5.1. Campionamento

11 supporto per filtro a membrana ¢ connesso mediante tubo semirigido alla pompa aspirante; un pre=
filtro (porosita 100+300 pm) ¢ interposto tra pompa e supporto. Nella filtrazione si consiglia di non
superare la pressione di circa 2 bar.

Con l'ausilio di pinzette rimuovere la membrana dal supporto e porla in un tubo da centrifuga-da>50
mL. Durante il trasporto mantenere i tubi alla temperatura di circa +4°C. Conservare alla stessa tempe-
ratura se non si procede subito alla dissoluzione. Si consiglia di trattare il campione entro 24+48 ore
dal prelievo.

3.5.2. Dissoluzione della membrana

Riempire il tubo con acetone fino a portarlo a 50 mL. Agitare mediante vortex per 2+37, fino alla com-
pleta dissoluzione della membrana.

Centrifugare a 7.000 rpm per 15 e lasciare che il rotore si fermi senza usare il freno. Eliminare il su-
pernatante arrivando fino a 2 cm dal fondo, con 'accortezza di non disturbareil pellet. Portare a 50 mL
con acetone, risospendere il pellet agitando mediante vortex o eventualmente'con 'aiuto di una pipetta.
Centrifugare a 7.000 rpm per 15°. Eliminare il supernatante come sopra indicato.

3.5.3. Lavaggi del pellet

Portare il pellet a 50 mL con etanolo e risospenderlo mediante vortex: Centrifugare a 7.000 xg per
15°, aspirare il supernatante e sospendere nuovamente il pellet portandolo a 50 mL con etanolo al 70%
ed agitando. Centrifugare a 7.000 xg per 15°, scartare il superhatante e risospendere il pellet con la
soluzione di lavaggio A, sempre portandolo a 50 mL. Agitare,mediante vortex. Centrifugare a 7.000 xg
per 15°, scartare il supernatante e risospendere il pellet in_soluzione PBS Ix (volume finale del cam-
pione circa 1+5 mL). Misurare il volume. Il trattamento pi0,essere sospeso in questa fase aggiungendo
al campione un uguale volume di soluzione tamponata di formaldeide al 10% .

Qualora il procedimento di concentrazione avesse portatoiad un campione finale di eccessiva torbidita
per un'analisi diretta al microscopio a fluorescenza, si procede alla chiarificazione del campione. Per la
preparazione dei reagenti per la chiarificazione del campione si rimanda al Metodo 1.

3.6. Chiarificazione per flottazione

Preparare 30 mL di soluzione di Percoll-Saccarosio per ogni campione e procedere nel seguente
modo.

Potre 0,5 mL di campione concentrato/(dal“volume totale di 1+10 mL) in una provetta conica da 50
mL, aggiungere 19,5 mL di soluzione di‘lavaggio A e miscelare. Iniettare con Pausilio di una siringa
provvista di cannula, 30 mL di soluzione di Percoll-Saccarosio sotto i 20 mL di sospensione facendo
attenzione a non rompere l'interfacciatra le due componenti. .
Centrifugare a 1.050 xg per 10 a circa +4°C accelerando lentamente e senza usare il freno alla fine
della centrifugazione.

Prelevare con cura il supernatante, l'interfaccia e circa 5 mL di Percoll-Saccarosio (per un totale di
circa 25 mL) e raccoglierlo in-una provetta da 50 mL.

Introdurre nella provetta-contenente il campione chiarificato la soluzione di lavaggio B fino a raggiun-
gere il volume di 50 mL, mescolare con vortex e centrifugare a 1.050 xg per 15°.

Aspirare il supernatantee raccogliere il pellet (1+5 mL).

3.7. Determinazione mediante immunofluorescenza diretta

Si usano anticorpi monoclonali anti-cisti di Giardia e anti-oocisti di Cryptosporidium coniugati con
FITC, che si legano ad antigeni presenti sulle pareti.
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3.7.1. Procedimento su vetrino a pozzetto

Prima dell’uso i reattivi del kit devono essere portati a temperatura ambiente. Trasferire 10-30 pL di
campione in un pozzetto, 10 pL di controllo positivo in un altro pozzetto e 10 uL di controllo negativo
in un altro ancora e distribuirli, con I’ausilio di una bacchetta di plastica, su tutta la superficie disponi-
bile.

Asciugare a temperatura ambiente o piui rapidamente in stufa a circa 37°C. Fissare ciascun campione
secondo le modalita indicate dalla ditta produttrice del kit. Mettere 20+50 uL di anticorpi fliorescei-
nati su ciascun pozzetto ed incubare il vetrino in camera umida, al buio, a temperatura ambiente-per 30
minuti. Lavare il vetrino con molta cautela usando il tampone di lavaggio fornito dal kit 0 lasoluzione
di PBS Ix. Asciugare i vetrini all'aria. Montare il vetrino coprioggetto con una goccia di soluzione di
montaggio, facendo attenzione a non formare bolle.

3.7.2. Procedimento su filtro

Prima dell’uso i reattivi del kit devono essere portati a temperatura ambiente. Porre la membrana (po-
rosita 1,2 um, in policarbonato, di diametro 25 mm), sul supporto di filtrazione e bagnarla con solu-
zione di PBS Ix ; filtrare 1 mL di campione. Evitare che il campione posto/sulla membrana vada a
secco durante tutti i passaggi. Aggiungere una goccia di anticorpi fluoresceinati. Incubare per 30 min a
temperatura ambiente al buio. Filtrare, quindi lavare per tre volte la membrana con PBS Ix aggiun-
gendone 3 mL e filtrarido di volta in volta. Eliminare ogni traccia di liquido mediante filtrazione.

Porre una goccia di liquido di montaggio su un vetrino, farvi aderire-la membrana, quindi montare il
vetrino coprioggetto con il liquido di montaggio.

3.8. [Esame microscopico

Osservare tutto il vetrino a 200 o 400 ingrandimenti con il‘microscopio ad epifluorescenza ed indivi-
duare le strutture fluorescenti verde mela con forma e dimensioni caratteristiche delle cisti di Giardia
(lunghezza 8+12 um e larghezza 7+10 pm) e oocisti di/Cryptosporidium (3,5+6,5 um), utilizzando un
micrometro lineare ed effettuando dei confronti con il controllo positivo. Segnare le coordinate del
vetrino dove sono state rinvenute le cisti e le oocisti\Questa valutazione consente di fornire una de-
terminazione presuntiva delle cisti ed oocisti.

Effettuare l'osservazione delle stesse strutture in epifluorescenza a 1000 ingrandimenti in immersione,
quindi passare sull'obiettivo con il contrasto di/fase o con il contrasto ad interferenza differenziale
(DIC). Con il contrasto di fase ¢ possibile distinguere le cisti ed oocisti piene da quelle vuote e,
quindi, dare un'ulteriore indicazione sulla presunta vitalita delle cisti ed oocisti piene. Con il micro-
scopio a contrasto interferenziale ¢ inyéce possibile valutare la presenza di strutture interne (nuclei,
corpi mediani, spazio peritrofico nella Gigrdia; sporozoiti e granuli residui nel Cryptosporidium), va-
lutazione che consente sia di confermare la determinazione, sia di dare una ulteriore indicazione in
merito alla condizione delle cisti ed*eocisti: si possono distinguere, infatti, cisti ed oocisti vuote, con-
tenenti strutture amorfe oppure contenenti strutture caratteristiche ben conservate.

Registrare il numero totale di cisti di Giardia e di oocisti di Cryptosporidium.

Se ¢ stata effettuata anche la-valutazione con il contrasto di fase, annotare il numero di cisti ed oocisti
che risultano piene o vuote:

Se ¢ stata effettuata anche la valutazione con il DIC, annotare il numero di cisti ed oocisti vuote, con
contenuto amorfo o con strutture interne.

Per effettuare le valutazioni al contrasto di fase o con il DIC ¢ consigliabile utilizzare la tecnica di

immunofluorescenza su vetrino a pozzetto perché questa condizione consente una maggiore traspa-
renza.

3.9. Interpretazione dei risultati

Ogni campione che presenta una o piu strutture tipiche assimilabili a cisti di Giardia o oocisti di
Cryptosporidium per fluorescenza, forma e dimensioni pud essere considerato presuntivamente un
campione-positivo.
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La torbidita, il particolato organico ed inorganico del campione d'acqua possono interferire con il re-
cupero delle cisti ed oocisti nella fase di concentrazione e purificazione e con la determinazione delle
strutture al microscopio.

Organismi (alghe e lieviti) e detriti autofluorescenti possono interferire durante la determinazione.al
microscopio a epifluorescenza e causare la registrazione di falsi positivi.

Le sostanze utilizzate nella disinfezione possono determinare delle interferenze nella individuazione
delle strutture interne alle cisti ed oocisti perché possono causarne la parziale distruzione o trasforma-
zione in strutture amorfe e pertanto irriconoscibili.

3.10. Espressione dei risultati

Il numero di cisti ed oocisti contate si riferisce al volume analizzato sul vetrino stesso;tale numero
viene quindi rapportato al volume di pellet chiarificato e moltiplicato per il volume dell'eluato (1+10
mL). I risultato viene infine rapportato al numero di litri di campione filtrati.
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VIRUS

1. Introduzione

In questi ultimi anni si & assistito ad un progressivo sfruttamento delle risorse idriche, mentre al.tetapo
stesso ¢ aumentata la produzione sia di acque reflue parzialmente o completamente trattate sia~difan-
ghi di risulta che derivano dal trattamento delle stesse acque reflue.

La vigente legislazione permette, 1 ove possibile, il riuso a scopo agricolo sia delle acque reflue trat-
tate che dei fanghi. Il vantaggio é ovviamente duplice: il riutilizzo, in maniera pit 0 meno'controllata,
di tali acque o fanghi e la possibilita di poter reintegrare con materiale organico terreni‘setipre pitt im-
poveriti a causa dell’uso dei concimi chimici. Il rischio infettivo é legato sia al contattodiretto con ac-
que e fanghi da parte del personale addetto alla loro manipolazione che alla possibile contaminazione
di falde acquifere sotterranee.

Durante il trattamento a cui sono sottoposti i liquami, si nota un progressivostrasferimento dei virus
dalle acque ai fanghi di risulta degli impianti di depurazione delle acque reflue] in particolar modo nei
fanghi primari. Tale bioaccumulo ¢ compreso tra il 25 ed il 90% di tutti i ¥irusenterici eventualmente
presenti.

