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Presentazione

E con vivo piacere che presento questo volume dedicato ai metodi di analisi delle acque per uso
agricolo e zootecnico. Se si eccettua un precedente esempio fornito nel 1976 dalla SISS, la Societa
Italiana della Scienza del Suolo, che era limitato perd a pochi metodi relativi alla normalizzazione
dei metodi di analisi delle acque irrigue, & la prima volta che la materia viene raccolta in un opera
organica di cosi ampie dimensioni. Le ragioni di ordine generale che rendevano urgente ed
essenziale questo lavoro sono almeno due.

Innanzitutto I’esigenza di una standardizzazione dei metodi di analisi delle acque si inserisce nel
panorama piu vasto della tutela della qualita dei prodotti agroalimentari, qualita che dipende in
larga misura dalle condizioni di gestione dei suoli e delle acque, in tempestivo accordo con quanto
viene richiesto dal D.L. 11 maggio 1999 n. 152 “Disposizioni sulla tutela delle acque
dall’inquinamento e recepimento della direttiva 91/271/CEE concernente il trattamento delle acque
reflue urbane e della direttiva 91/676/CEE relativa alla protezione dall’inquinamento provocato dai
nitrati provenienti da fonti agricole”, che individua gli obiettivi minimi di qualita ambientale per 1
corpi idrici significativi e gli obiettivi di qualita per specifica destinazione.

In secondo luogo, il sempre maggior grado di compromissione delle falde idriche ad opera di
inquinanti di svariato genere rende di estrema e costante attualita il problema relativo alla necessita
di disporre di acque di sicura affidabilita sia per il consumo umano che per altri usi, specialmente
nel campo agricolo e zootecnico. Il controllo delle caratteristiche di qualita delle acque costituisce
quindi un punto chiave per caratterizzare le risorse idriche sotto il profilo ambientale e sanitario e
per affrontare con criteri scientifici ed omogenei a livello nazionale i problemi legati alla loro
gestione.

PN

L’iniziativa ¢ stata coordinata dal Comitato tecnico scientifico per Osservatorio nazionale
pedologico e per la Qualita del Suolo, organismo ministeriale che verra potenziato con la riforma
del Dicastero e che ha funzioni di consulenza all’ Amministrazione centrale dell’agricoltura ed alle
Regioni e Provincie autonome. L’Osservatorio, tra gli altri compiti, ha anche quello della
standardizzazione dei metodi di analisi di interesse agricolo zootecnico, ed ha gia provveduto a
realizzare opere di grande importanza nel settore dell’ufficializzazione dei metodi di analisi per
I’agricoltura’. Nel caso delle acque, I’Osservatorio ha operato in collaborazione con il Comitato
Tecnico Acque della SISS.

Mentre alcuni metodi derivano dalla raccolta di procedure gia in uso presso 1 laboratori pubblici e
privati, altri, e specialmente quelli relativi ai parametri microbiologici, risultano inediti. Come negli
altri volumi della collana, anche in questo ogni metodo riporta i collegamenti legislativi o normativi
nazionali e internazionali (ISO, CEN, ecc.).

Desidero esprimere il mio personale apprezzamento per la realizzazione dell’opera, e ringraziare
il Dott. Girolamo Mecella che ne ha coordinato la stesura, il Prof. Paolo Sequi, che dirige la collana
e coordina il Comitato per 1’Osservatorio nazionale pedologico e per la Qualita del Suolo, e tutti
quanti hanno contribuito al lavoro.

Alfonso Pecoraro Scanio

Ministro delle Politiche Agricole e Forestali

! L’approvazione dei Metodi ufficiali di analisi delle acque per uso agricolo e zootecnico ¢ apparsa sul Supplemento
Ordinario alla Gazzetta Ufficiale n. 87 del 13 aprile 2000, che riporta il D.M. del 23 marzo 2000. L ufficializzazione dei
metodi delle acque per uso agricolo segue quelle dei Metodi ufficiali di analisi fisica del suolo (1997) e dei Metodi
ufficiali di analisi chimica del suolo (1999).



Introduzione

Vicini quoque sint amnes, quos incola durus
adtrahat auxilio semper sitientibus hortis,

aut fons inlacrimet putei. ..
COLUMELLA, Res rustica, 10, 23-25, 62

Riciclo delle biomasse e acqua per ’agricoltura sono forse gli argomenti scientifici piu antichi
per la storia della nostra civilta. La “vicinanza di corsi di acqua o di vene sotterrane in grado di
alimentare pozzi, mediante i quali il tenace agricoltore potesse soccorrere la sete dei suoi orti” era
anche uno dei principali criteri per la valutazione della buona qualita di un terreno.

I metodi di analisi delle acque per I’agricoltura sono anch’essi un tema di interesse tutt’altro che
nuovo per gli addetti. Gia nel 1976 la Societa Italiana della Scienza del Suolo pubblicava sul suo
Bollettino una serie di metodi normalizzati di analisi delle acque irrigue, frutto del lungo lavoro
della stessa Commissione presieduta dal Prof. Eschena che aveva lavorato in quel medesimo
periodo ai primi metodi di analisi chimica del suolo. E nel febbraio 1991, a pochi mesi dalla sua
costituzione ufficiale, il Comitato per I’Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del
Suolo decideva di mettere in cantiere la raccolta dei metodi di analisi delle acque. La novita piu
importante, anche per i professionisti che avrebbero dovuto utilizzare il volume come opera di
consultazione in studio piuttosto che in laboratorio, era che i metodi dovevano riguardare tutte le
acque utilizzate in agricoltura e non solo quelle irrigue: vale a dire anche quelle utilizzate in
piscicoltura e in zootecnia.

Il lavoro successivo fu lungo e certo non agevole, tanto che il materiale organizzato nella sua
forma attuale fu approvato dall’Osservatorio solo quasi nove anni dopo, nel novembre 1999, e fu
poi ufficializzato dal Ministero delle Politiche Agricole e Forestali solo nel 2000, con D.M. 23
marzo. Ricapitoliamo per sommi capi la cronistoria del lavoro compiuto, anche per cogliere
I’opportunita di ringraziare alcuni di coloro che alla stesura dei metodi hanno collaborato a partire
dal Prof. Stefano Ciurli, illustre chimico dell’Universita di Bologna, che per primo si adoperd per
organizzare in una forma logica 1 metodi chimici. Gli interventi successivi pill importanti furono
quelli che allargarono i metodi a temi microbiologici e, piu in generale, igienico sanitari, oltre ai
consigli di illustri specialisti dei settori dell’alimentazione zootecnica (come il Prof. Giancarlo Piva
dell’Universita di Piacenza) e della piscicoltura (il Dr. Panella e il Dr. Perticaro del Laboratorio
Centrale di Idrobiologia). Nella realizzazione dell’ opera si ¢ tenuto conto di quanto era disponibile a
livello internazionale, dagli organismi di normazione alle opere pil importanti soprattutto
americane, e nazionale, con particolare riferimento alle grandi raccolte ragionate di metodi attuate
negli ultimi decenni dall’Istituto di Ricerca sulle Acque del Consiglio Nazionale delle Ricerche.
Presto il coordinamento dei metodi fu affidato al Dr. Girolamo Mecella, che poteva fare
affidamento anche sulla sua carica di coordinatore del Comitato Tecnico Acque della Societa
Italiana della Scienza del Suolo.

Anche questo volume, terzo della collana dei metodi analitici per l’agricoltura, esce nella
moderna ed elegante edizione a schede che ha caratterizzato i primi, relativi all’analisi fisica e
chimica del suolo.

Siamo fin d’ora grati a tutti coloro che vorranno segnalare le imperfezioni e gli errori che non
mancano mai soprattutto nella prima edizione di un’opera.

Girolamo Mecella e Paolo Sequi
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Qualita delle acque per uso irriguo

di Angelo Caliandro, Gian Pietro Molinari, Luca Fornara, Girolamo Mecella

1. Premessa

Con il termine irrigazione si intende la tecnica agronomica di apporto artificiale di acqua al
terreno agrario. Si tratta di una pratica che ha origini remote, ma che riveste ancor oggi una grande
importanza.

Facendo un passo indietro nel tempo potremmo vedere come, in alcune aree, la stessa civilta si
svilupp0 parallelamente all'agricoltura irrigua; basti pensare allo sviluppo della societa egizia, che
gia 4.000 anni fa prosperava irradiando su tutto il Mediterraneo la sua potenza e ricchezza. Tale
prosperita non sarebbe certo stata possibile senza il contributo del grande fiume, il Nilo, che con le
sue periodiche piene bagnava le terre circostanti rendendole fertili.

Per contro alcuni storici ipotizzano che il progressivo decadere delle societa mesopotamiche,
insediatesi nella valle compresa tra i corsi dei fiumi Tigri ed Eufrate, sia da correlare alla graduale
salinizzazione e sodicizzazione dei suoli irrigati con acque salmastre.

L'attuale importanza della pratica irrigua traspare da semplici considerazioni: basti pensare, a
titolo di esempio, al fatto che molte specie agrarie si sono diffuse fuori del proprio areale di origine
trovando condizioni climatiche a volte non ottimali. Tale situazione comporta la necessita di apporti
idrici supplementari in aggiunta alle naturali precipitazioni.

A prescindere da tali considerazioni, resta la necessita di valutare con attenzione la qualita delle
acque irrigue, al fine di evitare condizioni che in alcuni casi potrebbero essere controproducenti.

In Italia la pratica irrigua ha antiche tradizioni ed ¢ diffusa su di una superficie di circa 2,6 milioni
di ettari. Le regioni in cui tale superficie ¢ pill estesa sono: Lombardia, Piemonte, Veneto ed Emilia
Romagna nel nord, Lazio nel centro e Campania, Puglia e Sicilia nel sud.

Il metodo irriguo prevalente ¢ quello per scorrimento, seguito dall'aspersione e dalla
sommersione.

2. Le acque disponibili

Le acque utilizzabili a scopo irriguo sono:

> Acque superficiali da corsi e invasi naturali o artificiali (fiumi, torrenti, laghi, bacini idrici
delimitati da dighe o argini) dai quali I'acqua ¢ immessa in canali mediante opere di deviazione
e derivazione.

> Acque sotterranee da falde acquifere (freatiche, subalvee, artesiane) e sorgenti (d'emergenza, di
trabocco, di contatto, di sbarramento, di fessura, subacquee o risorgenti).

> Acque reflue urbane, industriali, zootecniche. Il loro impiego e le caratteristiche chimico-fisiche
che esse devono avere per essere utilizzabili sono soggetti ai limiti imposti da precise
disposizioni di legge, prime tra tutte le Leggi n. 319/76 ed il D.Lgs 152/99. Esse necessitano di
particolari accorgimenti sia nelle fasi di trattamento sia in quelle di utilizzo. I trattamenti di
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depurazione necessari prima dell'uso, in alcuni casi, non sono pero sufficienti a ridurre, entro
livelli accettabili, fenomeni di inquinamento, soprattutto microbiologico, a carico del terreno,
della coltura e dell'aria. Questo obbliga inoltre ad una scelta dei volumi e dei metodi di
irrigazione piu idonei alle particolari caratteristiche di queste acque. In ogni caso il volume di
acque reflue direttamente utilizzato in agricoltura ¢ trascurabile, a livello quantitativo, se
confrontato con quello necessario per le comuni pratiche irrigue.

At fini del loro utilizzo irriguo le acque si possono a loro volta distinguere in funzione di uno dei

principali parametri di qualita, la concentrazione salina, in acque dolci ed acque salmastre.

3. La qualita delle acque irrigue e la natura dei rischi connessi al loro utilizzo

I rischi potenziali connessi all'utilizzo delle acque irrigue e le relative limitazioni d'uso sono
riconducibili essenzialmente a tre differenti categorie:
> Rischi legati alla presenza di elevate concentrazioni di sali. Tale condizione si riflette in una

minore disponibilita per la pianta dell'acqua presente nel terreno in risposta a variazioni del

potenziale osmotico della soluzione circolante.

> Rischi legati alla presenza di elevate concentrazioni di sodio. La progressiva sodicizzazione del
complesso di scambio provoca una riduzione della velocita di infiltrazione dell'acqua nel
terreno.

> Rischi legati alla presenza, oltre certi limiti, di elementi tossici quali il boro, il litio, il cloro, 1
metalli pesanti, residui di fitofarmaci ecc. la cui presenza puo determinare fenomeni di tossicita
in specie vegetali sensibili.

A volte l'effetto negativo su determinati aspetti si riflette in un effetto positivo su altri; ¢ il caso
della presenza di sali in elevate concentrazioni. Tale condizione si riflette negativamente sulle
colture sottoposte ad irrigazione con tali acque, ma nello stesso tempo, si manifestano azioni po-
sitive sulle caratteristiche fisiche del terreno in relazione all'effetto flocculante esercitato sulle
particelle colloidali. Ci0 porta alla formazione di aggregati piu stabili, in grado di migliorare la
struttura, favorire un miglior drenaggio ed un piu efficiente scambio gassoso con l'esterno.

Oltre ai tre fattori citati altri ancora possono essere presi in considerazione parlando di qualita
delle acque irrigue.

3.1. Salinita e sodicita

L’acqua usata per l’irrigazione contiene sempre una certa quantitd di sali disciolti, la cui
concentrazione varia entro limiti piuttosto ampi in relazione alla loro provenienza. Le acque
provenienti da corsi superficiali (fiumi, ruscelli) e da invasi (naturali e artificiali) generalmente
hanno un basso contenuto in sali disciolti; invece nelle acque provenienti da falde piu o meno
profonde il contenuto salino spesso ¢ elevato.

Le origini dei sali contenuti nelle acque di falda possono essere diverse: dalla dissoluzione di
rocce e/o di sostanze solubili esistenti nei terreni a mano a mano che I’acqua scorre o percola
attraverso essi oppura dalla diffusione tra masse di acqua a diversa concentrazione salina.

La diffusione contribuisce alla salinizzazione delle acque di falda lungo zone costiere
caratterizzate da formazioni geologiche permeabili (formazioni sabbiose o rocce fessurate). Queste
consentono all’acqua del mare di invadere il sottosuolo dell’entroterra fino a distanze dalla costa
anche notevoli e con pendenza variabile in relazione alla conducibilita idrica del mezzo poroso
attraversato ed al carico di acqua dolce stratificatosi su di essa.

Infatti ’acqua di percolazione, per la minore massa volumica rispetto a quella dell’acqua del
mare, si stratifica al disopra di quest’ultima e tende a scorrere verso la costa con pendenza che,
anche in questo caso, dipende dalla conducibilita idrica della zona acquifera.

Pertanto, la distanza tra il pelo libero della falda e I’interfaccia tra lo strato di acqua marina e
quello sovrastante dell’acqua di percolazione aumenta con l'aumentare della distanza dalla costa.
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Considerando che, per soluzioni abbastanza diluite, la massa di soluto che si diffonde da una
soluzione pill concentrata verso una meno concentrata, attraverso 1’unita di superficie e per unita di
tempo, ¢ direttamente proporzionale ad un coefficiente di diffusione, caratteristico per ogni coppia
soluto-solvente, ed al gradiente di concentrazione della soluzione (legge di FICK)!'), si deduce che
la concentrazione salina dello strato superficiale della falda tende a diminuire man mano che ci si
allontana dalla costa. Questo spiega, almeno nella generalita dei casi, le concentrazioni saline e la
loro variabilita nelle acque di falda di alcune aree costiere italiane, a mano a mano che ci si
allontana dalla costa.

La contaminazione dell'acqua di falda da parte dell'acqua marina, essendo la prima ricca di ioni
HCOs e la seconda in ioni CI, viene valutata calcolando il rapporto CI'/(HCOs3™ + CO3"). 1l valore
0,5 di questo rapporto segna il limite di demarcazione fra le acque di falda non contaminate e quelle
contaminate dall'acqua di mare.

Il grado di contaminazione puo essere valutato secondo il cosiddetto Limite di Todd riportato
nella Tabella 1.

Tabella 1- Classificazione delle acque di falda secondo Todd

Classe CI'/(HCO;5 + CO3)) 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

La crescente domanda di acqua irrigua, tanto in Italia quanto nel mondo, fa registrare, con
frequenza sempre maggiore, 1’'uso di acque a contenuto salino piuttosto elevato. Queste possono
determinare problemi di vario tipo nei riguardi sia delle colture sia del terreno e possono indurre a
modificare pitt 0 meno sensibilmente le tecniche colturali. In generale, acque a contenuto salino
piuttosto elevato, dette “acque salmastre”, determinano riduzioni di produzioni areiche pit 0 meno
elevate, a seconda della specie irrigata, rispetto a quelle ottenibili irrigando con acque dolci.

Esprimendo il contenuto salino o “salinita dell’acqua” come residuo salino fisso o durezza totale
o contenuto in sali totali disciolti (STD) espresso in %o, il limite pitt comunemente usato oltre il
quale un’acqua & definita salmastra & del 2%¢ 0 2.000 mg L.

Il contenuto totale di sali solubili di un’acqua, ha interesse essenzialmente perché ¢ in relazione
con la componente osmotica del potenziale dell’acqua, da cui dipende la sua disponibilita per la
pianta. In realta, quindi, cio che interessa conoscere ¢ la pressione osmotica che i sali solubili
determinano. D’altra parte, la pressione osmotica pitt che dal peso del residuo salino dipende dal

1) Lalegge di FICK puo cosi scriversi:

dq dC
Aedt dx
dove:
dq = massadi soluti che si diffonde;
A = area della sezione attraverso cui il soluto si diffonde;
dt = tempo di diffusione;
—D = coefficiente di diffusione, il segno — indica che la diffusione & nel
senso decrescente della concentrazione;
dC
= gradiente di concentrazione salina.
dx
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grado di dissociazione della sostanza e quindi dalla concentrazione ionica dei soluti, strettamente
correlata con la conducibilita elettrica dell’acqua (ECw) espressa in dS m™. Sulla base della
conducibilita elettrica, nella Tabella 2 ¢ riportata la classificazione dell’acqua irrigua proposta dalla
F.A.O.

Tra il residuo fisso salino (C’), espresso in %o, € la conducibilita elettrica dell’acqua (ECw),
espressa in dS m™', esiste la seguente relazione empirica approssimata:

STD =0.64 « ECw

e eqeln . -1 . . . . .o
mentre tra la conducibilita elettrica (dS m™) e la pressione osmotica di una soluzione, costituita da
una miscela di sali (m mix, espressa in kPa), esiste la seguente relazione empirica approssimata:

mmix = 0,36 « ECw

Un altro aspetto di non lieve entita ¢ la qualita dei sali disciolti nell’acqua, in quanto puo
influenzare le proprieta chimiche e fisiche del terreno. Questo aspetto ¢ tanto piu evidente quanto
maggiore ¢ il contenuto in materiale argilloide del terreno, specialmente se si tratta di veri e propri
minerali argillosi, soprattutto se della famiglia delle montmorilloniti. L’azione dell’acqua sulle
proprieta fisiche del terreno dipende molto anche dalla composizione dei cationi presenti in esso,
principalmente di Ca sotto forma di calcare attivo.

Nel terreno, infatti, gli ioni presenti nell’acqua di irrigazione e quelli del complesso assorbente,
generalmente, non sono in equilibrio e, venute a contatto queste due fasi, ha inizio tra loro uno
scambio di ioni tendente ad instaurare un nuovo equilibrio regolato da una legge che, secondo
Gapon, empiricamente potrebbe esprimersi come segue:

Ca* Cs*
- K- —
Ca™ \/ Cs™

[1P2)

dove con C viene indicata la concentrazione molare e con gli indici “a” ed *“s” rispettivamente,
gli ioni assorbiti ed in soluzione, monovalenti () e bivalenti (*).

Questa espressione, anche se empirica, mette bene in evidenza che variazioni di composizione
nella soluzione hanno conseguenze nettamente diverse sulle variazioni degli ioni adsorbiti.

Per tenere conto di questi fatti e data la notevole influenza dei rapporti tra i diversi ioni,
specialmente tra quelli monovalenti e quelli bivalenti, sul grado di dispersione dell’argilla nel
terreno e di conseguenza sulla struttura e sulla sua stabilita, e quindi sulla sua permeabilita, sono
stati proposti vari indici di qualita dell’acqua irrigua.
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Tabella 2 - Indicazioni per valutare la qualita dell’acqua per ’irrigazione

Problemi potenziali Parametro Limitazione d’uso
dell’irrigazione nessuna da lieve a severa
moderata

Salinita (influenza la disponibilita di acqua ECw (dS m") <0,7 0,7-3,0 > 3,0

per la coltura) STD (mg L'l) <450 450-2.000 >2.000

Infiltrazione (influenza la velocita di infil- SAR = 0-3 con ECw >0,7 0,7-0-2 <0,2

trazione del 1’acqua nel terreno tenendo SAR = 3-6 con ECw >1,2 1,2-0,3 <0,3

conto, contemporaneamente, della ECwe SAR=6-12 con ECw >1,9 1,9-0,5 <0,5

del SAR) SAR =12-20 con ECw >2.9 2,9-1,3 <13
SAR =20-40 con ECw >5.0 5,0-2,9 <29

Effetti di tossicita da ioni specifici su specie vegetali sensibili
Ione sodio (Na*)

Irrigazione superficiale SAR <3 39 >9
Irrigazione a pioggia SAR <3 >3

Ione cloro (CI)

Irrigazione superficiale meq L' <4 4-10 >10
Irrigazione a pioggia meq L' <3 >3

Boro (B*) meq L <0,7 0,7-3 >3,0

Tra questi, uno di uso molto comune in tutto il mondo ¢ quello proposto dall’U.S.R. Salinity
Laboratory. Trattasi del rapporto di assorbimento del sodio (SAR da “Sodium Adsorbation Ratio™)
che si basa sulla legge di equilibrio di Gapon ed ¢ cosi riportato:

Na*
Ca™"+Mg*™*
2

SAR =

dove la concentrazione del Na, Ca e Mg & espressa in meq L™.

Studi piu recenti hanno messo in evidenza che le proprieta fisiche del terreno, quindi anche la
sua permeabilita, non sono influenzate solo dal contenuto in sodio dell’acqua irrigua rispetto agli
altri cationi, bensi dalla interazione dei seguenti tre fattori:

- contenuto in sodio rispetto al calcio e magnesio;
- contenuto in carbonati e bicarbonati;
- concentrazione salina totale dell’acqua.

Anche se i1l SAR ¢ un indice che mette bene in evidenza le conseguenze sugli ioni adsorbiti al
variare della composizione della soluzione, le proprieta fisiche del terreno e tra queste, come
risultante, la permeabilita, possono subire modifiche, nel senso negativo, in relazione al contenuto
in carbonati (CO3") e bicarbonati (HCOj5") dell’acqua d’irrigazione, non considerato nel calcolo del
SAR. Tra due interventi irrigui, infatti, a mano a mano che il terreno si essicca, una parte dei
carbonati e dei bicarbonati precipita sotto forma di carbonati di calcio e magnesio, rimuovendo cosi
Ca e Mg dall’acqua del terreno e determinando un aumento relativo del sodio con probabile
aumento della sua pericolosita. Per tenere conto di quest’ultimo aspetto, fin dal 1950 & stato
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suggerito di valutare, tenendone conto, il Carbonato di Sodio Residuo (RSC® da Residual Sodium
Carbonate).

Risultati sperimentali piu recenti hanno consentito di affinare ulteriormente i concetti del SAR e
del RSC suggerendo un nuovo indice che, in qualche modo, coinvolge i due precedentemente
indicati. Questo indice, che deriva dalla modifica del vecchio SAR, viene indicato come adjSAR
(SAR aggiustato) e puo calcolarsi con la seguente espressione:

adiSAR = N2 «[1+(8.4 —pHo) ]

2

dove Na, Ca e Mg sono espressi in meq L e pHc & un pH teorico calcolato dell’acqua di ir-
rigazione in contatto con carbonati ed in equilibrio con la CO, del terreno.

Valori di pHc superiori a 8,4 indicano una tendenza a dissolvere i carbonati del terreno
attraversato dall’acqua, valori di pHc inferiori a 8,4 indicano, invece, una tendenza a precipitare i
carbonati dell’acqua somministrata.

Il valore di pHc puo essere valutato sulla base dei risultati dell'analisi chimica, utilizzando la
seguente formula:

pHc = (pK’; — pK’c) + p(Ca™ + Mg"™) + p(ALk)

nella quale:

pK’2 - pK’c = Ca™+Mg™ +Na" meq L
p(Ca™ +Mg™) = Ca™+Mg"™ meq L
p(AIK) =  COs5 +HCOy meq L'

Per i valori di (pK’; — pK’c), p(Ca™ + Mg™™), p(Alk) si rinvia alla "SEZIONE II — INDICI DELLA
SALINITA".

Oster e Rhoades, Oster e Schroer, Suarez valutando accuratamente i1 valori del SAR aggiustato
giunsero alla conclusione che esso sovrastima la pericolosita del sodio. Sulla base di queste
conclusioni Suarez ha proposto un nuovo modo di calcolare il SAR aggiustato che tiene conto an-
che della salinita dell’acqua, della concentrazione in HCO;™ ed in Ca*™ e della pressione parziale
della CO; in prossimita della superficie del terreno.

L’equazione proposta da Suarez per il calcolo del nuovo SAR ¢ la seguente:

Na*

|Cay+Mg*™*
2

dove Na* e Mg** sono espressi in meq L™'; Ca, & la concentrazione del Ca** modificata in relazione
alla conducibilita elettrica dell’acqua (ECw), al rapporto [HCO5]/[Ca™] dove HCO;3 e Ca™ sono
espressi in meq L™ ed alla pressione parziale della CO, nei primi millimetri superficiali del terreno
stimata pari a 0,07 kPa.

Per il valore di Cax si rinvia alla "SEZIONE I — INDICI DELLA SALINITA".

NadjSAR =

@ RSC = (CO;™ + HCOy) - (Ca™ + Mg"™) in cui le concentrazioni sono espresse in meq L.
Acque caratterizzate da:

= RSC <1,25 in meq L' non desterebbero preoccupazioni;
= [,25<RSC<2,5 inmeq L' sono considerate marginali;
= RSC>25 in meq L' non sono usabili.
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Sulla base della ECw e del NadjSAR nella Tabella 2 sono riportati 1 limiti di pericolosita
dell’acqua irrigua nei riguardi delle proprieta fisiche del terreno, pit in particolare della
permeabilita, proposti dalla FAO.

L’evoluzione della modalita di calcolo del SAR consente di indicare che:
= il SAR aggiustato (adjSAR) ¢ utilizzabile per acque di falde ricche di CO, da destinare

all’irrigazione di terreni non calcarei;
= il nuovo SAR aggiustato proposto da Suarez (NadjSAR) ¢ utilizzabile per acque da destinare

all’irrigazione di terreni calcarei;
= il SAR originale proposto dall’U.S.R. Salinity Laboratory ¢ utilizzabile per tutte le altre
situazioni.

3.2. Tossicita da ioni specifici ed effetti indotti da fattori diversi

Diverse sono le metodiche applicate per la determinazione dei livelli di tossicita degli elementi
nelle acque destinate all'uso irriguo.

L'utilizzazione di acque contaminate con metalli pesanti e/o elementi indesiderati puo indurre,
nelle specie vegetali irrigate, fenomeni di tossicita risultanti dall'accumulo di determinati elementi
nei tessuti vegetali.

I fenomeni di tossicita possono insorgere del tutto indipendentemente dai pericoli di salinita e
sodicizzazione.

Tra gli elementi piu frequentemente coinvolti in fenomeni di fitotossicita ricordiamo, a titolo di
esempio, il cloro, lo zolfo ed il boro. Cloro e zolfo sono elementi essenziali per la crescita dei
vegetali, tuttavia se presenti in quantita elevate possono causare danni alle colture. Elevate
concentrazioni di cloro derivano sia dalla dissociazione dei sali del terreno, primi tra tutti i cloruri,
sia da altre fonti quali ad esempio il trattamento di clorazione cui sono sottoposte le acque reflue in
fase di depurazione. Esso provoca fenomeni di fitotossicita soprattutto in relazione al metodo
irriguo, ed in particolare pud manifestare tali problemi nel caso di abbondante bagnatura della
vegetazione. Lo stesso discorso vale per 1 solfati per i quali inoltre, in ambienti riducenti, si ha la
formazione di solfuri esaltanti I'azione fitotossica dell'elemento.

Per quanto riguarda i metalli pesanti bisogna evidenziare che essi sono presenti nelle acque in
forme diverse, in grado di condizionarne la mobilita e la disponibilita biologica; di conseguenza il
dato relativo alla loro concentrazione complessiva non sempre esprime l'effettiva pericolosita delle
acque che li contengono. Per questo motivo si rimanda alla Tabella 3 riportante i livelli soglia per
ogni singolo elemento.

Nella Tabella 4 vengono riportate le soglie di sensibilita delle colture al boro nelle acque di
irrigazione.
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Tabella 3 - Massime concentrazioni di microelementi ed elementi tossici tollerabili nelle acque di

irrigazione

Concentrazione
Elemento massima
(mgL™)
Alluminio 5,0
Arsenico 0,10
Berillio 0,10
Boro 0,5
Cadmio 0,01
Cobalto 0,05
Cromo 0,10
Fluoro 1,0
Ferro 5,0
Litio 2,5
Manganese 0,20
Mercurio 0,002
Molibdeno 0,01
Nichel 0,20
Piombo 5,0
Rame 0,20
Selenio 0,02
Stagno, Titanio, Tungsteno
Vanadio 0,10
Zinco 2,0

Tabella 4 - Sensibilita delle colture al boro nelle acque di irrigazione

Boro mg L'
0,3-1.0 1.0-2.0 2.0-4.0
Limone Fagiolo Carota
lunato
Pompelmo Patata dolce Lattuga
Avocado ‘= Peperone Cavolo
Arancio » Zucchino Rapa
Albicocco = Zinnia Cipolla
= Pesco —  Avena .~ Fava
‘= Ciliegio ©  Miglio = Gladiolo
‘» Cachi o Mais 2 Erba medica
S Fico = Grano E Bieta
v»  Vite ©  Orzo o Barbabietola
Melo E Olivo & Palma
Pero o> Rosa Asparago
Susino 5 Pisello
Fagiolo 2 Ravanello
Topinambur A  Pomodoro
Noce Cotone
Pecan Patata
Girasole
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3.3. Temperatura

Essa va misurata nel punto di prelievo o erogazione. Si possono avere dei problemi quando la
temperatura dell'acqua utilizzata ¢ notevolmente inferiore a quella del terreno o della coltura (es. nel
caso di alcune acque di pozzo). L'utilizzo di acque fredde provoca danni evidenti su colture
particolarmente sensibili, anche in ragione della forma di coltivazione (es. colture in serra), con
sintomi simili a quelli di carenza idrica.

3.4. Materiali solidi in sospensione

La presenza di materiali inorganici (es. sabbia, limo, argilla) provoca una piu rapida usura di
pompe ed irrigatori ed un maggior rischio di occlusione di gocciolatori. La presenza di tali sostanze,
cosi come di sostanze organiche in sospensione, determina la necessita di ricorrere a sistemi di
filtrazione con conseguente aggravio dei costi di produzione.

In linea di massima possiamo considerare che acque con un contenuto in solidi in sospensione
<30 mg L' si possono utilizzare senza particolari accorgimenti, mentre acque con un valore
maggiore debbano essere pil attentamente valutate soprattutto per quanto riguarda la scelta del
metodo irriguo. Una maggiore attenzione deve essere posta alle acque contenenti sostanze di natura
organica.

Il carbonio contenuto in tali sostanze reagisce con l'ossigeno dell'acqua impoverendola di tale
elemento. La quantita di O, necessaria per ossidare tali sostanze in seguito all'azione batterica ¢
indicato dal parametro BOD (Biochemical Oxigen Demand). Molto utilizzato il BODs, corri-
spondente al consumo di ossigeno del campione dopo cinque giorni di permanenza all'oscurita, in
agitazione e ad una temperatura costante di 20 °C (rappresenta il 70+80% del BOD totale).
Un'acqua & considerata discretamente pura quando il valore di BOD non supera i3 mg L™ (le acque
di fogna urbana hanno valori di 200+400 mg L™). Un altro parametro utilizzato & il COD (Chemical
Oxigen Demand), che rappresenta la quantita di O, richiesta per ossidare la totalita delle sostanze
organiche presenti nell'acqua, anche se non attaccabili per via biologica.

Il rapporto BOD/COD ¢ quindi un indice della biodegradabilita delle sostanze presenti.

3.5. Reazione - pH

Valori normali di pH per le acque destinate all'uso irriguo devono essere considerati in un range
compreso tra 5,5 e 8,5 (ottimali sono da considerarsi valori di pH compresi tra 6,5 e 7,5). Valori
differenti fanno sospettare una qualche caratteristica anomala che deve essere individuata. L'utilizzo
di acque con pH inferiore a 4,5 ¢ senz'altro da evitare, non solo per il suo effetto acidificante e
potenzialmente tossico per le colture, ma anche per il fatto che a tale valore di pH aumenta la
disponibilita di assorbimento dei metalli pesanti.

3.6. Azoto totale, nitrati, nitriti, fosfati

Azoto e fosforo rappresentano i principali elementi nutritivi dei vegetali e quindi l'uso di acque
arricchite non rappresenta un rischio dal punto di vista irriguo.

Problemi possono sorgere in relazione a fenomeni di eutrofizzazione delle acque superficiali con
conseguenti maggiori rischi di occlusione di alcuni tipi di irrigatori a causa della fitomassa presente.
I limiti di accettabilita per 1'azoto ed il fosforo vanno quindi interpretati come segnale di degrado
del corpo idrico e di adeguamento delle fertilizzazioni in funzione delle quantita apportate con
I'acqua irrigua (Tabella 5).
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Tabella 5 - Valori limite per l'azoto totale, nitriti, nitrati e fosfati per la classificazione delle acque
irrigue in classi di qualita

Parametro Unita di misura Classe I Classe IT
Azoto totale mg L™’ < 40 > 40
Nitrati mg L™’ < 50 > 50
Nitriti mg L™’ < 2 > 2
Fosfati mg L' <0,4 >0,4
Classe I: acque impiegabili per 1'uso irriguo senza particolari accorgimenti
Classe IT: acque che possono richiedere particolari accorgimenti operativi, soprattutto

nelle fasi di distribuzione e nella scelta del metodo irriguo.

3.7. Residui di prodotti fitosanitari

Il discorso relativo alla possibile contaminazione delle acque irrigue con residui di fitofarmaci
rientra in quello piu ampio relativo all'inquinamento derivato dalle sostanze organiche sintetiche
che per le vie piu disparate possono giungere alle acque. Alcune di queste sostanze e tra esse 1
pesticidi possono danneggiare direttamente le colture e/o il terreno agrario.

Le ricerche eseguite fino ad ora sull'argomento sono poco sistematiche e non forniscono
indicazioni precise circa i limiti di tolleranza dei diversi composti nelle acque da destinarsi
all'irrigazione.

A ci0 si aggiunga il fatto che per molti, forse troppi anni, si € sempre pensato che lo strato piu
superficiale del terreno potesse funzionare come un efficiente mezzo di purificazione in grado di
impedire la penetrazione delle sostanze inquinanti fino alle acque di falda.