Le acque reflue, dopo trattamento, vengono sversate in fiumi, laghi e/o mare. La contaminazione delle
acque di mare ¢ ormai ampiamente dimostrata e tra i parametri per le-acque dibalneazione & compresa
la ricerca di virus enterici con un valore di 0 Unita Formanti Placche (UFP) per 10 L di acqua. La
contaminazione delle acque costiere comporta indirettamente la‘contaminazione dei frutti di mare. In
Italia, questi ultimi sono responsabili del 60+70% delle epatiti acute di tipo A.

I virus umani e/o animali sono parassiti strettamente endocellulari, quindi necessitano di cellule umane
e/o animali in cui moltiplicarsi. Parallelamente alle tecniche diisolamento dei virus in colture cellulari
sono stati sviluppati altri metodi per la messa in evidenza dei’ virus quali i test immunologici e di bio-
logia molecolare.

I test immunologici pitt comunemente utilizzati sonoimmunomicroscopia elettronica, test immunoen-
zimatici, immunofluorescenza e test radioimmunologici. Molti di questi test sono ormai reperibili
commercialmente, ma in alcuni casi richiedono una’certa praticitad da parte dell’operatore. I test di
immunomicroscopia elettronica molto difficilmente possono essere applicati al campione ambientale
tal quale in quanto la sensibilita del test ¢ estremamente bassa.

Tutti i test sierologici si basano sull’utilizzo di un anticorpo marcato (radioattivo, test radioimmunolo-
gici; enzimatico, test Elisa; fluoresceina, test di immunofluorescenza) e specifico verso un determinato
antigene del virus.

Negli anni piu recenti accanto ai test tradizionali sono stati messi a punto metodi di analisi biologico-
molecolari. Tali sistemi comprendono le sonde molecolari o probes sia a DNA che RNA (test di ibri-
dazione), e piul recentemente, lageazione a catena della polimerasi o PCR. L’estrema sensibilita delle
tecniche biologico-molecolari e'la“possibilita di identificare virus di cui ancora non ¢ nota una linea
cellulare suscettibile all’infezione; ha determinato una notevole diffusione di tali tecniche.

Le sonde molecolari sono(costituite da DNA o RNA complementare ad una sequenza specifica ed
unica del genoma virale. Tali sonde, come nel caso degli anticorpi, sono marcate con enzimi o fosforo
radioattivo. L uso delle 'sonde molecolari per la ricerca dei virus enterici ha avuto il merito di avere
introdotto tecniche di biologia molecolare nel campo ambientale, ma presenta un unico limite legato
alla loro sensibilita, che/le rende applicabili solo ad acque notevolmente inquinate.

I1 test PCR consiste~in un’amplificazione selettiva di una porzione unica e specifica del genoma se-
conda una reazione'del tipo 2", con n uguale al numero dei cicli di amplificazione. Alla fine del test la
sequenza ¢& stata copiata, da apppositi enzimi, fino ad un massimo di 10° copie. L’amplificato puo es-
sere successivamente risolto ed identificato sia su gel di agarosio, in quanto essendo nota la sequenza
se ne conosee anche dimensione e peso molecolare, sia mediante test di ibridazione su supporto solido
utilizzando.apposite sonde marcate.
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Sebbene tale test sia largamente accettato, esistono anche in questo campo diversi problemi legati so-
prattutto alla presenza di inibitori aspecifici € non delle reazioni enzimatiche. Diverse procedure sono
state adottate al fine di eliminare inibitori dal campione ambientale; & bene comunque considerare che
ogni metodica deve essere sempre attentamente valutata in laboratorio ed adattata alle personali ‘esi-
genze.

2. Metodologie per il recupero dei virus dalle acque reflue

L’uomo elimina con le feci tutta una “varietd” di virus enterici, pitt di 100 differenti sierotipi classifi-
cabili in 8+9 famiglie differenti. Ognuno dei diversi sierotipi tende a comportarsi in maniera differente
nelle diverse matrici ambientali.

Alcuni Autori, almeno per i liquami ove la presenza di virus enterici € pensabile, hanno ipotizzato una
semina diretta del campione previa decontaminazione ed eliminazione della cariCa batterica. Tale tec-
nica ¢ stata presto abbandonata a causa dell’elevata tossicita dei liquami sui sistemi-cellulari. In genere
¢ sempre preferibile procedere ad una concentrazione del campione, da attuarsi in una o due fasi,
prima della semina su cellule. La ricerca dei virus in sedimenti e fanghi di risulta a sua volta necessita,
prima della concentrazione, di un’ulteriore fase di estrazione del virus dalmateriale organico a cui i
virus stessi sono legati.

Numerose metodiche sono state proposte nel corso degli anni, alcune vanno ricordate solo come rife-
rimento storico (il metodo della garza), altre possono essere utilizzate con volumi d’acqua piuttosto
limitati (separazione in due fasi, elettrosmosi).

La maggior parte delle metodiche di concentrazione ed/estrazione sfruttano la proprieta di
“macromolecola proteica” del virus. La struttura proteica dei virus conferisce a quest’ultimo le pro-
prieta di un colloide idrofilo a carattere anfoterico, ove la,carica elettrica varia in funzione del pH e
della forza ionica dell’ambiente idrico. In sostanza, i virts'possono essere adsorbiti e poi staccati dai
differenti supporti caricati positivamente o negativamente (membrane piane o cartucce) in funzione
del pH del mezzo.

In altri casi, i virus possono essere concentrati sfruttando il loro peso molecolare come avviene per
Pultrafiltrazione.

Nel complesso, tra tutte le metodiche esistenti pet la ricerca dei virus enterici a partire da campioni di
acque, sono consigliabili la concentrazione-eluizione su membrane a carica elettropositiva o elettro-
negativa e il metodo dell’ultrafiltrazione.

La prima tecnica si basa sulla capacita dei virus di adsorbirsi su supporti solidi (membrane o cartucce)
e successivamente di essere eluiti facendo yariare il pH. I fattori che influenzano notevolmente la ca-
pacita di recupero dei virus enterici sono:la composizione e struttura del supporto solido (membrane o
cartucce), la forza ionica del mezzo, il pH, la presenza di materiale organico, ecc. Esistono oramai in
commercio una varieta di membrane piane di diverso diametro e di cartucce di superficie totale altret-
tanto variabile. Non tutte le membrane sono in grado di concentrare i virus enterici né uno stesso tipo
di membrana o cartuccia pud - essere utilizzato per tutti i virus.

Dopo la fase di adsorbimento/su supporto solido, i virus sono eluiti utilizzando una gamma di eluenti
proteici a pH generalmente alcalino.

3. Volumi da analizzare

I volumi da analizzareshel caso della ricerca di virus enterici sono variabili e comunque superiori a
quelli delle analisi-batteriologiche. A titolo di esempio va ricordato come la legislazione italiana pre-
veda, per il parametro enterovirus, 10 L per campione di acqua di mare ed 1 g per sedimenti marini.
Nel caso di acquerreflue & consigliabile analizzare almeno 1 L di acqua non trattata sino ai 10 L ed ol-
tre delle acquenin uscita da un impianto di trattamento per acque reflue. Per quanto attiene i fanghi di
risulta il campione da analizzare dovrebbe essere di 10+20 g. Tale quantita é notevolmente superiore a

quelle dei sedimenti marini, che presentano comunque un impatto ed un rischio sanitario notevolmente
inferiore.
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Sebbene sia consigliabile trasportare in sistemi refrigerati il campione da analizzare, ¢ evidente che i
volumi sono troppo elevati per poter assicurare una corretta refrigerazione. E quindi, consigliabile te-
nere il campione al riparo della luce solare diretta e trasportarlo, specie durante il periodo estivo, im-
mediatamente in laboratorio. :

Il campione dovrebbe essere analizzato al momento del suo arrivo in laboratorio, anche se, in caso.di
necessita, i campioni possono essere tenuti a temperatura ambiente per non piu di 2 h o per 48:h-a
circa +4°C. Nelle acque reflue, cosi come nei fanghi di risulta, ’assenza di ossigeno determina
Pinstaurarsi di processi fermentativi e la produzione di ammoniaca che, in determinate condizioni e
concentrazioni, presenta un’evidente attivita anti-virale.

4. Metodi di concentrazione

4.1. Materiali

Estratto di carne al 3% -10% pH 7,0 e pH 9,5
Estratto di carne 3010 g
Acqua ultrapura 100 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica. Portare il pH al valore desiderato con HCl 1 N o
NaOH 1 N. Sterilizzare in autoclave (121°C per 15°).

La soluzione, se conservata sterilmente, pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura am-
biente.

Glicina 0,05M - estratto di carne al 3% PHY,5.

Estratto di carne 3 g
Glicina 0,38 g
Acqua distillata 100 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica e portare il\pH a 9,5+0,2 con NaOH 1 N. Sterilizzare
in autoclave (121°C per 15 min).

La soluzione, se conservata sterilmente, pud essere-mantenuta per diversi mesi a temperatura am-
biente.

Soluzione salina fosfata (PBS) con o senza calcio e magnesio
In commercio esistono polveri e/o pastiglie da sciogliere direttamente in acqua ultrapura. Scio-
gliere la polvere o le pastiglie nella quantiti di acqua ultrapura indicata in confezione. Dopo agita-
zione con barretta magnetica, sterilizzare in autoclave (121°C per 15°).
La soluzione, se conservata sterilmente;.pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura am-
biente.

Soluzione di polietilenglicole 6.000.al 50% (p/v).
In un cilindro aggiungere:
Soluzione salina fosfata senza calcio e magnesio 90 mL
NaCl 12 g
PEG 6.000 80 ¢

Portare a 160 mL di-volume totale sempre con PBS senza calcio e magnesio.

Aggiungere un magnete alla soluzione di polietilenglicole 6.000 al 50% (PEG). Sterilizzare in au-
toclave (15” a 4121°C). Una volta prelevata la soluzione dall’autoclave, mettere ad agitare per di-
verse ore (od anche per tutta la notte) finché la soluzione non diviene limpida. La soluzione, se
conservata sterilmente. bud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura ambiente.
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Sodio tiosolfato allo 0,5%

Sodio tiosolfato 0,5 g
Acqua distillata 100 mL

Dissolvere per semplice agitazione e sterilizzare in autoclave (15’ a 121°C). Aggiungere la solu=
zione di sodio tiosolfato in rapporto 1:100 al campione contenente ipoclorito.

Cloruro di magnesio 2,5M
Cloruro di magnesio esaidrato 50825 g
Acqua distillata 1.0000 mL

Dissolvere per semplice agitazione con barretta magnetica e sterilizzare in autoclaye (15 a 121°C).
Aggiungere la soluzione di cloruro di magnesio in rapporto 1:50 al campione.

Cloruro di alluminio 0,05 M
Cloruro di alluminio 6,66 g
Acqua distillata 1.000 mL

Dissolvere per semplice agitazione con barretta magnetica e sterilizzaré in autoclave (15° a 121
°C). Aggiungere la soluzione di cloruro di alluminio al campione ifi rapporto 1:100.

Cloruro di sodio 0.15 M.
Cloruro di sodio 8,77 g
Acqua distillata 1.000 mL

Dissolvere per semplice agitazione con barretta magnetica e sterilizzare in autoclave (15’ a 121
°C).

4.2. Adsorbimento-eluizione su membrane elettronegative

4.2.1. Preparazione del campione

Il campione raccolto in recipienti sterili & addizionato, per reflui contenenti cloro, con sodio tiosolfato
a concentrazione finale di 50 mg L. 11 pH del campione ¢ portato a 3,5 con HCI IN. L’aggiunta di
HCI deve avvenire lentamente con agitazione Continua, controllando in continuo il pH, che non deve
scendere a valori troppo bassi. L’adsorbimento ¢ inoltre facilitato aggiungendo, prima dell’acidifica-
zione, sali minerali quali cloruro di magnésio 2,5 M o cloruro di alliminio 0,05 M in rapporto
soluzione/campione 1:50 o 1:100.

4.2.2. Concentrazione
Il procedimento di concentrazione prevede di:
- filtrare il campione alla velocita di circa 30 mL cm™ min™
- lavare le membranecon juna soluzione di 0.15M di NaCl in ragione di 1,5 mL cm? di mem-

brana
- staccare i virus eventualmente adsorbiti (eluizione) alla membrana con una soluzione (eluente)
a pH alcalino:
3% estratto di carne pH 9,5 oppure

0,05 Mglicina 3% estratto di carne pH 9, 5.
La soluzione di eluente deve essere filtrata lentamente al fine di favorire il distacco delle particelle vi-
rali presenti e comunque il volume di eluente da utilizzare & di 0,5 mL cm™. Alla fine dell’eluizione

aumentare la pressione per svuotare completamente il sistema e ridurre il pitl possibile la perdita di
eluente e quindi'di virus.
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Tamponare il pH dell’eluato a 7,2 £0,2 con HCI 1 N e riconcentrare I’eluato, se il volume é troppo
elevato per poter essere utilizzato su sistemi cellulari. A tal fine si possono utilizzare lo stesso tipo di
membrane ma con diametro inferiore o un altro metodo di concentrazione secondaria.

4.3. Adsorbimento-eluizione su membrane elettropositive

4.3.1. Preparazione del campione

Nel caso di membrane a carica superficiale elettropositiva I’intervallo del pH a cui tali membraiie pos-
sono operare € notevolmente pill ampio rispetto alle membrane elettronegative e comunque commpreso
tra: 5,0 e 8,0. Il campione raccolto in recipienti sterili & addizionato, per reflui contenenti/ipoclorito,
con sodio tiosolfato a concentrazione finale di 50 mg L™,

4.3.2. Concentrazione

La procedura di concentrazione, tempi e volumi ¢ identica a quella delle membrane elettronegative
(punto 4.2.2.), se non per il fatto che il campione non necessita di essere addizionato con sali e acidifi-
cato.

4.4. Ultrafiltrazione a flusso tangenziale

L’ultrafiltrazione € un processo di separazione delle particelle in funzione del solo peso molecolare.
Esistono diverse membrane con tagli molecolari (cut-off) da 1.000 sino”a 1.000.000 di daltons. La
funzione, delle membrane € quella di rappresentare una barriera tra le sostanze che possono passare la
membrana stessa ed altre, a peso molecolare piul elevato rispetto/al taglio molecolare, che sono rite-
nute. Nel caso specifico dei virus enterici, vengono concentrati/non per adsorbimento sulla membrana
ma per riduzione progressiva del volume del campione dovuto a‘perdita di acqua, sali e soluti in base
al cut-off scelto. La composizione delle membrane ¢ in cellulosa‘e polisulfone, mentre sono presenti in
commercio diversi sistemi di ultrafiltrazione che utilizzano sia membrane piane che cartucce preas-
semblate.

4.4.1. Preparazione del campione

Il campione non necessita di pretrattamenti sebbene/ per migliorare il rendimento della membrana, &
preferibile pretrattare le membrane con estratto di carne al 3% pH 7,040,2. La funzione del pretrat-
tamento ¢ quella di prevenire I'adsorbimento aspécifico dei virus alla membrana stessa. In commercio
sono presenti sia membrane che possono esseré montate in serie, al fine di aumentare la superfice to-
tale filtrante, che cartucce preassemblate di dimensioni e superfici variabili.

4.4.2. Concentrazione

Montare le membrane secondo le istruzioni della casa produttrice.

Lavare le membrane con 5+10 L, di‘acqua distillata al fine di allontanare il liquido conservante. Pre-
trattare il sistema con estratto di‘carvie al 3% pH 7,040,2 facendolo ricircolare per 5 minuti. Lasciare il
sistema, tubi e membrane, pieno di estratto di carne. Far circolare il campione alle segueti condizioni
operative: 10+12 psi in enttata, fermare I'apparecchio quando il recipiente del campione & quasi vuoto.
In questo caso il volume del.campione ¢ rappresentato dal solo volume di riempimento dei tubi e di
imbibizione delle membrane. Svuotare il sistema completamente e raccogliere il campione. Lavare le
membrane con una soluzione di estratto di carne al 3% pH 9,540,2, utilizzando un volume pari a 3/4
dell’ultraconcentrato:Rijunire ’ultraconcentrato con la soluzione di lavaggio. Neutralizzare il pH del
campione-concentrato finale.

11 campione puo essere ulteriormente concentrato se necessario, utilizzando sistemi di ultrafiltrazione
in grado di trattare volumi minori di acqua o con un altro metodo di concentrazione secondaria.

A fine campionamento: Lavare la membrana con 1+2 L di acqua distillata, far circolare in continuo
per almeno.15 min NaOH 0,1 N, svuotare completamente in sistema da ogni residuo di NaOH e lavare
la membrana con 2+3 L di acqua distillata.
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A questo punto la membrana di ultrafiltrazione puo essere riutilizzata per un nuovo campione, ripar-
tendo dalla fase iniziale di concentrazione, o conservata per successive analisi.

4.4.3. Conservazione della membrana
Dopo aver lavato la membrana con soda ed acqua, come alla fine di un campione, far circolare in con®
tinuo 500 mL di una soluzione di formaldeide 0,1% preparata al momento. Spegnere la pompa-ela-
sciare la membrana quanto pil bagnata possibile con formaldeide. Riporre la membrana in una busta o
in appositi contenitori con una piccola quantitd di soluzione di formaldeide al fine di ‘impedire
’essiccamento della membrana stessa.

5. Concentrazione secondaria dei virus enterici

Al fine di ridurre il volume da seminare su colture cellulari ¢ indispensabile, soprattutto quando si
parte da grandi volumi di campione, procedere ad una seconda fase di concentrazione. Tutte le meto-
diche descritte nella prima fase di concentrazione (membrane elettronegative ‘o_positive, ultrafiltra-
zione) possono essere utilizzate nella seconda fase adottando membrane con diametro piti piccoli o
apparati per ultrafiltrazione in grado di ridurre al minimo i volumi.

Altri metodi secondari di concentrazione dei virus enterici sono: la flocculazione organica (attuabile
solo per soluzioni proteiche), 'ultracentrifugazione, o la precipitazione.con\diversi agenti chimici: sol-
fato di alluminio, cloruro di alluminio o di ferro, idrossido di magnesio, polietilenglicole 6000. Qui di
seguito sono descritte le due metodiche pil comunemente utilizzate:"la flocculazione organica e la
precipitazione con polietilenglicole 6.000.

5.1.  Flocculazione organica

Questa tecnica si basa sulla capacita delle preteine di flocculare a pH acidi e comunque inferiori al
punto isoelettrico dei virus. I virus presenti nel campioné sono imprigionati nel flocculato e raccolti
successivamente per semplice centrifugazione.

Questa metodica ¢ applicabile solo a soluzioni proteiche /0 comunque rese tali per semplice aggiunta
di estratto di carne e/o utilizzando come eluente nella prima fase di concentrazione-eluizione soluzioni
proteiche, ad es. estratto di carne. Particolare cura deye essere posta nella scelta dell’estratto di carne
come flocculante. Sono state notate differenze significative tra le diverse case produttrici cosi come tra
i diversi lotti di una stessa casa. Esistono in commercio degli estratti di carne preparati e consigliati per
la flocculazione organica.

Portare la soluzione proteica a pH 3,5+0,2. Mantenere la soluzione in agitazione lenta per 30’ e centri-
fugare il campione a 3.500 g/30°/4°C/Risospendere il pellet con una soluzione sterile di 0,15 M
Na,HPO, pH 9,5. Dopo dissoluzione del pellet il pH ¢ riportato a 7,2+0.2. Decontaminare il campione
prima dell semina su sistemi cellulari

5.2. Precipitazione con polietilénglicole 6000.

Addizionare al campione PEG al 50% in rapporto di 1:4 (v/v) (concentrazione finale 10%). Mettere il
campione in agitazione lenta con barretta magnetica a circa 4°C per una notte, quindi centrifugare a
10.000g/4°C/45’. Risospender¢ il pellet nel minor volume possibile di PBS sterile pH7,2+0,2

I tempi di centrifugazione,sono proporzionali ai volumi da centrifugare, in genere per volumi da 50 a
100 mL sono necessari-45:+60 min. Per volumi superiori (200250 mL) si puo arrivare anche alle 2 h.
La precipitazione con.PEG, che richiede I’utilizzo di una centrifuga ad alta velocita, ¢ un processo
meno drastico rispetto alla flocculazione organica.

6. Estrazione-concentrazione da fanghi di risulta

Al momento rion esiste una metodica universalmente accettata, sebbene generalmente tutte utilizzano,
per I’eluizione dei virus dalla fase solida, soluzioni proteiche concentrate a pH compreso tra 9,0 ed
11,5. I fanghi sono mescolati con 3+9 volumi di eluente e dopo agitazione violenta e centrifugazione,
I’eluato, contenente i virus enterici, ¢ concentrato con metodiche simili a quelle descritte per le acque.
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6.1. Estrazione con il metodo EPA

Questa ¢ la metodica di riferimento proposta dall’agenzia americana per I’ambiente (EPA).
Addizionare a 100 ml di fanghi cloruro di alluminio 0,05 M in rapporto 1:10 (concentrazione finale
pari a 0,005M). Portare il pH a 3,5, agitare vigorosamente per 30” e centrifugare a 2.500g/15°/4°C..Ri-
sospendere il pellet in 100 mL di estratto di carne al 10% pH7.04 0,2 ed agitare per 30°, centrifugare
a 10.000g/30°/4°C. Recuperare il supernatante e diluire con acqua distillata I’estratto di carne presente
fino a concentrazione finale del 3% . Riconcentrare 1’eluato mediante flocculazione organica/6 coti po-
lietilenglicole 6000.