Gia nel 1981 pero, alcuni studi condotti negli Stati Uniti avevano evidenziato che circa I'1% delle
risorse idriche conteneva quantita misurabili di prodotti chimici organici di origine non naturale.

In considerazione di quanto detto, ¢ evidente che la qualita delle acque, siano esse sotterranee o
superficiali, puo essere influenzata dall'attivita antropica, ed in particolare dall'utilizzo dei prodotti
organici, 1 quali, in determinate condizioni pedologiche e climatiche, mostrano persistenza e
mobilita nel suolo sufficienti a raggiungere 1 corsi d'acqua e/o le acque profonde.

Per quanto riguarda i prodotti fitosanitari, nel nostro paese l'allarme legato alla loro presenza nelle
acque inizio a diffondersi nel 1986, un anno dopo l'entrata in vigore del Decreto del presidente del
Consiglio dei Ministri 8 febbraio 1985 "Caratteristiche di qualita delle acque destinate al consumo
umano" (in recepimento della Direttiva 80/778/CEE relativa ai requisiti delle acque potabili).

Il decreto indicava 63 parametri di qualita, tra i quali quello relativo ai prodotti fitosanitari, ne
fissava il valore limite a 0,0001 mg L™ per componente separato e 0,5 g L™ per il totale.

Dato che né I'emanazione del decreto né la sua applicazione furono preceduti da alcuna verifica
della situazione reale, fu con una certa sorpresa che i controlli ufficiali evidenziarono come molti
pozzi di rifornimento di acquedotti, particolarmente nella pianura padana, presentavano
concentrazioni di prodotti fitosanitari inferiori ai limiti di sicurezza sanitaria ma al contempo
superiori a quelli ammessi. In particolare tali limiti erano superati per la presenza di residui di
diserbanti, ampiamente utilizzati nella cerealicoltura intensiva padana.

In questo panorama l'episodio a tutti noto, che ricordiamo a titolo di esempio, ¢ quello
dell'atrazina, diserbante selettivo per il mais, la cui vendita ed il cui impiego in agricoltura fu vietato
con un'ordinanza ministeriale nel 1992.

Tali fenomeni di contaminazione si devono al fatto che non solo i prodotti destinati al terreno
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giungono ad esso ma, in parte, anche quelli applicati alle colture. A questo punto la possibilita che
essi, penetrati nel suolo, vengano piu 0 meno rapidamente degradati, si fissino in una determinata
posizione oppure ancora siano ridistribuiti tra le fasi solide, liquide, gassose del terreno, dipende
dalle caratteristiche chimico-fisiche del composto e dai suoi coefficienti di ripartizione nelle diverse
fasi. Il terreno stesso, essendo un insieme complesso di materiali organici e minerali, esercita una
capacita di interagire molto variabile.

Riassumendo in alcuni termini la complessa questione della interazione tra il suolo ed i prodotti
fitosanitari che entrano in contatto con esso, possiamo indicare tre principali fattori che influenzano
il possibile passaggio di questi ultimi nelle acque:

Proprieta chimico-fisiche del prodotto fitosanitario. La struttura della molecola e quindi le sue
proprieta chimico-fisiche hanno un ruolo fondamentale nel determinare come essa interagira con
il sistema suolo-sottosuolo-pianta e quindi nel definire quello che sara il destino ambientale del
prodotto.

Struttura del sistema suolo-sottosuolo-acque di falda. Nei terreni ricchi di sostanza organica le
molecole dei prodotti fitosanitari sono normalmente pill intensamente trattenute e quindi piu
difficilmente esse saranno soggette a fenomeni di percolazione e lisciviazione. Un’azione
analoga alla sostanza organica ¢ esercitata dalle frazioni argillose nei confronti di molecole
polari. Inoltre occorre ricordare 1'importante ruolo esercitato dalla frazione argillosa del terreno e
dal microambiente esistente a livello radicale: in esso numerosi sono i fenomeni chimici e
biologici in grado di degradare i prodotti chimici.

Influenza delle piogge e delle pratiche irrigue. Particolarmente in zone caratterizzate da terreni
sciolti, sabbiosi e grossolani, il verificarsi di forti piogge successivamente all'applicazione del
prodotto fitosanitario al terreno o alla coltura, ne favorira la percolazione. Il medesimo effetto lo
eserciteranno le irrigazioni.

3.8. Coliformi totali, Coliformi fecali, Streptococchi fecali

I corpi idrici superficiali presentano una carica di microrganismi molto superiore a quella delle
acque di diversa origine, a causa dell'arricchimento provocato da scarichi di effluenti di
insediamenti urbani non depurati ovvero di allevamenti zootecnici.

Per la maggior facilita di quantificazione e per la loro significativita si determinano, come
indicatori della presenza di agenti patogeni, 1 soli Coliformi Totali, Coliformi Fecali e Streptococchi
Fecali. Il loro riscontro nelle acque irrigue non comporta problematiche di fitotossicita per le piante
o problemi per il terreno, ma pone preoccupazioni sotto l'aspetto igienico-sanitario del prodotto
ottenuto.

I limiti di accettabilita degli indicatori della presenza di agenti patogeni sono riportati nella
Tabella 6.

4. Utilizzo delle acque salmastre

4.1. Ripercussioni della salinita delle acque sul terreno

Dai cenni sulla valutazione delle acque di irrigazione si desume che le ripercussioni della salinita
delle acque irrigue sul terreno possono essere di due tipi: progressiva salinizzazione e/o progressiva
sodicizzazione.
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Tabella 6 - Parametri utilizzati per la classificazione delle acque irrigue in classi di qualita microbiologica

Parametri microbiologici | Unita di misura Classe 1 Classe II Classe III
Coliformi Totali UFC/100 mL < 5.000 5.000+12.000 > 12.000
Coliformi Fecali UFC/100 mL < 1.000 1.000+12.000 > 12.000
Streptococchi Fecali UFC/100 mL < 1.000 1.000+2.000 >2.000

Classe I: acque impiegabili senza limitazioni

Classe II: acque da impiegare almeno 30 giorni prima della raccolta, evitando il contatto con

prodotti destinati ad essere consumati crudi dall'uomo

Classe III: acque che devono essere preferibilmente distribuite con metodi che evitino il con-
tatto con la vegetazione. Anche in questo caso gli interventi irrigui vanno sospesi al-
meno 30 giorni prima della raccolta.

L’accumulo di sali negli strati superficiali del terreno interessati dagli apparati radicali puo essere
causato anche da fattori indipendenti dalla qualita dell’acqua irrigua o dall’irrigazione. La presenza
di falda poco profonda, infatti, per effetto della capillarita, determina un flusso di acqua e dei sali in
essa disciolti verso gli strati superficiali del terreno, dove 1’acqua evapora, mentre i sali tendono ad
accumularsi. In queste situazioni I’irrigazione, favorendo I'innalzamento della falda, puo aggravare
il problema, specialmente se 1’acqua ¢ salmastra.

Problemi quasi simili al precedente si verificano anche in presenza, lungo il profilo del terreno, di
strati impermeabili superficiali, che potrebbero ostacolare lo spostamento negli strati profondi dei
soluti apportati con 1’acqua irrigua.

In assenza di falda superficiale e di strati impervii lungo il profilo del terreno, I’accumulo dei
soluti apportati con acque irrigue ¢ maggiore in terreni poco permeabili (in terreni argillosi) e
minore in quelli permeabili (terreni sabbiosi).

Volumi di adacquamento pari o inferiori a quelli necessari per riportare alla capacita idrica di
campo lo strato di terreno maggiormente interessato degli apparati radicali favoriscono accumuli di
sali nel terreno specialmente nella parte inferiore dello strato umettato.

Nell’acqua di irrigazione un eccesso di sodio, attuale o potenziale, rispetto agli altri cationi
bivalenti presenti, puo ridurre anche di molto la permeabilita del terreno, particolarmente di quelli
argillosi. Questo parametro fisico influisce notevolmente sulla produttivita delle colture per due
ragioni opposte tra di loro: limita la costituzione della riserva idrica del terreno e rallenta il
drenaggio dell’acqua in eccesso.

Con bassi valori di velocita d’infiltrazione (< 2,5 mm h'l), infatti, ¢ quasi impossibile
somministrare al terreno elevati volumi di adacquamento senza danneggiare le colture per
prolungati ristagni superficiali. In tali situazioni la quantita d’acqua che si accumula nel terreno ¢
modesta, le colture possono soffrire per limitate dotazioni idriche ed emergono problemi relativi
alla scelta del metodo irriguo, alla loro efficienza ed al dimensionamento dei diversi parametri
irrigui.

D’altra parte, la bassa permeabilita ¢ determinata dal prevalere di pori di piccole dimensioni, che
conferiscono al terreno elevata capacita di trattenuta idrica, e, in periodi di abbondante disponibilita
di acqua, basso rapporto aria/acqua, con conseguenti situazioni asfittiche. I fenomeni di asfissia,
inoltre, possono verificarsi anche per ristagni superficiali.
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4.2. Ripercussioni della salinita delle acque sulle colture

La salinita, abbassando il potenziale osmotico, rende 1’acqua meno disponibile per le colture,
modificandone il normale consumo idrico e determinandone fenomeni di stress idrici, a cui si
accompagnano attenuazioni dell’accrescimento delle piante, riduzioni delle produzioni areiche e
modifiche qualitative dei prodotti.

La disponibilita dell’acqua per la pianta, inoltre, si riduce a mano a mano che il terreno si essicca,
ossia da subito dopo un’adacquamento all’inizio di quello successivo, a causa della riduzione del
potenziale sia matriciale che osmotico (Figura 1).

La concentrazione salina della soluzione circolante, infatti, aumenta al diminuire dell’umidita del
terreno.

Gli effetti di livelli diversi di salinita delle acque sulle colture sono notevolmente diversi tra le
specie. Numerose ricerche hanno contribuito a stabilire, entro certi limiti, il grado di tolleranza delle
differenti colture alla salinita; queste informazioni hanno permesso a diversi Autori di approntare
tabelle di tolleranza delle colture alla salinita, in cui sono indicate anche le riduzioni delle
produzioni areiche al variare della salinita dell’acqua irrigua e della presumibile salinita dell’estratto
da pasta satura e dell’acqua del terreno®® (Tabella 7).
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Figura 1 — Variazione, tra due adacquate successive, della salinita della soluzione circolante di
un terreno (Ecsw) coltivato a medica e del suo potenziale idrico (Rhoades, 1972)

La resistenza alla salinita delle singole specie varia con la varieta, con la fase fenologica, con il
portinnesto e con la domanda evapotraspirativa dell’ambiente. Per la maggior parte delle colture,
anche per quelle resistenti alla salinita, la fase di germinazione ¢ la piu sensibile; inoltre, le colture
arboree sono piu sensibili delle colture erbacee.

(3) E sufficientemente accertato che tra conducibilita elettrica dell’acqua d’irrigazione (ECw), conducibilita elettrica
dell’estratto da pasta satura (ECe) e conducibilita elettrica dell’acqua del terreno (ECsw) esistono le seguenti

relazioni:
ECe = 1,5<ECw;
ECsw = 2 ¢ECe = 3<ECw
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Tabella 7 - Indicazioni generali sui limiti di tolleranza di alcune specie di interesse agrario e loro
produttivita potenziale in rapporto alla salinita del terreno (ECe in dS m’') e dell’acqua d’irrigazione (ECw
indSm’)

Produzione potenziale rispetto alla massima

Specie vegetali 100% 90% 75% 50% 0%

ECe ECw ECe ECw ECe ECw ECe ECw ECe ECw

Colture da pieno campo

Orzo 8,0 53 10 6,7 13 8,7 18,0 12,0 28,0 19,0
Cotone 7,7 5,1 9,6 6,4 13,0 8,4 17,0 12,0 27,0 18,0
Bietola (zucchero) 7,0 4.7 8,7 5,8 11,0 7,5 15,0 10,0 24,0 16,0
Sorgo 6,8 4,5 7,4 5,0 8,4 5,6 9,9 6,7 13,0 8,7

Grano tenero 6,0 4,0 7,4 4,9 9,5 6,3 13,0 8,7 20,0 13,0
Grano duro 5,7 3,8 7,6 5,0 10,0 6,9 15,0 10,0 24,0 16,0
Soia 5,0 3,3 5,5 3,7 6,3 4,2 7,5 5,0 10,0 6,7

Arachide 3,2 2,1 3,5 2,4 4,1 2,7 49 3,3 6,6 4,4

Riso 3,0 2,0 3,8 2,6 5,1 34 7,2 4,8 11,0 7,6

Mais 1,7 1,1 2,5 1,7 3,8 2,5 5,9 3,9 10,0 6,7

Lino 1,7 1,1 2,5 1,7 3,8 2,5 5,9 3,9 10,0 6,7

Fava 1,5 1,1 2,6 1,8 4,2 2,0 6,8 4,5 12,0 8,0

Fagiolo 1,0 0,7 1,5 1,0 2,3 1,5 3,6 2,4 6,3 4,2

Colture orticole

Zucchino 4,7 3,1 5,8 3,8 7,4 49 10,0 6,7 15,0 10,0
Bietola da orto 4,0 2,7 5,1 3,4 6,8 4,5 9,6 6,4 15,0 10,0
Zucca 3,2 2,1 3,8 2,6 4.8 3,2 6,3 4,2 9,4 6,3

Cavolo broccolo 2,8 1,9 3,9 2,6 5,5 3,7 8,2 5,5 14,0 9,1

Pomodoro 2,5 1,7 3,5 2,3 5,0 3,4 7,6 5,0 13,0 8,4

Cetriolo 2,5 1,7 3,3 2,2 4.4 2,9 6,3 4,2 10,0 6,8

Spinacio 2,0 1,3 3,3 2,2 53 3,5 8,6 5,7 15,0 10,0
Sedano 1,8 1,2 34 2,3 5,8 3,9 9,9 6,6 18,0 12,0
Cavolo 1,8 1,2 2,8 1,9 4.4 2,9 7,0 4,6 12,0 8,1

Patata 1,7 1,1 2,5 1,7 3,8 2,5 5,9 3,9 10,0 6,7

Peperone 1,5 1,0 2,2 1,5 3,3 2,2 5,1 3,4 8,6 5,8

Lattuga 1,3 0,9 2,1 1,4 3,2 2,1 5,1 34 9,0 6,0

Ravanello 1,2 0,8 2,0 1,3 3,1 2,1 5,0 3,4 8,9 5,9

Cipolla 1,2 0,8 1,8 1,2 2,8 1,8 43 2,9 7,4 5,0

Carota 1,0 0,7 1,7 1,1 2,8 1,9 4,6 3,0 8,1 5,4

Colture foraggere

Agropiro 7,5 5,0 9,9 6,6 13,0 9,0 19,0 13,0 31,0 21,0
Orzo da foraggio 6,0 4,0 7,4 4,9 9,5 6,4 13,0 8,7 20,0 13,0
Loietto 5,6 3,7 6,9 4,6 8,9 5,9 12,0 8,1 19,0 13,0
Ginestrino 5,0 3,3 6,0 4,0 7,5 5,0 10,0 6,7 15,0 10,0
Festuca 3,9 2,6 5,5 3,6 7,8 5,2 12,0 7,8 20,0 13,0
Veccia 3,0 2,0 3,9 2,6 53 3,5 7,6 5,0 12,0 8,1

Vigna da foraggio 2,5 1,7 3,4 2,3 4,8 3,2 7,1 4,8 12,0 7,8

Medica 2,0 1,3 34 2,2 5.4 3,6 8,8 5,9 16,0 10,0
Mais da foraggio 1,8 1,2 3,2 2,1 5,2 3,5 8,6 5,7 15,0 10,0
Trifoglio alessandrino 1,5 1,0 3,2 2,2 5,9 3,9 10,0 6,8 19,0 13,0
Erba marzolina 1,5 1,0 3,1 2,1 5,5 3,7 9,6 6,4 18,0 12,0
Trifoglio pratense e ladino 1,5 1,0 2,0 1,6 3,6 2.4 5,7 3,8 9,8 6,6
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Tabella 7- (segue)

Produzione potenziale rispetto alla massima

Specie vegetali

Colture arboree
Olivo
Pompelmo
Arancio e limone
Pesco

Pero, melo, noce
Albicocco

Vite

Mandorlo
Prugno

Fragola

100% 90 % 75% 50% 0%
ECe ECw ECe ECw ECe ECw ECe ECw ECe ECw
2,7 1,8 3,8 2,6 5,5 3,7 8.4 5,6 140 9,3
1,8 1,2 2,4 1,6 3.4 2,2 4,9 3,3 8,0 5,4
1,7 1,1 2,3 1,6 3,3 2,2 4,8 32 8,0 5,3
1,7 1,1 2,2 1,5 2,9 1,9 4,1 2,7 6,5 4,3
1,7 1,0 2,3 1,6 3,3 2,2 4,8 32 8,0 5,3
1,6 1,1 2,0 1,3 2,6 1,8 3,7 2,5 5,8 3,8
1,5 1,0 2,5 1,7 4,1 2,7 6,7 4,5 12,0 79
1,5 1,0 2,0 1,4 2,8 1,9 4,1 2,8 6,8 4,5
1,5 1,0 2,1 1,4 2,9 1,9 43 2,9 7,1 4,7
1,0 0,7 1,3 0,9 1,8 1,2 2,5 1,7 4,0 2,7

Tra queste ultime le colture a ciclo autunno-invernale sono piu resistenti di quelle a ciclo
primaverile-estivo. Gli effetti negativi della salinita delle acque, infatti, aumentano con I’aumentare
della domanda evapotraspirativa dell’ambiente, in quanto all’aumentare di quest’ultima aumenta il
flusso di acqua dal terreno all’atmosfera attraverso la pianta; perché cio si verifichi ¢ necessario che
il gradiente di potenziale nel sistema continuo suolo-pianta aumenti, e cio si verifica principalmente
per progressivo abbassamento del potenziale idrico della pianta (Figura 2).
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Figura 2 — Rappresentazione schematica dell’influenza della domanda evapotraspirativa (bassa ET,
elevata ET) sulla relazione tra potenziali idrici del suolo, delle radici e delle foglie.

25



Le manifestazioni di fenomeni di tossicita, indipendenti dalla concentrazione totale di soluti, sono
tipiche per ogni elemento e sono visibili principalmente su foglie adulte e senescenti dove
I’accumulo ¢ maggiore.

I sintomi di tossicita da sodio si manifestano con bruciatura, scottatura e morte dei tessuti dei
margini esterni delle foglie: quelli da cloro, invece, con bruciatura e disseccamento dei tessuti
fogliari che partono dall’estremita apicale e proseguono lungo i margini con l’aggravarsi del
problema. La tossicita da boro si manifesta inizialmente su foglie vecchie, con ingiallimento,
macchiettature clorotiche o disseccamento dei tessuti all’apice ed ai margini del lembo fogliare.

Un altro aspetto negativo dell’impiego di acque salmastre puo essere il deposito di carbonati sulla
vegetazione, con attenuazione dell’attivita fotosintetica, e sui frutti con conseguente deprezzamento.
Questo inconveniente pud essere prevenuto irrigando senza bagnare la vegetazione o irrigando
durante le ore notturne.

4.3. Possibilita di utilizzo delle acque salmastre

L’impiego irriguo di acque salmastre, generalmente, determina incrementi di produzioni areiche
rispetto a quelle ottenibili senza irrigazione, riduzioni, invece, rispetto alle produzioni ottenibili con
acque dolci.

La conoscenza delle caratteristiche qualitative dell’acqua d’irrigazione consente di adottare
accorgimenti idonei per attenuare effetti negativi sulle colture e sul terreno. Ogni limite di
distinzione tra acque dolci ed acque salmastre, o acque non pericolose ed acque pericolose per
I’agricoltura, non pud che essere arbitrario, mirando a creare una discontinuita laddove esiste una
graduale variazione continua, le cui conseguenze pratiche sono pure graduali e continue e, pertanto,
soggette a compiere scelte molto diverse secondo i terreni, i climi, le colture, le tecniche colturali, le
condizioni economiche generali, ecc.

Pertanto, anche se i vari limiti analitici sono molto utili per caratterizzare il tipo di acqua essi
dicono ben poco circa la possibilita della sua utilita ed utilizzabilita. Situazioni particolari possono
consentire ’utilizzazione di acque, giudicate dalla letteratura corrente non idonee per 1’irrigazione.
A questo proposito in Puglia esistono esempi di utilizzazione, da piu di un decennio su terreni
calcarei, di acque caratterizzate da conducibilita elettrica tra 4 ¢ 5 dS m” e da SAR < 10, con
risultati soddisfacenti.

Scegliendo accuratamente le colture ed adottando tecniche agronomiche ed irrigue adeguate ¢
possibile utilizzare acque salmastre a scopo irriguo. L’utilizzatore dell’acqua salmastra puo ottenere
risultati produttivi soddisfacenti con 1’acqua che dispone e puo riscontrare che un’acqua considerata
“inutilizzabile” puo in effetti essere usata in situazioni particolari.

4.4.  Modalita di utilizzo delle acque salmastre

Nell’utilizzo di acque salmastre uno degli accorgimenti di primaria importanza ¢ la scelta della
coltura da irrigare. Precedentemente ¢ stato accennato che la tolleranza delle colture alla salinita
varia con la specie e la varieta, di conseguenza I’utilizzabilita di un’acqua salmastra a scopo irriguo
dipende dalla coltura da irrigare; a tal riguardo puo risultare utile consultare la Tabella 7.

Considerando che la salinita come tale determina una limitazione idrica per la coltura e che 'uso
di acque salmastre favorisce una progressiva salinizzazione e/o sodicizzazione dei terreni, ogni
accorgimento mirante a prevenire o migliorare tali situazioni valorizza 1’impiego delle acque
salmastre.

La progressiva salinizzazione dei terreni puo essere prevenuta o attenuata se si tengono in
considerazione i seguenti principi ed accorgimenti:
> Passando da terreni sabbiosi a quelli argillosi il limite di tolleranza alla salinita ed alla sodicita

di una determinata specie decresce (Figura 3), a causa della riduzione della permeabilita, della
crescente difficolta che 1 terreni oppongono alla lisciviazione dei soluti apportati con 1’acqua
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d’irrigazione e della crescente influenza negativa della progressiva sodicizzazione sulla
permeabilita del terreno. Pertanto, 1a dove ¢ possibile, ¢ preferibile irrigare terreni sciolti e
caratterizzati da drenaggio soddisfacente. I sali apportati con le acque di irrigazione devono
essere allontananti dallo strato superficiale interessato dagli apparati radicali delle colture
attraverso la rete di drenaggio o per lisciviazione negli strati profondi. La rete di drenaggio
sotterra neo si rende indispensabile in presenza di falda superficiale ed in caso d’innalzamento
di quest’ultima a causa della percolazione profonda delle acque irrigue

> La lisciviazione dei soluti negli strati profondi pud essere favorita, 1a dove ¢ necessario, at-
traverso la rottura e/o la rimozione di strati impervii superficiali di limitato spessore (crostoni
superficiali).

> Avvicendare colture non irrigate con colture irrigate, in modo da consentire periodicamente alle
acque di pioggia di due o pil annate consecutive di dilavare i soluti apportati con ’acqua
d’irrigazione durante le precedenti stagioni irrigue.

> Tra 1 lavori preparatori principali del terreno ¢ da preferirsi la discissura profonda in alternativa
all’aratura profonda, per evitare di riportare in superficie strati profondi di terreno in cui si sono
accumulati sali lisciviati dagli strati sovrastanti e per favorire il drenaggio profondo
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Figura 3 - Limiti di tolleranza delle colture alla salinita dell'acqua (ECw
in dSm’ ) in relazione alla tessitura del terreno ed al valore di SAR.

> Frazionare la concimazione in pill epoche, particolarmente quella azotata e privilegiare la
concimazione localizzata, ci0 allo scopo di non aumentare la concentrazione salina della
soluzione circolante.
La dove si dispone anche di quantita limitate di acqua dolce avvicendare colture sensibili alla

salinita, da irrigare con acqua dolce, con colture resistenti alla salinita da irrigare con acque
salmastre, almeno dopo la fase di germinazione-emergenza. In queste situazioni si potrebbe
pensare anche alla miscela dell’acqua dolce con quella salmastra; questa soluzione, pero, se da
una parte migliora la qualita dell’acqua salmastra, dall’altra peggiora quella dell’acqua dolce.
L’opportunita della miscela delle acque dipende da una serie di circostanze e da valutazioni
anche di tipo economico oltre che tecnico. Tuttavia, ricerche condotte a tale proposito
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dimostrano che in presenza di acqua dolce e salmastra 1 risultati migliori si ottengono im-
piegando acque dolci durante fasi critiche della coltura nei riguardi della salinita e piu in
generale dello stress idrico, acqua salmastra, invece, durante fasi piu tolleranti la salinita.

> Adottare metodi irrigui che non favoriscono accumuli di soluti nel volume di terreno in cui le

radici della coltura sono piu attive. Sono utilizzabili 1 metodi per sommersione, per scorrimento

e per aspersione, che nel terreno determinano un movimento verticale dell’acqua e dei soluti

dagli strati superficiali a quelli profondi; i metodi a goccia e per infiltrazione laterale da solchi,

che permettono di dilavare sali dal volume di terreno umettato da ogni singolo gocciolatore e

solco.

= La sommersione e lo scorrimento, oltre a non essere idonei per tutte le colture, non
consentendo di dosare bene piccoli volumi di adacquamento, quindi non permettono di
realizzare turni irrigui brevi con buona efficienza distributiva dell’acqua.

= [’irrigazione a pioggia pur permettendo di adottare turni irrigui brevi e di realizzare elevata
efficienza distributiva di piccoli volumi di adacquamento, bagnando la vegetazione, almeno
delle colture erbacee e di quelle arboree con impianti soprachioma, puo favorire assorbimenti
fogliari di soluti e di ioni tossici (Na, Cl, B). Tuttavia questo aspetto negativo puo essere
attenuato irrigando le colture erbacee durante le ore meno soleggiate della giornata o durante
la notte, adottando impianti sottochioma per le colture arboree.

= [’irrigazione “a goccia” richiede turni irrigui brevi, per le limitate riserve idriche (variabili
in relazione all’entita della localizzazione) che permette di costituire con ogni intervento
irriguo nel volume di terreno umettato entro cui le radici delle piante tendono ad addensarsi e
ad essere molto attive. In tal modo si genera un flusso di acqua e di soluti pressoché continuo
dal punto di gocciolamento al fronte di umettamento. Con questo metodo irriguo, quindi, i
soluti apportati con 1’acqua d’irrigazione sono allontanati dalle zone di massima densita
radicale e tendono ad accumularsi in profondita, al disotto dei gocciolatori, e negli strati
superficiali invece, tra gocciolatori contigui.

= [’irrigazione per infiltrazione laterale da solchi consente il dilavamento dei soluti apportati
con I’acqua di irrigazione dal volume di terreno umettato, favorendo invece il loro accumulo
in profondita, al disotto dei solchi, e negli strati superficiali compresi tra solchi contigui.

= L’irrigazione “a goccia” e quella per infiltrazione laterale da solchi, pur risultando
soddisfacenti per la coltura irrigata con acqua salmastra, favorendo accumuli di soluti in
superficie tra le aree bagnate, possono danneggiare la coltura che segue quella irrigata se,
nell’intervallo di tempo tra le due colture successive, piogge naturali o irrigazioni praticate
con 1 metodi per aspersione, per sommersione o per scorrimento non provvedono a dilavare 1
sali accumulatisi.

> Adottare turni irrigui brevi per elevare il potenziale idrico del terreno. Con turni irrigui brevi,
mantenendo ’'umidita del terreno permanentemente prossima alla capacita idrica di campo, 1
soluti sono diluiti ed i potenziali matriciale ed osmotico tendono ad essere relativamente elevati.

4.5. I problemi della lisciviazione anche in funzione della piovosita

Una tecnica suggerita per valorizzare le acque salmastre consiste nel favorire la lisciviazione dei
soluti apportati con 1’acqua durante la stagione irrigua, somministrando volumi di adacquamento
superiori a quelli necessari per portare alla capacita idrica di campo lo strato di terreno interessato
dall’apparato radicale.

Per valutare la frazione di acqua in piut da somministrare, rispetto al fabbisogno irriguo delle
colture, detta “Fabbisogno di lisciviazione” (Leaching Requirement -LR-), sono state proposte
diverse metodologie.

Tra queste una delle prime, suggerita dall’U.S.D.A. fin dal 1954, si basa sul principio del costante
bilancio dei soluti nel terreno ed ¢ la seguente:
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LR = ECwW/ECdw = Ddw/Dw

dove:
LR = leaching requirement (richiesta di lisciviazione) espressa in frazione
percentuale del volume di adacquamento;
ECw = conducibilita elettrica dell’acqua d’irrigazione (dS m™);

ECdw = conducibilita elettrica massima compatibile con la coltura (dS m™)
dell’acqua di drenaggio della zona radicale;

quantita di acqua drenata espressa in altezza (mm);

quantita di acqua irrigua espressa in altezza (mm).

Ddw
Dw

Studi successivi hanno evidenziato la possibilita di ridurre la quantita di acqua di lisciviazione
calcolata con il metodo suggerito dell’U.S.D.A. senza riscontrare apprezzabili riduzioni di
produzioni areiche delle colture. Questa possibilita si basa sul fatto che lo strato di terreno che
maggiormente contribuisce al rifornimento idrico delle colture ¢ la meta superiore della zona
radicale, strato maggiormente lisciviato durante ogni adacquata.

Questo concetto ¢ particolarmente applicabile allorquando si adottano turni irrigui relativamente
brevi e pill in particolare con metodi irrigui che consentono di dosare bene il volume di
adacquamento come i metodi a pioggia ed “a goccia”.

Rhoades suggerisce di calcolare il LR nei seguenti modi:

- con metodi irrigui gravimetrici che non permettono turni irrigui brevi:

LR = ECw/(S5ECe-ECw)

13

- con metodi irrigui che consentono turni irrigui brevi come l'irrigazione a pioggia ed “a
goccia’:

LR = ECw/2 (max ECe)

dove “LR” ¢ la quota percentuale di cui va aumentato il volume di adacquamento per assicurare la
lisciviazione dei sali; “ECe” e “(max ECe)” sono la conducibilita elettrica dell’estratto da pasta
satura del terreno (dS m™) compatibile con la riduzione di produzione areica, rispetto a quella
massima, del 10% e del 100%, rispettivamente (Tabella 7).

Si sottolinea, pero, che la tecnica della lisciviazione dei soluti con acqua d’irrigazione durante la
stagione irrigua presuppone un regime irriguo permanente, con apporti idrici di pioggia trascurabili.
Situazione quest’ultima pit prossima a quella di ambienti a clima desertico che non a clima
mediterraneo, caldo arido, con precipitazioni concentrate nel periodo autunno-inverno, come quello
dell’Italia meridionale ed insulare. In queste situazioni climatiche 300+400 mm di pioggia, che
generalmente cadono durante I'inverno, sono quasi sempre sufficienti per lisciviare dalla zona
radicale i1 sali apportati durante la stagione irrigua precedente con le acque di irrigazione; di
conseguenza 1’applicazione di acqua di lisciviazione si rivela di scarsa utilita, cosi come hanno
dimostrato risultati di ricerche condotte in Puglia. In queste ultime ricerche 1’applicazione della
frazione di acqua di lisciviazione durante la stagione irrigua non solo si ¢ rivelata di scarsa utilita
ma addirittura ha determinato, rispetto alla non applicazione della frazione di lisciviazione, un
maggior accumulo di soluti nella zona radicale, molto verosimilmente a causa della presenza della
suola di lavorazione lungo il profilo del terreno o comunque di strati caratterizzati da differente
curva di conducibilita idrica. Situazione quest’ultima che si riscontra in tutti i terreni coltivati, in
modo particolare nei frutteti in cui ¢ presente la suola di lavorazione sia profonda, costituitasi al
momento dello scasso prima dell’impianto, che a 15-20 cm di profondita, che si costituisce con i
lavori annuali di coltivazione. L’entita della suola di lavorazione e la sua influenza sul regime idrico
lungo il profilo € tanto maggiore quanto meno rigonfiabili sono i terreni.
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Si dimostra che la presenza lungo il profilo di strati a diversa curva di conducibilita idrica
determina, nello strato di terreno sovrastante, un aumento del contenuto idrico alla capacita idrica di
campo; di conseguenza una frazione dell’acqua di lisciviazione eventualmente applicata non drena
dallo strato delimitato dalla suola di lavorazione, aumentandone il contenuto salino.

Dopo queste considerazioni, pero, non si puo concludere che la tecnica di lisciviazione sia inutile
ma si deve, invece, considerare la necessita di verificare, durante la stagione irrigua, I’evoluzione
della salinita del terreno lungo il profilo e di intervenire con acqua di lisciviazione quando la
conducibilita elettrica dell’estratto da pasta satura dello strato di terreno interessato dalle radici
risulta superiore a quella compatibile con il calo di produzione areica previsto.

Un’abbondante irrigazione prima dell’inizio della stagione delle piogge puo risultare molto utile
per migliorare 1’azione dilavante dell’acqua di pioggia, particolarmente quando I’entita di
quest’ultima non ¢ sufficiente per portare alla capacita idrica di campo la zona radicale.

Il problema della lisciviazione si pone anche per attenuare I’aspetto negativo del sodio sulle
caratteristiche fisiche del terreno. La pericolosita del sodio, infatti, pud essere controllata con
I’applicazione di correttivi, al terreno o direttamente all’acqua, capaci di abbassare il rapporto
Na*/(Ca™ + Mg"™) nella soluzione circolante. Il correttivo comunemente usato ¢ il gesso (CaSQOy),
che arricchendo la soluzione circolante in Ca™, abbassa anche il rapporto Na*/(Ca™ + Mg"™) nel
complesso di scambio (legge di Gapon). L’efficacia dei correttivi ¢ legata alla lisciviazione del Na*
che, per sostituzione, arricchisce la soluzione circolante.

La lisciviazione si dimostra utile, inoltre, anche per il controllo di fenomeni di tossicita che
possono insorgere per la presenza nell’acqua d’irrigazione o nel terreno di Na*, CI" e B* in quantita
superiori ai limiti compatibili con le colture irrigate.

Bibliografia

USDA/US. Salinity Laboratory Staff (1954), Diagnosis and improvement of saline and alkali soils. USDA Agriculture
Handbrook N. 60 L.A. Richards, Editor.

Autori Vari (1997), Manuale di agricoltura. 2* edizione, Hoepli, Milano.

Autori Vari (1982), Irrigazione. Problemi e tecniche dell'azienda agraria. - ERSO (Ente per la Ricerca la
Sperimentazione la Divulgazione in Ortofrutticoltura Floricoltura e Sementi), Regione Emilia Romagna, attivita
produttive IT dipartimento, Bologna.

Ayers R.S., Westcot D.W. (1976), Water quality for agriculture. FAO Irrigation and Drainage, paper 29.

Ayers R.S., Westcot D.W. (1985), Water quality for agriculture. FAO Irrigation and Drainage, paper 29, Rev. 1.