6.2. Metodo diretto dell’estratto di carne

Aggiungere ad ogni volume di fanghi 3+10 volumi di estratto di carne al 3% pH 9,5./Agitare per
15+20° controllando ed aggiunstando, se necessario, il pH al valore di 9,5./Centrifugare a
6.000g/15+30°/4°C. Raccogliere il supernatante e riconcentrare ’eluato mediante flocculazione orga-
nica o con polietilenglicole 6.000.

7. Decontaminazione del campione

Prima della semina dei campioni su colture cellulari ¢ assolutamente indispénsabile eliminare i batteri
che sono inevitabilmente presenti in ogni campione ambientale. Possono essere utilizzati diversi me-
todi, ma per semplicita di esecuzione e basso costo saranno riportati solo i due metodi piu utilizzati: la
decontaminazione per filtrazione o con cloroformio.

7.1. Decontaminazione per filtrazione

Esistono in commercio filtri da 0,22 um gia pre-assemblati ed a basso adsorbimento proteico. 11 dia-
metro del filtro pud variare in base alla torbidita ed al volume‘del campione.

Filtrare, utilizzando una siringa sterile, 4+5 mL di estratto di ¢arne al 3% a pH 7,0+ 0,2 od altra solu-
zione proteica, ad es. terreno di mantenimento per cellule al fine di prevenire I’adsorbimento aspeci-
fico dei virus. Filtrare il campione e raccoglierlo in un-contenitore sterile. Aggiungere il Pool di anti-
biotici in rapporto 1:50 ed incubare 2 h a 37+1°C,

7.2. Decontaminazione con cloroformio

Aggiungere al campione cloroformio a concentrazione finale pari al 30%. Agitare vigorosamente per
15+20’ e centrifugare a 3.500 rpm per 15° a temperatura ambiente. Prelevare accuratamente e steril-
mente la fase acquosa e aggiungere alla fase acquosa un pool di antibiotici in rapporto 1:50. Mettere il
campione per 2 h a 37+1°C.

8. Isolamento ed identificazione di enterovirus

I metodi per la ricerca degli enterovirus da campioni ambientali comprendono diversi sistemi: sistemi
biologici (inoculazione su colture, cellulari), sistemi immunologici (immunofluorescenza diretta ed in-
diretta, test immunoenzimatici,-test radioimmunologici) e sistemi molecolari (sonde molecolari o pro-
bes, test di reazione a catena della polimerasi).

Molti di questi test sono gia commercializzati ma, in alcuni casi, richiedono una certa esperienza da
parte dell’operatore. Tutti i test immunologici si basano sull’utilizzo di un anticorpo marcato con ra-
dioattivo, fluoresceina o\con un enzima.

8.1. Materiali

8.1.1. Terrenidi coltura

Stock 10x
In commercio sono disponibili sia terreni gia pronti che in polvere. Questi ultimi richiedono la rei-
dratazione della polvere in acqua ultrapura, utilizzando 1/10 del volume indicato al fine di ottenere
una’soluzione 10x.
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Mettere ad agitare la polvere, dopo aver aggiunto 1 mL del pool di antibiotici, per almeno 2 h. Ste-
rilizzare per filtrazione a pressione positiva utilizzando un gas inerte come 1’azoto; alcuni terreni
possono essere sterilizzati in autoclave. La composizione del terreno pud variare a seconda delle
esigenze nutrizionali delle cellule o a seconda del loro utilizzo (con o senza rosso neutro). Il terreno
cosi preparato pud essere conservato a circa +4°C per non piu di 6 mesi.

Siero di vitello fetale

Sebbene sia indicato sui flaconi di siero di vitello 1’assenza di micoplasmi & comunque opportuno
trattarli a 56 1°C per 45°.

Pool di antibiotici
La composizione che viene indicata € una miscela ricca che pud essere variata a seconda delle ne-

cessitd, ad es. aggiungendo antimicoplasmi in caso di presente o accertata contaminazione delle li-
nee cellulari.

Composizione: Kanamicina 05 g
Streptomicina 6 g
Penicillina 5 milioni di unita
Micostatin 0,16 milioni di unita

acqua ultrapura 50 mL

Agitare la miscela con barretta magnetica per diverse ore e sterilizzare per filtrazione a pressione

positiva. Distribuire la miscela in aliquote di 3+5 mL, congelare a -20+1°C ed utilizzare entro 6
mesi.

Bicarbonato di sodio all’8%
bicarbonato di sodio 32, g
acqua ultrapura per colture cellulari 400/ ml

Agitare con barretta magnetica per 30 e sterilizzare per filtrazione positiva.

II bicarbonato deve essere conservato a +4°C, in flacone chiuso ed al riparo dalla luce. Non puo es-
sere conservato a lungo (massimo 3+4 settimane). Al momento dell’aggiunta al terreno di coltura si
deve notare un viraggio di colore che pud‘andare dal rosso pallido al rosso piti intenso (dipende
dalla costituzione del terreno); un viraggio,verso il viola depone per uno scarto immediato sia dello
stock di bicarbonato che del flacone/dirterreno al quale il bicarbonato stesso ¢ stato aggiunto.

Glutamina al 3%
glutamina 12 g
acqua ultrapura 400 mL

Agitare con barretta magnetica per almeno 30’ e sterilizzare per filtrazione positiva. Distribuire in
aliquote e congelare a beceo di clarino a -20+1°C. Pud essere conservata per non piti di 6 mesi.

8.1.2. Terreni di crescita e di mantenimento
I terreni di crescita sono’ utilizzati per la moltiplicazione delle cellule, diversamente i terreni di mante-
nimento sono utilizzati su monostrati cellulari gia formati.

Terreno di créscita al 10% di siero di vitello fetale
acqua ultrapura preventivamente sterilizzata

in autoclave (121°C/15%) 400 mL
terreno 10x specifico per la linea
cellulare utilizzata 50 mL
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siero di vitello fetale inattivato 50 mL
antibiotici 0,5 mL
bicarbonato sodico all’8% 7 mL
glutamina al 3% 5 mL

Etichettare accuratamente la bottiglia di terreno indicando: tipo di terreno, percentuale di siero>di
vitello fetale, linea cellulare e data di preparazione.

Il terreno 10x puo variare a seconda delle esigenze nutrizionali delle diverse linee cellulati;-alcune
richiedono terreni particolarmente arricchiti, ad es. zuccheri, aminoacidi non-essenziali. Pud essere
conservato a circa 4°C per non piu di 6 mesi. E bene comunque prima del suo utilizzo ‘controllare
’assenza di crescita batterica che si evidenzia con un precipitato sul fondo della bottiglia.

Terreno di mantenimento al 2% di siero di vitello fetale
acqua ultrapura sterile preventivamente

sterilizzata in autoclave (121°C/15%) 420 mL
terreno 10x specifico per la linea cellulare utilizzata 50 mL
siero di vitello fetale inattivato 10 mL
antibiotici 0,5 mL
bicarbonato sodico all’8% 14 mL
glutamina al 3% 5 mL

Etichettare la bottiglia come per il terreno di crescita.

I terreni sia di crescita che di mantenimento vanno utilizzati~entro 2 mesi dalla data di prepara-
zione.

Terreno di mantenimento doppio concentrato.
acqua ultrapura sterile 340 mL
terreno 10x specifico per la linea
cellulare utilizzata e privo di rosso neutro 100 /'mL

siero di vitello fetale inattivato 20 " mL
antibiotici 1 mL
bicarbonato sodico all’8% 28 mL
glutamina al 3% 10 mL

Etichettare la bottiglia come per il terreno di crescita. Il terreno va utilizzato entro 2 mesi dalla data
di preparazione.

Agar per colture cellulari all’1,8%
agar per colture cellulari 1.8 g
acqua ultrapura 100 mL

Sterilizzare in autoclave (121°C/15%). Puo essere conservato a circa 4°C per non piu di 6 mesi. Se
I’agar ¢ troppo vecchio'si pud notare una certa difficolta a solidificare.

Rosso neutro all’1%
Rosso neutro 1 g
NaCl 85 g
Acqua ulttapura 100 mL

Sciogliere la soluzione utilizzando una barretta magnetica e sterilizzare in autoclave (121°C/15°).
Disttibuire sterilmente in aliquote. Pud essere conservato a temperatura ambiente per non piu di 6
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mesi. Non agitare mai prima dell’uso al fine di evitare larisospensione di eventuali cristalli di co-
lore che potrebbero interferire con la lettura.

8.2. Colture cellulari

I virus umani sono parassiti strettamente endocellulari, quindi necessitano di cellule su cui moltipli*
carsi. Alcuni virus, come i Poliovirus, possono moltiplicarsi su diverse linee cellulari, mentre altri-vi-
rus presentano una specificita cellulare stretta. Infine, per un terzo gruppo di enterovirus, non €siste al
momento una linea cellulare adatta e non sono quindi evidenziabili se non con altri sistemi pitisofisti-
cati delle colture cellulari. Alcuni virus, capaci di moltiplicarsi su sistemi cellulari, sond in grado di
indurre un tipico effetto citopatico (Poliovirus, Echovirus, Coxsackievirus), altri (Epatite A, Rotavirus)
possono moltiplicarsi senza indurre alcuna alterazione evidente. In quest’ultimo caso laJoro presenza
puo essere svelata solo con test immunologici (immunofluorescenza diretta o indiretta, testimmunoen-
zimatici, test radioimmunologici) o di biologia molecolare (ibridazione, reazione a.catena della poli-
merasi).

E buona norma, che tutti i laboratori di virologia ambientale, abbiano a disposizione piu di una linea
cellulare a seconda del virus che si intende ricercare. Le linee cellulari sono €lassificabili in tre gruppi:
cellule di primo espianto, linee cellulari continue (le pit utilizzate) e cellule diploidi.

Le cellule vengono fatte crescere su supporti SOlldl (fiasche) in plastica speciale per colture cellulari di
dlmensmm variabili da 12,5 cm? sino a 175 ecm?, o in roller (fiasche tonde in rotazione continua) da
500 cm”. Le cellule possono essere anche coltlvate in tubi, in piastreda2 a 96 pozzetti od in capsule di
Petri in genere da 45 a 90 mm di diametro.

Qui di seguito verranno solamente descritte le principali procedure di isolamento dei virus da cam-
pioni ambientali. Le modalita di coltivazione, di subcoltivazione; di congelamento in azoto liquido per
il mantenimento a lungo termine delle linee cellulari sono estremamente complesse e prima di avven-
turarsi al loro uso e mantenimento per campioni ambientali\si rimanda sia a specifici trattati in materia
che a necessari training in laboratori specializzati.

8.3. Inoculo su colture cellulari

La ricerca di enterovirus pud effettuarsi per isolamento su colture cellulari in vitro, per tecniche im-
munologiche e per test di biologia molecolare.

I campioni comunque concentrati presentano upa notevole quantita di batteri che vanno eliminati
prima dell’inoculo su cellule. Inoculare 0,5 mL di campione per fiasche da 25 cm? ed aggiungere
ugual volume di terreno di mantenimento (diluizione finale 1:2). La quantita di campione che pud es-
sere inoculato su monostrati cellulari dipende strettamente dalla tossicita del campione ed in alcuni
casi ¢ consigliabile ricorrere a diluizioni:superiori (1:7+1:10) come nel caso dei fanghi di risulta.

8.4. Isolamento di virus citopatici

L’isolamento su monostrato celldlare-pud essere effettuato in due modi.

Dopo inoculo del campione sul'monostrato cellulare e successivo adsorbimento del virus si pud ag-
giungere: terreno liquido o addizionato ad agar.

8.4.1. Inoculazione su monostrati in terreno liquido

Prepare monostrati cellulari in fiaschette da 25 cm” o superiori. Eliminare il terreno di crescita e ino-
culare il campione precedentemente trattato. Lasciare a contatto il campione (adsorbimento) per 1+2
ore a 37+1°C in agitazione lenta ma continua utilizzando un agitatore basculante. Osservare al micro-
scopio invertito I’eventuale effetto tossico del campione (distruzione del monostrato non imputabile a
virus). In caso’di elevata tossicita, I’inoculo del campione va ripetuto, su nuovo monostrato, a dilui-
zione maggiore. In caso di assenza di tossicita, eliminare I’inoculo e lavare il monostrato cellulare con
terreno di mantenimento al 2% di siero di vitello fetale o soluzione salina sterile. Aggiungere 6+7 mL
di terreno di mantenimento per fiasche da 25 cm?, incubare a 37+1°C ed osservare le cellule giornal-
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mente al fine di evidenziare un effetto citopatico da virus. Dopo una notte di incubazione si pud pre-
sentare un effetto tossico ritardato, seppur minimo.

B’ necessario affiancare alle analisi in corso, almeno 2 fiaschette di cellule non infettate e trattate allo
stesso modo delle cellule infette (controllo cellule).

Le colture debbono essere osservate per almeno 2 settimane. L’effetto citopatico da virus deve essere
confermato con un secondo passaggio inoculando un aliquota del lisato cellulare del primo passaggio
(previo congelamento e scongelamento per almeno tre volte) su un nuovo monostrato cellularé.

8.4.2. Inoculazione su monostrati in presenza di terreni agarizzati
Questa tecnica puo essere applicata solo per quei virus che provocano placche visibili di lisi (distru-
zione del tappeto cellulare).

8.4.2.1. Metodo delle placche in presenza di colorante vitale

Preparare monostrati cellulari su capsule di Petri da 60+90 mm di diametro, trattare il campione ed
inoculare come descritto in 8.4.1., incubando le capsule in atmosfera dir 5% di CO,. Eliminare
I’inoculo e lavare il tappeto con soluzione salina sterile, aggiungere 10 mL divterreno di mantenimento
doppio concentrato addizionato con agar per colture cellulari all’1,8%(1:1). Dopo solidificazione
aggiungere un secondo strato di terreno doppio concentrato agarizzato_contenente rosso neutro allo
0,1%. Dopo solidificazione del secondo strato incubare le piastre a 37+1°C’in atmosfera di C0, al 5%.
11 colorante vitale determina una colorazione rosso pallido del monostrato integro, mentre le placche di
lisi sono visibile come foci rotondi non colorati.

8.4.2.2. Metodo delle placche in assenza di colorante vitale

Eseguire il trattamento, I’inoculo, I’aggiunta del terreno agarizzato (senza colorante vitale) e ’incuba-
zione come riportato in 8.4.2.1.

Dopo un intervallo di tempo variabile in base ai virus/enterici citopatici che si intende ricercare, co-
prire il terreno agarizzato con 5+10 mL di rosso reutro allé 0,1% in terreno di mantenimento. Lasciare
1 h o pil, a seconda della linea cellulare, a 37+1°C_in\atmosfera di CO, al 5%. Eliminare I’eccesso di
colorante ed evidenziare le placche in controluce/Il’colorante vitale determina una colorazione rosso
pallido del monostrato integro, mentre le placche di lisi sono visibili come foci rotondi non colorati.

8.5. Isolamento di virus che non provocane effetto citopatico

Alcuni virus possono moltiplicarsi senza.indurre un’alterazione visibile del tappeto cellulare (Rotavi-
rus), altri virus crescono con estrema difficolta e con tempi di incubazione lunghi anche diverse setti-
mane, ad es. Epatite A.

Tutti questi virus possono essere messi‘in evidenza con tecniche immunologiche: immunofluorescenza
diretta o indiretta, radioimmunologici:

Verra descritto solo il metodo dell’ immunofluorescenza in quanto il metodo radioimmunologico ¢ si-
mile al primo con la differenza della marcatura radioattiva dell’anticorpo. Nel test di immunofluore-
scenza I’anticorpo & marcato con fluoresceina (sostanza fluorescente).

Ogni test deve sempre comprendere dei controlli negativi (cellule non infettate) e controlli positivi
(cellule infettate con ceppi,virali noti di laboratorio)

8.5.1. Metodo dell’immunofluorescenza diretta

Preparare il monostrato cellulare su vetrini per immunofluorescenza, inoculare il campione come
nell’inoculo su,monostrati con terreno liquido, incubare i vetrini in atmosfera di CO, al 5% per un
tempo variabile“dipendente dal periodo di replicazione del virus. lavare il monostrato cellulare con
PBS senza calcio e magnesio e fissare il vetrino per 10+15’ in acetone a freddo (-20£1°C). Lavare in
PBS e asciugare all’aria, aggiungere un anticorpo fluoresceinato e specifico contro un antigene virale
che si intende ricercare (45” a 37+1°C ed in camera umida). lavare il vetrino in PBS ed esaminarlo con
un microscopio a fluorescenza.
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La positivita ¢ data da punti verdi fluorescenti in genere intracitoplasmatici. La positivita pud essere
espressa come percentuale di cellule infette o numero di foci fluorescenti.

8.5.2. Metodo dell’ immunofluorescenza indiretta

Il metodo prevede I’utilizzo di due anticorpi: il primo anticorpo & un’immunoglobulina non marcata &
specifica verso un determinato virus; il secondo anticorpo ¢ un’anti-immunoglobulina marcata-con
fluoresceina. In commercio sono reperibili entrambi i tipi di anticorpi.

La preparazione del tappeto cellulare, I’infezione e il fissaggio viene eseguita come nel test precedente
Aggiungere il primo anticorpo ed incubare per 45’ a 37£1°C in camera umida, lavare 2 vélte con solu-
zione salina e aggiungere il secondo anticorpo marcato con fluoresceina (45° a 37+1°C“in camera
umida). Lavare con soluzione salina ed osservare al microscopio a fluorescenza.

La positivita viene espressa come nel caso dell’ immunofluorescenza diretta.

8.5.3. Metodo immunoenzimatico

Nel metodo immunoenzimatico (test ELISA) ’anticorpo specifico verso un determinato antigene &
adeso alla fase solida (piastre per test ELISA a 96 pozzetti). Esistono ormaidn commercio numerosi
test enzimatici per la ricerca dei virus isolabili dall’ambiente.

Viene descritto un metodo standard di tipo diretto per la ricerca del virus'dell’epatite A. In ogni test
vanno sempre inclusi almeno due controlli positivi e due negativi forniti'niel kit commerciale insieme
alle soluzioni specifiche da utilizzare nel test.

Lavare il pozzetto con la soluzione di lavaggio, mettere 100 pL del campione in esame, incubare per
1612 h a temperatura ambiente in camera umida. Lavare i pozzetti per almeno 3 volte con 300 pl di
soluzione di lavaggio fornita nel kit. Mettere 100 pl dell’anticorpo'marcato, incubare a 37+1°C per 1 h
in camera umida e lavare almeno 3 volte con 300 pl della soluzione di lavaggio. Aggiungere 100 pl di
una soluzione contenente un appropriato substrato specifico,per I’enzima legato all’anticorpo, lasciare
30’ a temperatura ambiente in camera umida. Bloccare'la reazione con 100 ul di una soluzione acida
fornita nel kit.

L’avvenuto legame anticorpo-antigene (positivita)-¢ evidenziato dallo sviluppo di una reazione cro-
matica tra substrato ed enzima.

I campioni sono considerati positivi sulla base delle indicazioni fornite dalla casa produttrice.

9. Test di biologia molecolare

Tali test possono essere applicati sia al cimpione concentrato (senza passaggio su monostrati cellulari)
che dopo passaggio su cellule.