Aziz M.H.A. (1968), Crop water requirements and water quality. Salinity control in Kuwait. In Ayers, R.S. and
Westcot, D.W. (1985): Water quality for agriculture. FAO Irrigation and drainage paper 29 Rev. 1.

Caliandro A., Cucci G., De Caro A., Cordella S. (1991), Irrigation with brachish water: influence of the irrigation
regime on salt built-up in the soil and leaching effect and rainfall. Proceeding of the European Mediterranean
Conference on “the use of saline water in irrigation” 25-26 July Bari Italy - CEC - CIHEAM/IAM-B.

Chinellato E. (1996), I consorzi di bonifica per il monitoraggio della qualita delle acque di irrigazione nella Regione
Veneto. Unione Regionale Veneta delle Bonifiche delle Irrigazioni e dei Miglioramenti Fondiari. Venezia.

Eaton F.M. (1950), Significance of carbonates in irrigating waters. Soil Science 69, 123-133.

Ficco N. (1961), Un triennio di sperimentazione irrigua con acque salmastre. Genio Rurale, 24, 753-766.

Giardini L. (1986), Agronomia generale. - Patron Editore, Bologna.

Oster J.D. and Rhoades J.D. (1977), Various indices for evaluating the effective salinity and sodicity of irrigation
waters. In Proc. International Salinity Conference, Lubbock, Texas, 16-20 August 1976, 1-14.

Oster J.D., Schroer F.W. (1979), Infiltration as influenced by irrigation water quality. Soil Sci. Soc. Amer. J. 43, 444-
447.

Romano E., Mecella G. (1982), Guida pratica per il rilevamento delle caratteristiche pedoagronomiche dei terreni -
Istituto Sperimentale per la Nutrizione delle Piante. Roma.

Rhoades J.D. (1972), Quality of water for irrigation. In Ayers, R.S. and Westcot, D.W., 1985. Water quality for
agriculture. FAO Irrigation and drainage paper 29 Rev. 1.

Rhoades J.D. (1974), Drainage for salinity control. In: Drainage for Agriculture. Van Schilfgaarde S. (ed) Amer. Soc.
Agron. Monograph N. 17, 443-462.

Stylianou Y., Orphanos P.1. (1970), Irrigation of Shamouti oranges with saline water. In Ayers, R.S. and Westcot,
D.W., 1985. Water quality for agriculture. FAO Irrigation and drainage paper 29 Rev. 1.

30



Suarez D.L. (1981), Relation between pHc and Sodium Adsorption Ratio (SAR) and an alternate method of estimating
SAR of soil or drainage waters. Soil Sci. Soc. Amer. J. 45, 469-475.

Testini C. (1989), La qualita delle acque irrigue. in Sequi P. Chimica del suolo. Patron Editore,
Bologna.

Prof. Angelo Caliandro 1%ed. 2001

Istituto di Agronomia generale e Coltivazioni erbacee, Coordinatore dei metodi:
Facolta di Agraria, Universita di Bari Girolamo Mecella

Via Amendola, 165/a Direttor Il llana:
70126 Bari ettore della collana:

Paolo Sequi

Prof. Gian Pietro Molinari

Istituto di Chimica Agraria ed Ambientale, Sezione
di Chimica del Suolo, Facolta di Agraria

Via Emilia parmense, 84

29100 Piacenza

Dott. Luca Fornara

Istituto di Chimica Agraria ed Ambientale, Sezione
di Chimica del Suolo, Facolta di Agraria

Via Emilia parmense, 84

29100 Piacenza

Dott. Girolamo Mecella

Istituto Sperimentale per la Nutrizione delle Piante
Via della Navicella, 2-4

00184 Roma

31



Qualita dell’acqua di abbeverata per gli animali

B
- :

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.

Introduzione

Parametri microbiologici
Standard fisici

Standard chimici

Sali Totali Disciolti (STD)
Reazione in pH

Durezza

Cloruri

Solfati

Sodio e potassio

Calcio

Magnesio

Nitrati e Nitriti

Ferro

Fluoro

Microelementi e sostanze tossiche
Considerazioni conclusive

Bibliografia

33
34
34
34
35
35
36
36
37
37
38
38
38
39
40
40
41

42

32



Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Qualita dell’acqua di abbeverata per gli animali
di Giovanni Savoini, Vittorio dell’Orto, Gianfranco Piva

1. Introduzione

La qualita dell’acqua di abbeverata degli animali intuitivamente non dovrebbe essere so-
stanzialmente differente rispetto a quella destinata all’'uso umano. Questa ipotesi ¢ parzialmente
suffragata anche dalle indagini sperimentali, che indicano parametri qualitativi per 1’acqua di abbe-
verata degli animali simili a quelli considerati per la potabilita dell’acqua ad uso umano, soprattutto
per 1 contenuti in elementi minerali ed in sostanze tossiche.

Diversa ¢ la valutazione della potabilita dell’acqua per gli animali da un punto di vista mi-
crobiologico; infatti soprattutto i ruminanti possono bere acque con un contenuto di batteri
superiore rispetto a quello considerato per la potabilita umana senza manifestare problemi. I
ruminanti infatti, in quanto provvisti di prestomaci nei quali sono presenti abbondanti microflora e
microfauna, non risentono in modo particolare dell’ingestione di acqua contenente ad es.
Escherichia coli, che ¢ normalmente presente nell’ambiente ruminale. Certamente non vi dovranno
essere presenti patogeni quali virus, protozoi, salmonelle, ecc.

Esistono problemi differenti a seconda degli animali per quanto riguarda la potabilita dell’acqua,
ad es. 1 ruminanti sono maggiormente sensibili alla presenza di nitrati nell’acqua in quanto questi
vengono trasformati dai batteri ruminali in nitriti, che sono maggiormente tossici; inoltre il cloro, se
presente nell’acqua ad elevate concentrazioni, pare influenzare negativamente le fermentazioni
ruminali.

Non esistendo tuttora una normativa specifica per la potabilita dell’acqua destinata agli animali, ci
si riferisce alla definizione di potabilita delle acque per il consumo umano (D.P.R. n. 236 del 24
maggio 1988). Cio assicura senza dubbio degli elevati standard chimici, organolettici e
batteriologici, che, oltre a garantire la potabilita dell’acqua, assicurano anche la corretta miscibilita
di additivi e farmaci nella stessa. Infatti in particolare il pH, la durezza e la salinita possono ridurre
la disponibilita di vitamine e farmaci somministrati nell’acqua. E evidente che questi problemi non
si pongono per gli animali da compagnia, cani e gatti, che consumano normalmente acqua con
caratteristiche di potabilita per 'uomo.

Hillinger gia nel 1986 propose una netta distinzione tra l'acqua destinata all'uvomo, quella da
abbeverata e l'acqua da utilizzare a svariati fini, come ad esempio per la pulizia dei locali di
allevamento. Tale distinzione sembra quanto mai opportuna, visto che l'acqua di abbeverata non
puo presentare le stesse caratteristiche qualitative-limitative di quella destinata all'uomo.

L’imbrattamento degli abbeveratoi e delle mangiatoie, la presenza di un'elevata microflora, a
seguito dell'escrezione, impongono concetti diversi sulla qualita delle acque rispetto a quelli che
teoricamente vengono indicati, sia dal punto di vista chimico che batteriologico. Secondo Hapke
(1988) 1 valori limite delle sostanze chimiche presenti nell'acqua potabile potrebbero essere 5+10
volte superiori per I'acqua di abbeverata rispetto alla potabile.

L'acqua potrebbe essere, se qualitativamente scadente, un fattore di rischio, cio¢ una causa
predisponente I'insorgere di problemi di ordine sanitario; risulta comunque difficile evidenziare un
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quadro eziologico specifico, data la notevole interferenza con altre anomalie eventualmente
preesistenti.

Al fine di fornire indicazioni utili a valutare la potabilita dell’acqua si ¢ effettuato un confronto tra
le caratteristiche dell’acqua considerata potabile per I’'uomo secondo il D.P.R. n. 236 del 24 maggio
1988 e le caratteristiche dell’acqua di abbeverata da utilizzare per 1 polli, 1 suini, 1 bovini ed i
cavalli, avvalendosi di un utile schema sviluppato dalla Alberta University (1996) e di altre
indicazioni reperite in letteratura.

2. Parametri microbiologici

L'acqua di abbeverata dovrebbe essere, secondo il DPR n. 236, batteriologicamente pura, priva
cioe di ogni forma microbica.

In generale 1'acqua di abbeverata contiene una vasta gamma di microrganismi, compresi batteri e
virus; possono essere ritrovate in acque qualitativamente scadenti Salmonelle, Vibrio cholera,
Leptospira ed Escherichia coli, rappresentando quindi una fonte di pericolo per la salute,
specialmente per gli individui giovani e/o particolarmente suscettibili. Secondo alcune indicazioni i
Coliformi e gli Stafilococchi patogeni dovrebbero risultare assenti in 100 mL di acqua, le
Salmonelle assenti in 5 L; per Clostridi solfito-riduttori si dovrebbe trovare meno di 1 spora in 20
mL di acqua, mentre gli Enterovirus dovrebbero essere assenti in 10 L d'acqua. L'acqua puo essere
quindi causa di malattie sub-cliniche; non & detto pero che un'acqua particolarmente ricca in
microrganismi sia necessariamente apportatrice di infezioni.

Il trattamento con cloro a fini preventivi non & adatto per i ruminanti, soprattutto se la clorazione ¢
relativamente elevata e/o la quantita di acqua ingerita ¢ elevata. Per tale motivo i criteri adottati per
1 monogastrici non possono in alcuni casi essere applicati anche ai ruminanti.

3. Standard fisici

I parametri fisici di qualita dell'acqua hanno un’importanza minore rispetto a quelli chimici e
batteriologici; cio non esclude pero che la loro inosservanza possa pregiudicarne 1'assunzione.

Le proprieta fisiche dell'acqua sono nella maggior parte dei casi correlate all'aspetto dell'acqua piu
che alla qualita; solo alcuni parametri ne riflettono la qualita. Il colore, ad esempio, puo evidenziare
la presenza di contaminanti; la torbidita puo evidenziare la presenza di residui organici, industriali o
altro, fornendo indicazioni sull'eventuale scarsa idoneita dell’acqua al consumo.

Il gusto e l'odore sono sensazioni essenzialmente soggettive e nella maggior parte dei casi si
diversificano notevolmente da quelli degli uomini.

II colore dell'acqua non sembra avere un grosso legame con l'accettabilita da parte degli animali,
ma risulta importante per l'allevatore come indicatore di contaminazione. Dati riportati in letteratura
indicano come la somministrazione di acqua contenente elevati livelli di Fe (15 mg L™)
conferiscono un aroma non gradito dagli animali; il trattamento di queste acque con addolcitori e
ossigenatori generalmente normalizza 1'assunzione.

4. Standard chimici

La definizione dei parametri chimici dell'acqua ha notevole importanza ai fini della valutazione
della qualita. Esistono dei test principali (Sali Totali Disciolti, pH, durezza, ferro, nitrati/nitriti) in
grado di individuare la presenza o l'assenza di problemi qualitativi. Nonostante i risultati di questi
test siano molto spesso soddisfacenti, essi vanno integrati con altri, come ad esempio la presenza
dei solfati, del cloro, del sodio e di altri elementi minerali, in modo da poter specificare la natura
della contaminazione.
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4.1. Sali Totali Disciolti (STD)

Degli oltre 30 sali minerali presenti nelle acque di abbeverata, i piu diffusi sono i carbonati, i
cloruri ed i solfati di sodio e potassio, il calcio ed il magnesio.

La misura della conducibilita elettrica dell'acqua fornisce indicazioni sul livello di STD
dell'acqua; con valori superiori ai 6 dS m-1 si hanno valori elevati di STD.

I vari sali minerali presenti nell'acqua in concentrazioni particolarmente elevate impartiscono
all'acqua stessa sapori e colori differenti, tutti comunque non gradevolemnte accettati dagli animali.
I sali di Fe e Mn conferiscono un sapore metallico ed un colore rosso cupo all'acqua, mentre i sali di
Cu e Zn conferiscono all'acqua un sapore astringente. Livelli di cloruro di sodio superioria 10 g L™
portano a turbe digestive nei bovini, mentre nelle pecore livelli di 5 g L' aumentano la quantita di
acqua ingerita e, di conseguenza, la quota di urine escrete.

Il valore di STD ¢ particolarmente importante per i polli, in cui valori superiori a quelli per la
potabilita umana non sono soddisfacenti per 1 soggetti giovani, di eta inferiore alle tre settimane.

Come riportato nella Tabella 1, all'aumentare del contenuto in sali solubili aumentano i rischi per
gli animali. Gli effetti non sono facilmente quantificabili, in quanto le risposte non sono sempre
uguali, a seguito della diversa composizione minerale dell'acqua. Inoltre tali valori derivano da
sperimentazioni condotte in ambienti controllati; in condizioni pratiche ¢ preferibile fornire
comunque agli animali acque con valori di STD inferiori a 3.000+4.000 mg L.

4.2. Reazione in pH

Raramente la reazione costituisce un problema; viene considerata normale e accettabile un’acqua
con valori compresi tra 6,5 e 8,5, sebbene alcuni ricercatori considerino tollerabile un’acqua con
valori di pH compresi tra 8,5 e 10.

Tabella 1 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del STD

STD mg L Polli Suini Bovini e Cavalli
< 1.500 Ottimo Ottimo Ottimo
1.500+3.000 Soddisfacente ad eccezione di soggetti al di Discreto Discreto

sotto di 3 settimane

3.000+4.000 Soddisfacente ad eccezione di soggetti al di Accettabile Accettabile
sotto di 3 settimane, deiezioni molto umide

4.000+5.000 Soddisfacente ad eccezione di soggetti al di Utilizzabile, diarrea transitoria  Utilizzabile
sotto di 4 settimane, deiezioni molto umide all’inizio del consumo

5.000+7.000 Insoddisfacente, deiezioni eccessivamente  Insoddisfacente, causa diarrea, Insoddisfacente, causa
umide, riduzione della produzione, pericolo riduzione assunzione idrica, diarrea specialmente nelle
per la salute pericolo per la salute bovine da latte
7.000=10.000 Insoddisfacente Insoddisfacente Insoddisfacente
> 10.000 Tossica Tossica Tossica

D.P.R. n. 236: Valore Guida 1.500 mg L™

Il valore di pH ha comunque un notevole impatto sulle reazioni chimiche che potrebbero
svilupparsi a seguito di trattamenti dell'acqua. Valori bassi sono causa di precipitazione di alcuni
agenti antibatterici, mentre valori elevati condizionano 1'efficienza della clorazione.

Nella Tabella 2 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del pH
per le diverse specie di animali.
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Tabella 2 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del pH

pH Polli Suini Bovini e Cavalli
6,5-8,5 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
8,5-10,0 Tollerabile Tollerabile Tollerabile
>10.0 Non adatta Non adatta Non adatta

D.P.R. n. 236: Valore Guida 6,5+8,5

4.3. Durezza

La durezza indica il contenuto dell’acqua in cationi (calcio e magnesio) espressa come CaCOs
equivalenti.

Secondo alcuni autori acque dure per effetto della limitata capacita solvente, riducono la
solubilizzazione dei principi nutritivi, rendendone difficoltosa 1’assimilazione.

Nella Tabella 3 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
durezza per le diverse specie di animali.

Tabella 3 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della durezza

CaCO; mg L! Polli Suini Bovini e Cavalli
<100 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
100 —2.000 Nessun problema Nessun problema Nessun problema

D.P.R. n. 236: Valore Consigliato 15+50 °F (1 °F=10mgL™")

4.4. Cloruri

Lo ione cloruro ¢ in genere 1'anione meno comune. Il cloro viene generalmente utilizzato come
disinfettante, ai fini del controllo dello sviluppo di Protozoi ed Enterovirus; la sua azione & pero
notevolmente influenzata dal contenuto in sostanza organica, dalla temperatura dell'acqua e dal
tempo di contatto tra microrganismi e cloro. Usato in eccesso puo essere pericoloso in quanto porta
alla formazione di residui (clorati e cloriti) considerati tossici.

Nei suini valori di cloro superiori ai 250+500 mg L™ possono dare problemi di sapore. L’aggiunta
di elevate quantita di cloro all’acqua per i ruminanti puo determinare una riduzione dell’attivita
fermentativa ruminale.

Nella Tabella 4 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
presenza di cloruri per le diverse specie di animali.

Tabella 4 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in cloruri

CI' mgL! Polli Suini Bovini e Cavalli

<500 Nessun problema Nessun problema Nessun problema

500 —3.000  Deiezioni molto umide, riduzione  Riduzione assunzione so-  Nessun problema
assunzione sostanza secca e stanza secca e aumento
aumento consumo idrico consumo idrico

D.P.R. n. 236: Valore Guida 25 mg L™
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4.5. Solfati

I solfati presenti nell’acqua possono essere solfato di magnesio (MgSO,) e di sodio (Na,SOy),
quest’ultimo ¢ maggiormente lassativo rispetto al solfato di magnesio, quindi valutando il contenuto
di sodio dell’acqua si puo fare una previsione dell’effetto lassativo.

I solfati hanno un effetto additivo con i cloruri, anche se questi ultimi posseggono un potere
lassativo pari alla meta di quello dei solfati.

Presenza di solfati in misura superiore a 500 mg L™ determina una carenza secondaria di rame in
soggetti alimentati con diete carenti in questo microelemento.

Nella Tabella 5 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
presenza dei solfati per le diverse specie di animali.

Tabella 5 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in solfati

SO, mgL?! Polli Suini Bovini e Cavalli
<500 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
500-+3.300 Lassativo, aumento consumo idrico, Lassativo , aumento Lassativo, nessun effetto
deiezioni molto umide, pericolo per la consumo idrico, nessun sulla produzione
salute nei soggetti giovani effetto sulla produzione
3.300--5.000 Non utilizzabile, causa diarrea, peri- Non utilizzabile, causa Feci molli, non utilizzabile
colo per la salute diarrea, pericolo per la per le bovine da latte
salute
D.P.R.n.236:  Valore Guida: 25mg L
Concentrazione Massima Ammissibile: 250 mg L'

4.6. Sodio e potassio

Nelle Tabelle 6 e 7 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione
della presenza del sodio e potassio per le diverse specie di animali.

Tabella 6 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in sodio

Na*mg L Polli Suini Bovini e Cavalli
<300 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
> 300 Soddisfacente in dipendenza del Soddisfacente in dipendenza Soddisfacente in di-
valore di pH del valore di pH pendenza del valore di pH
D.P.R.n.236:  Valore Guida: 20mg L
Concentrazione Massima Ammissibile: 175 mg L

Tabella 7 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del del contenuto in potassio

K*mgL*! Polli Suini Bovini e Cavalli
<300 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
> 300 Soddisfacente in dipendenza del Soddisfacente in dipendenza Soddisfacente in dipendenza
valore di pH del valore di pH del valore di pH

D.P.R.n.236:  Valore Guida: 10 mg L
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4.7. Calcio

Sono molto scarse le informazioni circa il contenuto dell’acqua in calcio, alcuni autori consigliano
nei suini un valore di 1.000 mg L e nei bovini un valore massimo di 500 mg L™ .

Nella Tabella 8 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
presenza del calcio per le diverse specie di animali.

Tabella 8 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in calcio

Ca™" mgL’ Polli Suini Bovini e Cavalli

Qualsiasi valore Nessun problema Nessun problema Nessun problema

D.P.R.n.236: Valore Guida: 100 mgL"

4.8. Magnesio

Anche in questo caso sono molto scarse le informazioni circa il contenuto dell’acqua in magnesio,
alcuni autori consigliano nei polli un valore di 200 mg L' e nei bovini un valore massimo di 125
mg L.

Nella Tabella 9 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
presenza del magnesio per le diverse specie di animali.

Tabella 9 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in magnesio

Mg™ mg L Polli Suini Bovini e Cavalli

Qualsiasi valore Nessun problema Nessun problema Nessun problema
D.P.R.n.236:  Valore Guida: 30mg L'
Concentrazione Massima Ammissibile: 50 mg L

4.9. Nitrati e Nitriti

I nitrati ed 1 nitriti derivano dalla decomposizione del materiale organico.

L'importanza dello ione nitrito, ¢ legato al fatto che questo pu0 reagire con numerosi gruppi
funzionali d'origine alimentare o endogena, intervenendo come agente ossidante o come fattore
riducente. Puo ossidare lo ione ferroso dell'emoglobina dei globuli rossi trasformandola in metae-
moglobina, che non ¢ pil in grado di fissare e trasportare I'ossigeno ai tessuti.

Alcune esperienze hanno permesso di evidenziare la possibilita della trasformazione dei nitrati in
nitriti nell'ambiente esterno all'organismo animale, ed in particolare a livello dei truogolo e degli
abbeveratoi.

Alcuni autori indicano che valori di nitriti superiori a 10 mg L' per isuini e a 4+10 mg L' per
1 bovini determinano la comparsa di patologie.

Per quanto riguarda i nitrati, il pericolo diviene reale quando i nitrati vengono convertiti in nitriti
(forma piu tossica) all'interno dell'organismo animale ad opera di microrganismi; dal momento che
1'80% dei nitrati passa come tale nelle urine, se non incontra a livello delle vie urinarie una
microflora particolarmente intensa ed attiva, non vi sarebbero rischi all'ingestione di nitrati.

I suini sembrano essere meno sensibili ai nitrati rispetto all'uomo ed ai ruminanti, in quanto i
nitrati sono assorbiti a livello dell'intestino crasso prima che vengano ridotti nella forma piu tossica
di nitriti.
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Differentemente dalle altre specie animali, 1 bovini risultano essere particolarmente sensibili alla
presenza di nitrati, che vengono convertiti nel rumine nella forma piu tossica di nitriti. I sintomi
legati ad un forte avvelenamento da nitrati e/o nitriti sono asfissia e difficolta respiratorie, bava alla
bocca, pulsazioni accelerate, convulsioni e variazione del colore del sangue che diventa scuro.

Alcuni autori indicano per i polli valori limite di 50 mg L™

Tabella 10 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in nitriti

NO, mg L Polli Suini Bovini e Cavalli
Tracce Soddisfacente Soddisfacente Soddisfacente
> Tracce Pericolo per la salute Pericolo per la salute Pericolo per la salute
D.P.R.n.236:  Concentrazione Massima Ammissibile: 0,1 mgL"’

Nelle Tabelle 10 e 11 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione
della presenza dei nitriti e dei nitrati per le diverse specie di animali.

Tabella 11 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in nitrati

N-NO; mg L! Polli Suini Bovini e Cavalli
<100 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
100 - 300 Soddisfacente Soddisfacente Pericolo per la salute soprat-

tutto se assunta in concomi-
tanza con alimenti ricchi di
nitrati

> 300 Non adatta Non adatta Avvelenamento da nitrati se
assunta in concomitanza con
alimenti ricchi di nitrati

D.P.R.n.236:  Valore Guida: 50 mgL'
Concentrazione Massima Ammissibile: 50,0 mg L'
4.10. Ferro

Puo favorire, se in elevati quantitativi, lo sviluppo di batteri ed alterare il sapore.

Tabella 12 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in ferro

Femg L' Polli Suini Bovini e Cavalli
<0,3 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
>0,3 Conferisce odore sgrade- Conferisce odore sgrade- Conferisce odore sgrade-
vole, effetti minimi vole, effetti minimi vole, effetti minimi
sull’assunzione idrica e sull’assunzione idrica e sull’assunzione idrica e
sulla produzione sulla produzione sulla produzione
D.P.R.n.236:  Valore Guida: 0,05 mg L
Concentrazione Massima Ammissibile: 0,2 mgL’
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Nella Tabella 12 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
presenza del ferro per le diverse specie di animali.

4.11. Fluoro

Nella Tabella 13 viene riportato il giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione della
presenza del fluoro per le diverse specie di animali.

4.12. Microelementi e sostanze tossiche

Per quanto riguarda la presenza nell’acqua di microelementi, oltre al ferro precedentemente
ricordato, si riportano, nella Tabella 14, i valori del D.P.R. n. 236, considerando che una presenza
superiore nell’acqua non €& necessariamente tossica per gli animali, in quanto l’insorgenza di
problemi dipende dal quantitativo degli stessi presenti nella dieta, dall’eta, dalle condizioni
fisiologiche dei soggetti, per cui un giudizio sulla tossicita, peraltro difficile da raggiungere,
riteniamo che debba essere formulato sulla quantita totale di microlementi assunti.

Anche per quanto riguarda 1 parametri concernenti le sostanze tossiche si ¢ deciso di riportare
nella Tabella 15 i valori del D.P.R. n. 263, perché si considera che ridurre al minimo I’'ingestione di
sostanze tossiche da parte degli animali sia comunque positivo, anche se in letteratura si potranno
trovare limiti di tolleranza superiori per alcune di queste sostanze, ma gli stessi autori consigliano di
valutare queste indicazioni con cautela. Infatti spesso si tratta di indicazioni non recenti e si deve
considerare che la risposta degli animali varia in funzione dell’individuo, dell’eta, dello stato
metabolico, delle condizioni ambientali ecc. Inoltre per alcuni di questi elementi ¢ stato
ultimamente evidenziato un importante ruolo nel metabolismo, vedi ad es. il cromo in funzione
della valenza.

Tabella 13 — Giudizio sull’utilizzo dell’acqua di abbeverata in funzione del contenuto in fluoro

FpgL” Polli Suini Bovini e Cavalli
<4 Nessun problema Nessun problema Nessun problema
>4 Nessun problema Colorazione e fragilitadei ~ Colorazione e fragilita dei
denti (fluorosi) denti (fluorosi)
> 40 Fragilita ossea Osteomalacia Osteomalacia

D.P.R.n.236:  Valore Guida:
Concentrazione Massima Ammissibile: 700+1.500 pgL’

Tabella 14 - Parametri concernenti sostanze indesiderabili - D.P.R. n. 236

valori espressi in mg L Valore Guida Concentrazione Massima
Ammissibile
Manganese 0,020 0,05
Rame 0.1 1,0
Zinco 0,1 3,0
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Tabella 15 - Parametri concernenti sostanze tossiche - D.P.R. n. 236

valori espressi in pg L™ Valore Guida Concentrazione Massima
Ammissibile

Arsenico -—- 50
Cadmio -—- 5
Cianuri -—- 50
Cromo -—- 50
Mercurio - 1
Nichel 50
Piombo 50
Antimonio 10
Selenio 10
Antiparassitari e prodotti assimilabili:

- per componente separato --- 0.1

- in totale — 0.5

5. Considerazioni conclusive

Il controllo della adeguatezza dell’acqua di abbeverata per gli animali dovrebbe essere quindi
accurato e, se possibile, effettuato considerando 1 parametri di potabilita per ’acqua per il consumo
dell’uomo. Il controllo della qualita dell’acqua deve essere particolarmente scrupoloso in funzione
delle condizioni dei soggetti; infatti animali giovani o debilitati potranno essere maggiormente
sensibili a possibili contaminazioni. Inoltre non va dimenticato che I’acqua, rappresentando, come
precedentemente ricordato, un veicolo per la somministrazione di additivi o di farmaci, ed essendo
utilizzata per ricostituire il latte partendo dalla polvere di latte, dovra avere caratteristiche
qualitative adeguate per questi scopi e costanti nel tempo, in modo tale da evitare problemi.

I principali trattamenti per migliorare le caratteristiche qualitative dell’acqua sono rappresentati
dall’addolcimento, in caso di acque dure, dato che secondo alcune ricerche la durezza dell’acqua
riduce I’assimilazione dei nutrienti a seguito di una loro inferiore solubilita, senza pero eccedere in
senso opposto, dato che dovranno essere comunque garantiti valori di 10+12 °F, e dal trattamento
con cloro per depurare acque batteriologicamente inquinate. Inoltre, tramite tecniche di osmosi
inversa, distillazione e demineralizzazione, si pu0 ottenere una riduzione della concentrazione di
nitriti, nitrati e di solfati e, tramite ossidazione e precipitazione, si puo ottenere la deferrizzazione.
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Qualita dell’acqua per acquacoltura

Di Sergio Panella”

1. Introduzione

In generale, il termine acquacoltura abbraccia I'insieme di tutte le attivita finalizzate alla
produzione, alla lavorazione ed alla commercializzazione di organismi acquatici ottenuti mediante
pratiche di allevamento. Piu comunemente, e in senso pill stretto, col termine acquacoltura ci si
riferisce all’insieme delle biotecnologie utilizzate per la produzione di specie animali e vegetali
d’acqua dolce, salmastra e marina, realizzata attraverso la manipolazione del ciclo vitale degli
organismi ed il controllo, diretto o indiretto, dei fattori ambientali che lo influenzano.
La pratica acquicola si avvale di diverse metodologie, le quali possono essere distinte in due
categorie principali:
= J’acquacoltura estensiva, in cui gli organismi si accrescono utilizzando 1’alimento prodotto
naturalmente dall’ambiente acquatico che li ospita;

= [J’acquacoltura intensiva e semi-intensiva, in cui I’alimentazione degli organismi ¢ affidata
esclusivamente alla somministrazione di mangimi artificiali, oppure, rispettivamente, ad un uso
pit 0 meno consistente del mangime, ad integrazione dell’alimento naturale.

Due sono i tipi di acquacoltura estensiva pil comuni:

- Tl’allevamento dei pesci marini nei bacini costieri di acqua salmastra (vallicoltura) e dei pesci
d’acqua dolce negli stagni (stagnicoltura);

- T’allevamento dei molluschi bivalvi marini effettuato in ambienti costieri salmastri o marini, sul
fondo o su strutture artificiali sospese nella colonna d’acqua (molluschicoltura).

In alcune circostanze puo essere incluso nell’ambito della piscicoltura estensiva anche 1’insieme
delle attivita connesse all’esercizio della piccola pesca nelle acque dei bacini lacustri: € questo il
caso in cui lo sfruttamento alieutico delle risorse ittiche viene accompagnato da razionali interventi
di gestione degli stock ittici (ripopolamenti, controllo dello sforzo di pesca e delle catture, tutela
delle forme giovanili, ecc.), finalizzati all’ottenimento di produzioni controllate e sostenibili (pesca
gestita).

Nella piscicoltura intensiva 1’allevamento viene praticato sulla terraferma, all’interno di invasi
naturali, bacini artificiali scavati in terra, vasche in cemento, metallo o plastica, oppure in mare, in
gabbie galleggianti o sommerse.

La produzione dell’acquacoltura italiana ¢ aumentata di quasi cinque volte nel corso degli ultimi
due decenni (Tabella 1).
E a partire dagli anni 80, infatti, che 1’acquacoltura ha fatto registrare una crescita costante,

*

Si ringraziano S. Cataudella, E. Grimaldi, P. Melotti e F. Vaini per i suggerimenti espressi in merito agli aspetti
zootecnici del tema trattato.
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caratterizzata da un lato dall’incremento produttivo di specie di tradizionale interesse, come la trota
ed 1 mitili e, dall’altro, dallo sviluppo di nuove biotecnologie, prima per 1’allevamento della spigola
e dell’orata, poi per quello della vongola, favorite dalla messa a punto di tecniche per la produzione
artificiale di novellame da semina. La produzione intensiva di spigola e orata ha avuto un ulteriore
impulso nel corso degli anni *90, a seguito della diffusione delle pratiche di maricoltura in gabbie;
tecnica, questa, che riscuote notevole attenzione in ragione dei minori costi di investimento rispetto
a quelli richiesti per gli intensivi a terra.

Ulteriori linee colturali di piu recente sviluppo sono quelle dello storione e del sarago.

La crescita del settore si ¢ realizzata attraverso la diversificazione biologica e tecnologica della
base produttiva, in un quadro di dinamiche alterne di crescita e stagnazione delle diverse linee
produttive, dipendenti soprattutto dall’andamento del mercato.

In una prospettiva in cui la concorrenza nel mercato interno ed internazionale appare destinata a
registrare continue sollecitazioni ed accelerazioni, il rischio ¢ quello del prevalere di logiche di
competitivita da prezzi, volte a sviluppare una concorrenza al ribasso attraverso economie di scala
suscettibili di riflettersi negativamente sulla qualita dei prodotti.

Tabella 1 — Produzioni dell’acquacoltura italiana (tonnellate) nel 1979 e nel 1997

Specie estensivo intensivo e./o semin- maricoltura totale
tensivo
1979 1997 1979 1997 1979 1997 1979 1997

Trote 20.000 51.000 20.000 51.000
Pescigatto 1.200 800 1.200 800
Anguille 2.000 400 1.500 2.700 3.500 3.100
Storioni 500 500
Cefali 3.200 2.900 3.200 2.900
Spigole 200 600 3.600 400 200 4.600
Orate 300 800 2.500 600 300 3.900
Saraghi 200 20 220
Carpe e tinche 500 700 500 700
Mitili 15.000 103.000 15.000 103.000
Vongole 40.000 40.000
Gracilaria 5.000 5.000
Totali 5.700 4.700 23.200 62.000 15.000 149.020 43.900 215.720

Le condizioni per un recupero ed un consolidamento della competitivita dell’acquacoltura
nazionale non possono, al contrario, che passare attraverso una progressiva affermazione di
politiche della qualita, rivolte alla tutela dei consumatori, dell’ambiente e della corretta
concorrenza, alla stregua di quanto si va affermando, seppure con difficolta, per le altre produzioni
agro-alimentari.

L’evoluzione di queste politiche muove sempre piu decisamente, a livello sia comunitario che
nazionale, verso principi e normative di valutazione e certificazione di qualita totale, intesi a
comprendere ogni aspetto del processo produttivo suscettibile di incidere sulla qualita del prodotto
finito immesso al consumo.

Tra 1 numerosi fattori di carattere ambientale, biologico, tecnologico, gestionale e commerciale
che caratterizzano le diverse filiere produttive dell’acquacoltura, la qualita idrologica dell’ambiente
produttivo assume una rilevanza primaria.

Di qui I’opportunita di sviluppare una prima revisione ed analisi dei criteri che potrebbero essere
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individuati per un migliore controllo della qualita dell’acqua utilizzata in acquacoltura.

2. Il ruolo dell’acqua e delle relative caratteristiche chimico-fisiche in
acquacoltura

L’acqua costituisce il principale fattore limitante dell’acquacoltura sia sotto il profilo della
quantita che della qualita.

L’acqua ¢ il mezzo di coltura che fornisce il supporto fisico per il movimento dei pesci, importa
dall’atmosfera il calore e 1’ossigeno indispensabili alla vita degli animali in allevamento, ¢ luogo di
produzione naturale di organismi di cui si cibano le specie allevate; esporta o/e trasforma
I’ammoniaca, I’anidride carbonica, le feci e le pseudofeci prodotte dal metabolismo delle biomasse
allevate, nonché le quote di mangime somministrato non consumato.

Nonostante il consumo idrico reale dei sistemi di allevamento sia praticamente trascurabile, i
quantitativi di acqua richiesti sono nettamente piu elevati di quelli dell’agricoltura. Per la maggior
parte delle specie ittiche allevate a terra in intensivo 1 volumi di acqua utilizzati risultano compresi
tra 100 e 500 m’ kg™ di pesce prodotto.