Negli anni pill recenti accanto ai tradizionali test si sono sviluppati metodi di analisi biologico-mole-
colare: le sonde molecolari o probes sia a DNA (acido deossiribonucleico) che RNA (acido ribonu-
cleico) (test di ibridazione) e pilvrecentemente la reazione a catena della polimerasi (PCR). Tali tecni-
che hanno ricevuto un notevole.sviluppo, sebbene entrambe non siano in grado di discriminare tra
particelle virali infettive e non:

Le sonde molecolari sono (costituite da RNA o DNA complementare ad una sequenza specifica ed
unica del genoma virale. Tali sonde, come nel caso degli anticorpi, sono marcate con enzimi o con
isotopi radioattivi. L’uso_delle sonde molecolari per la ricerca degli enterovirus ha avuto il merito di
avere introdotto tecniche 'di biologia molecolare nel campo ambientale, ma presenta un unico limite
legato alla loro sensibilita che le rende applicabili solo ad acque con alto titolo virale (limite di sensi-
bilita: 10’ particelle virali infettive). _
Il test di reaziofie a catena della polimerasi (PCR) consiste in un’amplificazione selettiva di una por-
zione unica ¢ specifica del genoma secondo una relazione del tipo 2", con n uguale al numero di cicli
di amplificazione. Alla fine del test la sequenza ¢ stata copiata da appositi enzimi fino ad un massimo
di 10° copierE’amplificato puo essere successivamente risolto ed identificato sia su gel di agarosio, in
quanto,€ssendo nota la sequenza se ne conosce anche dimensione e peso molecolare, sia mediante test
di ibridazjone molecolare su supporto solido utilizzando apposite sonde marcate (test di ibridazione).
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11 limite di sensibilita del test ¢ compreso tra 3+30 particelle virali infettive, sebbene, in teoria, anche
una singola particella virale puo essere rivelata con il test di reazione a catena della polimerasi (PCR).
Sebbene tale test sia oramai largamente accettato esistono anche in questo caso diversi problemi legati
soprattutto alla presenza di inibitori aspecifi e non delle reazioni enzimatiche. Diverse procedure sono
state adottate al fine di eliminare tali inibitori dal campione ambientale; ¢ bene comunque considerare
che ogni tecnica deve essere sempre attentamente valutata in laboratorio ed adattata alle personali-esi-
genze.
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BATTERIOFAGI

1. Introduzione

I batteriofagi, per le loro caratteristiche chimico-fisiche e biologiche simili a quelle dei virus animali,
sono stati utilizzati come modello di studi sulle interazioni virus-cellula ospite. La loro struttura & co-
stituita da una molecola di acido nucleico racchiusa in un involucro protettivo proteico.

I Comitato Internazionale di tassonomia dei virus ha classificato i batteriofagi in 11 famiglie. La loro
morfologia pud essere estremamente semplice (Leviviridae): un capside icosaedrico con una' sola pro-
teina ed una RNA-polimerasi associata allRNA, oppure, come per le Myoviridae, molto/complicata:
un capside icosaedrico legato, tramite un anello, ad una coda contrattile.

I batteriofagi possono moltiplicarsi esclusivamente all'interno della cellula battefica ospite metaboli-
camente attiva e competente. Le loro modalita replicative non differiscono da quelle)dei virus animali.

I dati riguardanti la distribuzione nell'ambiente dei fagi sono ancora frammentari ma é possibile indi-
viduare la loro presenza in tutti i mezzi ove ¢ presente una forma di vita batterica. Qualunque sia il
loro habitat, esiste una popolazione fagica di batteri autoctoni ed una popolazione fagica proveniente
da altri ambienti. L'interesse maggiore ¢ rivolto a questa seconda categoria.di fagi.

In particolare, per quel che riguarda gli ambienti acquatici, le informazioni piti importanti riguardano
la presenza di fagi infettanti i batteri del genere Escherichia coli (colifagi); cid & dovuto all'interesse
che essi ricoprono in qualita di indicatori potenziali di una contaminaZione virale di origine fecale.

La loro distribuzione nel tratto digerente dell'uvomo e degli animali‘é stata pilt volte studiata ed & stato
dimostrato che il 23,5 % di campioni di feci umane contiene colifagi con una concentrazione pari a 10°
UFP/g di feci. Un altro batteriofago presente in grande quantita pel tratto intestinale ¢ il fago specifico
del Bacteroides fragilis, batterio anaerobio .

Sono pochi i dati informativi sulla concentrazione dei batteriofagi specifici delle specie batteriche ac-
quatiche. Nelle acque dolci sono stati ritrovati pitt di 10° fagi L capaci di infettare le specie batteriche
autoctone, fagi specifici di batteri patogeni per i pesci‘ed, infine, numerosi fagi di batteri saprofiti o
patogeni per 'uvomo e gli animali.

Nelle acque di mare i dati riportati in letteratura evidenziano una presenza di batteriofagi specifici di
batteri sia autoctoni che patogeni per gli animali marini, nonché la presenza in quantita notevole di
fagi di batteri enterici, in particolare colifagi.

Per quanto riguarda i sedimenti, sia di acque dolci che marine, i fagi tendono ad accumularvisi ad una
concentrazione piu alta rispetto alla colonna di acqua sovrastante. Cio ¢ in relazione alla loro capacita
di adsorbirsi ad un supporto solido, che-ne favorisce la protezione dalle varie aggressioni dell'ambiente
(inattivazione) e quindi la loro sopravvivenza.

Un aspetto importante ¢ la capacitad.di moltiplicazione dei fagi nell'ambiente. I fagi infettanti i batteri
autoctoni si replicano nell'ambignte-in funzione della presenza del batterio ospite, dell'eta fisiologica
del batterio stesso e della densita.rispettivamente del batterio ospite e del fago.

Per i fagi specifici dei batteri alloctoni invece, la situazione ¢ meno chiara. Una moltiplicazione nel-
I'ambiente ¢ stata osservata sia per i colifagi somatici, che riconoscono il loro recettore di attacco sulla
superfice esterna del corpo batterico, che per i colifagi F specifici, che utilizzano come recettore il sex-
pilus. La ragione di tale'feniomeno ¢ intuibile per i colifagi somatici in quanto questi, allo stesso modo
del loro batterio ospite, sono in grado di moltiplicarsi a temperature relativamente basse (15°C+45°C)
quali quelle riscontrabili in un ambiente idrico. I colifagi F-specifici possono infettare invece soltanto
le cellule di Escherichia coli che hanno sintetizzato il loro sex-pilus. La sintesi di questo recettore &
possibile a temperature superiori a 30° C, ragion per cui & presumibile che la moltiplicazione nell'am-
biente di questi fagi ¢ realizzabile soltanto se il loro batterio ospite ha sintetizzato precedentemente il
sex-pilus nell'intestino degli omeotermi prima di essere versato nel mezzo idrico.

I fagi che\infettano il Bacteroides fragilis, infine, non sono in grado di moltiplicarsi nell'ambiente in
quanto/illoro batterio-ospite € metabolicamente attivo soltanto in condizione di anaerobiosi ed in pre-
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senza di alcuni fattori di crescita specifici. Tali condizioni non sono riproducibili in un ambiente
idrico.

I batteriofagi sopravvivono nell'ambiente idrico piti a lungo dei batteri autoctoni ed in particolare dei
batteri indicatori di contaminazione fecale. Allo stesso modo dei virus animali la durata della loro so-
pravvivenza dipende dalla presenza di sostanza organica nel mezzo e dalla loro associazione con le
particelle solide, dalla temperatura, dalla loro esposizione ai raggi ultravioletti, dal pH, ecc. La loro
ubiquitarieta, soprattutto per quelli provenienti dall'uomo e dagli omeotermi, ha suggerito il loro.uti-
lizzo quali indicatori di contaminazione fecale.

Nel corso dell'ultimo decennio i batteriofagi sono stati proposti come indicatori di contaminaziorne vi-
rale dei mezzi idrici ed anche come indicatori di efficacia dei processi di depurazione e disinfézione
delle acque.

Le motivazioni che suggeriscono l'utilizzo dei colifagi come indicatori della presenza di virus umani
nell'ambiente possono essere cosi schematizzate:

- I'fagisi trovano in abbondanza nelle acque contaminate.

- Le popolazioni dei colifagi sono piti abbondanti che quelle degli enterovirus.

- Icolifagi sono incapaci di riprodursi senza il batterio ospite.

- Tcolifagi possono essere isolati e quantificati con metodi semplici e pococostosi.

- I'tempi di risposta sono piu brevi che per gli enterovirus.

- Alcuni colifagi sono pill resistenti degli enterovirus all'inattivazione e alla-disinfezione.

Alcuni Autori, in seguito a recenti studi, hanno proposto l'uso del fago specifico del Bacteroides fra-
gilis come indicatore di contaminazione fecale. Questi fagi sono specifici del tratto digerente umano e

per quanto detto poc'anzi non si replicano nell'ambiente. Nelle feci umane sono meno abbondanti dei
colifagi.

La ricerca dei batteriofagi in campioni di acque reflue e fanghi di‘risulta richiede una serie di opera-
zioni, cosi come per gli enterovirus, che deve essere adattata‘al tipo di fago che si intende ricercare.
Benché la quantita dei fagi in un ambiente idrico & di granlunga superiore a quella degli enterovirus, in
alcuni tipi di campioni € necessaria una concentrazione di essi. A tutt'oggi non si dispone di metodiche
di laboratorio standardizzate per il recupero dei fagi dall'ambiente, per cui i metodi applicati al mo-
mento riflettono dell'esperienza di ogni Autore. La maggior parte dei metodi utilizzati per concentrarli
si basa sul principio dell'adsorbimento su diversi/fateriali cosi come avviene per i virus animali. In
una seconda fase si provvede ad eluire in un piccolo.volume i fagi adesi al materiale adsorbente. E im-
portante tener conto di alcune caratteristiche dei/fagi, in particolare la lofo sensibilita al pH. Alcuni
colifagi presenti nell'acqua sono inattivati a pH/A 1,5; il fago specifico del B. fragilis & sensibile invece
a valori di pH vicini a 3,0, che generalmente vengono impiegati in alcuni metodi di concentrazione.
Per questi motivi ¢ bene utilizzare dei-metodi che non prevedono l'uso di eluenti con valori di pH
estremi. Il metodo proposto é I'adsorbitmento-eluizione su membrane piane.

2. Volumi da analizzare

La diversa natura dei campionj-ambientali impone delle differenze nella scelta dei volumi da sotto-
porre ad analisi, che tengono, conto del grado di inquinamento, accertato o presunto; cosicché per le
acque reflue, i volumi variano da pochi mL a 2+3 L in base al trattamento depurativo subito (acque re-
flue rispettivamente in entrata ¢'in uscita dagli impianti di depurazione).

3. Metodo di concentrazione per adsorbimento-eluizione

Questo metodo consente di concentrare i fagi presenti in un volume massimo di 2+3 L di acqua in un
volume finale di eluente pari a 3+5 mL.
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3.1. Reagenti
Estratto di carne al 3%, pH 9,5 (eluente)

Composizione:  Estratto di carne 3 g
Acqua distillata 100 mL
pH 9,5+0,2

In una beuta sterile reidratare la polvere, provvedendo al completo scioglimento con I'aiuto”di\un
agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con I'aggiunta di idrossido di sodio (NaOH )
1 N. Sterilizzare in autoclave per 15’ a 121 °C.

Estratto di carne al 10%, pH 9,0

Composizione:  Estratto di carne 10 g
Acqua distillata 100 mL
pH 9,0+0,2

In una beuta sterile reidratare la polvere, provvedendo al completo scioglimento con l'aiuto di un
agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con I'aggiunta di idrossido di sodio (NaOH)
I N. Sterilizzare in autoclave per 15°a 121°C.