Unitamente alla quantita, un’idonea qualita dell’acqua ¢ essenziale per la buona riuscita
dell’allevamento.

L’allevamento ittico pud avvalersi sia delle acque superficiali dei corsi d’acqua, dei laghi, dei
bacini salmastri e del mare, sia delle acque di falda sotterranee.

Molte delle funzioni fisiologiche e metaboliche degli animali acquatici sono regolate, direttamente
o indirettamente, dalle caratteristiche chimico-fisiche del mezzo che li ospita e dal relativo campo di
variabilita temporale, sia a breve periodo che stagionale. Per questo motivo il tipo della specie
allevabile, la configurazione e la dimensione dell’impianto di allevamento, nonché la relativa
produttivita potenziale sono strettamente connessi alla quantita ed alla qualita delle risorse idriche
disponibili. Queste devono essere tali da garantire agli animali un buon tasso di conversione
dell’alimento assunto, una buona velocita di crescita, una soddisfacente resistenza alla malattie ed
un’adeguata qualita organolettica ed igienico-sanitaria del prodotto.

Alla disponibilita di acque di approvvigionamento con caratteristiche carenti rispetto a quelle che
risulterebbero ottimali per una certa tipologia colturale ¢ possibile ovviare mediante I’adozione di
opportuni accorgimenti tecnologici e gestionali. In molti casi 'uso di acque non del tutto idonee
puo essere favorito dalla contestuale disponibilita di acque sia superficiali che di falda, dolci o
salate, mediante le quali, previa opportuna miscelazione e controllo dei rispettivi flussi idrici, risulta
possibile regolare parametri fondamentali, come la temperatura, la salinita e 1’ossigenazione.
Sussistono, tuttavia, dei limiti minimi di qualita, per ’acqua di approvvigionamento, al di sotto dei
quali I’allevamento risulta impraticabile. E questo il caso in cui I'acqua presenta significativi inqui-
namenti chimici e il cui uso richiederebbe correttivi tecnologici ed energetici che risulterebbero
insostenibili sotto il profilo economico.

Sotto il profilo zootecnico le caratteristiche chimico-fisiche di pit comune riferimento, per il
controllo e la gestione della qualita delle acque impiegate in acquacoltura, sono la temperatura, il
pH, la concentrazione in ossigeno, i sali totali, ’ammoniaca ed 1 nitriti disciolti, il contenuto in
solidi in sospensione, i gas totali disciolti.

2.1. Temperatura

Tutti 1 processi vitali degli animali acquatici sono influenzati dalla temperatura.

La richiesta alimentare, la velocita di digestione e di assimilazione del cibo, I’escrezione dei
cataboliti, I’attivita riproduttiva sono largamente regolati e controllati dalla temperatura, che
costituisce, quindi, un fattore di importanza primaria per 1’accrescimento e la buona salute
dell’animale.

I minimi termici conciliabili con un allevamento economicamente sostenibile delle specie
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acclimatate alle basse temperature, come ad esempio la trota, sono dell’ordine dei 5 °C, mentre
salgono intorno ai 12 °C per quelle che prediligono o si adattano alle temperature piu elevate come,
ad esempio, la spigola, I’orata, i mitili, le ostriche, le vongole, I’anguilla, la carpa, il pescegatto.

I massimi termici si collocano generalmente, a seconda delle specie, trai20 e 126 °C.

Nell’ambito dei minimi e dei massimi che delimitano I'intervallo di tolleranza, per ogni specie
puo essere individuato un livello termico ottimale, in corrispondenza del quale vengono raggiunti i
migliori tassi di efficienza metabolica, di conversione in peso corporeo dell’alimento assunto e di
crescita.

Al di sotto o al disopra dell’intervallo termico di tolleranza, ogni specie va incontro a stress
fisiologici progressivamente piu gravi, che vanno dalla riduzione di efficienza del metabolismo sino
alla morte.

Le temperature ottimali per la crescita e 1 limiti termici di tolleranza risultano diversi da specie a
specie (Tabella 2). Quanto piu la temperatura si allontana dai valori ottimali, tanto piu si dilata la
durata del ciclo di allevamento.

Tabella 2 - Temperature di tolleranza (minime e massime) e temperature ottimali per
I’allevamento di alcune specie

Specie Temperatura °C
Minima Massima Ottimale
Trota 0 25 14+16
Carpa 10 38 25+30
Anguilla 11 26 2226
Storione 5 28 1824
Spigola 5 31 2325
Orata 5 34 25+26
Mazzancolla 14 35 26+28
Mitilo 0,5 32 15+20
Ostrica 0,5 35 1520

2.2. Salinita

Negli animali acquatici la concentrazione ionica e la pressione osmotica dei fluidi interni vengono
regolati attraverso meccanismi di adattamento relazionati alla composizione salina del mezzo
acqueo esterno. Variazioni significative di quest’ultima richiedono all’animale un dispendio
energetico necessario, per riequilibrare il trasporto delle specie ioniche all’interno dei fluidi
corporei.

Anche per la salinita dell’acqua sussistono, pertanto, esigenze e condizioni ottimali, diverse da
specie a specie, tali da influire sullo stato fisiologico, la riproduzione, la nutrizione e la crescita.

I molluschi bivalvi (mitili, ostriche, vongole), essendo dotati di efficienti meccanismi di
osmoregolazione, si adattano generalmente meglio dei pesci ai cambiamenti di salinita; ma anche
diverse specie ittiche, sia d’acqua dolce (ad es. salmonidi) che marine (ad es. spigola, orata, an-
guilla), sono in grado di adattarsi a variazioni di salinita, anche notevoli, purché queste avvengano
lentamente.

2.3. Ossigeno disciolto

L’ossigeno ¢ un elemento essenziale per tutti i processi vitali e, per questo, gli organismi acquatici
sono estremamente sensibili ai livelli di ossigeno presenti nell’acqua.
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Questi influiscono sulla saturazione in ossigeno del sangue e sulla funzione respiratoria del pesce.
La diminuzione dell’ossigeno disciolto al di sotto di una soglia minima, di massima individuabile
nell’ordine dei 4+5 mg L, a seconda della specie, genera nell’animale la messa in atto di un
insieme di meccanismi di compensazione, il cui dispendio energetico va a discapito delle normali
funzioni metaboliche, attraverso le quali sono resi possibili il movimento per la ricerca del cibo, la
sua conversione in massa corporea €, in definitiva, la crescita dell’animale.

Ulteriori effetti negativi, connessi alla scarsa ossigenazione delle acque, sono riconducibili ad una
minore resistenza del pesce nei confronti sia delle malattie che degli stress indotti dalla presenza di
agenti tossici.

Ogni specie, per la sua sopravvivenza, necessita di una quantita minima di ossigeno disciolto al
disotto della quale la sopravvivenza ¢ dell’ordine di qualche ora o giorno (Tabella 3).

Tabella 3 - Concentrazioni di ossigeno disciolto letali e di mantenimento dell’attivita fisiologica
osservate su alcune specie ittiche

Specie Concentrazione di Ossigeno disciolto mg L™
Mortalita Attivita fisiologica

Storione 1,0 >4

1,8 >5
Trota
Spigola 0,6 >3
Anguilla 0,3 >2
Carpa 0,1 >2

La solubilita dell’ossigeno nell’acqua ¢ inversamente proporzionale alla temperatura e, in
subordine, alla salinita (Figura 1). Ad ogni coppia di valori di temperatura e salinita corrisponde una
concentrazione teorica di ossigeno disciolto che rappresenta, alle condizioni termo-aline date, una
condizione di saturazione del gas nell'acqua pari al 100%. 1l rapporto tra la concentrazione reale e
quella teorica (espresso percentualmente) rende conto dell’eventuale presenza nell’acqua di deficit
o surplus di ossigeno, in termini di saturazione percentuale. Valori al di sotto del 30% di saturazione
evidenziano, generalizzando, condizioni di carenza di ossigeno sfavorevoli o rischiose per gli
animali acquatici.

Il tasso di crescita degli animali in allevamento ¢ strettamente connesso all’efficienza del
metabolismo delle proteine assunte con gli alimenti; il quale, a sua volta, dipende dalla disponibilita
di ossigeno. Acque povere in ossigeno, in quanto calde o/e di caratteristiche degradate da in-
quinamenti organici, riducono il metabolismo proteico e, di conseguenza, la crescita dell’animale.

Concentrazioni persistenti dell’ordine di 3,5+5,5 mg L1diO, possono costituire, a seconda della
sensibilita della specie allevata, un serio rischio per la sopravvivenza dell’allevamento. Cio in
ragione del fatto che il pesce, pur sopravvivendo, tende a ridurre 1’alimentazione, a crescere lenta-
mente e ad essere soggetto a stress ed ad una maggiore esposizione alle patologie.
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Figura 1 - Solubilita dell'ossigeno nell'acqua, in funzione della temperatura, per diversi valori di salinita
(umidita relativa dell'aria 100%; pressione atmosferica 760 mm Hg)

Il consumo di ossigeno da parte dei pesci € inversamente proporzionale alla taglia dell’animale.
Per questo motivo la disponibilita di elevate concentrazioni di ossigeno disciolto, prossime
all’80+100% di saturazione, ¢ particolarmente importante soprattutto per lo sviluppo degli stadi
giovanili.

Negli impianti di piscicoltura intensiva, dove le densita di stoccaggio degli animali e i cataboliti di
rifiuto sono elevati, ed elevati risultano anche i consumi di ossigeno per via respiratoria, si tende a
realizzare condizioni ottimali di ossigenazione, o ad avvicinarsi a queste, mediante
I’intensificazione dei ricambi idrici e I’'impiego di sistemi meccanici di agitazione dell’acqua, o di
erogatori di aria o di ossigeno.

Negli allevamenti estensivi e quelli intensivi (gabbie) in aree marine costiere, la disponibilita di
adeguate concentrazioni di ossigeno disciolto resta affidata principalmente alla turbolenza ed al
ricambio idrodinamico della massa d’acqua.

In carenza di questi fattori ed in presenza di elevate temperature puo risultare squilibrato il
rapporto tra ’ossigeno prodotto per via fotosintetica e quello consumato dalla respirazione delle co-
munita biotiche e dalla ossidazione del materiale organico, con conseguenti fenomeni di ipossia,
anossia, produzione di idrogeno solforato ed insorgenza di morie per asfissia ed avvelenamento.
Trattasi di fenomeni notoriamente frequenti nelle lagune, negli stagni salmastri e lungo alcune aree
della fascia costiera adriatica, che si sviluppano segnatamente nelle ore notturne della stagione
estiva, quando cessa ’attivita fotosintetica.

2.4. Gas disciolti

La concentrazione dei gas disciolti nell’acqua (ossigeno, azoto, anidride carbonica, gas rari, ecc.)
¢ funzione principalmente della temperatura e della pressione. La presenza nell’acqua di
concentrazioni eccessive di azoto, di ossigeno o di anidride carbonica, tali da innalzare la percen-
tuale di saturazione totale in gas a valori significativamente superiori al livello di saturazione
normale del 100%, conforme alla temperatura e alla pressione esistenti nella massa d’acqua, pud
generare negli animali acquatici la formazione di enfisemi corporei diffusi e di emboli nel sistema
circolatorio, con conseguenti esiti letali.

L’origine dei fenomeni di sovrassaturazione ¢ generalmente riconducibile alla sovrapproduzione
naturale di ossigeno fotosintetico, ad un’errata insufflazione artificiale di aria od ossigeno, all’uso di
acque che hanno subito repentini innalzamenti termici, con conseguente presenza di
sovrassaturazioni residue, oppure di acque di falda, che presentano spesso sovrassaturazioni in
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azoto e anidride carbonica libera.
Un valore di saturazione di gas totali del 110% ¢ generalmente considerato un limite da non
superare per evitare il fenomeno.

2.5. Reazione

La maggior parte delle specie oggetto di acquacoltura puo vivere normalmente in acque
caratterizzate da pH compresi tra 6 € 9. Con I’aumento o la diminuzione del pH al di sopra o al di
sotto di questi valori, sia 1 pesci marini che quelli d’acqua dolce evidenziano effetti di stress
progressivamente piu gravi, che possono risultare mortali per livelli di pH inferiori a 4 o superiori a
10.

2.6. Solidi sospesi

Concentrazioni di solidi sospesi superiori a 50 mg L™ nelle acque di allevamento possono causare
fenomeni di occlusione a carico dell’apparato branchiale dei pesci.

A questo tipo di disturbi sono particolarmente sensibili i salmonidi che, in presenza di
concentrazioni elevate, possono subire effetti letali. Meno sensibili risultano le specie fi-
siologicamente adattate alle acque naturalmente torbide dei tratti fluviali di pianura, degli estuari,
degli stagni e delle lagune, come ad esempio la carpa, I’anguilla, il pescegatto.

Nelle zone di allevamento dei molluschi bivalvi, che si nutrono filtrando ’acqua e meta-
bolizzando la componente organica del materiale in sospensione, la presenza di eccessivi livelli di
solidi sospesi inorganici, privi di valore alimentare, diluisce la concentrazione della componente
nutritiva, tendendo cosi a ridurre, a parita di velocita di filtrazione, I’efficienza energetica del
processo di alimentazione, con ripercussioni negative sulla crescita corporea.

2.7. Composti azotati

Gli ambienti in cui I’allevamento ¢ sostenuto con la somministrazione di mangimi tendono ad
accumulare azoto ammoniacale, che viene escreto dagli animali come prodotto del metabolismo. E
stato stimato che il rilascio giornaliero di ammoniaca puo variare, a seconda dei casi, da 250 a 500
mg Kg™' di pesce allevato.

L’ammoniaca ¢ soggetta a processi di ossidazione batterica, tramite i quali viene convertita in
nitriti e nitrati. I nitrati hanno una tossicita diretta piuttosto modesta, mentre quella dei nitriti e
dell’ammoniaca in particolare, ¢ di circa 100 volte superiore, potendosi manifestare, in forme
subletali, anche a livelli dell’ordine di 1+2 mg L™ di azoto ammoniacale o nitroso.

La tossicita dell’azoto ammoniacale ¢ imputabile principalmente alla frazione presente in forma di
ammoniaca non ionizzata (NHj3), la quale ¢ in equilibrio con quella ionizzata:

NH3 + HZO: NH4+ + OH

Concentrazioni di azoto ammoniacale indissociato superiori a 0,1 mg L™ comportano per le specie
ittiche il rischio di effetti tossici sia a livello respiratorio, per irritazione degli organi branchiali, che
di sistema nervoso, con conseguenti manifestazioni di iperventilazione, di scoordinamento motorio
ed esiti comatosi.

La percentuale di ammoniaca non ionizzata all’equilibrio ¢ direttamente proporzionale al pH e, in
subordine, alla temperatura (Tabella 4). A 20°C, la concentrazione totale di azoto ammoniacale che
da luogo ad una concentrazione di 0,1 mg L di azoto non dissociato & di circa 77 mg L™ a pH 6,5,
mentre scende a 2 mg L™ a pH 8,5.

Per questo motivo gli allevamenti intensivi alimentati con acqua di mare, o con acque dolci
fortemente alcaline, sono piul esposti alla tossicita dell’ammoniaca, specie in presenza di alte
temperature, alte densita di stoccaggio e insufficienti ricambi idrici.
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2.8. Altri agenti inquinanti

Tra le migliaia di elementi e molecole, di origine naturale o di sintesi, che vengono rilasciati nelle
acque dalle attivita umane, quelli generalmente riconosciuti come piu tossici € nocivi per gli
organismi acquatici sono rappresentati dai metalli pesanti, dai pesticidi e da molti composti
appartenenti alla classe degli idrocarburi policiclici aromatici e dei policlorobifenili.

L’azione dei metalli, al di sopra di certe concentrazioni, limita la riproduzione e la crescita degli
animali acquatici e risulta particolarmente tossica per le forme larvali e giovanili in genere. La
tossicita dei metalli ¢ particolarmente elevata per il mercurio, lo zinco, il rame ed il piombo e, in
subordine, il cadmio, il cromo, il nickel, il ferro e il manganese. In dipendenza delle caratteristiche
chimiche dell’acqua e dello stato fisiologico degli animali, specie particolarmente sensibili, come i
salmonidi, possono subire effetti nocivi a livello di concentrazioni di mercurio e di piombo
superioria 1 ug L™ e 10 ug L™ rispettivamente.

Tabella 4 - Percentuali di ammoniaca non ionizzata {[N-(NH;)]/[N-(NH;+NH +)]} ¢ 100, in funzione della
temperatura e del pH, per acque a diversa salinita

Sali %o T °C pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0 pH 8,5
5 0,040 0,14 0,450 1,370 3,770

10 0,060 0,186 0,586 1,830 5,550

0+17 15 0,090 0,273 0,859 2,670 7,980
20 0,130 0,396 1,240 3,820 11,180

25 0,180 0,566 1,770 5,380 14,970

30 0,240 0,750 2,440 7,270 19,490

5 0.420 1.330 3.960

10 0.527 1.650 5.030

13+22 15 0.763 2.370 7.140
20 1.110 3.410 10.000

25 1.600 4.880 14.000

30 2.170 6.700 18.850

5 0.400 1.240 3.600

10 0.492 1.540 4.710

23+27 15 0.713 2.220 6.700
20 1.030 3.190 9.440

25 1.490 4.570 13.100

30 2.070 6.270 17.550

5 0.390 1.220 3.580

10 0.481 1.510 4.610

28+31 15 0.697 2.170 6.560
20 1.010 3.120 9.240

25 1.460 4.470 12.900

30 1.980 6.140 17.350

5 0.370 1.170 3.420

_ 10 0.459 1.440 4.410
32+40 15 0.665 2.070 6.280
20 0.963 2.980 8.870

25 1.390 4.280 12.400

30 1.910 5.890 16.700

Le soglie di rischio risultano ancora inferiori nel caso dei pesticidi, le cui molecole sono
sintetizzate ed utilizzate allo specifico scopo di alterare e distruggere processi vitali. E stato
osservato che insetticidi organici clorurati, come DDT, lindano, endrina, dieldrina, eptacloro
possono generare effetti subletali sui salmonidi gia a concentrazioni in acqua di qualche
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millionesimo di milligrammo.

Oltre che attraverso fenomeni di tossicita diretta, I’inquinamento delle acque puo produrre effetti
nocivi agli allevamenti anche per vie indirette.

E questo il caso dell’eutrofizzazione, dovuta all’immissione nelle acque superficiali di eccessivi
carichi di fosforo o/e di azoto, suscettibili di incrementare la produzione dei vegetali acquatici e di
generare produzioni esplosive di biomasse di macro e microalghe.

Il fenomeno si traduce, specie nel periodo estivo, in un depauperamento dell’ossigeno disciolto,
dovuto ai consumi richiesti dalla mineralizzazione del detrito vegetale prodottosi, con conseguenti
rischi di insorgenza di episodi di stress da ipossia e di asfissia a carico degli animali acquatici. A
questo genere di effetti risultano particolarmente esposti gli allevamenti estensivi di pesci e di
molluschi bivalvi ospitati in aree marine confinate, lagune e stagni costieri, dove forti cadute di
concentrazione dell’ossigeno disciolto, favorite anche dalle elevate temperature estive, si associano
ad una intensificazione dei processi di riduzione dei solfati a livelli dei sedimenti, con conseguente
rilascio di acido solfidrico, tossico, nella colonna d’acqua.

Oltre che al depauperamento dell’ossigeno disciolto, lo sviluppo eccessivo di microalghe puo
comportare anche la produzione di tossine algali, che possono essere letali per le specie allevate,
oppure, pur risultando innocue nei loro confronti, possono accumularsi negli animali a livelli tali da
produrre gravi patologie a chi ne faccia uso alimentare.

Modeste densita di alghe tossiche, come ad esempio 1.000 cellule L' della microalga
Chaetoceros convolutus, possono determinare la morte di un intero stock di pesci in allevamento.

Gli allevamenti di molluschi bivalvi sono quelli piu esposti al rischio di bioaccumulo di tossine
algali velenose per I'uomo. Le tossine implicate sono di due tipi: quelle che causano disturbi
intestinali e diarrea (Diarrhetic Shellfish Poisoning) e quelle che producono effetti paralitici
((Paralytic Shellfish Poisoning). Anche in questo caso, piccole densita di microalghe tossiche, come
ad esempio 200 cellule L di Dinophysis sp., possono rendere i molluschi inadatti al consumo
umano.

3. Criteri e standard di qualita per la vita acquatica

Malgrado si disponga di una notevole mole di informazioni in ordine all’influenza di molte
proprieta chimico-fisiche dell’acqua sulla vita degli organismi acquatici, risulta ancora aperta la
formalizzazione di standard di qualita chimico-fisica per le acque destinate all’allevamento ittico.

Segnatamente per quanto riguarda gli aspetti connessi all’inquinamento chimico delle acque, le
maggiori difficolta derivano soprattutto dal numero molto elevato degli agenti potenzialmente
nocivi, dalla possibilita che I'effetto tossico specifico di un determinato agente, accertato in
determinate condizioni sperimentali di laboratorio, possa risultare sinergizzato o attenuato in
presenza di concentrazioni significative di altri inquinanti, e dal fatto che acque aventi diverse
caratteristiche chimico-fisiche di base (temperatura, salinita, alcalinita, ossigeno disciolto, ecc.)
possono modificare, anche sostanzialmente, il potenziale tossicologico stabilito per un dato
inquinante. Data la numerosita e la complessita dei casi possibili, poco ¢ conosciuto sulla dinamica
di queste interazioni su scala reale.

Va infatti considerato che la maggior parte dei dati tossicologici disponibili deriva da
sperimentazioni condotte in condizioni controllate di laboratorio di breve periodo, per questo meno
complesse e variabili di quelle che nell’ambiente naturale o negli impianti di allevamento potreb-
bero influenzare I’evoluzione dei processi studiati e gli esiti di lungo periodo sulla fisiologia e sul
metabolismo degli organismi.

Ulteriori difficolta sono riconducibili alla diversa sensibilita delle varie specie allevate, che puo
risultare diversa, oltre tutto, a seconda dell’origine, dell’eta e della taglia dell’animale.

Una notevole mole di lavoro ¢ stata comunque svolta, in varie sedi, al fine di elaborare ed
organizzare le conoscenze tossicologiche disponibili in un quadro razionale di criteri di qualita
dell’acqua, suscettibile di essere tradotto in azioni di tutela degli ambienti e degli organismi
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acquatici.

Sulla base di una vasta ed approfondita revisione critica delle conoscenze in ordine agli effetti
nocivi prodotti dagli inquinanti di origine sia naturale che sintetica, I’ Agenzia per la Protezione
dell’Ambiente (EPA) degli Stati Uniti ha elaborato, a partire dagli anni *70, una serie di criteri di
qualita delle acque, finalizzati a vari obiettivi, tra 1 quali la tutela della fauna ittica e della vita
acquatica in generale, e la salute del consumatore.

Analoghi studi sono stati sviluppati, fin dal 1964, presso la Commissione Consultiva per la
Pesca nelle Acque Interne Europee (FAO), i quali hanno portato alla elaborazione di una lista di
criteri di qualita dell’acqua, idonei a tutelare la vita dei pesci delle acque dolci europee.

Questi criteri sono stati largamente utilizzati dalla Comunita Economica Europea in sede di
elaborazione della direttiva CEE/659/78, recepita nella legislazione italiana col D.L. 25 gennaio
1992, n. 130, col quale vengono disposte le norme sulla “qualita delle acque dolci superficiali che
richiedono protezione o miglioramento per la vita dei pesci”.

Il decreto prende in considerazione 21 parametri: temperatura, ossigeno disciolto, pH, materiali
in sospensione, BODs, fosforo totale, nitriti, fenoli, idrocarburi, ammoniaca libera e totale, cloro
residuo, tensioattivi anionici, arsenico, cadmio, cromo, mercurio, nichel, piombo, rame, zinco.

Nella definizione dei limiti di accettabilita per i singoli parametri, il decreto tiene conto della
possibilita di una diversificazione di indicazioni, a seconda che si faccia riferimento ad acque a
vocazione ciprinicola, abitate da specie come la carpa, il persico, il luccio, 1’anguilla, oppure di ac-
que salmonicole, che ospitano specie che esigono una migliore qualita, come trote, temoli, coregoni.

Per ognuno dei due tipi di acqua, 1 limiti fissati per ciascun parametro risultano ulteriormente
diversificabili in “limiti imperativi”’, di applicazione tassativa, e “limiti guida”, finalizzati al
raggiungimento di una qualita ottimale dell’acqua.

Il decreto non si applica alle acque dolci dei bacini naturali o artificiali utilizzati per
I’allevamento intensivo delle specie ittiche.

Un’ampia revisione critica dei criteri di qualita delle acque, svolta anche alla luce delle
esperienze maturate in Italia con I’applicazione della L. 319/76 (Legge Merli), ¢ stata inoltre
sviluppata dall’Istituto di Ricerca sulle Acque del CNR (1987).

L’unica norma nazionale che fissa per legge alcuni standard di qualita per le acque utilizzate in
acquacoltura ¢ rappresentata dal D.L. 27 gennaio 1992, n. 131, che attua la direttiva CEE 929/73,
relativa ai “requisiti delle acque destinate alla molluschicoltura o alla raccolta dei molluschi sui
banchi naturali”.

Il decreto, che ha soprattutto finalita di salvaguardia igienico-sanitaria nei confronti del
consumatore, prende in considerazione i seguenti parametri:
= temperatura, ossigeno disciolto, salinita, pH, colorazione, materiale in sospensione e idrocarburi

di origine petrolifera, relativamente all’acqua dell’ambiente di raccolta o di allevamento;
= sostanze organoalogenate, argento, arsenico, cadmio, cromo, rame, mercurio, nichel, piombo,

zinco, sostanze alterative del gusto dei molluschi, biotossine, Coliformi fecali, Escherichia coli,

Salmonelle e radionuclidi, in relazione sia all’acqua che alla polpa del mollusco.

Per buona parte dei suddetti parametri (metalli, idrocarburi, composti organoalogenati,
biotossine) la fissazione dei valori limite risulta comunque generica o ancora da definire.

Le direttive di qualita di cui ai citati D.L. 25 gennaio 1992, n. 130 e D.L. 27 gennaio 1992, n.
131, sono state recepite nel quadro normativo del D.L. 11 maggio 1999, n. 152, concernente la
“Tutela delle acque dall’inquinamento”.

In merito ai diversi tipi di criteri di qualita cui si ¢ fatto riferimento, ¢ da sottolineare come la
relativa applicazione debba necessariamente essere subordinata agli obiettivi cui gli stessi sono
finalizzati. Limiti parametrici fissati per un certo ambiente ai fini della salvaguardia della vita ac-
quatica possono infatti risultare del tutto inidonei per la tutela della salute del consumatore del
prodotto ittico (Tabella 5).

Per altro verso il concetto puo essere esteso a numerosi composti della classe degli idrocarburi e
di quella dei clorofenoli, 1 quali, se presenti nell’acqua in concentrazioni tali da alterare il sapore del
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pesce, richiedono criteri di qualita piu restrittivi di quelli che possono essere stabiliti per la
protezione delle specie ittiche.

Tabella 5 — Criteri di qualita dell’acqua, per alcune sostanze cancerogene, ai fini della tutela della vita
acquatica e della salute del consumatore (EPA 1994)

Concentrazioni ammissibili nell’acqua pg L'

Sostanze cancerogene per Tutela della vita acquatica Tutela del consumatore
ingestione
Acque dolci Acque marine

Arsenicolll 190 36 0,14

Clordano 0,004 0,004 0,0006
Dieldrina 0,002 0,002 0,0001
Eptacloro 0,004 0,004 0,0002
Policlorobifenili (PCB) 0,014 0,03 0,00005

4. Linee guida per la qualita dell’acqua in acquacoltura

Nel controllo e nella gestione della qualita dell’acqua, la pratica corrente dell’allevamento
intensivo si avvale normalmente di un numero limitato di parametri di ristretto interesse zootecnico,
connessi principalmente alle esigenze fisiologiche essenziali della specie allevata. Rientrano in
questo ambito, in primo luogo, la temperatura e 1’ossigeno disciolto e , in subordine, a seconda della
tipologia colturale e/o del livello tecnologico dell’allevamento, la salinita, il pH, I’azoto
ammoniacale e nitrico, il particellato in sospensione, i gas totali disciolti.

Praticamente assente risulta il controllo della qualita dell’acqua nel caso degli allevamenti
estensivi.

Se, tuttavia, si tiene conto, da un lato del degrado qualitativo raggiunto dalle acque superficiali e
sotterranee e, dall’altro, delle crescenti sollecitazioni, a livello sia comunitario che nazionale, verso
I’adozione di politiche dirette a garantire e a certificare, nel senso pilt ampio, la qualita dei prodotti
agro-alimentari (origine, proprieta nutrizionali, caratteristiche organolettiche, requisiti igienico-
sanitari), risulta del tutto evidente come la qualita chimica dell’acqua debba costituire il primo
elemento di controllo della filiera dell’acquacoltura e come, a questo fine, ci si debba ne-
cessariamente avvalere di criteri di valutazione pit ampi e significativi di quelli attualmente in uso.

Alla luce di questi presupposti, si ¢ ritenuto utile delineare, a titolo di tentativo, un primo quadro
di possibili criteri di qualita, suscettibili di essere assunti come linee guida per il controllo delle
caratteristiche dell’acqua usata in acquacoltura, sia in funzione dei requisiti specifici richiesti dalle
diverse linee colturali, sotto il profilo strettamente zootecnico, che ai fini di una piu appropriata
tutela degli ambienti di allevamento e del prodotto ittico, sotto 1’aspetto tossicologico e sanitario.

Nella definizione parametrica dei criteri si € tenuto conto, in particolare:
= del bagaglio di conoscenze zootecniche acquisite dalla pratica empirica e dalla sperimentazione

scientifica in acquacoltura, nell’arco di decenni di esperienze;
= degli standard per la vita dei pesci e per la molluschicoltura stabiliti dalla normativa nazionale

ed aventi valore di legge (D.L. 130/92, D.L. 131/92);
= dei criteri suggeriti da Agenzie, Organismi e Istituti qualificati a livello internazionale e

nazionale (European Inland Fisheries Advisory Commission — FAO; Direzione Generale della

Pesca — Commissione delle Comunita Europee; United States Environmental Protection

Agencys; Istituto di Ricerca sulle Acque — CNR), finalizzati alla salvaguardia della fauna ittica o,

piu in generale, della vita acquatica, nonché alla tutela delle caratteristiche organolettiche e

sanitarie dei prodotti ittici e della salute del consumatore.

Il quadro d’insieme dei criteri elaborati ¢ esposto nelle tabelle 6, 7, 8, 9 e 10, che riportano
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distintamente, per I’acquacoltura in acque dolci ( tabelle 6 e 7) e per quella in acque marine e
salmastre (tabelle 8, 9 e 10), le soglie di tolleranza (valori limite) e i valori guida o ottimali dei
parametri chimico-fisici presi in considerazione.

Per ciascuna delle due forme di acquacoltura vengono, a loro volta, differenziati i criteri relativi
ai parametri di piu diretto interesse zootecnico, applicabili alle acque utilizzate dai principali tipi di
allevamento ittico intensivo (tabelle 6,8 e 9), da quelli di piu pertinente valenza tossicologica e
igienico-sanitaria, riferibili agli ambienti acquatici di allevamento estensivo (tabelle 7 e 10).

Per quanto riguarda, in particolare, quest’ultimo gruppo di criteri, ¢ da sottolinearne la relativa
derivazione da modelli di sperimentazione e di valutazione tossicologica riferentisi a specie e
condizioni ambientali non del tutto conformi a quelle proprie della piscicoltura intensiva.
Nonostante questi limiti, si ritiene di poter suggerire che I’applicazione dei suddetti criteri anche
alle acque degli intensivi possa costituire, comunque, un’utile base di orientamento ai fini di una
valutazione complessiva del livello di qualita chimica dell’ambiente di allevamento e della eviden-
ziazione di eventuali rischi per la produzione.

Per quanto attiene ai parametri di uso zootecnico, va sottolineata I’importanza del livello di
ossigenazione dell’acqua destinata all’ingrasso negli impianti di allevamento intensivo. A questo
proposito, si ¢ ritenuto opportuno raccomandare, per le acque di approvvigionamento, concen-
trazioni minime di soglia lievemente superiori a quelle indicate dalla letteratura come idonee al
mantenimento dell’attivita fisiologica delle diverse specie. Ci0 in ragione sia dei rischi insiti
nell’utilizzazione di acque a basso livello di saturazione percentuale in ossigeno (<40%, generaliz-
zando), che potrebbero implicare condizioni di degrado derivanti da inquinamenti organici, o di pil
ampio spettro, che della opportunita di ridurre all’origine eventuali costi energetici di
reossigenazione dell’ambiente di allevamento.

Criteri ancora piu cautelativi, ancorati all’osservanza di saturazioni percentuali in ossigeno
prossime al teorico (>80%), sono stati assunti per le fasi di schiusa delle uova e di primo
allevamento, in considerazione delle maggiori esigenze di ossigeno richieste per lo sviluppo delle
forme giovanili.

Per quanto riguarda gli aspetti riferentisi, rispettivamente, agli estensivi in acque dolci e salate e
agli impianti intensivi (gabbie) operanti in mare, si ¢ fatto riferimento, nel primo caso agli standard
fissati per il parametro ossigeno dai decreti sopra citati e, nel secondo, ai livelli di ossigenazione
noti per acque marine costiere esenti da significativi e persistenti fenomeni di ipossia.
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Tabella 6 — Criteri zootecnici di qualita per I’acqua di approvvigionamento di allevamenti ittici di tipo
intensivo in acqua dolce.