3.2. Filtri elettronegativi

Questo modello di membrane filtranti presenta una superficie a carica-elettrica negativa, che ai valori
di pH prossimi alla neutralita respinge le particelle virali. Riducendo i ‘valori di pH intorno a 3,5 si ot-
tiene una inversione della carica elettrica superficiale dei virus ché ne permette il loro adsorbimento. E
possibile migliorare la capacita adsorbente del filtro aggiungendo-cationi bi o trivalenti al campione da
concentrare. Questa tecnica, largamente utilizzata per il recupero degli enterovirus da campioni am-
bientali, pud essere applicata per il recupero dei batteriofagi ma’con un minor rendimento; molti fagi
infatti sono rapidamente inattivati dai bassi valori di pH, ‘Adottando dei valori di pH leggermente piu
alti (da 3,8 a 4,0 ) ed effettuando un accurato controllo’di esso durante le singole fasi della procedura
di recupero, si ottengono risultati piu soddisfacenti. Per_valori di pH intorno a 6,0 ed in presenza di
ioni Mg?" a concentrazione 0,2 M ¢ stato dimostratoun maggior rendimento. Dopo aver filtrato il
campione per pressione positiva attraverso il filfro{ si procede alla eluizione con un piccolo volume
(da 3 a 5 mL) di una soluzione ad alta concentrazionie di proteine (3% di estratto di carne ) con un va-
lore di pH intorno a 9,0. L'eluato viene neutralizzato velocemente con HCI 1 N. 11 concentrato ottenuto
€ pronto per essere analizzato.

3.3. Filtri elettropositivi :

Ottimo ¢ I'adsorbimento dei fagi ai filtri elettropositivi, piuttosto difficile risulta invece la loro com-
pleta eluizione. I migliori risultati/si_ottengono adottando come eluente una soluzione di estratto di
carne al 3% con un valore di pH compreso tra 7,0 e 9,0.

Una delle metodiche gia descritte_in letteratura prevede l'uso di filtri elettropositivi del tipo VIRO-
SORB 1 MDS. In commercio.¢ ¢comunque possibile reperire altri tipi di filtri a carica superficiale mo-
dificata.

Il campione viene filtrato’per, pressione positiva attraverso un pacchetto di tre filtri IMDS. I fagi ad-
sorbiti vengono eluiti con'20’'mL di estratto di carne al 10% pH 9,0, e I’eluato raccolto, neutralizzato
con HCI IN. L’eluato,.mescolato con due volumi di una soluzione satura di ammonio & centrifugato

per 20’ alla temperatura di 4°C a 14.500 rpm. Il pellet & quindi risospeso in 2 mL di acqua distillata
sterile.

3.4. Altri Filtri
Si tratta di membrane filtranti di materiale inorganico con diametro di 47 mm e con porosita di 0,1 o

0,2 pm del tipo ANODISC™, con bassa attivita legante le proteine e che non presentano cariche elet-

triche di superficie. Consentono di concentrare il campione in condizioni di pH neutro ottimali per il
B40-8 (fago del Bacteroides fragilis).
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4. Metodo di concentrazione per Ultrafiltrazione a Flusso tangenziale
L'ultrafiltrazione ¢ un processo di separazione delle particelle in funzione del solo peso molecolare;
esistono diverse membrane e cartucce con tagli molecolari (nominal molecular weight limit) da 1.000
sino a 1.000.000 di dalton. La funzione della membrana ¢ quella di porre una barriera tra le sostanze
che riescono ad attraversare le membrane e le altre, a peso molecolare pilt elevato rispetto al taglio
molecolare (cut-off), che sono ritenute, ad es. i virus. Nel caso specifico i batteriofagi vengono-con-
centrati non per adsorbimento su membrane, ma per riduzione progressiva del volume delcampione
dovuto a perdita di acqua, sali e soluti in base al cut-off scelto. La membrane attualmente in commer-
cio sono di due tipi: cellulosa rigenerata e polisulfone.

Si consiglia I’'uso di membrane con taglio molecolare pari a 100.000 dalton,

4.1. Reagenti
Estratto di carne al 3% pH 7,2
Composizione: Estratto di carne 3 g
Acqua distillata 100 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica. Controllare il pH ed eveéntualmente portarlo al va-
lore desiderato aggiungendo NaOH IN o HCI 1 N. Sterilizzare in autoclave (121°C per 15°). La
soluzione, se conservata sterilmente, pud essere mantenuta per_diversi mesi a temperatura am-
biente.

Estratto di carne al 3%, pH 9,5 (eluente)

Composizione: Estratto di carne 3 g
Acqua distillata 100 mL
pH 9,0+0,2

In una beuta sterile reidratare la polvere, provvedendo al completo scioglimento con l'aiuto di un
agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con l'aggiunta di idrossido di sodio ( NaOH )
I N. Sterilizzare in autoclave per 15’ a 121 ° C\

Formaldeide allo 0,1%.
Composizione: Formaldeide 13,5 mL
Acqua distillata 500 mL

Preparare al momento dell’uso e scartarla dopo I’utilizzo.
Idrossido di sodio ( NaOH ) 0,1 N
Composizione: Idrossido di'sodio 4 g

Acqua distillata 1 L

Agitare vigorosamente con barretta magnetica fino a completa dissoluzione. Scartare dopo I'uti-
lizzo.

Tampone glicina 0,25M pH 9,5

Composizione:-Glicina 18,76 g
Acqua distillata  1.000 mL
pH 9,5+0,2

In una'beuta sterile reidratare la polvere, provvedendo al completo scioglimento con I’aiuto di agi-

tatore)magnetico. Portare il pH al valore desiderato con 1’aggiunta di idrossido di sodio [NaOH] 1
N¢ Sterilizzare in autoclave per 15> a 121°C.
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La soluzione, se conservata sterilmente pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura am-
biente.

4.2. Procedura

Montare I’ultrafiltro secondo le istruzioni della casa produttrice. Lavare 1’ultrafiltro con 5+10 L di ac-
qua distillata al fine di allontanare il liquido conservante.

Pretrattare il sistema con estratto di carne al 3 % a pH 7,2 facendolo ricircolare per 5°, al firie di pre-
venire I’adsorbimento aspecifico dei fagi eventualmente presenti nel campione.

Far circolare il campione alle seguenti condizioni operative: 10+12 psi in entrata. Fermarg l'apparec-
chio quando il recipiente del campione ¢ quasi vuoto. In questo caso il volume del campion€ ¢ rappre-
sentato dal solo volume di riempimento dei tubi e di imbibizione dell’ultrafiltro. Svuotafe il sistema
completamente e raccogliere il campione.

Lavare I'ultrafiltro con una soluzione di estratto di carne al 3% pH 9,5+0,2, utilizzando un volume
pari a 3/4 dell’ultraconcentrato. Riunire I’ultraconcentrato con la soluzione di lavaggio. Neutralizzare
il pH del campione-concentrato finale con acido cloridrico (HCI) 1 N.

Il campione puo essere ulteriormente concentrato se necessario, utilizzando-sistemi di ultrafiltrazione
in grado di trattare volumi minori.

A fine concentrazione: lavare I'ultrafiltro con 1+2 L di acqua distillata, far circolare in continuo per
almeno 15’ una soluzione di NaOH 0,1 N, lavare I’ultrafiltro con 2+3 L-di acqua distillata. A questo
punto "ultrafiltro puo essere utilizzato per un nuovo campione o cofiservato per successive analisi

4.3. Mantenimento e conservazione degli ultrafiltri

Le membrane o cartucce per ultrafiltrazione a flusso tangenziale.possono essere utilizzate a lungo e
per diversi campioni se adeguatamente rigenerate e conservate!

Lavare I'ultrafiltro con 1+2 L di acqua distillata, far circolare in continuo per almeno 15° una solu-
zione di idrossido di sodio 0,1 N e lavare P'ultrafiltro €on 2+3 L di acqua distillata. Far circolare in
continuo una soluzione di formaldeide allo 0,1%. Spegnere la pompa ed estrarre ’ultrafiltro cercando
di conservare quanta pill formaldeide possibile all’interno dell’ultrafiltro stesso. Mantenerlo a circa
+4°C.

5. Metodo di estrazione e concentrazione a partire da fanghi o sedimenti

[ batteriofagi, come i virus animali, in ambiente idrico tendono ad associarsi alle sostanze organiche
presenti. Il loro recupero comporta quindi;.prima della fase di concentrazione, un'ulteriore fase di elui-
zione dei fagi adsorbiti alle sostanze sedimentabili. Due metodi di eluizione sono consigliati per il re-
cupero dei fagi.

5.1. Tampone glicina pH 9,5

Questo metodo consiste nel mescolare 25 g di sedimento o fango con 75 mL di tampone glicina 0,25
M pH 9,5. Dopo omogeneizzazione ed aggiustato il pH se necessario, il campione viene agitato vigo-
rosamente per 10' e quindi centrifugato a 3.000 rpm per 5' a 4°C. 1l supernatante ¢ neutralizzato e fil-
trato su membrana in nitrato"di cellulosa (0,20 pm) precedentemente pretrattata con 20 mL di una so-
luzione di estratto di carne-al 3%, pH 9,5. 1l filtrato ottenuto rappresenta il nostro campione .

5.2. Estratto di carne’al 3% PH 9,5

25 g di sedimentg-o-fango vengono raccolti a 3.500 rpm per 20' a 4°C al fine di eliminare la parte
acquosa. Il pellet, mescolato con 3+6 volumi di una soluzione di estratto di carne al 3%, pH 9,5, & po-
sto in agitazione  magnetica per 30°. La soluzione & successivamente filtrata utilizzando una mem-
brana in nitrato.di cellulosa (0,20 um) preventivamente trattata con 20 mL di una soluzione di estratto
di carne al 3%, pH 9,5. 1l filtrato ottenuto rappresenta il nostro campione.
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6. Tecniche di messa in evidenza dei diversi tipi di batteriofagi

Tutti i campioni di provenienza ambientale contengono una flora batterica propria che pud in qualche
modo interferire con i metodi di rilevamento dei batteriofagi; pertanto ¢ necessario inattivare o allon-
tanare tale popolazione microbica prima di effettuare la messa in evidenza dei fagi.