PARAMETRO Valori limite | Valori ottimali

Trota iridea (Oncorhyncus mykiss)

Temperatura °C 620 12+15
Ossigeno disciolto mg L! 6 (minimo) 10,8+10,1
Ossigeno disciolto sat.% 48+66 (a) 100
Temperatura incubazione uova / allevamento larvale °C 612 10+12
Ossigeno disciolto incubazione uova / allevamento larvale mg L 9,9+8,6 (b) 11,3+10,8
Ossigeno disciolto incubazione uova / allevamento larvale sat.% 80 100
Gas totali disciolti sat.% <110 <102
pH 6,5+8,5 7,5+8,0
Durezza (CaCOs) mg L 50+250 50+100
Alcalinita (CaCOs) mg L 20+200

Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! < 0,05 0,025

(a) saturazioni corrispondenti alla concentrazione di 6 mg L™, alle temperature limite indicate
(b) concentrazioni corrispondenti all'80% di saturazione, alle temperature limite indicate

Anguilla (Anguilla anguilla )

Temperatura °C 1330 20+25
Ossigeno disciolto mg L! 4,5 (minimo) 9,1+8,2
Ossigeno disciolto sat.% 43+60 (a) 100
Temperatura svezzamento / allevamento cieche °C 21:26 2426
Ossigeno disciolto svezzamento / allevamento cieche mg L 7,1+6,5 (b) 8,4+8,1
Ossigeno disciolto svezzamento / allevamento cieche sat.% 80 100
Temperatura svezzamento / allevamento ragani °C 18+26 22+25
Ossigeno disciolto svezzamento / allevamento ragani mg L 7,6+6,5 (b) 8,7+8,2
Ossigeno disciolto svezzamento / allevamento ragani sat.% 80 100
Gas totali disciolti sat.% <110 < 100
pH 6,0-9,0 7,2+8,0
Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 0,025

(a) saturazioni corrispondenti alla concentrazione di 4,5 mg L™, alle temperature limite indicate
(b) concentrazioni corrispondenti all'80% di saturazione, alle temperature limite indicate
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Tabella 6 — (segue)

PARAMETRO

Valori limite

Valori ottimali

Pescegatto (Ictalurus punctatus )

Temperatura °C 16+32 22+29
Ossigeno disciolto mg Lt 4,5 (min,) 8,777
Ossigeno disciolto sat% 46+62 (a) 100
Temperatura incubazione uova / allevamento larve °C 21+29 2426
Ossigeno disciolto incubazione uova / allevamento larve mg L 7,1+6,1 (b) 8,4+8,1
Ossigeno disciolto incubazione uova / allevamento larve sat% 80 100
Gas totali disciolti sat% <110 <105
pH 6,0+8,5 6,5+7,5
Durezza (CaCOs) mg L 20+200

Alcalinita (CaCOs) mg L > 25

Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 < 0,025
Carpa (Cyprinus carpio)

Temperatura °C 15+26 20+26
Ossigeno disciolto mg L! 4,5 (minimo) 9,1+8,1
Ossigeno disciolto sat.% 45+56 (a) 100
Temperatura incubazione uova °C 16+25 18+20
Ossigeno disciolto incubazione uova mg L! 7,9+6,5 (b) 9,491
Ossigeno disciolto incubazione uova sat.% 80 100
Gas totali disciolti sat.% <110 <105
pH 6,5:9,0 7,0=8,0
Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 0,025
Storione bianco (Acipenser transmontanus)

Temperatura °C 16526 18+24
Ossigeno disciolto mg L! 4,5 (minimo) 9,4+8,4
Ossigeno disciolto sat.% 45+56 (a) 100
Temperatura incubazione uova °C 13+16 14,5+15,5
Ossigeno disciolto incubazione uova mg L! 8,4+7.9 (b) 10,2+10,0
Ossigeno disciolto incubazione uova sat.% 80 100
Temperatura allevamento larvale °C 16+20 18+19
Ossigeno disciolto allevamento larvale mg L! 7,9+7,3 (b) 9,4+9,3
Ossigeno disciolto allevamento larvale sat.% 80 100
Gas totali disciolti sat.% <102 < 100
pH 6,5+8,5 7,0+8,0
Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 0,025

(a) saturazioni corrispondenti alla concentrazione di 4,5 mg L™, alle temperature limite indicate
(b) concentrazioni corrispondenti all'80% di saturazione, alle temperature limite indicate
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Tabella 7 — Criteri di qualita per I’acquacoltura estensiva in acque dolci

PARAMETRO

SALMONIDI

CIPRINIDI

Valori guida | Valori limite

Valori guida Valori limite

Temperatura (°C) (massimo)

Temperatura (°C) (periodi riproduzione)

pH

Alcalinita come CaCOj; (mg LY

Solidi in sospensione (mg L)
Gas totali disciolti (sat. %)
Ossigeno disciolto (mg L™)

Ossigeno disciolto (sat. %)

BOD;s (mg L' 0,)
Alluminio disciolto (mg Lh
Argento totale (ug L'l) 4)
Arsenico disciolto (mg Lh
Bario disciolto (mg Lh
Boro disciolto (mg Lh
Cadmio totale (ug L™)
Cromo disciolto (mg Lh
Ferro totale (mg L'l)
Manganese totale (mg L™)
Mercurio totale (ug L)
Nichel disciolto (mg Lh
Piombo disciolto (ug L™)
Rame disciolto (mg Lh
Selenio disciolto (mg Lh
Stagno disciolto (mg L)

TriorganoSn butilici e fenilici (mg L™)

MonoorganoSn (mg L™)
Zinco totale (mg LY

Cianuri (HCN) (mg L") (indissociato)
Cloro residuo totale (HOCI) (mg LY

Solfuri (H,S) (mg L™
Solfiti (SO57) (mg L")
Solfati (S0,7) (mg L™)
Cloruri (CI') (mg L™)
Fluoruri (F).(mg L™)
Fosforo totale (P) (mg Lh
Ammoniaca non ionizzata
(N-NH3) (mg L)

Ammoniaca totale (NH,") (mg L)

Nitriti (NO,) (mg L")
Azoto nitrico (N-NOs) (mg L™

(d)
(b)

(©
(d)

(e)

(e

®

®

®
®
®

®

(€9)

(h)

®
@
(m)
(n)

21,5
10
6+9
>20
25 60
<110
>9 (50%) >9 (50%)
> 7 (100%)
> 100% (50%)
> 75% (100%)
3 5
0,1
6
0,02 0,05
0,3
0,2
0,2 2,5
0,02
0,3
0,1
0,05 0,5
0,075
10
0,01 0,04
0,005
1
0,001
0,3
0,3
0,005
0,005
0,002
0,5
250
500
0,5
0,07
0,005 0,025
0,04 1
0,01 0,88
0,2 10

28
6+9
>20
25 80
<110
> 8 (50%) >7 (50%)
> 5 (100%)
> 100% (50%)
> 60% (100%)
6 9
0,1
6
0,02 0,05
0,3
0,2
0,2 2,5
0,1
0,3
0,1
0,05 0,5
0,075
125
0,04
0.005
1
0,001
0,3
0,4
0.005
0.005
0,002
0,5
250
5000
0,5
0,14
0,005 0,025
0,2 1
0,03 1,77
0,4 10




Tabella 7 (segue)

PARAMETRO

SALMONIDI

CIPRINIDI

Valori guida | Valori limite

Valori guida| Valori limite

Idrocarburi di origine petrolifera (mg L)
Idrocarburi policiclici aromatici (ug L)

Fenoli (C¢HsOH) (mg L™)
2-clorofenolo (mg Lh
4-clorofenolo (mg Lh
2,3-diclorofenolo (mg Lh
2,4-diclorofenolo (mg Lh
2,5-diclorofenolo (mg Lh
2,6-diclorofenolo (mg Lh
2,4,6 triclorofenolo (mg Lh
Pentaclorofenolo (mg L'l)
Dinitrocresoli (mg Lh

Aldeidi (mg L")

Acroleina (ug L™

Solventi organici aromatici (mg L)
Acetammide (mg Lh
Acrilammide (mg Lh
Acrilonitrile (mg Lh
Benzidina (ug L")
Dimetilammina (mg Lh
Anilina (mg Lh

Nitrobenzene (mg Lh

Piridina (mg Lh

Morfolina (mg Lh
2,3-dinitrotoluene (mg LY
m-dinitrotoluene (mg Lh
Solventi organici clorurati (mg L)
Cloropreni (mg L™)
Esaclorobutadiene (mg Lh
Policlorobifenili (PCB) (ug LY
Tensioattivi anionici (MBAS mg LY
Pesticidi clorurati (ug L™)
Aldrina (ug L)

Clordano (ug L")

DDT e metaboliti (ug L)
Dieldrina (ug L™)

Endosulfan (ug L)

Endrina (ug L)

Eptacloro (ug L™)

Lindano (ugL™")

Metossicloro (ug L)

Pesticidi fosforati (ug L™)

(0)
()

(@
(@
(@
(@
(@
(@

)

(s)
(s)
(s)
(s)

(s)

0,2
0,03 3
0,01 0,2
0,06
0,04 0,4
0,08
0,0004 0,003
0,02
0,03
0,03
0,001
0,03
0.4
2
0,02
10
10
0,06
0,1
0,1
0,002
0,02
0,1
0,1
0,01
0,01
0,2
0,005
0,002
0,00005 0,014
0,2
0,003
0,00014 0,004
0,00059 0,0043
0,00059 0,001
0,00014 0,0019
0,056
0,0023
0,00021 0,0038
0,08
0,03
0,002

0,2
0,03 3
0,01 0,2
0,06
0,04 0.4
0,08
0,0004 0,003
0,02
0,03
0,03
0,001
0,03
0,4
2
0,02
10
10
0,06
0,1
0,1
0,002
0,02
0,1
0,1
0,01
0,01
0,2
0,005
0,002
0,00005 0,014
0,2
0,003
0,00014 0,004
0,00059 0,0043
0,00059 0,001
0,00014 0,0019
0,056
0,0023
0,00021 0,0038
0,08
0,03
0,002
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Tabella 7 (segue)

PARAMETRO SALMONIDI CIPRINIDI

Valori guida Valori limite Valori guida Valori limite
Demeton (ug L™) 0,1 0,1
Guthion (ug L) 0,01 0.01
Malathion (ug L) 0,1 0,1
Mirex (ug L™ 0,001 0,001
Parathion (ug L") 0,04 0,04
Toxaphene (ug L™) 0,013 0,013
(a) Temperatura massima: Temperature massime estive di 30-32 °C, superiori a quelle indicate in tabella, possono essere raggiunte in bacini a

(b)

©
(d)

(©
®

(g)

(h)

@

morfologia laminare ed essere tollerate da alcune specie quali, ad esempio, 1’anguilla e il pescegatto.

Temperatura di riproduzione: In ambiente naturale, la temperatura di riproduzione delle principali specie da ripopolamento e da allevamento &
variabile; i limiti termici riproduttivi sono compresi nell’intervallo di 5-10 °C per il salmerino di fontana, la trota di torrente, la trota iridea, il
lavarello e la bondella, di 12-16 °C per il luccio e il lucioperca e di 20-26 °C per la carpa comune, la carpa erbivora, la carpa testa grande e la
tinca.

Alcalinita: Alcalinita inferiori rispetto a quella riportata in tabella, anche se poco frequenti, possono essere accettate purche di origine naturale.
Solidi in sospensione: Concentrazioni superiori a quelle quotate in tabella possono essere accettate purche dovute ad arricchimenti naturali
connessi a particolari condizioni idrologiche.

Ossigeno disciolto: 1 numeri in parentesi indicano la percentuale delle misure che nell’arco di un anno devono eguagliare o superare i valori
tabellati, sulla base di almeno una misura mensile.

Metalli: La tossicita di alcuni metalli puo essere attenuata dalla durezza dell’acqua. I valori quotati nella tabella corrispondono ad una durezza di
100 mg L' (come CaCOj). Per durezze diverse, le concentrazioni limite per la protezione della fauna ittica delle acque a salmonidi (S) e di quelle
a ciprinidi (C) possono essere desunte dal riquadro seguente.

Durezza (mg L di CaCO3)
4 <50 50-99 100-149 150-199 200-250 >250
Metallo (ug L™)
s | C S C S C S c| s | c|s C

Argento totale 1.2 12 2.6 2.6 6.1 6.1 106 106 165 165 20 20

Cromo disciolto 5 75 10 80 20 100 20 100 50 125 50 125
Nichel disciolto 25 25 50 50 75 75 75 75 100 100 100 100
Piombo disciolto 4 50 10 125 10 125 20 250 20 250 20 250
Rame disciolto 5 5 22 22 40 40 40 40 40 40 112 112
Zinco totale 30 150 200 350 300 400 300 500 300 500 500 1000

Cloro residuo: A parita di cloro totale presente nell’acqua in forma libera o/e combinata, la quantita totale di cloro ossidante residuo
all’equilibrio ¢ funzione del pH e, in subordine, della temperatura dell’acqua. I valori limite indicati in tabella corrispondono ad un pH pari a 7.
Per altri valori di pH e di temperatura valgono le concentrazioni (mg L) indicate nel riquadro seguente.

Temperatura pH
() 6 | 7 | 8 | o
5 0.004 0.005 0.011 0.075
25 0.004 0.005 0.016 0.121

Fosforo totale: 1 valori guida riportati in tabella possono essere considerati rappresentativi di bacini lacustri non esposti a significativi fenomeni
di eutrofizzazione. Per i bacini aventi caratteristiche spiccatamente oligotrofiche o mesotrofiche possono essere suggeriti valori guida di 0,01 e
0,035 mg Lt rispettivamente.

Ammoniaca non ionizzata: La frazione di ammoniaca totale (NH; + NH,*) presente in forma di ammoniaca libera, non ionizzata (NH;), aumenta
con la temperatura e con il pH dell’acqua. Nel riquadro seguente sono riportate, per diversi valori di temperatura e di pH, le concentrazioni (mg
L") di ammoniaca totale che liberano una concentrazione di ammoniaca non ionizzata pari al valore limite di 0.025 mg L™ quotato in tabella.
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M

pH

Temperatura (C°)

65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | o9s
5 633 200 63 20 066 023 0089
10 24 134 43 14 045 016 0.067
15 280 92 29 094 031 012 0053
20 200 63 20 066 022 0088 0045
25 139 44 14 046 016 0069  0.038
30 98 31 10 036 012 0056  0.035

Ammoniaca totale: Le concentrazioni quotate in tabella sono rappresentative di condizioni ambientali esenti da rischi di eutrofizzazione, di
eccessivo consumo di ossigeno per nitrificazione e di tossicita da ammoniaca libera.

(m) Nitriti: La tossicita dei nitriti diminuisce col crescere della concentrazione dei cloruri. I valori limite quotati in tabella corrispondono ad una

concentrazione di cloruri di 10 mg L. Per concentrazioni comprese tra 1 e 40 mg L' i valori limite dei nitriti (mg L' di NO,) possono essere
dedotti dal riquadro seguente.

Cloruri Acque a salmonidi Acque a ciprinidi
(mg/L)
1 0.10 0.19
5 0.49 0.98
10 0.88 1.77
20 1.18 2.37
40 1.48 2.96

(N) Nitrati: In ambienti in cui la produzione algale risulta limitata dalla disponibilita di fosforo, la concentrazione di 10 mg L™ quotata in tabella &

(0)

sufficiente a ridurre il rischio di significativi fenomeni di eutrofizzazione. In caso contrario, il mantenimento di condizioni di mesotrofia o di
oligotrofia & subordinato alla presenza di concentrazioni medie di azoto nitrico non superiori a 0.4 e 0.2 mg L rispettivamente.

Idrocarburi di origine petrolifera: Concentrazioni anche inferiori al valore guida indicato in tabella possono risultare nocive per le forme ittiche
giovanili ed alterare il sapore del pesce. In ogni caso, la visibilita di film oleosi sulla superficie dell’acqua evidenzia la presenza di livelli di
idrocarburi non compatibili con la vita dei pesci.

(p) Idrocarburi policiclici aromatici: 11 valore limite quotato in tabella si riferisce, in particolare, ai composti pitl tossici della classe degli IPA, quali:

(@
)
(s)

Benzo(a)antracene, Crisene, Benzo(k)fluorantene, Benzo(a)pirene, Benzo(g,h,i)perilene, Indeno(1,2,3,c,d)pirene. Per gli stessi composti, dotati di
proprieta cancerogene, ¢ indicata in tabella, a titolo di valore guida, la concentrazione nell’acqua al disopra della quale sussiste il rischio che il
bioaccumulo degli IPA nel pesce possa favorire 1’insorgenza di patologie cancerogene a carico del consumatore.

Fenoli: 1 valori guida dei clorofenoli quotati in tabella si riferiscono alla concentrazione nell’acqua dei diversi composti al disopra della quale puo
risultare alterato il sapore del pesce.

Policlorobifenili (PCB): 1l valore guida quotato in tabella si riferisce alla concentrazione nell’acqua al disopra della quale sussiste il rischio che il
bioaccumulo dei PCB nel pesce possa favorire 1’insorgenza di patologie cancerogene a carico del consumatore.

Pesticidi clorurati: 1 valori guida quotati in tabella si riferiscono alla concentrazione nell’acqua al disopra della quale sussiste il rischio che il
bioaccumulo dei pesticidi nel pesce possa favorire I’insorgenza di patologie cancerogene a carico del consumatore.
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Tabella 8 — Criteri zootecnici di qualita per ’acqua di approvvigionamento di allevamenti ittici di tipo
intensivo a terra, in acqua marina e/o salmastra

PARAMETRO Valori Valori ottimali
soglia

Spigola (Dicentrarchus labrax), Orata (Sparus aurata)

Salinita %0 15+37 15+25
Temperatura °C 1027 20+25
Ossigeno disciolto mg L 5 (minimo) 8,3+7,1
Ossigeno disciolto sat.% 49+77 (a) 100
Salinita incubazione uova %0 35+37 35+37
Temperatura incubazione uova °C 15+18 15-16
Ossigeno disciolto incubazione uova mg L! 6,5+6,1 (b) 8,1+7,9
Ossigeno disciolto incubazione uova sat.% 80 100
Salinita svezzamento/allevamento larve %0 35+37 35+37
Temperatura svezzamento/allevamento larve °C 18+20 20
Ossigeno disciolto svezzamento/allevamento larve mg L! 6,1+-5,8 (b) 7,4+7,3
Ossigeno disciolto svezzamento/allevamento larve sat.% 80 100
Gas totali disciolti sat.% <110 <102
pH 7+8.,5 8+8,3
Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 0,025

(a) saturazioni corrispondenti alla concentrazione di 5 mg L', alle temperature/salinita limite indicate;
(b) concentrazioni corrispondenti all'80% di saturazione, alle temperature/salinita limite indicate.

Anguilla (Anguilla anguilla)

Salinita %o 1037 15+25
Temperatura °C 10=30 20+25
Ossigeno disciolto mg L! 4,5 (minimo) 8,3+7,1
Ossigeno disciolto sat,% 43+73 (a) 100
Temperatura svezzamento/allevamento cieche °C 21:26 2426
Ossigeno disciolto svezzamento/allevamento cieche mg L 6,7+5,5 (b) 7,77
Ossigeno disciolto svezzamento/allevamento cieche sat,% 80 100
Temperatura svezzamento/allevamento ragani °C 18+26 22+26
Ossigeno disciolto svezzamento/allevamento ragani mg L 7,1+5,5 (b) 8+7
Ossigeno disciolto svezzamento/allevamento ragani sat,% 80 100
Gas totali disciolti sat,% <110 100
pH 7+8,5 7,5+8
Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 0,025

(a) saturazioni corrispondenti alla concentrazione di 4,5 mg L™, alle temperature/salinita limite indicate;
(b) concentrazioni corrispondenti all'80% di saturazione, alle temperature/salinita limite indicate.
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Tabella 9 — Criteri zootecnici di qualita per I’acqua degli allevamenti ittici intensivi in gabbie marine

PARAMETRO Valori limite Valori ottimali
Salinita %0 13+38 13+36
Temperatura °C 5+29 1327
Ossigeno disciolto (media annuale) mg L 8

Ossigeno disciolto (minimo estivo) mg L! 4,2 9,7+6,5
Ossigeno disciolto (minimo estivo) sat.% 67 (a) 100

pH 7,9+8.9 8,0+8,7
Ammoniaca indissociata (N-NH3) mg L! <0,1 0,025

(a) saturazioni corrispondenti alla concentrazione di 4,2 mg L™, alle temperature/salinita limite indicate;
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Tabella 10 — Criteri di qualita per acquacoltura estensiva in acque marine e salmastre

PARAMETRO

Valori guida

Valori limite

Molluschicoltura in ambienti marini e salmastri

Temperatura (°C) (d) 5+29 5+32
pH (b) 7,9+8,9 79
Salinita (%o) 12+38 <40
Ossigeno disciolto (mg L™) (©) >5 >4
Ossigeno disciolto (sat. %) © >80 =70
Piscicoltura in ambienti salmastri

Temperatura (°C) 5+29 5+32
pH 7,3+8,9 79
Salinita (%o) 15+25 5+42
Ossigeno disciolto (mg Lh (d 11,6+6,7 >4
Ossigeno disciolto (sat. %) 100 68
Gas totali disciolti (sat. %) 100 <110
Solidi in sospensione (mg L) 25

BOD; ((mg L™ O,) 3

Alluminio disciolto (mg LY 0.1
Argento totale (mg L) 0,0023
Arsenico disciolto (mg LY 0,02
Bario disciolto (mg LY 0.3
Boro disciolto (mg Lh 4.4
Cadmio totale (mg LY 0,002
CromoVI disciolto (mg LY 0,05
Ferro totale (mg LY 0,05
Manganese totale (mg L) 0,02
Mercurio totale (ug L) 0,025 0,1
Nichel disciolto (mg L) 0,008 0,05
Piombo disciolto (mg L™) 0,004 0,008
Rame disciolto (mg LY 0,005
Selenio disciolto (mg L™) 0,005 0,07
Stagno disciolto (mg L) 1
Comp. TriorganoSn butilici e fenilici (mg L) 0,001
Comp. MonoorganoSn (mg L™) 0,3
Zinco totale (mg LY 0,05
Cianuri (HCN indissociato) (mg LY 0,05 0,09
Cloro residuo totale (HOCL) (mg LY 0,01
Solfuri (H,S) (mg L) 0,002
Solfiti (SO57) (mg L™) 0,5
Fluoruri (F) (mg L™) 1,5
Fosforo totale (mg LY ) 0,035 0,1
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Tabella 10 (segue)

PARAMETRO

Valori guida

Valori limite

Ammoniaca non ionizzata (N-NH;) (mg Lh
Azoto nitrico (N-NOs) (mg L™
Idrocarburi di origine petrolifera (mg L)
Idrocarburi policiclici aromatici (ug L)
Fenoli (C¢HsOH) (mg L™)
2-clorofenolo (mg Lh
4-clorofenolo (mg Lh
2,3-diclorofenolo (mg Lh
2,4-diclorofenolo (mg Lh
2,5-diclorofenolo (mg Lh
2,6-diclorofenolo (mg Lh
2,4,6-triclorofenolo (mg Lh
Pentaclorofenolo (ug L)
Dinitrocresoli (ug L™

Aldeidi (mg L")

Acroleina (ug L™

Solventi organici aromatici (ug L)
Acetammide (mg Lh
Acrilammide (mg Lh
Acrilonitrile (mg Lh

Benzidina (ug L")

Dimetilammina (mg Lh

Anilina (mg Lh

Nitrobenzene (mg Lh

Piridina (mg Lh

Morfolina (mg Lh
2,3-dinitrotoluene (mg Lh
m-dinitrotoluene (mg Lh

Solventi organici clorurati (mg L)
Cloropreni (mg L™)
Esaclorobutadiene (mg Lh
Policlorobifenili (PCB) (ug LY
Tensioattivi totali (mg Lh
Pesticidi clorurati (ug L™)

Aldrina (ug L")

Clordano (ug L")

DDT e metaboliti (ug L)
Dieldrina (ug L™)

Endosulfan (ug L)

Endrina (ug L)

Eptacloro (ug L™)

®
@
(h)
@)

@
@
@
@
@
@
@

(m)

(n)
(n)
(n)
(n)

(n)

0.4

0.03

0,06
0,04
0,08
0,0004
0,02
0,03

0,00005
0,1

0,00014
0,00059
0,00059
0,00014

0,00021

0,025
10
0,5
3
0,2

0,4

0,03

0,03
0,001
0,03
0.4

20
10
10
0,06
0,1
0,1
0,002
0,02
0,1
0,1
0,01
0,01
0,2
0,005
0,002
0,03
0,5
0,003
0,0013
0,004
0,001
0,0019
0,0087
0,0023
0,0036

65



Tabella 10 (segue)

PARAMETRO Valori guida Valori limite

Lindano (ugL™") 0,004
Metossicloro (ug L) 0,03
Pesticidi fosforati (ug L™) 0,002
Demeton (mg L'l) 0,1

Guthion (mg LY 0,01
Malathion (mg L™) 0,1

Mirex (mg LY 0,001
Parathion (mg LY 0,04
Toxaphene (mg L) 0,07

(a) Temperatura: 1 valori guida e limite indicati in tabella sono rappresentativi delle escursioni termiche normalmente caratteristiche di ambienti
marini e salmastri, rispettivamente.

(b) pH: I valori guida e limite indicati in tabella sono rappresentativi delle escursioni normalmente assunte dal parametro negli ambienti marini e
salmastri, rispettivamente.

(c) Ossigeno disciolto (molluschicoltura): Le concentrazioni quotate in tabella rappresentano i valori minimi estivi relativi all’80% e al 70% delle
saturazioni teoriche corrispondenti ai massimi di temperatura e salinita indicati come valori guida e limite.

(d) Ossigeno disciolto (piscicoltura): La concentrazione di 4 mg L™ quotata in tabella come valore limite & lievemente superiore a quella minima di
mantenimento dell’attivita fisiologica delle specie eurialine pill esigenti. A questa concentrazione il valore di saturazione atteso in corrispondenza
dei massimi estivi di temperatura e salinita quotati in tabella, a livello di soglia limite, & pari al 68%.

(e) Fosforo totale: 1 valori guida e limite quotati in tabella possono essere assunti come livelli estremi tipici di ambienti marini e salmastri
eutrofizzati, ma esenti da significativi fenomeni distrofici.

(f) Ammoniaca non ionizzata: Per la determinazione del parametro si rimanda alla nota (i) della tabella 7.

(g) Nitrati: In ambienti in cui la produzione algale risulta limitata dalla disponibilita di fosforo, la concentrazione di 10 mg L' quotata in tabella
dovrebbe essere idonea per ridurre il rischio di significativi fenomeni distrofici. In caso contrario, il mantenimento di condizioni eutrofiche esenti
da rischi distrofici dovrebbe essere subordinato alla presenza di concentrazioni massime di azoto nitrico non superiori a 0.4 mg L™ .

(h) Idrocarburi di origine petrolifera: Concentrazioni anche inferiori al valore guida indicato in tabella possono risultare nocive per le forme ittiche
giovanili ed alterare il sapore del pesce. In ogni caso, la visibilita di film oleosi sulla superficie dell’acqua evidenzia la presenza di livelli di
idrocarburi non compatibili con la vita dei pesci.

(1) Idrocarburi policiclici aromatici: 1l valore limite quotato in tabella si riferisce, in particolare, ai composti piu tossici della classe degli IPA, quali:
Benzo(a)antracene, Crisene, Benzo(k)fluorantene, Benzo(a)pirene, Benzo(g,h,i)perilene, Indeno(1,2,3,c,d)pirene. Per gli stessi composti, dotati di
proprieta cancerogene, ¢ indicata in tabella, a titolo di valore guida, la concentrazione nell’acqua al disopra della quale sussiste il rischio che il
bioaccumulo degli IPA nel pesce possa favorire 1’insorgenza di patologie cancerogene a carico del consumatore.

(1) Fenoli: 1 valori guida dei clorofenoli quotati in tabella si riferiscono alla concentrazione nell’acqua dei diversi composti al disopra della quale pud
risultare alterato il sapore del pesce.

(m) Policlorobifenili (PCB): 11 valore guida quotato in tabella si riferisce alla concentrazione nell’acqua al disopra della quale sussiste il rischio che il
bioaccumulo dei PCB nel pesce possa favorire 1’insorgenza di patologie cancerogene a carico del consumatore.

(n) Pesticidi clorurati: 1 valori guida quotati in tabella si riferiscono alla concentrazione nell’acqua al disopra della quale sussiste il rischio che il
bioaccumulo dei pesticidi nel pesce possa favorire I’insorgenza di patologie cancerogene a carico del consumatore.
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Campionamento

1. Introduzione

L'analisi inizia con il campionamento, che riveste primaria importanza poiché esso influenza 1
risultati di tutte le operazioni successive, trasferendo in essi eventuali errori, e quindi togliendo ad
essi l'attendibilita. Il campionamento deve essere effettuato da personale qualificato ed op-
portunamente addestrato. Il 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 l'acqua da analizzare. Viene lasciata alla responsabilita dell'esperto la scelta del metodo di
campionamento.

2. Tipi di campionamento

Risulta relativamente complicato standardizzare la metodica 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 composizione relativamente costante. Per

campionamento istantaneo s'intende un campione singolo prelevato in un'unica soluzione in un

punto determinato ed in un tempo molto breve;

> campionamento medio: adatto per acque di composizione variabile. Per campione medio
s'intende un campione ottenuto da piu 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 composizione delle acque;

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

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

Per corpi idrici come canali e fiumi risulta piu corretto il campionamento medio, medio-
composito, medio-continuo.

Per corpi idrici stagnanti come vasche di accumulo o corpi idrici a composizione relativamente
variabile (falde), risulta pitt 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. Puo essere utile, qualora vi siano filtri o desalificatori,
effettuare un controllo analitico delle acque in uscita dall'impianto.

Come quantita totale, si consiglia di prelevare quantita di campione in eccesso rispetto a quello
necessario, che sara in funzione delle determinazioni da eseguire. Inoltre, si consiglia di distribuire
il campione in pil contenitori, evitando cosi la possibilita di perdita del campione per eventuali
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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 1'inalterabilita di tutti i suoi costituenti
nell'intervallo di tempo che intercorre tra il prelievo e l'analisi. Tale condizione non potra mai essere
realizzata totalmente, ma ¢ possibile ricorrere ad accorgimenti che permettono di ridurre al minimo
le alterazioni, salvaguardando la rappresentativita del campione.

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

La precipitazione dei metalli come idrossidi, 1'adsorbimento dei metalli sulle superfici del
contenitore, la formazione di complessi, la variazione dello stato di valenza di alcuni elementi per
ossidoriduzione, potranno essere ritardati per addizione di stabilizzanti chimici. L'attivita microbica,
a cui ¢ imputabile l'alterazione di alcuni parametri analitici come il COD, il fosforo e I’azoto
organici, potra essere ritardata mediante 1'aggiunta di battericidi e/o ricorrendo alla refrigerazione.

I contenitori utilizzati per la raccolta ed il trasporto dei campioni non devono alterare, a contatto
con il campione, il valore di quei parametri di cui deve essere effettuata la determinazione. A questo
proposito, devono soddisfare 1 seguenti requisiti:

- non devono cedere o adsorbire sostanze, alterando la composizione del 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 pit usati per i contenitori sono:

= il vetro

= la plastica (polietilene o polipropilene)

= altri materiali

Il vetro ¢ il materiale da preferire, ed esistono in commercio il vetro Pyrex (borosilicato) e il
vetro Vycor (ad alto contenuto di silicio), che ¢ migliore ma ha un costo piu 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 (soprattutto per
campioni contenenti metalli), il teflon, il cloruro di polivinile e il polimetilpentene (TPX).

Nella Tabella 1 vengono raccomandati i contenitori, i principali conservanti, 1 procedimenti pil
adatti per la migliore conservazione del campione ed il tempo massimo consigliato intercorrente tra
il momento del prelievo a quello dell'analisi.
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Tabella 1 - Raccomandazioni per la
intercorre tra il prelievo e l'analisi

conservazione dei campioni di acque nel periodo che

Contenitore P d d bil Intervallo tra
Parametro rocedimento di stabilizzazione .
consigliato prelievo e
analisi
Alluminio Polietilene 3mL L' HNO; 1:1 6 mesi
Azoto ammoniacale Polietilene o vetro 40mgL -1 HgCl, Refrigerazione a 4°C 24 ore
Azoto nitrico Polietilene o vetro 40 mg L' HgCl, Refrigerazione a 4°C 24 ore
Azoto nitroso Polietilene o vetro 40 mg Lt 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 1 settimana
Cadmio Polietilene 3mL L' HNO; 1:1 6 mesi
Calcio Polietilene o vetro Non necessario 1 settimana

Carbonati-bicarbonati
Carbonio organico
Cianuri

Cloro

Cloruri

Cobalto

COD

Conducibilita elettrica
Cromo

Durezza

Ferro

Fluoruri

Fosforo

Magnesio
Manganese
Molibdeno

Nichel

Ossigeno disciolto

Piombo

Polietilene o vetro
Vetro
Polietilene

Vetro scuro

Polietilene o vetro
Polietilene

Vetro

Polietilene o vetro
Polietilene
Polietilene o vetro
Polietilene
Polietilene

Vetro o polietilene

Polietilene o vetro
Polietilene
Polietilene
Polietilene

Vetro

Polietilene

Non necessario

2 mL L' H,SO, 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; 1:1

Non necessario

3mL L' HNO; 1:1

Refrigerazione a 4°C

pH 1+2 con HCI conc. Refrigerazione a
4°C

Non necessario

3mL L' HNO; 1:1

3mL L' HNO; 1:1

3mL L' HNO; 1:1

Solfato manganoso 2 mL. + Ioduro-sodio
azide 2mL L

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
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Tabella 1 - Segue

Contenitore Intervallo tra
Parametro L. Procedimento di stabilizzazione .
consigliato prelievo e
analisi
Potassio Polietilene o vetro Non necessario 1 settimana
Rame Polietilene 3 mL L' HNO; 1:1 6 mesi
Reazione Polietilene o vetro Refrigerazione a 4°C 24 ore
Sali totali disciolti Polietilene o vetro Non necessario 24 ore

Silice
Potassio
Solfati

Solfuri

Solidi totali sospesi
Zinco

Polietilene
Polietilene o vetro
Polietilene o vetro

Polietilene

Polietilene o vetro
Polietilene

Filtrare sul posto e refrigerazione a 4°C 1 settimana
Non necessario

5 mL L' CH;COOH + 5 mL L! formal-

1 settimana
1 settimana

deide al 40%

2 mL L zinco acetato 2N e 2 mL L' 24 ore
NaOH 1N

Non necessario 24 ore
3mL L' HNO; 1:1 6 mesi

Posizione Italiana

Metodo ufficiale
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia

Posizione Internazionale

ISO/TC 147/5667
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Coordinatore dei metodi:
Girolamo Mecella
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Cloro

1. Determinazione colorimetrica

1.1  Principio del metodo

Il cloro puo essere determinato quantitativamente con procedimento colorimetrico, basato sulla
formazione 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 ¢ 5 mg L™ 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 cloro libero.

Il controllo del pH riveste un'importanza fondamentale; bassi valori di pH impediscono la
differenziazione 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 L™'; interferiscono inoltre i
composti clorurati ad azione ossidante come 1l diossido di cloro e composti ossidanti a medio ed
alto potenziale di ossidazione quali ozono, acqua ossigenata, cromati, bromo, iodio, bromoammine
e iodoammine.

I manganese allo stato ossidato interferisce, ma la sua interferenza pud essere corretta
conducendo una misura preliminare in presenza di arsenito di sodio.

Le interferenze di ferro(Il) e rame(II) fino a 10:20 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 510 nm dotato di celle con cammino ottico da 1 a 10 cm.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I’acqua deve essere distillata ed esente da sostanze
ossidanti o riducenti. L’assenza di tali sostanze puo essere verificata con i seguenti saggi:

- 1l campione addizionato con 1 g di ioduro di potassio e 5 mL di soluzione di DPD deve restare
incolore;
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- il campione con qualche goccia 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,PO4] e 46 g di fosfato
monopotassico [KH,POy4] in acqua, aggiungere 100 mL di acqua in cui sono stati sciolti 0,8 g di
sale disodico dell'acido etilendiamminotetracetico [EDTA] e diluire il tutto a 1.000 mL con
acqua. La soluzione deve essere conservata in frigorifero per evitare che lo sviluppo di muffe
provochi interferenze nella determinazione.