La decontaminazione puo essere effettuata con metodi diretti, che prevedono o la filtrazione su mem-
brane di nitrato di cellulosa (0,20 pm) preventivamente trattate con estratto di carne al 3%, pH'9,5 op-
pure il trattamento del campione con 1/3 del suo volume di cloroformio, agitando energicamente per
10" ed allontanando la fase organica. Quest'ultimo trattamento distrugge la maggior parte dei”batteri
ma non le spore e provoca comunque un'inattivazione parziale dei fagi. I metodi indiretti, iftvece, pos-
sono essere attuati nella fase di rivelazione dei fagi, aggiungendo al mezzo di coltura un antibiotico in
grado di inattivare i batteri contaminanti ma non la crescita del ceppo batterico rivelatore; oppure, uti-
lizzando un terreno selettivo che permetta la sola crescita del ceppo batterico rivelatore,

Quest'ultima tecnica ¢ di piv difficile attuazione in quanto nel terreno selettivo~possono svilupparsi
anche i batteri autoctoni. E preferibile quindi addizionare al terreno uno specifico_antibiotico verso il
quale i batteri rivelatori sono resistenti.

Per quanto riguarda la evidenziazione dei fagi ¢ possibile ricorrere a metodi'sia qualitativi che quan-
titativi.

Il metodo classico utilizzato per stabilire la presenza dei fagi (metodo.qualitativo) si basa su una fase
di arricchimento del fago e sua successiva messa in evidenza. Questa tecnica consiste nell'aggiungere
ad un volume noto di campione da analizzare un egual volume di terrenio di coltura idoneo nel quale &
stato fatto precedentemente crescere il ceppo indicatore. Dopo in¢ubazione, al fine di favorire la mol-
tiplicazione dei fagi presenti, una piccola quantita della colturd, dopo decontaminazione, viene sotto-
posta al test di rivelazione.

La ricerca quantitativa delle particelle fagiche in un campion€ ambientale pud essere effettuata in due
diversi metodi: il metodo delle placche e il metodo del MPN.

La tecnica delle placche di lisi ¢ quella piti usata in laboratorio e deriva dal metodo del doppio strato di
agar.

Il metodo quantitativo del MPN non viene qui descritto perché molto laborioso e richiede I’uso di
quantitd superiori di reagenti e tempi piu lunghi dilesecuzione.

La tecnica delle placche di lisi consiste nel mescolare un volume noto del campione (massimo 1 mL)
da analizzare con del terreno base allo 0,5% di/agar (agar molle) mantenuto nella fase liquida, a cui
viene aggiunta la sospensione batterica indicatfice specifica per ciascun tipo di batteriofago che si in-
tende ricercare. Dopo leggera agitazione, il mix ottenuto viene versato su uno strato di terreno base
all’1,5% di agar, precedentemente fatto/solidificare in capsule Petri. Dopo incubazione, secondo tempi
e modi specificati nei singoli metodi, vengono osservate e quantizzate le placche di lisi, che si manife-
stano come aree circolari trasparenti nelcontesto del terreno opacizzato per effetto della crescita batte-
rica. Ognuna di queste placche corrisponde ad una particella di fago infettivo. I risultato viene
espresso in UFP (Unita Formanti-Rlacca) per volume di campione analizzato.

6.1. Ricerca dei colifagi somatici

Il ceppo indicatore raccomandato ¢ Escherechia coli CATCC 13706, ma & anche possibile utilizzare un
ceppo derivato da essopurché resistente all'Acido nalidixico. Quest'ultimo viene aggiunto al terreno
alla concentrazione final¢ di 100 mg mL", partendo da uno stock precedentemente preparato e steri-
lizzato per filtrazione.

Al terreno di coltura puo essere aggiunto agar-agar nella proporzione variabile secondo l'uso: terreno
del primo strato. 1,5% di agar; terreno secondo strato (agar molle) 0,5% di agar.

6.1.1. Reagenti
Acido nalidixico.stock
Composizione: Acido nalidixico 1 g
Acqua distillata 10 mL
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Sciogliere I’antibiotico sino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione con filtri da 0,22
pm. Dividere in aliquote da 1 mL e conservare a —20°C.

Terreno base

Composizione:  Estratto di carne 12 g
Estratto di lievito 3 g
Peptone 10 g
Cloruro di sodio 3 g
Carbonato di sodio 0,7 g
Acqua distillata 1 L
Solfato di magnesio eptaidrato 0,12 g

Sterilizzare a 121°C per 15' e dopo raffreddamento:

Addizionare: cloruro di calcio 0,05 g
pH finale 7,2

Agar 1,5% 0 0,5% secondo I’uso.

6.1.2. Analisi qualitativa
Mescolare: 100 mL di campione
100 mL di terreno liquido doppio concentrato
25 mL di una coltura in fase esponenziale di crescita\del batterio indicatore (D.0.=0.3
a 620 nm).
Incubare a 37°C per 16+18 h, prelevare una aliquota (circa 1,mL) della coltura ottenuta e decontami-
narla. Aggiungere all’aliquota del campione il 30% di cloroformio; agitare al vortex e centrifugare per
10°, 3.000 rpm a temperatura ambiente. Prelevare per I’analisi-il supernatante. Mescolare 3 mL di agar
molle (terreno di crescita con l'aggiunta di 0,5% di agar) mantenuto a 45°C con 0,2 mL di una brodo-
coltura del ceppo indicatore in fase esponenziale di crescitas Versare in una capsula di Petri contenente
un primo strato agarizzato del terreno di crescita (1;5% di agar). Dopo solidificazione deporre una
goccia della coltura decontaminata sulla superfice dell'agar. Lasciare asciugare e incubare a 37°C per
almeno 8 ore.
In caso di presenza di fago si osservera un'area di lisi intorno alla goccia depositata.

6.1.3. Analisi quantitativa
In un tubo sterile mescolare:

2,5 mL di agar molle (0,5% di.agar,) mantenuto a 45°C;

0,5 mL di una coltura in fase/esponenziale del batterio indicatore;

100 uL del campione da analizzare precedentemente decontaminato per filtrazione.
Mescolare e versare su un primo jstrato di terreno di crescita fatto solidificare in una capsula Petri
(1,5% agar). Dopo solidificazione‘incubare a 37°C.
Le placche sono visibili gia dopo 6-8 h di permanenza a 37°C consentendo di effettuare una quantiz-
zazione prima delle 24 h.

6.2. Ricerca dei colifagi-F-specifici

11 batterio rivelatore raccomandato per questa ricerca deriva da Escherichia coli K 12 (Hf#) che pre-
senta i plasmidi di resistenza per la streptomicina e I'ampicillina.

I terreno di crescita.consigliato ¢ identico a quello descritto per i colifagi somatici sostituendo I’acido
nalidixico con i due antibiotici prima detti alla concentrazione di 0,015 g L™ per entrambi.
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0.2.1. Reagenti
Streptomicina: stock
Composizione:  Streptomicina 0,15 g
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere 1’antibiotico sino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione con filtri da 0,22
pm. Dividere in aliquote da 1 mL e conservare a —20°C.

Ampicillina: stock
Composizione: Ampicillina 0,15 g
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere I’antibiotico sino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione con filtri da 0,22
um. Dividere in aliquote da 1 mL e conservare a —20°C.

6.2.2. Analisi qualitativa e quantitativa
Le fasi operative (analisi qualitativa e quantitativa) sono uguali a quelle“descritte per i colifagi soma-
tici. .

6.3. Ricerca dei batteriofagi (B40-8) del BACTEROIDES FRAGILIS
Il batterio rivelatore consigliato € il Bacteroides fragilis HSP 40.

6.3.1. Reagenti
Emina allo 0,1%
Composizione:  Idrossido disodio 0,02 g
Emina 0,1 g
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere su agitatore magnetico le pasticche di.idrossido di sodio in acqua fino a completa disso-
luzione (15 circa), aggiungere I’emina e lasciare in agitazione magnetica per circa 2 h fino a com-
pleta dissoluzione.

Sterilizzare per filtrazione (con filtri da 0,22 um). Conservare a temperatura ambiente per non oltre
sei mesi.

Carbonato di sodio IM
Composizione:  Carbonato dissodio 105,99 g
Acqua distillata 1 L

Sciogliere la polvere in acqua-fino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione (con filtri da
0,22 pum). Conservare atemperatura ambiente per non oltre sei mesi.

Vancomicina: stock iniziale
Composizione: / Vancomicina 75 g
Acquadistillata 10 mL

Sciogliere Jantibiotico in acqua fino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione (con filtri
da 0,22 pm). Dividere in aliquote da 1 mL. Conservare a —20 °C.

Kanamicina: stock iniziale
Composizione:  Kanamicina 1

g
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere I’antibiotico in acqua fino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione (con filtri
da 0,22 um). Dividere in aliquote da 1 mL. Conservare a —20 °C.

— 227 —



13-4-2000 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 87

Terreno di crescita:

Composizione:  Peptone di carne 10 g
Caseitone 10 g
Estratto di lievito 2 g
Cloruro di sodio 5 g
L cisteina monoidrato S g

0
Cloruro di calcio biidrato (0,05 g mL™) 1
Solfato di magnesio eptaidrato ( 0,12 gmL™") 1 mL
Glucosio 1
Acqua distillata 1
Sterilizzare a 121°C per 15°.
Aggiungere successivamente:

Soluzione di emina allo 0,1% in idrossido di sodio 0,02%

sterilizzata per filtrazione 10 mL
Soluzione di carbonato di sodio 1 M
sterilizzata per filtrazione 25 y mL

Aggiustare il pH a 7 con acido cloridrico concentrato

Al terreno di coltura puo essere aggiunto agar-agar nella proporzione variabile secondo I'uso: agar
del primo strato 1,5%; Agar molle 0.5%.

Per evitare contaminazioni ¢ consigliabile aggiungere al terrené 100 mg per mL di solfato di Kanami-
cina e 7,5 mg per mL di Vancomicina. Il batterio raccomandato & resistente ad entrambi gli antibio-
tici.

Date le caratteristiche anaerobiche del batterio & necessario| lavorare in condizioni di assoluta anaero-
biosi. Per I’isolamento del fago su terreno agarizzato & necessario utilizzare, per I'incubazione, delle
giare per anaerobi, diversamente le colture in terreno.liquido possono essere effettuate utilizzando
provette con tappo a vite completamente riempite.

6.3.2. Analisi quantitativa

Il protocollo proposto ¢ uguale a quello gia descritto per i colifagi e gli F+ specifici eccetto che per
I'incubazione effettuata in giare per anaerobiosi.

Dopo 18+20 ore di incubazione vengone.contate le placche di lisi che si manifestano come aree cir-
colari trasparenti nel contesto del terréno opacizzato per effetto della crescita batterica. Ognuna di
queste placche corrisponde ad una particella di fago infettivo.

I risultato viene espresso in UFP (UnitdFormanti Placca) per volume di campione analizzato.
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