Soluzione di acido solforico (1+3): Aggiungere lentamente 25 mL di acido solforico concentrato
[H2SO4] (d = 1,84) a 50 mL di acqua. Dopo raffreddamento, diluire 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.

loduro di potassio in cristalli [KI].

loduro di potassio (1 g L”): Sciogliere 100 mg di ioduro di potassio [KI] in 100 mL di acqua.
Conservare la soluzione in bottiglia di vetro scura preferibilmente in frigorifero; scartare la
soluzione quando si sviluppa un colore giallo.

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

Soluzione titolata di tiosolfatoto di sodio 0, O1 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
utilizzare 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
soluzione di ipoclorito. Miscelare accuratamente e titolare con la soluzione di tiosolfato di sodio
0,01 N fino ad ottenere un colore giallo paglierino; aggiungere quindi 2 mL di soluzione di salda
d'amido e continuare a titolare fino a completa decolorazione della soluzione.

Per risalire alla concentratone di cloro attivo nella soluzione in esame applicare la seguente
formula:

" a*N 3545
Cloro(mg L") = —— 1000
\Y%
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 [NaAsO;] in acqua distillata e
portare il volume a 100 mL.
Soluzione concentrata di permanganato di potassio: Sciogliere 0,891 g di permanganato di potassio
[KMnOy] in un matraccio tarato da 1.000 mL e portare a volume con acqua.
Soluzione diluita di permanganato di potassio: Introdurre 10 mL della soluzione concentrata di
permanganato di potassio in un matraccio tarato da 100 mL e portare a volume con acqua.
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Quando 1 mL di questa soluzione viene diluito a 100 mL con acqua viene prodotto un colore
uguale a quello di 1 mg L™ di cloro che abbia reagito con il reattivo DPD.

1.5. Procedimento

1.5.1. Calibrazione con soluzione di ipoclorito

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

Tracciare la curva di calibrazione riportando in ascissa le concentrazioni del cloro e in ordinata i
corrispondenti valori di assorbanza, corretti del valore del bianco. Controllare un punto della curva
di calibrazione giornalmente e rifare la curva stessa ogniqualvolta viene ripreparata la soluzione di
DPD.

1.5.2. Calibrazione con soluzione di permaganato di potassio

Preparare una serie di standard di permanganato di potassio compresi nell'intervallo 0,05+4 mg L-
1 di cloro diluendo 1 necessari volumi della soluzione diluita di permanganato di potassio in
matracci da 100 mL. In altrettante beute porre 5 mL della soluzione tampone (pH 6,5) e 5 mL della
soluzione di DPD; entro 1 minuto dalla miscelazione trasferirvi il contenuto dei matracci tarati da
100 mL. Agitare e, a colore sviluppato, misurare entro due minuti l'assorbanza alla lunghezza
d'onda di 510 nm.

Tracciare la curva di calibrazione riportando in ascissa le concentrazioni del cloro e in ordinata i
corrispondenti valori di assorbanza, corretti del valore del bianco. Controllare un punto della curva
di calibrazione giornalmente e rifare la curva stessa ogniqualvolta viene ripreparata la soluzione di
DPD.

1.5.3. Dosaggio del Cloro libero

Si consiglia di utilizzare vetreria differente per la determinazione del cloro libero per evitare
contaminazioni da parte dello ioduro di potassio.

In una beuta da 250 mL, contenente 5 mL di soluzione tampone (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.
Agitare e misurare subito l'assorbanza nelle stesse condizioni utilizzate per la calibrazione.
Controllare che il pH della soluzione di misura sia compreso tra 6,2 e 6,5; in caso contrario
aumentare l'aggiunta di tampone. Ricavare dalla curva di calibrazione la concentratone C;. Con
questo dosaggio viene determinato il cloro dovuto all'acido ipocloroso, allo ione ipoclorito e al
cloro molecolare presente.

1.5.4. Dosaggio del Cloro totale

In una beuta da 250 mL, contenente 5 mL di soluzione tampone (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.
Aggiungere quindi 1 g di ioduro di potassio, agitare e dopo due minuti esatti misurare 1’assorbanza
a 510 nm. Ricavare dalla curva di calibrazione la concentrazione C,.

1.5.5. Correzione dell’interferenza del manganese

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

misurare 1’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;-C;
Cloro totale (mgL™") = C,—Cs

1.7. Precisione ed accuratezza

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

Posizione Italiana

Metodo ufficiale
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

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

Posizione Internazionale

ISO/TC 147/7393

12 ed. 2001
Coordinatore dei metodi:
Girolamo Mecella
Direttore della collana:
Paolo Sequi
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
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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 soluzione
misurata, 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
acqua, confrontata con quella di una soluzione standard di KCI la cui conducibilita, alla stessa
temperatura, ¢ nota.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, potabili, di scarico e marine.

1.2. Interferenze e cause d'errore

La conducibilita fornisce una misura sia globale che relativa della concentrazione delle 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 conducibilita specifica previsto. Una costante di
cella di 0,1 ¢ adatta per soluzioni di bassa conducibilita, 100 dS m' o meno; una costante di
cella di 1 per soluzioni di moderata conducibilita; una costante di cella di 10 per soluzioni
altamente conducenti. Celle nuove dovranno essere pulite con soluzioni di acido solforico-
cromico, e gli elettrodi platinati prima dell'uso. In seguito, gli elettrodi dovranno essere puliti e
riplatinati ogni qual volta che le letture non siano pit 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(CH3COO),] 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 quantita di corrente do-
vrebbe essere tale che solo una piccola quantita di gas viene evoluto, e la direzione della cor-
rente dovrebbe essere occasionalmente invertita.
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1.4. Reattivi

Soluzione standard di cloruro di potassio [KCl] 0,01 moli L Sciogliere, a 25 °C, 0,7436 g di KC1
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. Determinazione della costante di cella

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

cella stessa, per determinazioni pill 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 KCl utilizzando il
valore della cella fornito dal costruttore.

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

K1+K2

G
dove:

K, = conducibilita specifica della soluzione standard di KCI (1,408 dS m'l);
K, = conducibilita specifica (dS m™) dell’acqua usata per la preparazione della
soluzione standard;

conducibilita (dS m™) misurata della soluzione.

Cs

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

costante ed entro ’intervallo 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,
moltiplicato la conducibilita del campione, Cx:

ECt =J ¢ Cx

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

ECw = ECt e ft

La conducibilita specifica si esprime dS m™, tuttavia, poiché in molti casi la conducibilita
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specifica dell’acqua & molto bassa & preferibile esprimerla in .S cm™ (1 dS m™ = 1.000 .S cm™).

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione e 1'accuratezza con cui la conducibilita specifica dell'acqua puo essere determinata

dipende dallo strumento usato.

Tabella 1 — Fattore di temperatura (ft) per riportare le misure di conducibilita specifica alla tempe-

ratura standard di 25 °C.

°C ft °C ft °C Ft °C ft

20,0 1,112 22,6 1,051 25,0 1,000 27,6 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
20,6 1,097 23,2 1,038 25,6 0,988 28,2 0,940
20,8 1,092 23,4 1,034 25,8 0,983 28,4 0,936
21,0 1,087 23,6 1,029 26,0 0,979 28,6 0,932
21,2 1,082 23,8 1,025 26,2 0,975 28,8 0,929
21,4 1,078 24,0 1,020 26,4 0,971 29,0 0,925
21,6 1,073 24,2 1,016 26,6 0,967 29,2 0,921
21,8 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
22,2 1,060 24,8 1,004 27,2 0,956 29,8 0,911
22,4 1,055 25,0 1,000 27,4 0,953 30,0 0,907

Posizione Italiana

Metodo ufficiale

Suppl. Ord. G.U. n. 87

del 13 Aprile 2000

Bibliografia

Posizione Internazionale

ISO/TC 147/7888

APHA, AWWA, WPCF (1975), Standard Methods for the Examination of Water and Wa-

stewater. 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 quantita rilevante sono generalmente ioni Ca™ e 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™ in mg L

.
= Durezza calcica: concentrazione dello ione calcio: (Ca*™ in mg L™).
= Durezza magnesiaca: concentrazione in ione magnesio: (Ca**+ Mg™ in mg L") — (Ca*" in mg

L.
= Durezza alcalina (o carbonatica): durezza corrispondente ai bicarbonati, carbonati 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:

10 mg L™ come CaCOs.
10 mg L™ come CaCO.

1 grado francese
1 grado tedesco

2. Durezza totale

2.1. Principio del metodo

La durezza totale si determina mediante complessazione con l'acido 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’™™ e Mg acquista in queste condizioni un colore rosso vino;
quando tutto il calcio ed il magnesio sono stati complessati dall'lEDTA la soluzione passa dal colore
rosso vino al blu; questo ¢ il punto finale della titolazione che permette il dosaggio totale degli ioni
calcio e magnesio (durezza totale).

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, in particolare a quelle adibite ad uso potabile ed in-
dustriale.

2.2. Interferenze e cause di errore

La determinazione chelometrica non pu0 essere impiegata per acque fortemente colorate in
quanto il viraggio dell'indicatore in tali condizioni puo risultare mascherato.

Anche sospensioni o sostanze organiche colloidali possono interferire, in quanto alterano il vi-
raggio dell'indicatore. In questo caso il campione ¢ portato a secchezza su bagno ad acqua e calci-
nato in muffola a 600 °C fino a completa distruzione della sostanza organica. Il residuo ¢ ripreso
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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 vengono anch’essi titolati
dall'EDTA, sia perché possono mascherare il punto finale. Tali interferenze possono essere elimi-
nate per aggiunta, prima della titolazione con EDTA, di additivi che hanno lo scopo di precipitare o
di complessare 1 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.
- Capsula di porcellana da 250 mL.

2.4. Reattivi

Soluzioni tampone I. Sciogliere 16,9 g di cloruro di ammonio [NH4Cl] in 143 mL di idrossido

d’ammonio [NH4OH] concentrato e aggiungere 1,25 g del sale di Mg del'EDTA. Diluire a 250

mL con acqua distillata.

Tabella 1- Concentrazioni massime delle sostanze interferenti che non inficiano i risultati delle analisi

utilizzando gli additivi indicati.

Specie chimica Additivo I Additivo II Additivo ITIT
AP 20 20 20
B212+ % % %
Cd* * 20 *
Co™* 20 0,3 0
Cu™* 30 20 0,3
Fe’* 30 5 20
Pb** * 20 *
Mn** * 1 1
Ni** 20 0,3 0
Sn2+ % % %
Zn** * 200 *
Polifosfati 10

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

alla durezza
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Soluzione tampone II. Sciogliere 1,179 g di sale bisodico dell'EDTA e 0,78 g di solfato di magne-
sio eptaidrato [MgS04¢7H,0] (0 0,644 g di cloruro di magnesio esaidrato [MgClL*6H,0]) in 50
mL di H,O. Aggiungere 16,9 g di cloruro d’ammonio [NH4Cl] e 143 mL di idrossido d’ammonio
[NH4OH] concentrato Diluire a 250 mL con H,O. Conservare in bottiglia di politene ben chiusa
per impedire la volatilizzazione di NHj3 e la carbonatazione.

Additivo 1. Aggiungere 0,25 g di cianuro di potassio [KCN] in polvere alla soluzione da titolare (Il
KCN é sostanza estremamente tossica).

Additivo 1I. Sciogliere 5 g di solfuro di sodio nonaidrato [Na;S*9H,0] o 3,7 g di solfuro di sodio
pentaidrato [Na,Se5H,0] in 100 mL di acqua distillata; la soluzione deve essere conservata fuori
dal contatto dell'aria poiché il solfuro si ossida all’aria. Nel procedimento impiegare 1 mL di
questo additivo.

Additivo III. Sciogliere 4,5 g di cloruro di idrossilammina in 100 mL di alcool etilico al 95% (o al-
cool isopropilico). Questo additivo ¢ aggiunto alla soluzione del colorante e la soluzione risul-
tante funziona sia da indicatore del punto finale della titolazione che da additivo degli ioni in-
terferenti.

Indicatore nero eriocromo T. Aggiungere 1 mL di una soluzione (30 g L™) di carbonato di sodio
[Na,COs] a 30 mL di H,O e quindi 1 g di nero eriocromo T. Aggiustare il pH a 10,5 con la
soluzione di carbonato di sodio e portare la soluzione a 100 mL con alcool etilico al 95% (o al-
cool isopropilico). La soluzione viene conservata in bottiglia scura ben tappata per ridurre 1
deterioramenti dovuti all'aria e alla luce.

Soluzione di carbonato di sodio (30 g L’ ). Sciogliere 30 g di carbonato di sodio [Na,COs] in acqua
e diluire a 1.000 mL.

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 a 0,4 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 [CaCO3] in HCI
(1:4) aggiunto molto lentamente. Quando tutto il sale si ¢ sciolto, evaporare fino a secchezza. Ri-
petere il trattamento fino alla totale eliminazione di acido libero. Sciogliere il residuo finale in
acqua e portare ad 1.000 mL.

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

2.5. Procedimento

Porre il campione in una capsula di porcellana e diluire con acqua, se si ¢ accertata 1'assenza
delle specie di cui a Tabella 1; se queste sono presenti aggiungere le soluzioni degli additivi.
Aggiungere quindi 1 mL di una delle soluzioni tampone (in genere ¢ sufficiente per ottenere un pH
di 10) e 1+2 gocce di nero eriocromo T. Titolare lentamente con EDTA agitando continuamente e
facendo aggiunte ad intervalli di 3+5 secondi, finche il colore passa da rosso al blu.

Condurre la titolazione a temperatura ambiente perché in acqua calda si ha la decomposizione
dell'indicatore. Eseguire la titolazione immediatamente dopo 1’aggiunta dell’indicatore poiché
questo ¢ instabile in ambiente alcalino.

E importante che la soluzione sia mantenuta a pH 10; se il campione ha un pH maggiore pud
aversi la precipitazione di carbonato di calcio e di idrossido di magnesio. Tali precipitati passano
lentamente in soluzione per aggiunta del reattivo titolante, ma 1 risultati sono errati. Se il campione
¢ diluito e se la titolazione ¢ eseguita rapidamente (non piu di 5 minuti) gli effetti della precipita-
zione vengono minimizzati.

La presenza di CO, pu0 essere eliminata dal campione per acidificazione e successivo riscalda-
mento prima dell'aggiunta del tampone.
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Poiché lo ione Mg™" deve essere presente per avere un viraggio netto, si aggiunge al tampone
una piccola quantita di sale di magnesio dello EDTA.

Ripetere il procedimento di cui ai punti precedenti usando 50 mL di soluzione standard di CaCl,
e determinare il titolo esatto della soluzione di EDTA.

2.6. Espressione dei risultati

La somma degli ioni Ca* e Mg** in mg L™, si ottiene dalla relazione:
g g g

ae*Te1.000
Ca"+Mg™(mg L) = ——— <100
C
dove:
a = volume (mL) di soluzione titolante;
T = titolo della soluzione di EDTA (mmol Lh:
C = volume (mL) di campione prelevato.

2.7. Precisione ed accuratezza

La precisione del metodo per la determinazione della durezza totale varia al variare della com-
posizione delle acque. Generalmente i risultati ottenuti sono affetti da un errore di circa 1'l %.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/6059
Suppl. Ord. G.U. n. 87

del 13 Aprile 2000
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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.

I metodo ¢ applicabile alle acque naturali, in particolare a quelle adibite ad uso potabile ed in-
dustriale.

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 puo risultare mascherato.

Anche sospensioni o sostanze organiche colloidali possono interferire, in quanto alterano il vi-
raggio dell'indicatore. In questo caso il campione ¢ portato a secchezza su bagno ad acqua e calci-
nato in muffola a 600 °C fino a completa distruzione della sostanza organica. Il 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 vengono anch’essi titolati
dall'EDTA, sia perché possono mascherare il punto finale. Tali interferenze possono essere elimi-
nate per aggiunta, prima della titolazione con EDTA, di additivi che hanno lo scopo di precipitare o
di complessare 1 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 a 0,4 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 HC1
(1:4) aggiunto molto lentamente. Quando tutto il sale si ¢ sciolto, evaporare fino a secchezza. Ri-
petere il trattamento fino alla totale eliminazione di acido libero. Sciogliere il residuo finale in
acqua e portare 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. Mescolare 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 campione 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
soluzione titolante, agitando continuamente fino a viraggio da rosa a porpora.

La titolazione deve essere eseguita immediatamente dopo ’aggiunta dell’indicatore poiché que-
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sto € instabile in ambiente alcalino.

3.6. Espressione dei risultati

Il contenuto in ioni Ca*™™ in mg L™, si ottiene dalla relazione:

- " a*Te 1.000
Ca(mg L) = — 100
C
dove:
a = volume (mL) di soluzione titolante;
T = titolo della soluzione di EDTA (mmol Lh:
C = volume (mL) di campione prelevato.

3.7. Precisione ed accuratezza

La precisione del metodo per la determinazione della durezza totale varia al variare della
composizione delle acque. Generalmente i risultati ottenuti sono affetti da un errore di circa 1'l %.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/6058
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia
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Indici della salinita

1. Generale

L'attitudine di un'acqua per l'irrigazione ¢ funzione di parametri diversi, alcuni dei quali fra loro
correlati. Per esprimere un giudizio di qualita non ci si pu0 limitare a considerare solo una od alcune
delle determinazioni proposte, ma ¢ necessario un esame completo e comparativo di tutti gli indici
piu significativi indicati in letteratura.

2. Salinita

La salinita di un'acqua irrigua, se eccessiva, provoca fenomeni di accumulo salino nel terreno ed
aumenti della pressione osmotica della soluzione circolante, che si ripercuotono negativamente sulle
colture. Sulla base della conducibilita elettrica (ECw), la salinita stessa puo essere valutata come ri-
portato nella Tabella 1.

3. SAR (Rapporto di assorbimento dei sodio)

L’idoneita di un’acqua per uso irriguo, oltre che dalla quantita dei sali, ¢ determinata anche dalla
qualita 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 possibilita a partecipare al
fenomeno di scambio con il terreno, in antagonismo con il calcio ed il magnesio, si utilizza il
rapporto di assorbimento del sodio, indicato con la sigla SAR (Sodium Adsorption Ratio) e dato
dalla seguente formula:

Na*

2

. .. . . -1
nella quale le concentrazioni ioniche sono espresse in meq L.

SAR =
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Tabella 1 — Valutazione della qualita dell’acqua per l’irrigazione in funzione della salinita

ECw Salinita Valutazione
dSm'
< 0,25 Bassa idonea per l’irrigazione di tutti i terreni e per tutte le colture; occorre un certo

drenaggio solo in terreni di permeabilita assolutamente bassa.

0,25+0,75 Media idonea solo se si realizza un moderato drenaggio; le piante moderatamente tolleranti la
salinita possono crescere senza speciali pratiche di controllo della salinita.

0,75+2,25 Alta non puo essere usata in terreni con limitazione di drenaggio; anche con un drenaggio
medio possono essere richieste speciali pratiche per il controllo della salinita e
comunque le piante coltivate debbono presentare una buona tolleranza alla salinita.

>2725 Molto  non idonea in linea generale all’irrigazione; pud tuttavia essere usata occasionalmente
alta ed in particolari situazioni e per terreni molto permeabili; il drenaggio deve essere
efficiente e in quantita di acqua elevata per assicurare una notevole lisciviazione dei

sali; possono essere coltivate solo piante molto tolleranti la salinita.

Il rapporto SAR mette in relazione l'attivita dello ione sodio, negativo per il terreno, con l'attivita
degli ioni calcio e magnesio, positiva per il terreno. Piu alto ¢ il valore del rapporto, meno idonea ¢
'acqua per l'irrigazione.

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

4. Carbonato di sodio residuo (RSC)

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

La precipitazione parziale o totale di questi due elementi altera evidentemente il valore dei
rapporto SAR nel senso che lo fa aumentare. Se gli anioni carbonato e bicarbonato prevalgono sui
cationi calcio e magnesio, si pud formare del carbonato di sodio che fa aumentare anche il grado di
reazione in pH.

Tabella 2 — Valutazione della qualita dell’acqua per l’irrigazione in funzione dell’SAR

SAR |Definizione Valutazione

<10 Bassa idonea per l’irrigazione di tutti i terreni con minimo danno dovuto alla for-
mazione di livelli nocivi di sodio 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 e se
il gesso non & presente; acqua da usare in terreni di tessitura grossolana o
sensibilmente organici con buona permeabilita.

18226 Alta puo produrre livelli nocivi di sodio scambiabile nella maggior parte dei terreni ed
il suo uso richiede speciali trattamenti che inducano un ottimo drenaggio ed
elevata lisciviazione, oltre a somministrazioni di sostanza organica umificata; i
terreni gessiferi non sviluppano in genere livelli nocivi di sodio scambiabile se
irrigati con tale acqua; possono essere richiesti ammendanti chimici per la
sostituzione del sodio di scambio, eccetto che non si tratti gia di acqua di elevata
salinita.

>26 Molto  generalmente non idonea per fini irrigui, eccettuato il caso di acqua di bassa e
alta anche media salinita, nel quale la dissoluzione di calcio del terreno o 1’uso di

gesso (o altri ammendanti) pud rendere possibile 1’uso di tali acque.
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Eaton ha definito carbonato di sodio residuo la seguente differenza:
RSC = Na,COs residuo = (CO3™ + HCO3) - (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 e l'utilizzazione
dell'acqua ¢ condizionata dalla 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 L'l, parzialmente utilizzabili quelle con un contenuto compreso tra 1,25 e 2,50, non idonee
quelle con un valore maggiore di 2,50.

S. SAR aggiustato (adjSAR) e nuovo SAR aggiustato (NadjSAR)

I1 SAR, se per un verso consente di valutare 1'effetto della sodicizzazione stessa sulla permeabilita
e sul drenaggio, non tiene conto delle variazioni di concentrazione che possono aver luogo nella
fase liquida 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 variazioni indotte o dal passaggio in fase liquida di minerali presenti nel terreno o
dalla sua precipitazione, soprattutto sotto forma di carbonato. I fenomeni di dissoluzione sono
chiaramente favoriti dalla diluizione 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 COs~, HCOs e
SO,~ dall'altra ¢ sufficiente a superare il valore del prodotto di solubilita del carbonato di calcio o
del solfato di calcio. La dissoluzione o la precipitazione possono aver luogo quindi subito dopo
l'intervento irriguo, con il conseguente instaurarsi di un equilibrio che non ¢ piu 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 considerato come parametro non
del tutto idoneo ai fini della valutazione della qualita delle acque di irrigazione. Per sopperire a tali
carenze ¢ stata proposta, in passato, l'adozione dei cosiddetto SAR aggiustato (adjSAR).

I1 valore dei rapporto di assorbimento dei sodio aggiustato, puo essere calcolato per mezzo della
seguente formula:

adiSAR = N2 «[i+(8.4 —pHo) ]

2

In tale espressione il pHc rappresenta il pH teorico calcolato dell'acqua irrigua in contatto con il
carbonato di calcio ed in equilibrio con la CO; del terreno.

Il valore di pHc puo essere valutato sulla base dei risultati dell'analisi chimica, utilizzando la
seguente formula:

pHc = (pK’; — pK’c) + p(Ca™ + Mg"™) + p(ALk)

nella quale:
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pK’>—pK’c = Ca™+Mg"+Na" meqL’
p(Ca™ + Mg"™) Ca™ +Mg™ meq L
p(AIK) CO5™+ HCOy meq L

Nella tabella 3 sono riportati i valori di pK’; pK’c, p(Ca™+Mg™), p(AIk) corrispondenti ai
differenti valori delle somme in meq L™ dei rispettivi cationi ed anioni.

I valori di pHc superiori a 8,4 indicano una tendenza dell'acqua a sciogliere il calcare dal suolo;
viceversa 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 piu recente e qualificata ritiene che anche 1'adjSAR vada abbandonato, in
quanto esso porterebbe a sopravvalutare 1 rischi da sodio in eccesso, ed a scoraggiare 'impiego di
acque ancora utilizzabili.

Sulla base di indagini condotte da Suarez e Rhoades nei primi anni '80 ¢ stata proposta
un'ulteriore correzione della equazione dei SAR, che valuta la concentrazione delle specie ioniche
dopo l'intervento irriguo e tiene conto dell'effetto della CO,, dei HCOs™ e della ECw sul calcio che,
prima presente nell'acqua utilizzata, entra successivamente a far parte dei sistema acqua-terreno. Il
procedimento attraverso il quale la correzione viene operata ¢ fondato sul presupposto che nel
terreno vi sia una fonte di calcio, costituita dal calcare o dai silicati, e che non abbiano luogo feno-
meni di precipitazione a carico dei magnesio.

Il nuovo parametro viene indicato con la sigla NadjSAR e prende il nome di “nuovo SAR ag-
giustato”. Esso ¢ utilizzato per meglio controllare eventuali problemi di permeabilita nel terreno.
L'equazione per il calcolo ¢ la seguente:

Na*

/CaX+Mg++
2

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

I1 valore di Cay puo essere ricavato dalla Tabella 4.

NadjSAR =
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Tabella 3. Abaco per il calcolo del pHc

Somme dei meq L pK,-pKe p(Ca™ + Mg™) p(AIK)
0,05 2,0 4.6 43
0,10 2,0 43 4,0
0,15 2,0 4,1 3,8
0,20 2,0 4,0 3,7
0,25 2,0 3,9 3,6
0,30 2,0 3,8 3,5
0,40 2,0 3,7 3.4
0,50 2,1 3,6 3,3
0,75 2,1 3.4 3,1
1,00 2,1 3,3 3,0
1,25 2,1 3,2 2,9
1,50 2,1 3,1 2,8
2,00 2,2 3,0 2,7
2,50 2,2 2,9 2,6
3,00 2,2 2,8 2,5
4,00 2,2 2,7 2,4
5,00 2,2 2,6 2,3
6,00 2,2 2,5 2,2
8,00 23 2.4 2,1
10,0 2,3 2,3 2,0
12,5 2,3 2,2 1,9
15,0 2,3 2,1 1,8
20,0 2,3 2,0 L7
30,0 2,4 1,8 1,5
50,0 2,5 1,6 1,3
80,0 2,5 1,4 1,1
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Tabella 4 - Abaco per il calcolo del valore di Ca_

Rapporto ECw dell'acqua irrigua dS m™

HCO5/Ca™| o3 [ 02| 03 | 05 [ 07| 1,0 | 1,5 [ 20 | 30 | 40 | 60 | 80
0,05 13,20 13,61 13,92 14,40 14,79 1526 1591 1643 17,29 17,97 19,07 19,94
0,10 831 857 877 907 931 962 10,00 1035 10,89 11,32 12,01 12,58
0,20 524 540 552 571 587 605 631 652 69 7,13 7157 791
0,25 451 465 476 492 506 522 544 562 5091 6,15 6,52 6,82
0,30 4,00 4,12 421 436 448 4,62 4,82 4,98 5,24 5,44 577 6,04
0,35 361 3,72 3,80 3,94 4,04 4,17 4,35 4,49 4,72 491 5,21 545
0,40 330 340 348 3,60 3,70 3,82 398 4,11 432 449 477 498
0,45 3,05 3,14 322 333 342 353 368 380 400 4,15 441 461
0,50 284 293 3,00 3,10 3,19 329 343 354 372 387 4,11 430
0,75 2,17 224 2,29 2,37 243 251 2,62 2,70 2,84 2,95 3,14 3,28
1,00 1,79 1,85 1,89 1,96 2,01 2,09 2,16 2,23 2,35 2,44 2,59 271
1,25 1,54 1,59 1,63 1,68 1,73 1,78 1,86 1,92 2,02 2,10 223 233
1,50 1,37 141 1,44 1,49 1,53 1,58 1,65 1,70 1,79 1,86 1,97 2,07
1,75 1,23 1,27 1,30 1,35 1,38 1,43 1,49 1,54 1,62 1,68 1,78 1,86
2,00 1,13 1,16 1,19 1,23 1,26 1,31 1,36 1,40 1,48 1,54 1,63 1,70
2,25 1,04 1,08 1,10 1,14 1,17 1,21 1,26 1,30 1,37 1,42 1,51 1,58
2,50 0,97 1,00 1,02 1,05 1,09 1,12 1,17 1,21 1,27 1,32 1,40 1,47
3,00 085 089 091 094 09 1,00 1,04 1,07 1,13 1,17 1,24 1,30
3,50 0,78 080 082 085 087 090 094 097 1,02 1,06 L,12 1,17
4,00 0,71 0,73 075 0,78 080 082 085 0,88 093 0,97 1,03 1,07
4,50 0,66 068 069 072 074 076 0,79 082 08 09 095 0,99
5,00 0,61 063 065 067 069 071 074 076 080 083 088 093
7,00 049 050 052 053 055 057 05 061 064 067 071 0,74
10,00 0,39 040 041 042 043 045 047 048 0,51 0,53 0,56 0,58
20,00 024 025 026 026 027 028 029 030 032 033 035 037
30,00 0,18 0,19 0,20 0,20 0,21 0,21 0,22 0,23 0,24 0,25 0,27 0,28
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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 1'acqua marina, essendo la prima ricca di ioni
HCOs' e la seconda in ioni CI, viene valutata calcolando il rapporto CI'/(HCOs- + CO57). 1l valore
0,5 di questo rapporto segna il limite di demarcazione fra le acque di falda non contaminate e quelle

contaminate dall'acqua di mare.

Il grado di contaminazione puo essere valutato secondo la Tabella 5.

Tabella 5. Classificazione delle acque di falda secondo Todd

Classe | CI/(HCO; + CO3Y)

Tipo di acqua

1 < 0,50
2 0,50+1,30
3 1,30+2,80
4 2,80+6,60
5 6,60+15,60
6 > 15,60

Acqua di falda non contaminata dal mare

Acqua di falda lievissimamente contaminata dal mare
Acqua di falda lievemente contaminata dal mare
Acqua di falda moderatamente contaminata dal mare
Acqua di falda sensibilmente contaminata dal mare

Acqua di falda fortemente contaminata dal mare

Posizione Italiana

Metodo ufficiale
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Posizione Internazionale

Assente
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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. Il segnale
di corrente, che ¢ controllato dalla diffusione dell'ossigeno attraverso la membrana, viene
amplificato e l'intensita della corrente risultante ¢ proporzionale all'attivita dell'ossigeno in
soluzione. II sistema elettrodico ¢ formato da un catodo, un anodo e da un elettrolita. Il catodo puo
essere polarizzato da una batteria esterna, e si ha in questo caso una cella elettrolitica; se la
polarizzazione avviene all'anodo si ha una cella galvanica. Il materiale catodico ¢ un metallo
relativamente nobile, come oro ed argento. L'anodo varia a seconda che la cella di misura sia di tipo
elettrolitico o galvanico: nelle celle elettrolitiche si utilizzano elettrodi di riferimento del tipo
Ag/Ag,0, Ag/AgCl, Hg/Hg,Cl,; in quelle galvaniche, il materiale 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 apprezzabile quando il circuito ¢
aperto; si impiegano soluzioni di KOH, KHCO3, KCIl, NH4CL

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare per valori di ossigeno disciolto
superioria 0,5 mg L.

1.2. Interferenze e cause di errore

Interferiscono nella misura solo quei gas che vengono ridotti nelle stesse condizioni sperimentali
dell'ossigeno e precisamente l'anidride solforosa, il cloro, il bromo, lo iodio e gli ossidi di azoto;
l'idrogeno solforato e i mercaptani avvelenano gli elettrodi.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

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

- Sistema elettrodico di misura.

- Termometro a 1/10 di grado.

- Agitatore magnetico con barette di materiale inerte.
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1.4. Reattivi

Acqua distillata satura di ossigeno. Per la saturazione ¢ indifferente usare ossigeno o aria.
Soluzione elettrolitica (KCI 175 g L™'). Sciogliere 17,5 g di cloruro di potassio [KCI] in acqua
distillata e portare a 100 mL in matraccio 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 essere introdotto 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.

1.5.2. Calibrazione

Per la calibrazione ¢ indifferente usare l'aria o una soluzione satura di questa, poiché l'attivita
dell'ossigeno, in entrambi i casi, ¢ la medesima, e la quantita di ossigeno che diffonde attraverso la
membrana e che si riduce al catodo ¢ quindi la stessa. Per mezzo del controllo di calibrazione
esistente in tutti gli strumenti, riportare 1'ago dello strumento al valore di concentrazione di ossigeno
della soluzione prescelta.

1.5.3. Dosaggio

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

L'invecchiamento e la variazione di elasticita della membrana rendono necessaria una frequente
calibrazione 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 velocita di diffusione
di questo gas il cui coefficiente di diffusione varia con la temperatura (circa 2,5+5% °C), ¢
necessario eseguire la misura alla stessa temperatura della calibrazione ovvero compensare la
variazione di questa. Il 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 determinazione dell’ossigeno disciolto ¢, di
norma direttamente tarata in mg L™ di ossigeno.

La concentrazione dell’ossigeno disciolto pud essere espressa in mg L, in mL L™ di Ossigeno a
0 °C e 100 kPa, o anche in percentuale di saturazione.
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Per trasformare i mg L™ in mL L™ a 0°C e 100 kPa si 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 corri-spondente concentrazione di saturazione alla
temperatura registrata al momento del prelievo, ambedue espresse in mg L™ di Ossigeno.

La concentrazione di saturazione puo essere ricavata dalla Tabella 1 nella quale la solubilita
dell’ossigeno ¢ riportata in funzione della temperatura e della concentrazione in cloruri della
soluzione, alla pressione di 100 kPa o 760 mm/Hg.

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

P-p
Sp=3S760®
760-p
dove:
Sp = concentrazione di saturazione (mg L' 0,)alla pressione P;
S760 = concentrazione di saturazione (mg L! 0,) 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 alla
tensione di vapore dell’acqua puo essere trascurato.

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione e I’accuratezza del metodo non possono essere stabilite poiché variano secondo i
composti 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

Temperatura Concentrazione in CI" (mg L) Diff. per 100
O 0 5 10 15 20 mg L™ di CI"
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 12,3 11,5 10,8 0,015
3 13,5 12,7 12,0 11,2 10,5 0,015
4 13,1 12,4 11,7 11,0 10,3 0,014
5 12,8 12,1 11,4 10,7 10,0 0,014
6 12,5 11,8 11,1 10,5 9,8 0,014
7 12,2 11,5 10,9 10,2 9,6 0,013
8 11,9 11,2 10,6 10,0 9,4 0,013
9 11,6 11,0 10,4 9,8 9,2 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 8,5 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 8,5 8,0 0,010
17 9,7 9,3 8,8 8,3 7,8 0,010
18 9,5 9,1 8,6 8,2 7,7 0,009
19 9,4 8,9 8,5 8,0 7,6 0,009
20 9,2 8,7 8,3 7,9 7.4 0,009
21 9,0 8,6 8,1 7,7 7,3 0,009
22 8,8 8,4 8,0 7,6 7,1 0,008
23 8,7 8,3 7,9 7.4 7,0 0,008
24 8,5 8,1 7,7 7,3 6,9 0,008
25 8,4 8,0 7,6 7,2 6,7 0,008
26 8,2 7.8 7.4 7,0 6,6 0,008
27 8,1 7,7 7.3 6,9 6,5 0,008
28 7,9 7.5 7,1 6,8 6,4 0,008
29 7.8 7.4 7,0 6,6 6,3 0,008
30 7,6 7.3 6,9 6,5 6,1 0,008

Posizione Italiana

Metodo ufficiale
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Posizione Internazionale

ISO/TC 147/5814
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2. Determinazione iodometrica
2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sull’ossidazione dell’idrossido di manganese(Il) a stati di valenza superiore in
soluzione alcalina da parte dell’ossigeno disciolto; per successiva acidificazione in presenza di
ioduro, il manganese ossidato si riduce a Mn(Il), liberando iodio in quantita equivalente
all’ossigeno inizialmente presente nel campione. Lo iodio messo in liberta viene titolato con una
soluzione a concentrazione nota di tiosolfato sodico, in presenza di salda d’amido.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare per valori di ossigeno disciolto
superioria 0,5 mg L.

2.2. Interferenze e cause di errore

Questo metodo ¢ di impiego generale, e puo essere utilizzato in presenza di nitriti, che molto
comunemente si trovano nelle acque.

Il metodo pud essere utilizzato anche in presenza di 100:200 mg L di ferro(Ill) se prima
dell’acidificazione del campione si aggiunge una soluzione di fluoruro di potassio e si esegue subito
la titolazione.

I metodo non puo essere 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 graduate a 0,1 mL e da 1 mL.

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

- Termometro a 1/10 di grado.

2.4. Reattivi

Soluzione alcalina di ioduro-sodio azide (150 g L di KI). Sciogliere 500 g 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 indifferentemente i composti del sodio o del potassio. Aggiungere lentamente alla
soluzione fredda, sotto continua agitazione, 10 g di sodio azide, NaNs, sciolti in 40 mL di acqua
distillata, e portare a 1.000 mL con acqua. Diluendo 1 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, sciogliere 135 g di Nal (150 g di KI) in 500 mL di
acqua, aggiungendo poche gocce di acido acetico. Aggiungere poi 1 g di polvere di zinco e
agitare fino a che la soluzione diviene incolore. Filtrare, aggiungere subito dopo 400 g di NaOH,
raffreddare e diluire ad 1.000 mL.
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Soluzione di solfato manganoso. Sciogliere 364 g di solfato manganoso idrato [MnSO4*H,O] in
acqua distillata; filtrare se necessario e diluire a 1.000 mL con acqua. Aggiungendo a questa
soluzione una soluzione acida di KI si devono osservare solo tracce di iodio.

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

Soluzione standard di tiosolfato sodico (0,1 N). Sciogliere in un pal-lone tarato da 1.000 mL, 25 g

di tiosolfato sodico [Na;S,035H;0] in circa 800 mL di acqua preventivamente bollita e
raffreddata. Aggiungere come stabilizzante 1 g di carbonato sodico oppure 4 g di tetraborato
sodico. Portare a 1.000 mL con acqua bollita. La standardizzazione viene eseguita con K,Cr,O5
o con KIO; o KH(IO3), seccatia 110 °C.
Nel caso si usi il bicromato, sciogliere 0,0981 g di K4Cr,O7 in circa 100 mL di acqua.
Aggiungere circa 2 g di KI esente da iodio e quindi 7 mL di HC] concentrato; mescolare e
titolare subito dopo con la soluzione di tiosolfato usando salda d’amido come indicatore. Il titolo
della soluzione di tiosolfato si ricava dall’espressione:

p e 1.000
Normalita (NaS,03) =
49,035 ¢ t
dove:
p = quantita (g) di K4Cr,O7 usata per la titolazione;

-
I

mL di soluzione di Na,S,0s3 utilizzati per la titolazione.

Nel caso si usi lo iodato o lo iodato acido, sciogliere 3,567 g di KIOs3 o 3,25 g di KH(IO3)2 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 O,). Diluire 125 mL della
soluzione 0,1 N a 1.000 mL con acqua.

Salda d’amido. Porre in un mortaio 5+6 g di amido e alcuni mL di acqua fredda. Macinare la pasta
risultante, 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 puo essere stabilizzata aggiungendo, per ogni litro, circa 1 g di acido salicilico o
qualche goccia di toluene.

Acido solforico concentrato (HSO4 d = 1,84). 1 mL di questo acido ¢ equivalente a circa 3 mL del
reattivo ioduro alcalino-sodio azide.

2.5. Procedimento

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

Chiudere la bottiglia eliminando le bolle d’aria e agitare capovolgendo molte volte la bottiglia;
ripetere I’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 ed aggiungere 2 mL di acido solforico concentrato avendo cura di farlo fluire
lungo il collo della bottiglia.

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

Tappare nuovamente la bottiglia ed effettuare il mescolamento capovolgendo varie volte la
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bottiglia finché lo iodio non ¢ uniformemente distribuito; decantare la soluzione e 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

a*Nefe8
Ossigeno disciolto (mg L = — ¢ 1.000
100
dove:
a = volume (mL) di soluzione di tiosolfato consumato per la titolazione;
N = normalita della soluzione di tiosolfato;
f = B/(B-4): & un fattore di correzione che tiene conto del volume di campione

spostato 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 Torr si 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 momento del prelievo, ambedue espresse in mg L™ di O».

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

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

P-p
Sp = S760 *
760-p
dove:
Sp =  Concentrazione di saturazione (mg L' 0,) alla pressione P;
S760 = Concentrazione di saturazione (mg L! 0,) 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 alla
tensione di vapore dell’acqua puo essere trascurato.
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2.7. Precisione ed accuratezza

La precisione e 1’accuratezza del metodo non possono essere stabilite poiché variano secondo i
composti interferenti e secondo la loro concentrazione.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/5813

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia

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

14 ed. 2001
Coordinatore dei metodi:
Girolamo Mecella
Direttore della collana:
Paolo Sequi
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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. Il valore da
determinare viene ottenuto dopo aver effettuato un'operazione di taratura con due soluzioni
tampone a pH noto portate alla 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 1 valori di temperatura 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
influenzata dalla presenza di sistemi redox, di sostanze colorate e dalla torbidita della soluzione.
Condizionando correttamente 1'elettrodo nei riguardi della temperatura e della composizione del
campione la risposta strumentale ¢ rapida e costante.

Possono essere causa di errore:
= la presenza nel campione di sostanze in sospensione, come oli, grassi 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
superficie di contatto riproducibile tra la soluzione in esame e l'elettrodo di riferimento. Tutti
questi fenomeni sono evidenziati da larghe fluttuazioni del tutto occasionali del dato
strumentale. In casi del genere puo essere necessaria una cauta filtrazione.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- pH metro predisposto per misure con elettrodo a vetro.

- Elettrodo a vetro combinato con elettrodo di riferimento (generalmente a calomelano saturo
+ KCl1 3,5 moli L o saturo) e giunzione salina a KCI concentrato (3,5 moli L' o saturo).
Usare elettrodi con risposta lineare nel campo di pH 1+13. Poiché la membrana
dell'elettrodo di vetro ¢ soggetta ad invecchiamento ¢ opportuno eseguire periodici controlli
sulla funzionalita dell'elettrodo 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 1 °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 [CsHsKO4] (usare sale puro per tamponi seccato in stufa a
temperature inferiore a 135 °C) in recipiente di vetro o polietilene munito di tappo, sciogliere e
diluire a 1.000 mL con acqua;

Tampone C: soluzione tampone di borace (pH = 9,28 a 15 °C; 9,22 a 20 °C; 9,18 a 25 °C).
Sciogliere 3,80 g di tetraborato di sodio decaidrato [Na,B407;°10H,0] (usare sale puro per
tamponi) in recipiente 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 costruttrice. Pulire la
membrana 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 l'elettrodo nella soluzione di misura dopo averlo brevemente lavato con
acqua e con detta soluzione. Attendere qualche minuto sino al raggiungimento dell'equilibrio
termico. Se si ricorre all’agitazione meccanica della soluzione, agitare per 30 secondi blandamente
e misurare dopo un'attesa di altri 30 secondi circa. Se l'elettrodo ¢ stato conservato a lungo non
immerso nella soluzione 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 sperimentale con il valore teorico del tampone B. Lavare la cella e 'elettrodo con acqua, e
poi con soluzione di tampone C. Procedere come detto anche per questo tampone, senza operare
pit alcuna modifica sulle manopole dello strumento. Riportare in diagramma in ascissa i valori di
pH sperimentali dei due tamponi B e C ed in ordinata i valori teorici, interpolando linearmente tra i
due punti. In genere, se l'elettrodo € correttamente conservato € non soggetto ad elevati sbalzi di
temperatura, un diagramma di taratura puo rimanere valido per mesi.

1.5.2. Misura

Si condiziona l'elettrodo e la cella di misura come riportato prima. A regime termico raggiunto, si
misura 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 risale al valore corretto utilizzando il diagramma di taratura
effettuato alla stessa temperatura (entro 2 °C).
Il grado di reazione viene espresso come unita di pH, con una cifra decimale.
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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 l'atmosfera. In genere, un'accuratezza ed una precisione a meno di

0,05 unita di pH puo essere facilmente raggiunta.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/10523

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia
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14 ed. 2001
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Paolo Sequi
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Richiesta biochimica di ossigeno (BOD)

1. Determinazione chimica

1.1. Principio del metodo

Il saggio del BOD (Biochemical Oxygen Demand) esprime la quantita di ossigeno necessaria per
l'ossidazione biochimica delle sostanze contenute in un'acqua nelle condizioni in cui viene eseguito
il saggio stesso. Detta determinazione tende a riprodurre in laboratorio le condizioni che si possono
verificare 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, 1 cui atomi di carbonio vengono utilizzati dai microrganismi come
alimento per le varie attivita vitali (accrescimento, respirazione, riproduzione).
Classe B - Composti ossidabili dell'azoto utilizzati come fonte energetica da batteri specifici
come ad esempio il Nitrosomonas e il Nitrobacter.
Classe C - Sostanze inorganiche, come ad esempio ferro(Il), solfuri e solfiti, che vengono
facilmente ossidate dall'ossigeno presente nelle acque.
Le sostanze appartenenti alle prime due classi A e B consumano ossigeno attraverso meccanismi
biochimici, mentre quelle della classe C generalmente attraverso processi chimici.
La determinazione del BOD puo essere effettuata con metodi chimici, fisici e elettrochimici.
I metodi chimici vengono adottati di preferenza in quanto possono essere eseguiti, in qualunque
laboratorio, senza I'impiego di particolari apparecchiature.
Il 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 cinque giorni. La differenza fra le due
determinazioni da il valore del BODs del campione, espresso in mg L™ di ossigeno.
Il metodo puod essere applicato per acque naturali e di scarico aventi un BODS inferiore a 5 mg
L'l, purché non siano presenti sostanze inibitrici, 1 valori di pH siano compresi tra 6,5 ed 8,3 e sia
garantita un'adeguata flora batterica.

1.2. Interferenze e cause di errore

Interferiscono positivamente tutte quelle sostanze che vengono ossidate chimicamente
dall'ossigeno disciolto; l'interferenza puod comunque essere valutata in termini numerici a
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condizione che la reazione di ossidazione venga supposta completa. Ad esempio, nel caso di nitriti,
ferro(II), solfuri e solfiti, che vengono rispettivamente ossidati a nitrati, ferro(Ill), zolfo e solfati,
l'interferenza risulta pari a:

1 mg di nitriti (come azoto) = 1,14 mg di ossigeno
1 mg di ossido di ferro(I1) = 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 possono essere 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 superiori a 8,3.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- Bottiglie di incubazione, della capacita di 300 mL (£1,5 mL), fornite di tappo a smeriglio a
tenuta, numerate sul corpo e sul tappo e dotate di idonea svasatura per garantire la tenuta
idraulica. Il volume di ciascuna bottiglia, nel caso in cui non si disponga di bottiglie tarate,
deve essere determinato a 20 °C e annotato.

- Termostato, da usare a 20 °C, regolabile a + 1 °C.

- Compressore o bombola d'aria compressa. Purificare l'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.

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
matraccio 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(Il)
monoidrato [MnSO4*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
[KFe2H,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,045H,0] in circa 800 mL di acqua precedentemente bollita e
raffreddata. Aggiungere come stabilizzante 1 g di carbonato di sodio [Na,COs] oppure 4 g di
tetraborato di sodio decaidrato [Na;B40O7¢10 H,O]. Portare a 1.000 mL sempre con acqua bollita
e raffreddata. Il controllo del titolo della soluzione viene generalmente eseguito con bicromato
di potassio [KyCr,O7]. Pud essere anche usato lo iodato di potassio [KIOs3] o lo iodato di
idrogeno e potassio [KH(IO3),]. Detti reattivi debbono essere essiccati a 110 °C prima dell'uso
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, e quindi 7 mL di acido
cloridrico [HCI] concentrato; mescolare e titolare subito dopo con la soluzione di tiosolfato,
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usando salda d'amido come indicatore. Il titolo della soluzione di tiosolfato si ricava dalla
seguente espressione:

p * 1000
Normalita Na,S,03= ———
49,035V
dove:
p = grammi di K;Cr,07;
AY = mL di soluzione di tiosolfato di sodio utilizzati per la titolazione;
49,035 = peso equivalente del bicromato di potassio.

Soluzione di tiosolfato di sodio, 0,0125 N (1 mL = 0,1 mg di O,). Diluire 125 mL della soluzione
tiosolfato di sodio 0,1 N a 1.000 mL con acqua. La soluzione deve essere preparata al momento
dell'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 puo essere stabilizzata, aggiungendo
per ogni litro di soluzione circa 1 g di acido salicilico o qualche goccia di toluene.

Acido solforico concentrato, [H,SO4] (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'inizio del cono a smeriglio. Dopo circa 15 minuti determinare 1'ossigeno disciolto in una
delle bottiglie secondo le modalita descritte di seguito e porre l'altra o le altre in termostato a 20°C
per 5 giorni, in completa oscurita. Al termine del periodo d'incubazione determinare l'ossigeno
disciolto residuo secondo le modalita indicate di seguito.

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 introdurre quest'ultima ben al di sotto della 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 collo della bottiglia. Se il campione contiene ferro(Ill) 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 volume esatto (almeno 100 mL) e titolare il liquido rimasto
nella bottiglia di incubazione con la soluzione di tiosolfato 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.
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1.6. Espressione dei risultati

L'ossigeno disciolto espresso in mg L™ ed approssimato all’unita & dato da:

Ossigeno disciolto (mg L") =a+Nefe8000/V

a = mL di soluzione di tiosolfato di sodio, utilizzati nella titolazione;

\Y volume di campione in mL, utilizzato per la titolazione;

N = normalita della soluzione di tiosolfato di sodio;

f = fattore di correzione per il volume dei reagenti introdotti nella bottiglia d'incubazione ed
¢ uguale a: B/(B-b)

B = volume in mL della bottiglia adoperata;

b = 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'incubazione del campione stesso, il BODs si ricava dalla seguente espressione:

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

1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione del metodo non ¢ indicata.
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Richiesta chimica di ossigeno (COD)

1. Determinazione volumetrica

1.1. Principio del metodo

Il 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 di potassio consumato.

Il metodo ¢ applicabile a condizione che il campione da analizzare, anche dopo eventuale
diluizione, soddisfi simultaneamente le condizioni descritte nella Tabella 1 sia per quanto riguarda
la concentrazione dei cloruri che il valore del COD.

Tabella 1 - Condizioni di applicabilita del metodo

Casi ) 4 Normalita della soluzione di
possibili Concentrazione di Cl COD (mg L) 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 casi a e b.
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1.2. Interferenze e cause di errore

Non tutte le sostanze organiche nelle condizioni del metodo vengono ossidate in maniera
completa dal bicromato di potassio (ad esempio acido acetico e composti alifatici a catena lineare).
L'impiego del solfato di argento, come catalizzatore, consente di rendere piu alta la resa della
reazione di ossidazione. 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 CI inferiori a 2.000 mg L'l, viene eliminata addizionando
solfato di mercurio(II) nel rapporto in peso HgSO4/CI™ = 10.

1.3. Apparecchiature

- Normale vetreria di laboratorio.

- Apparecchiatura in vetro 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 analogo dispositivo in grado di portare il campione
all'ebollizione.

- Buretta da 25 mL con divisioni da 0,05 mL.

1.4. Reattivi

Utilizzare acqua distillata e reattivi puri per analisi

Solfato di mercurio(Il), [HgSO.] in cristalli.

Solfato d'argento, [Ag>SO.] in cristalli.

Soluzione concentrata di bicromato di potassio, 0,25 N. Sciogliere 12,259 g di bicromato di
potassio [K,Cr,0O7], previamente essiccato per 2 ore a 105°C, in acqua e diluire a 1.000 mL in
matraccio tarato.

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, [H,SO4] (d = 1,84).

Soluzione di 1,10-fenantrolina-solfato di ferro(Il) (ferroina). Sciogliere 1,485 g di 1,10-fenantrolina
monoidrato [C;,HgN,*H,0] in circa 80 mL di acqua. Aggiungere 0,695 g di solfato di ferro(Il)
eptaidrato [FeSO4*7H,0O]. 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(II) esaidrato, [FeSO4(NH4)2SO4°6H,0]. Aggiungere 20 mL di
acido solforico concentrato, raffreddare e diluire a 1.000 mL. Il controllo del titolo di questa
soluzione viene effettuato con una soluzione standard di bicromato di potassio 0,25 N
impiegando come indicatore la soluzione di fenantrolina.

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

Idrogenoftalato di potassio, [ CsHsKQ,] in cristalli.
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1.5. Procedimento
1.5.1. Acque con COD >50 mg L.

Porre in un pallone (o beuta) da 500 mL un campione di 50 mL o, nel caso di COD > 1.000 mg
L, un'aliquota diluita a 50 mL con acqua. Aggiungere una quantitd di solfato di mercurio(II)
sufficiente a bloccare i cloruri presenti, 5 mL di H,SO4 concentrato ed alcune sferette di vetro da
ebollizione. L'acido solforico deve essere aggiunto lentamente agitando per avere la completa
dissoluzione del solfato di mercurio(Il). Il pallone deve essere inoltre raffreddato onde evitare
eventuali perdite di materiale volatile. Addizionare 1 g di solfato di argento e, agitando, 25 mL della
soluzione 0,25 N di bicromato di potassio. Inserire il refrigerante ed iniziare la circolazione
dell'acqua. Infine, lentamente ed agitando, versare 70 mL di acido solforico concentrato. Durante
l'aggiunta il pallone deve essere raffreddato con acqua corrente fredda o con acqua e ghiaccio per
prevenire la perdita di sostanze organiche volatili. Iniziare il riscaldamento e lasciare bollire per 2
ore. Interrotto il riscaldamento, lasciare raffreddare, lavare bene il refrigerante con acqua in modo
da diluire il contenuto del pallone fino ad un volume di 350400 mL. Aggiungere 2+3 gocce di
soluzione indicatrice di fenantrolina e titolare 1'eccesso di bicromato con la soluzione di solfato di
ammonio e ferro(I) 0,25 N fino a viraggio del colore da blu-verde a bruno-rosso. Eseguire in
parallelo una prova in bianco sostituendo 1 50 mL di campione con 50 mL di acqua.

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

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

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 L") = (m; - mp) * N« 8000/ V

dove:
my _ mL di soluzione di solfato di ammonio e ferro(II) consumati nella prova in
bianco;

my = mL di soluzione di solfato di ammonio e ferro(II) consumati per il campione;
N = normalita della soluzione di solfato di ammonio e ferro(Il) impiegata;
\Y = mL di campione usati nell'analisi;

2000 _ (pfslol‘equivalente dell'ossigeno moltiplicato per 1.000, per riferire il dato al volume

11 Iitro.
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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
deviazione standard relativa inferiori all'l1%.

2. Recupero del mercurio nei residui d'analisi
2.1.  Principio

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

E possibile ridurre allo stato elementare, mediante idrogeno nascente, il mercurio e l'argento che
si separano come amalgama. Cromo e ferro vengono invece precipitati come idrossidi.

2.2. Reagenti

Ferro in polvere o in trucioli. In alternativa si puo usare zinco o alluminio.
Soluzione di idrossido di sodio: 450 g L. Sciogliere 450 g di idrossido di sodio [NaOH] in acqua e
diluire a 1.000 mL.

2.3.  Procedimento

Riunire le soluzioni da eliminare in un 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'operazione va condotta all'aperto e lontano da fiamme libere a causa dello
sviluppo di idrogeno.

Attendere per 2+3 giorni che lo spostamento del mercurio e dell'argento sia completo e che
I'amalgama si depositi sul fondo del recipiente. Sifonare il liquido limpido per un'eventuale
successiva separazione del cromo e del ferro, che potrebbero ancora essere presenti.

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

Accumulare una quantita di amalgama tale da giustificare un eventuale recupero del mercurio e
dell'argento.

Correggere il pH della soluzione sifonata fino al valore di 7,5+8 con soluzione di idrossido di
sodio per ottenere la precipitazione degli idrossidi di cromo e di ferro che, dopo filtrazione, possono
essere inviati alla discarica.
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

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.

Il campione di acqua in esame viene opportunamente filtrato e successivamente il liquido viene
evaporato a bagnomaria in una capsula previamente pesata. Il residuo dell'evaporazione viene fatto
essiccare a peso costante a 103+105 °C o a 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 filtrabile".

I metodo ¢ applicabile ad acque naturali e di scarico.

1.2. Interferenze e cause d'errore

I residui essiccati a 103+105 °C possono contenere non solo acqua di cristallizzazione, ma
anche acqua di occlusione meccanica. A questa temperatura, alla perdita di anidride carbonica
contribuisce sostanzialmente la trasformazione dei bicarbonati in carbonati; inoltre le perdite di
materiale organico per volatilizzazione saranno molto esigue se la temperatura sara mantenuta
costante. Poiché l'espulsione di acqua di occlusione & soltanto parziale a 105 °C, il raggiungimento
del peso costante, condizione determinante per una buona misura, non & sempre ottenibile
rapidamente.

Il residuo essiccato a 179+181 °C perdera quasi tutta l'acqua di occlusione, ma parte dell'acqua
di cristallizzazione potra rimanere, specialmente se sono presenti solfati; a loro volta le sostanze
organiche verranno rimosse per volatilizzazione, ma non saranno completamente distrutte. I
bicarbonati verranno trasformati in carbonati e questi potranno essere decomposti parzialmente in
ossidi e sali basici.

In genere, evaporando ed essiccando il campione di acqua a 179+181 °C, si ottengono valori che
sono maggiormente confrontabili con quelli che risultano dalla somma delle concentrazioni dei vari
sali minerali singolarmente determinate. La temperatura di 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 temperatura piu alta. In ogni
caso, nel risultato di analisi deve essere indicata la temperatura di essiccamento scelta.
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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 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 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.

- Capsule di 150+200 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: 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. 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

In questo metodo non ¢ previsto ’uso di reattivi.

1.5. Procedimento

1.5.1. Filtrazione

Filtrare una porzione del campione attraverso la membrana filtrante.

Nel caso di acque che richiedono tempi di filtrazione eccessivamente lunghi, operare una
filtrazione preliminare su carta da filtro di tipo duro, che consente una filtrazione rapida, trattenendo
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 = accelerazione di gravita: il
valore di 3.000 g si puo ottenere variando il numero di giri al minuto a seconda del tipo di
centrifuga disponibile). Decantare per sifonamento il liquido sovrastante senza pertur-bare il
materiale depositato e lasciando al di sopra del deposito stesso una quantita di liquido dell'altezza di
circa 10 mm.
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1.5.3. Misura

Trasferire un volume C di liquido limpido, ottenuto per filtrazione o per centrifugazione, in una
capsula 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 quello ottenuto quando la variazione di
peso tra due serie successive di riscaldamento, raffreddamento e pesata, non superi il valore di 0,5
mg).

L'essiccamento per un lungo periodo pud eliminare la necessita di un controllo per il peso
costante, ma in tal caso occorre essiccare la capsula per tutta una notte, oppure determinare
sperimentalmente il tempo richiesto per ottenere un peso costante con un dato tipo di campione,
qualora si abbia da esaminare un certo numero di campioni dello stesso tipo.

Raffreddare brevemente la capsula all'aria prima di porla ancora calda nell'essiccatore e
completare successivamente il raffreddamento in atmosfera secca. E opportuno non sovraccaricare
l'essiccatore e lasciare sufficiente spazio disponibile affinché tutte le capsule possano poggiare sul
piatto dell'essiccatore, in modo che non accada che vengano a contatto reciprocamente o con le
pareti dell'essiccatore stesso.

Pesare la capsula non appena sia completamente raffreddata. Il residuo non deve rimanere per
molto tempo nell'essiccatore, poiché qualche tipo di residuo, specialmente quelli portati a 180 °C,
puo risultare molto igroscopico e pud rimuovere umidita da un essiccatore la cui atmosfera non sia
completamente secca.

1.6. Espressione dei risultati

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

E necessario indicare sempre il tipo di filtro usato.

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

(pl—po) « 1.000

Sali Totali Disciolti (STD mg L") =

C
dove:
p1 = 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 puo essere stimata poiché la quantita di solidi di-
sciolti determinata con questo metodo ¢ una quantita arbitraria defi-nita dalla procedura utilizzata. |
valori determinati quindi possono non corrispondere con il valore teorico della quantita di sali de-
terminata all'analisi chimica.
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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 vengono 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 o a 179+181 °C. L'aumento in peso del filtro
rappresenta il contenuto in solidi sospesi definito anche come "residuo non filtrabile".

Il 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 suggeri-ranno se i solidi sospesi
debbano essere determinati direttamente o debbano essere ottenuti per differenza tra i solidi totali e
quelli disciolti. Se il tempo richiesto per la filtrazione su un filtro da 0,45 pm 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 richiedono tempi di filtrazione eccessivamente lunghi, conviene operare la filtrazione
stessa su un tipo di carta da filtro che consenta una filtrazione rapida, trattenendo al contempo la
maggior parte dei solidi sospesi (si suggerisce 1'impiego della carta da filtro Whatman GF/C). Va
ricordato che seguendo questa procedura si possono ottenere valori di solidi sospesi diversi e
comunque in lieve difetto in funzione 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 al tipo di filtro scelto.

- Membrane filtranti con diametro di 50 mm o 100 mm e pori di diametro 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.
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- Stufa munita di termostato capace 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 150+200 mL di capacita costituite dai seguenti mate-riali:
= 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

In questo metodo non ¢ previsto 'uso di reattivi.

1.5. Procedimento
1.5.1. Filtrazione

Il 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 campione da filtrare puo essere fornito dalla misura della torbidita. Se il campione ha una
torbidita di 50 mg Lt (Si0;) o meno occorre filtrarne 1.000 mL; se la torbidita ¢ al di sopra di 50
mg L7 (SiO,) occorre filtrarne una quantitd capace di fornire da 50 a 100 mg di solidi sospesi.
Quando la quantita di solidi sospesi rimasta nel filtro ¢ maggiore di 100 mg, sara opportuno
procedere anche ad una valutazione degli stessi per differenza tra "solidi totali" e "solidi disciolti",
alla quale va data maggiore fiducia.

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 um. Determinare il contenuto in solidi sospesi totali dalla somma
dei due residui;

» trasferire il campione in tubi da centrifuga, e centrifugare per 5+10 minuti in modo da addensare
1 solidi. Impiegando il liquido chiarificato trasferire nei tubi da centrifuga 1 solidi
eventualmente rimasti sul fondo o sulle pareti del beaker contenente il campione in origine.
Centrifugare nuovamente. Versare il liquido chiarificato su filtro; quindi trasferire
quantitativamente il solido addensato sul fondo dei tubi da centrifuga, lavando con una parte del
filtrato. Dopo filtrazione, trasferire il filtro con il suo contenuto in una stufa a temperatura di
103+105 0 179+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 puo ottenere variando il numero di giri al minuto a seconda del tipo di centrifuga disponibile)
un volume di acqua tale che si possano raccogliere da 50 a 100 mg di sostanze sospese. Decantare
per sifonamento il liquido sovrastante senza perturbare il materiale depositato e lasciando al di
sopra del deposito stesso una quantita di liquido dell'altezza di circa 10 mm. Travasare il sedimento
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in una capsula di peso noto e sciacquare il tubo della centrifuga per due-tre volte con una piccola
quantita di acqua distillata. 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 1'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 1'aumento in peso del filtro o della capsula piena rispetto a quella vuota come "Solidi
Totali Sospesi alla temperatura di x °C". Questo valore si esprime in mg L™ approssimato all'unita.

E necessario indicare sempre il tipo di filtro usato.

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

(pl—po) * 1.000

Solidi Totali Sospesi (STS mg L") =

C
dove:
pr = peso del filtro o della capsula piena;
po =  peso del filtro 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 solidi sospesi viene determinata dipende dalla bilancia
analitica usata per le pesate. L'accuratezza non puo essere stimata poiché la quantita di solidi
sospesi determinata con questo metodo ¢ una quantita arbitraria definita dalla procedura utilizzata.
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Temperatura

1. Determinazione diretta

1.1. Principio del metodo
La temperatura dell'acqua si misura immergendo l'elemento sensibile dello strumento ed

attendendo il raggiungimento dell'equilibrio termico prima di effettuare la lettura.
Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare.

1.2. Interferenze e cause d'errore

Il metodo € esente da interferenze.

1.3. Apparecchiature

- Termometro, scala Celsius, graduato a 1/10 di °C

- Termometro a pozzetto, scala Celsius, graduato a 1/10 di °C.
- Termistori.

1.4. Reattivi

Il metodo non prevede l'uso di reattivi.

1.5. Procedimento

1.5.1. Misura con termometro a mercurio

Immergere il bulbo del termometro e parte della colonna termometrica nell'acqua attendendo il
raggiungimento dell'equilibrio termico; a questo punto effettuare la lettura.

E opportuno controllare all'inizio dell'uso e poi periodicamente il termometro, eseguendo una
misura di temperatura in parallelo con un termometro di precisione munito di certificato di garanzia.
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1.5.2. Misura con termometro a pozzetto

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

Esso ¢ costituito da un termometro fissato all'interno di un'intelaiatura metallica terminante in un
bicchierino metallico (pozzetto) in cui pesca il bulbo. Il termometro viene generalmente calato in
acqua appeso ad una cordicella. Durante I'immersione, dato che il termometro ¢ opportunamente
zavorrato, il bicchierino si riempie d'acqua, permettendo cosi la determinazione della temperatura
una volta estratto lo strumento dall'acqua in esame, senza che la misura venga perturbata per il
tempo intercorrente per il recupero dello strumento e la lettura della temperatura. Per la taratura vale
quanto specificato per il termometro a mercurio.

1.5.3. Termistori

Nei dispositivi a termistori l'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
temperatura regolabile, ed immergendo nello stesso termostato un termometro calibrato al decimo
di grado; 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 1
valori 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 1 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.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Alluminio

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

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

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

1.2. Interferenze e cause di errore

Il magnesio puo 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'accortezza di procedere all'estrazione dell'ossinato di Al nel piu 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 soluzione di cloruro di ofenantrolina al 5%, agitare per 1 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 essere accurata-mente lavata con HNO; diluito
e caldo e sciacquata abbondantemente con acqua.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico munito di bruciatore per fiamma ossido di diazoto-
acetilene e corredato di tutti gli altri accessori necessari.

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

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere distillata e deionizzata.
Acido acetico glaciale [CH;COOH] (d =1,05)
Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).
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Soluzione di acido cloridrico diluito (1+99). Aggiungere 1 volume di soluzione di acido cloridrico
concentrato a 99 volumi di acqua.

Soluzione di ammoniaca concentrata [NH,OH] (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 [CoH7NO] 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
necessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perché il
solvente ¢ infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro scuro.

Soluzione tampone. Sciogliere 200 g di acetato d'ammonio [CH;COONH4] e 70 mL di soluzione di
ammoniaca concentrata in acqua e diluire la soluzione a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard concentrata di alluminio (I mL = 1 mg Al). Pesare 1 g di alluminio e sciogliere,
in beaker coperto, con 15 mL di acido cloridrico concentrato, scaldando leggermente. Quando la
soluzione ¢ completa, trasferire quantitativamente in matraccio tarato da 1.000 mL e portare a
volume con acqua.

Soluzione standard diluita in alluminio (I mL = 0,01 mg Al). Diluire 10 mL della soluzione
concentrata 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 puo 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-idrossichinolina, 10 mL di soluzione tampone e agitare bene dopo ogni aggiunta.

Aggiungere immediatamente 10 mL di MIBK, 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 fiamma aspirando il metilisobutil-chetone (MIBK), quindi aspirare la soluzione in
fase organica in precedenza raccolta ed effettuare la lettura allo spettrofotometro di assorbimento
atomico.

Tracciare il grafico di taratura, ponendo in ascissa le concentrazioni di Al espresse in mg L™, ed
in ordinata 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 e/o0 ammoniaca.
Aggiungere in ciascun imbuto 2 mL di soluzione di 8-idrossichinolina, 10 mL di soluzione tampone
e agitare bene dopo ogni aggiunta.
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Aggiungere immediatamente 10 mL di MIBK, 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 fiamma aspirando il metilisobutil-chetone (MIBK), quindi aspirare la soluzione in
fase organica in precedenza raccolta ed effettuare la lettura allo spettrofotometro di assorbimento
atomico.

1.6. Espressione dei risultati

Dal valore dell'assorbanza, 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 dato valori della deviazione standard relativa inferiori al 2%, mentre i recuperi
relativi delle quantita aggiunte sono risultati compresi tra il 99 e il 100%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/12020
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

2. Determinazione colorimetrica (acque salmastre e marine)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso blu tra I'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'acetato 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. Il 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
piu elevate possono essere determinate con celle a cammino ottico inferiore.

2.2. Interferenze e cause di errore

L'interferenza negativa dei fluoruri & virtualmente eliminata addizionando ioni magnesio che
formano un complesso relativamente stabile con i fluoruri. E opportuna I'addizione di 1 mg L™ di
Mg*™, sebbene il complesso MgF" & naturalmente presente nell'acqua marina. Il ferro forma
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complessi colorati con il reagente, che possono essere minimizzati complessandolo con
fenantrolina. La fenantrolina utilizzata & sufficiente per 2,5 mg L di ferro. Anche il titanio
trivalente forma complessi colorati con il violetto pirocatechina, ma per l'acqua di mare questa
interferenza puo essere ignorata. L'allumino ¢ rapidamente 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 con 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 1 reattivi devono essere puri per analisi € I'acqua deve essere distillata o deionizzata. I
reattivi devono essere stoccati in contenitori di polietilene o PVC.

Soluzione di acido solforico [H»SO4] 4,5 M. Aggiungere cautamente 250 mL di acido solforico
concentrato (d = 1,84) a 750 mL di acqua. Lasciare raffreddare e diluire a 1.000 mL.

Soluzione di idrossido di sodio [NaOH] 2 M. Disciogliere 80 g di idrossido di sodio in acqua e
diluire a 1.000 mL.

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

Soluzione di 1,10-fenantrolina [C1;HsN>*H>O]. 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
frigorifero la miscela ¢ stabile per circa due settimane.

Reagente PV. Disciogliere 75 mg di violetto pirocatechina [C;9H;407S] in circa 20 mL di acqua,
infine diluire a 200 mL con acqua. Conservato in frigorifero, il reagente ¢ stabile per mesi.

Soluzione di acetato ammonico [CH3;COONH,]. Preparare una soluzione pressoché satura
dissolvendo 100 g di acetato ammonico in 100 mL di acqua.

Soluzione di solfato di magnesio [MgSO4,7H>0]. Disciogliere 75 g di solfato di magnesio
eptaidrato e 0,75 g di bicarbonato di sodio [NaHCOs3] in 110 mL di acqua. Il volume (150 mL)
contiene 50 g di Mg™* L™.

Soluzione di EDTA. Disciogliere 300 mg di sale bisodico dell’acido etilendiammino tetracetico in
20 mL di acqua e neutralizzare con 0,5 mL di soluzione di NaOH 2 M.

Soluzione standard di alluminio (1 mL = 0,1 mg di Al). Disciogliere 176 mg di solfato di potassio e
alluminio dodecaidrato [KAI(SO4),°12 H,O] in acqua. Aggiungere 0,2 mL di soluzione di
H,SO4 4,5 M e diluire a 100 mL con acqua.
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2.5. Procedimento

2.5.1. 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 l'altra. Ad una seconda porzione della stessa acqua aggiungere 1 mL di soluzione di
solfato di magnesio al posto della soluzione di EDTA e tutti gli altri reagenti citati, mescolando
vigorosamente tra un'aggiunta e l'altra. Dopo 40+50 minuti si misurano entrambe le assorbanze a
582 nm 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 avvicinarsi a 0,12.

Nel secondo campione 1'alluminio ¢ in grado di reagire. Se 1'assorbanza del campione ¢ inferiore
a 0,30, ¢ richiesta una piccola costante addizione di alluminio affinché la curva standard sia
conforme alla legge di Lambert-Beer da 5 ug L™ in poi. L'ammontare di alluminio richiesto pud
essere comodamente incorporato nel reagente misto: da 0,05 a 0,10 mL di soluzione standard per 50
mL di reagente misto. La taratura finale si ottiene con aliquote di 50 mL di acqua contenti O e 10 ug
L' di Al, aggiungendo i reagenti come descritto sopra per il secondo campione.

I1 fattore F si calcola con la seguente espressione:

F(10cm)=10/(Ay-Ayp)

dove Ay ¢ l'assorbanza dello standard e Ay € 1'assorbanza 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-Ay dove Ay ¢ l'assorbanza di taratura e A, ¢ 'assorbanza che si ottiene sostituendo
l'acqua allo standard. E opportuno ripetere questa lettura quando si rinnova anche uno soltanto dei
quattro principali reagenti.

Per ottenere il fattore F e il "valore zero" dovendo operare su campioni previamente acidificati,
ripetere la taratura finale usando 50 mL di acqua 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 1 campioni non sono stati previamente acidificati, la determinazione deve essere condotta
entro un'ora dal campionamento.

Porre 50 mL di campione in un contenitore plastico di volume adeguato, addizionare 1 mL
ciascuno dei reagenti: solfato di magnesio, reagente misto, reagente PV e acetato ammonico.
Mescolare vigorosamente tra un'addizione e l'altra. Per correggere le interferenze del ferro e della
torbidita addizionare 1 mL di reagente misto e 3 mL di acqua in una seconda aliquota di 50 mL di
campione. Dopo 40+50 min. misurare l'assorbanza contro acqua in celle da 10 cm a 582 nm. Per
campioni previamente acidificati, addizionare 0,45 mL di idrossido di sodio come quinto reagente.
Preparare una seconda aliquota da 50 mL, per la correzione del colore e della torbidita (Ac)
addizionando 1 mL di reagente misto, 0,45 mL di idrossido di sodio e 3 mL di acqua.
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2.6.  Espressione dei risultati

. .. . 1 .
Calcolare la concentrazione dell'alluminio espressa in mg L™ con 'espressione:

Alluminio reattivo (mg L'l): 1.000°F+(As-A,-Ac)

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

La determinazione dell'alluminio con reagente PV fornisce la concentrazione del metallo in
forma solubile e colloidale inorganica. E anche possibile che alcuni deboli complessi organici
dell'alluminio possano reagire.

2.7. Precisione ed accuratezza

La precisione, per quantita minori 1 pg L', e pari a £15% mentre ¢ pari a +5% per quantita
superiori.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/10566
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Azoto ammoniacale

1. Determinazione colorimetrica al blu indolfenolo

1.1. Principio del metodo

L’ammoniaca viene determinata utilizzando il metodo colorimetrico al blu indofenolo. 11
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 ipoclorito, forma un complesso colorato, noto come blu indofenolo. L’intensita di tale
complesso viene misurata con uno spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 635 nm.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, dolci, salmastre o marine, alle acque potabili e agli
scarichi industriali e domestici.

Il {netodo puo essere impiegato per concentrazioni di azoto ammoniacale comprese tra 0,04 e 1
mgL"~.

1.2. Interferenze e cause di errore

Tra le sostanze inorganiche, gli ioni mercurio interferiscono impedendo la reazione, di
conseguenza i campioni non devono essere conservati con HgCl,. Interferenze sono state inoltre
osservate in presenza di ferro, rame e zinco a concentrazioni 100 volte superiori a quella
dell’ammoniaca. Nel caso di acque salmastre o marine gli ioni calcio e magnesio sono presenti in
quantita sufficienti per causare problemi di precipitazione che possono essere eliminati con
I’aggiunta di una soluzione di citrato di sodio. Non interferiscono i1 comuni sali di sodio, potassio e
bario. Il bromo interferisce perché reagisce con il fenolo per dare tribromofenolo. L’urea non
interferisce fino a concentrazioni di 1 g L', morfolina: 10 mg L™, cicloesilammina: 80 mg L™,
idrazina: 40 mg L™, n-ottadecilammina: 8 mg L™

Il pH deve essere compreso tra 10,4 e 11,3 poiché la formazione di blu indofenolo & quantitativa
solo in questo intervallo di pH. A valori di pH superiori a 11,3, ’'ammoniaca viene parzialmente
ossidata a nitrito e, a valori piu 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 e 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.
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1.3. 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 che consenta misure a 635 nm, munito di celle con cammino ottico da 1 e 10
cm.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi utilizzati devono essere puri per analisi. L’acqua usata deve essere bidistillata o
deionizzata e distillata. In quest’ultimo caso occorre tener presente che alcune resine scambiatrici
possono rilasciare sostanze organiche contenenti ammoniaca. In linea generale ¢ opportuno
procedere ad una duplice distillazione, aggiungendo, nel secondo stadio di distillazione, 2 mL di
acido solforico concentrato [H,SO4] e 1 g di persolfato di potassio [K2S,0g] per ogni litro di acqua.
Con questo procedimento 1’acqua preparata di fresco non dovrebbe contenere pitt di 5 pg L™ di N-
NHs.

Soluzione di fenolo 100 g L. Sciogliere 10 g di fenolo [CéHsOH] in 100 mL di alcool etilico al
95%. La soluzione conservata in botti-glia scura e in frigorifero ¢ stabile per 24 ore.

Soluzione di nitroprussiato di sodio 5 g L. Sciogliere 0,5 g di pentacianonitrosilferrato(Ill) di
sodio diidrato [Na,Fe(CN)sNO+*2H,0] alcalinizzato con qualche goccia di NaOH al 10% in 100
mL di acqua. La soluzione va conservata in bottiglia di vetro scuro e deve essere preparata
giornalmente.

Soluzione di ipoclorito di sodio al 5% (m/v) di cloro attivo. Si di-luisce opportunamente con acqua
una soluzione a titolo noto di ipoclorito di sodio [NaClO] concentrato. La soluzione si
decompone lentamente 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
[Na3;CeH50722H,0] e 5 g di idrossido di sodio [NaOH] e diluire a 500 mL con acqua; questa
soluzione va conservata in bottiglie di polietilene.

Soluzione ossidante. Mescolare 100 mL di soluzione di citrato di sodio e 25 mL di soluzione di
ipoclorito 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 [NaOH] 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 [H,SO4] (d = 1.84) in circa 500 mL di acqua e diluire a 1.000 mL.

Soluzione concentrata di azoto ammoniacale (1 mL = 0,4 mg di N-NH3). Sciogliere 1,483 g di
cloruro di ammonio anidro [NH4CI], 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
concentrata 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,O3] 0,1 N (veleno!); agitare;
aggiungere acido solforico 0,05 M fino a che la soluzione ¢ debolmente acida al tornasole blu;
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aggiungere cautamente 50 mL di una soluzione al 3% (m/v) di bicarbonato di sodio [NaHCOs] e 2
mL di una soluzione di salda d’amido come indicatore.

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

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

Cl% = (Vas-Vy) * 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;........ ; 0,04 mg 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 sviluppo del colore il pH della soluzione finale deve essere compreso tra 10,3 e
10,8; se 10 non si verifica, la “soluzione di citrato” deve essere modificata opportunamente.

Lasciare ciascun campione a riposo per 1 ora a 20+22°C e misurare allo spettrofotometro o al
colorimetro le assorbanze delle soluzioni alla lunghezza d’onda di 635 nm usando celle da 1 cm di
cammino ottico. Tracciare il grafico di calibrazione ponendo in ascissa 1 mg di N-NHj3, presenti nei
59 mL sottoposti a misura e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del bianco dei
reattivi.

1.5.3. Dosaggio

Se necessario neutralizzare un volume “noto” del campione con volumi “noti” di NaOH 0,1M o
H,SO4 0,05M.

In un cilindro graduato da 100 mL, munito di tappo smerigliato, introdurre 50 mL di campione
neutralizzato, oppure un’aliquota Vc da diluire nel cilindro a 50 mL. 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 sviluppo del colore il pH della soluzione finale deve essere compreso tra 10,3 e
10,8; se ci0 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 1 cm di cammino ottico.

1.6. Espressione dei risultati

La quantita di azoto ammoniacale presente nel campione ¢ data:
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1000 «a * Vy
N-NH; (mg L") =

V.oV
dove:

V = volume in mL del campione in esame eventualmente sottoposto a diluizione;

Va4 = volume in mL cui si ¢ diluito il volume V di campione in esame; se non si ¢
proceduto a diluizioni V = V;

V. = volume in mL della soluzione diluita (V4) del campione in esame prelevato per il
dosaggio spettrofotometrico;

a = mg di N-NHs, ricavati dal grafico di taratura, presenti nei 59 mL finali e quindi nel
volume V..

La quantita di ione ammonio presente nel campione ¢ data:

NH," (mg L") = mg L' (N-NH3)  1,2879

1.7. Precisione ed accuratezza

PN

Il metodo ¢ preciso entro il 7% ed ¢ accurato entro + 10+15%. Precisione ed accuratezza
maggiori (3%) si hanno in acque non troppo dure e/o non troppo saline e/o0 poco inquinate, senza
“specifiche interferenze”.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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2. Determinazione potenziometrica

2.1.  Principio del metodo

Il metodo si basa sull'impiego dell'elettrodo specifico del tipo a diffusione gassosa per la
determinazione dell'ammoniaca 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'entita 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.

Il metodo puo essere applicato alle acque naturali, dolci, salmastre e di mare. La determinazione
puo anche essere effettuata in soluzioni colorate o torbide. L'intervallo di concentrazione utile ¢
compreso tra 0,5 e 1.000 mg L' di N-NH;.

2.2. Interferenze e cause di errore

Metilammina ed etilammina interferiscono fornendo valori in eccesso di ammoniaca ed inoltre
per concentrazioni maggiori di 6 e 9 mg L™ rispettivamente, corrispondenti a circa 3 mg L di N-
NHj3, l'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
l'acido amminoacetico e l'acido aspartico, non interferiscono. Tra i tensioattivi, interferiscono
soltanto quelli ionici. In particolare 1 tensioattivi cationici forniscono valori in eccesso se presenti a
concentrazione maggiore di 1 mg L™, mentre gli anionici, se presenti a concentrazione maggiore di
50 mg L™, provocano lo sfaldamento della membrana, avvertibile da un suo viraggio al colore
giallo. Questa interferenza pud essere eliminata per distillazione o per diluizione. Fra gli ioni
metallici interferisce il mercurio se presente 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 una maggiore precisione e accuratezza delle misure, ¢ opportuno
che anche la forza ionica vari entro limiti modesti, eventualmente con 1'impiego di un tampone di
forza ionica. Comunque la determinazione 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. Particolare attenzione infine deve essere posta nell'assicurarsi
dell'integrita della membrana.

2.3. 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.

— Elettrometro con scala espansa. L'elettrometro deve essere in grado di apprezzare variazioni di
+ 0,5 mV e deve essere possibilmente fornito di sistema a compensazione (controcorrente) e di
registratore grafico.

— Elettrodo a membrana. Elettrodo a membrana a diffusione gassosa per ammoniaca. L'elettrodo
deve essere conservato seguendo rigorosamente le istruzioni della ditta costruttrice. Prima
dell'uso l'efficienza dell'elettrodo deve essere verificata eseguendo 1 seguenti controlli: pendenza
(funzione della temperatura), tempo di risposta (funzione della concentrazione di ammoniaca),
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riproducibilita, intervallo di concentrazione con risposta lineare. 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:

i. tempo di risposta: per concentrazioni dell'ordine di 1 mg L™ di N-NHj il tempo di risposta
¢ dell'ordine dei 20+30 secondi € comunque non superiore ai 6080 secondi;

il. ripetibilita dei dati: intorno al 5%;

iii. intervallo di concentrazione in cui il diagramma potenziale dell'elettrodo-logaritmo della
concentrazione & lineare: 1+1000 mg L™; il limite inferiore pud essere abbassato fino a 0,1
mg L™ a condizioni di operare con ambientamento dell'elettrodo in tampone a pH 4 per
qualche ora, con grandi volumi di campione (dell'ordine del litro) e tempi piu lunghi di
stabilizzazione.

iv. 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 meccanico, possibilmente ad acqua; in sua mancanza, agitatore elettromagnetico.
— Termostato. Le misure devono essere preferibilmente eseguite in termostato a +1°C.

2.4. Reattivi

Acqua distillata esente da ammoniaca, ottenuta facendo passare l'acqua distillata attraverso una
colonna di scambiatore ionico a letto misto.

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

Soluzione standard concentrata di cloruro di ammonio (I mL = I mg N-NH;). Pesare con
I'approssimazione di +1 mg intorno a 3,819 g di cloruro di ammonio anidro [NH4Cl] seccato a
110°C, sciogliere in acqua e diluire a 1.000 mL.

Soluzione standard diluita di cloruro di ammonio (1 mL = 0,01 mg N-NH3). 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; MgCl,*6 H20 11,1 g; Na;SO4 4,09 g; CaCl,»2H20 1,54 g; KC1 0,69 g; NaHCOs 0,2 g;
KBr 0,1 g; H3;BOs 0,03 g; SrClL*6H,0 0,05 g; NaF 0,003 g.

2.5. Procedimento

Si possono applicare tanto il metodo della retta di taratura che quello delle 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 nell'inter-vallo 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 vortici; a stabilizzazione
raggiunta leggere il potenziale dell'elettrodo a membrana contro un elettrodo di riferimento
procedendo dalle soluzioni piu diluite a quelle pitt concentrate. Utilizzare la retta E = f(log Cx.nms)
che viene cosi determinata, per dosare la concentrazione dell'ammoniaca nel campione in esame,
che deve essere trattato esattamente allo stesso modo delle soluzioni impiegate per la taratura.
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2.5.2. Metodo delle aggiunte

A 100 mL del campione aggiungere 1 mL della soluzione di NaOH 10 M e 10 mL di soluzione
standard a concentrazione C,, quanto piu possibile vicina a dieci volte quella della soluzione
incognita, leggendo il potenziale prima e dopo l'aggiunta. Dal valore della differenza di potenziale
(AE) ¢ possibile ricavare la concentrazione incognita Cy, nota quella dello standard Cs.

2.6. Espressione dei risultati
Dal valore di E e/o AE tramite tabelle fornite dalla casa costruttrice dell’elettrodo si risale al
valore N-NH3 mg L

La quantita di ione ammonio presente nel campione ¢ data:

NH;* (mg L") = mg L™ (N-NH3) » 1,2879

2.7  Precisione ed accuratezza

La riproducibilita ¢ dell'ordine di +4%; l'accuratezza varia tra il 3 ed il 7%, nell'intervallo di
concentrazione 1100 mg Lt di N-NH;.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/6778
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

152



3. Determinazione per distillazione
3.1.  Principio del metodo

L’ammoniaca, essendo wuna base debole facilmente volatile, pud essere separata
quantitativamente 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 tamponanti,
al fine di mantenere il pH necessario durante il processo di distillazione, viene aggiunta al campione
una soluzione tampone di fosfato.

L’ammoniaca pu0 essere determinata per via colorimetrica con reattivo di Nessler, o per
titolazione con H,SO4 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 tampone fosfato. Alcune ammine alifatiche ed aromatiche, cloroammine organiche, acetone,
aldeidi, alcool e altri composti organici causano torbidita e producono, per aggiunta del reattivo di
Nessler, colorazioni anomale; pur non essendo possibile eliminare tale interferenza, si consiglia di
procedere con il metodo per distillazione. Anche ’'H,S pu0 produrre intorbidamento; in tal caso si
aggiunge del carbonato 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 alla
distillazione o all’aggiunta del reattivo di Nessler. Qualora si utilizzi il metodo colorimetrico
diretto, in presenza di acque torbide o colorate, si aggiunge un flocculante quale 1’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
otticoda 1l a5 cm.

— Distillatore comprendente un pallone della capacita di 1.000+1.500 mL e un refrigerante; tutto
costruito in vetro pyrex.

3.4. Reattivi

Tutte le soluzioni devono essere preparate utilizzando prodotti puri e con acqua bidistillata
esente da ammoniaca. L.’ammoniaca pu0 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,PO4]

e 68,8 g di fosfato bipotassico anidro [K,HPO,] e portare a 1.000 mL con acqua bidistillata.
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Soluzione di acido borico. Sciogliere 20 g di acido borico anidro [H3BOs] in acqua bidistillata e
diluire ad 1.000 mL.

Soluzione standard concentrata di cloruro di ammonio (1 mL = I mg di NH,"). Sciogliere 2,9655 g
di cloruro di ammonio anidro [NH4Cl] 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 NH4"). Prelevare 10 ml di
soluzione concentrata di cloruro di ammonio e diluire a 1.000 mL con acqua bidistillata.

Acido solforico 1 N. Aggiungere con cautela 28 mL di H,SO4 concentrato (d = 1,84) a 500 mL di
acqua bidistillata quindi portare il volume a 1.000 mL.

Acido solforico 0,02 N. Preparare una soluzione standard di acido solforico 0,02 N per diluizione
della 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,03*5H,0] in acqua
bidistillata 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 arsenito di sodio [NaAsO;]in acqua bidistillata e
portare il volume a 1.000 mL.

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 agitazione 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 recipienti di vetro pyrex, si mantiene stabile per circa un mese. Il reattivo
deve comunque considerarsi alterato se, aggiunto a 50 mL di una soluzione contenente 0,1 mg
L' di ammoniaca, non sviluppa la colorazione caratteristica entro 10 minuti o se, entro 2 ore
dall’aggiunta, si osserva la formazione 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
pallone 500 mL di acqua bidistillata e 10 mL di tampone fosfato e lasciare distillare fino a quando il
distillato 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 acqua bidistillata. Qualora il contenuto di ammoniaca fosse inferiore a 0,05 mg L™ oppure se,
dopo la determinazione dell’ammoniaca, dovesse essere determinato l’azoto albuminoideo, ¢
opportuno impiegare volumi maggiori di acqua (750+1.000 mL). Per rimuovere il cloro residuo,
eventualmente presente, aggiungere una quantita equivalente di una soluzione ad azione decolorante
(tiosolfato di sodio 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 mL di tampone di fosfato. Dopo questa aggiunta
il pH dovrebbe essere 7,4 in caso contrario ¢ possibile aggiungere altri 10 mL di soluzione tampone.
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Nel caso in cui il contenuto di calcio fosse superiore a 250 mg L aggiungere prima 40 mL di
soluzione tampone quindi portare 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
distillazione e lasciare distilare alla velocita di 610 mL minuto'l, 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’ultimo al 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 pit di ammoniaca.

3.5.4. Dosaggio

L’ammoniaca pu0 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
dall’aggiunta del reattivo di Nessler, determinare per via fotometrica o per comparazione visuale
I’intensita di colore delle soluzioni. Per campioni con concentrazioni di ammoniaca molto basse la
lettura puo essere effettuata dopo 30 minuti dall’aggiunta del reattivo.

Misurare I’assorbanza con uno spettrofotometro operante tra 400 e 425 nm, eseguendo le letture
contro 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 costruire 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 di metile e titolare con una
soluzione a titolo noto di acido solforico 0,02 N fino al viraggio dell’indicatore. Determinare il
bianco dei reattivi titolando lo stesso volume di acqua distillata e di acido borico impiegati nel
processo di distillazione 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
ciascuna aliquota di distillato. Qualora nel dosaggio colorimetrico venisse utilizzata una porzione
rappresentativa del distillato totale, I’ammoniaca pu0 essere calcolata applicando la seguente
formula:

peB
NH," (mg L") = ——  «1.000
CeD
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dove:

= mgdi NH," trovati colorimetricamente;
mL di distillato totale raccolto, compresi i mL di H;BOs;
mL di campione originale posto a distillare;

= mL didistillato impiegato per il dosaggio.

DaQws

La quantita di azoto ammoniacale ¢ data da:
N-NH; (mg L") =mg L™ (NH,") * 0,78
3.6.2. Dosaggio volumetrico
L’ammoniaca presente nel campione puo essere calcolata secondo la formula:

(a-b)eNe18«1.000
NH;* (mg L) =

C
dove:

= mL di H,SOy utilizzati per il campione;
mL di H,SOq utilizzati per il bianco;

= mL di campione originale posti a distillare;

= normalita dell” H,SOy,.

Z O o &

La quantita di azoto ammoniacale ¢ data da:

N-NH; (mg L") =mg L™ (NH,") * 0,78

3.7. Precisione ed accuratezza

Il reattivo di Nessler, preparato di fresco, consente di rilevare 2 ug di ammoniaca in 50 mL di
soluzione; tuttavia ¢ difficile avere la riproducibilita dei risultati per concentrazioni inferiori a 6 ug
in 50 mL. Con il metodo colorimetrico ¢ possibile raggiungere una precisione di + 5%.

1l dosaggio volumetrico, per concentrazioni di ammoniaca comprese tra 5 ¢ 50 mg L™ & pil
preciso di quello colorimetrico, con una deviazione standard di + 0.5 mg L™,

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale ISO/TC 147/5664

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Azoto nitrico

1. Determinazione colorimetrica

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla reazione tra i nitrati e il salicilato di sodio in soluzione acida per acido
solforico. Il composto ottenuto ha, in soluzione alcalina, un colore giallo stabile misurabile
spettrofotometricamente 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 &
applicabile 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 attivo.

I cloruri non interferiscono fino ad una concentrazione di 400 mg L. Se la concentrazione di
cloruri ¢ piu 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 quantita equivalente
di soluzione di solfato di argento; lasciare coagulare il cloruro di argento e, 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 filrare. 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.
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1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua indicata nel metodo deve essere distillata o
deionizzata.

Soluzione di salicilato di sodio. Sciogliere 0,5 g di salicilato di sodio [2-HOCsH4COONa] e 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 [NaKC4H4O¢*4H,0], raffreddare e portare a 1.000 mL con acqua. La
soluzione va conservata in contenitore di polietilene.

Acido solforico concentrato [H,SO4] (d = 1,84).

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

Soluzione di idrossido di sodio 0,1 N. Introdurre 10 mL della solu-zione di NaOH 1 N in matraccio
tarato da 100 mL e portare a volume con acqua.

Solfato di ammonio [(NH4):SO4].

Ossido di zinco [ZnO].

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

Carbone attivo.

Soluzione standard concentrata di nitrato di potassio (1 mL = 0,1 mg di N). Sciogliere 0,722 g di
nitrato 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 (1 mL = 0,005 mg di N). Introdurre 25 mL della
soluzione 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
rispettivamente 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,SO4 concentrato, inclinando e ruotando la capsula in modo da inumidire
completamente 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, stabile almeno 1 ora.

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

Tracciare la retta di taratura ponendo in ascisse le quantita di N-NO;3; in mg ed in ordinate i
corrispondenti 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 volume minore V diluito a 10 mL con acqua, in capsula di porcellana da 60 mL. Alcalinizzare
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debolmente 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,SO4 concentrato, inclinando e ruotando la capsula in modo da inumidire
completamente 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, stabile almeno 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 cm di
cammino ottico.

1.6. Espressione dei risultati

Dal valore di assorbanza rilevato sul campione, utilizzando la retta di taratura, si risale alla
concentrazione di N-NOj3 nel campione di acqua in esame secondo la seguente espressione:

A« 1.000
N-NO; (mg L") =
\%
dove:
a = quantita di azoto nitrico in mg ricavata dalla retta di taratura;
V = volume di campione (in mL) utilizzato per l'analisi.

1.7. Precisione ed accuratezza

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

Posizione Italiana Posizione Internazionale
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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
colorato la cui assorbanza viene misurata a 543 nm.

Eseguendo il dosaggio su 40 mL di acqua da analizzare, il metodo puo essere impiegato tra
0,0025 e 0,025 mg Ltdi N-NO,, usando vaschette con un cammino ottico paria 10 cm e tra 0,025 e
0,250 mg Lt di N-NO,, usando vaschette con cammino ottico pari a 1 cm. Per concentrazioni di
azoto nitroso piu elevate si impiega un volume minore di acqua in esame sia come tale che dopo
opportuna diluizione.

Il 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 ammine; tra quelle
inorganiche interferiscono: il rame(II) se presente in concentrazione superiore a 0,5 mg L, in
quanto catalizza la decomposizione del sale di diazonio provocando risultati in difetto; lo ione
ioduro 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 CaCOs 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 1'acqua da analizzare risulti
torbida (come tale o lo diviene durante I'analisi, in quanto contiene specie di metalli che al pH di
reazione possono formare precipitati in ambiente acido alla concentrazione in cui vengono a
trovarsi) e 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 munito di vaschette con cammino ottico da 1-5-10 cm.
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1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e 1'acqua usata deve essere bidistillata o distillata e
deionizzata.

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

Soluzione di solfanilammide all'l% (m/v). Sciogliere, subito dopo la pesata, 1 g di solfanilammide
[C¢HgN,0O,S] 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 puo alterarsi all'aria e alla luce.
La soluzione, conservata in bottiglia scura, ¢ stabile per molti mesi.

Soluzione di naftiletilendiammina allo 0,1% (m/v). Sciogliere 0,1 g di dicloruro di N-(1-naf-til)-
etilendiammonio [C;,H;sCLN>*CH3;0H] in 100 mL di acqua. La soluzione, conservata in
bottiglia scura, ¢ stabile per un mese; comunque va rinnovata quando imbrunisce.

Soluzione standard concentrata di N-NO, (1 mL = 50 ug di N-NO;). Pesare con esattezza (£0,0001
g) intorno a 0,2463 g di nitrito di sodio anidro [NaNO,] seccato a 110°C per 1 ora; sciogliere
con acqua e diluire esattamente a 1.000 mL con acqua in matraccio ta-rato. Conservata al buio
con l'aggiunta di 1 mL di cloroformio la soluzione ¢ stabile per almeno un mese. Il prodotto
solido va conservato al riparo dell’aria e dell’'umidita perché puo ossidarsi. 11 suo titolo puo
essere controllato come descritto al punto 1.5.1.

Soluzione standard diluita di N-NO; (1 mL = 0,25 ug di N-NO,). Prelevare 5 mL di soluzione
standard 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
soluzione 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, e diluire a
500 mL in matraccio tarato. In beute a tappo smerigliato prelevare aliquote da 25 mL della
soluzione a titolo noto di permanganato di potassio [KMnOy] 0,05 N, aggiungere 10 mL di acido
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
700180°C. Decolorare la soluzione con 25 mL di soluzione a titolo noto di ossalato di sodio 0,05 N
[Na,C,0gs]. 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) e Ni- Voo Ny » 7,004

2e Vb P
dove:
p = quantita in g di NaNOy;
Va = mL di soluzione a titolo noto di permanganato prelevati;
Vy = mL di soluzione di nitrito aggiunti;
V. = mL di soluzione a titolo noto di ossalato di sodio aggiunti;
Va = 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.
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1.5.2. Taratura
1.5.2.1.Intervallo da 2 a 20 ug L

In matracci tarati da 50 mL introdurre volumi di soluzione standard molto diluita variabili da 4 a
40 mL (0,15 ........ ; 1 ng N-NO»); aggiungere acqua fino a 40 mL e, agitando dopo ogni aggiunta, 1
mL di soluzione di solfanilammide all'l% e, dopo 2+3 minuti, 1 mL di soluzione di
naftiletilendiammina allo 0,1%. Diluire a 50 mL con acqua e lasciare sviluppare il colore per 10+15
minuti. Misurare l'assorbanza 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. = An - BR) in funzione dei pg di N-NO, presenti nei 50 mL della
soluzione finale.

1.5.2.2.Intervallo da 20 a 200 ug L

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 [1; ....; 10 g N-NO] di soluzione standard diluita .

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 nitroso) in un matraccio tarato da 50 mL; aggiungere acqua fino a 40 mL e, agitando dopo
ogni aggiunta, 1 mL di soluzione di solfanilammide all'l% e, dopo 2+3 minuti, 1 mL di soluzione
di naftiletilendiammina allo 0,1%. Diluire a 50 mL con acqua e lasciare sviluppare il colore per
10+15 minuti. Misurare 'assorbanza Ap, a 543 nm in vaschette aventi un cammino ottico di 10 cm
usando acqua come "bianco". A. = An- 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 neutralita 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 1 mL della soluzione di solfanilammide all'l1% e poi diluito a 50 mL. In tal caso A, =
An- (BA+BR).

Attraverso il grafico di taratura risalire dall'assorbanza corretta alla quantita in pg 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:

V1 ® a
N-NO, (mgL™") =
Ve V2
dove:
a = ug N-NO; ricavati dal grafico di taratura, presenti nei 50 mL finali;
A\ = volume in mL di acqua in esame non diluita;
Vi = volume in mL cui ¢ diluito il volume V di acqua in esame;
Vs = volume in mL di soluzione diluita dell'acqua in esame prelevato per il dosaggio
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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
assorbanza corretta utili per la taratura, varia: da 5 (per 0,1 ug nella soluzione finale) a 0,4 (per 1
ug) con vaschette da 10 cm; da 1,5 (per 1 ug nella soluzione finale) a 0,5 (per 10 ug) con vaschette
da 1 cm. L'errore delle quantita 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 pug nella soluzione finale sottoposta alla
misura.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87

del 13 Aprile 2000
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12 ed. 2001
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Azoto organico

1. Determinazione volumetrica

1.1. Principio del metodo

Per azoto organico s’intende tutto l'azoto legato mediante gruppi differenti (amminico,
imminico, ecc.), incluso 1’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 ammonio viene titolato con una soluzione standard di acido solforico.

11 metodo & applicabile nell’intervallo 1+100 mg L™

1.2. Interferenze e cause di errore

Tale procedura non determina I’azoto proveniente da azidi, azine, azocomposti, idrazoni,
ossime, semicarbazoni, nitrati, nitriti, nitrili, nitro- € 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 pu0 essere eliminata per distillazione, previa aggiunta di acqua
di bromo o acqua di cloro in modo da ottenere un alogeno residuo di 23 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;HPO4] e 68,8

g di fosfato monopotassico anidro [KH,PO4] 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,SO4

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
potassio [K>SO4] in 600 mL di acqua distillata; aggiungere 200 mL di acido solforico
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concentrato [H>SO4] (d = 1,84) e 25 mL della soluzione di solfato mercurico diluendo poi a
1.000 mL. La soluzione cristalizza a 14 °C.

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

Indicatore alla fenolfaleina. 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 di soluzione 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 [H3;BOs] in acqua
bidistillata, aggiungere 10 mL di soluzione di indicatore misto e diluire a 1.000 mL. Questa
soluzione ¢ stabile per circa 30 giorni.

Soluzione standard di acido solforico 0,2 N (I mL = 0,28 mg di N). Diluire 0,55 mL di acido
solforico concentrato [H,SO4] (d = 1,84) con acqua distillata. Controllare il titolo esatto di tale
soluzione 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 agitazione 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 recipienti di vetro pyrex, si mantiene stabile per circa un mese. Il reattivo
deve comunque considerarsi alterato se, aggiunto a 50 mL di una soluzione contenente 0,1 mg
L' di ammoniaca, non sviluppa la colorazione caratteristica entro 10 minuti o se, entro 2 ore
dall’aggiunta, si osserva la formazione 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 neutralita. Aggiungere 25 mL di tampone fosfato, 50 mL di reattivo acido solforico-
solfato mercurico-solfato di potassio. Aggiungere altri 50 mL di quest’ultimo reattivo, nel caso in
cui fossero presenti grandi quantita di sostanze organiche non azotate, per ogni grammo di sostanza
solida contenuta nel campione. Lasciar bollire fino a che la soluzione non si schiarisce e quindi far
bollire per altri 20 minuti.

1.5.2. Distillazione

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

Distillare fino a che il distillato non dia pil reazione positiva con il reattivo di Nessler,
raccogliendo il distillato in 50 mL di soluzione di acido borico contenente 1’indicatore misto.
Durante la distillazione 1’estremita inferiore del refrigerante deve essere immersa nella soluzione di
acido borico e la temperatura nel refrigerante non deve superare i 29 °C.
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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 utilizzati e correggere 1 risultati per questo valore.

1.6. Espressione dei risultati

Il contenuto di azoto utilizzando la determinazione volumetrica si ottiene dalla formula:

(a-b)*N
N-organico (mg L)y =—— ¢ 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' la percentuale media trovata & del 98%. Per
concentrazioni di azoto da 5 a 50 mg L™ la percentuale media trovata & del 99%.
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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 alla
lunghezza d'onda di 555 nm.

11 metodo pud essere applicato nell'intervallo di concentrazione compreso tra 0,4 ¢ 4 mg L™ se si
prelevano 0,2 mL di campione. Detto intervallo pud 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

. .. . .. . . . 1
Interferiscono 1 nitrati se presenti in concentrazione uguale o maggiore di 15 mg L™, espressa
come azoto.

1.3. Apparecchiature

Evitare 1'impiego di vetreria al borosilicato. Si raccomanda l'impiego di teflon, polietilene e
polipropilene, 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 [CH3COONH4] in 300 mL di
acido acetico glaciale [CH3COOH] (d = 1,05) e portare a 1.000 mL con acqua. Il pH finale deve
risultare 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
solforico concentrato [H>SO4] (d = 1,84). Conservare il reattivo in flacone di polietilene.
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Soluzione di curcumina. Sciogliere 0,125 g di curcumina [C,;H0O6] in 100 mL di acido acetico
glaciale. Conservare in flacone di polietilene. La soluzione deve essere utilizzata entro 24 ore.
Soluzione standard di boro (I ml = 0,04 mg di B). Sciogliere 0,2286 g di acido borico anidro
[H3BOs] in acqua e portare a volume in matraccio tarato da 1.000 mL. Preparare al momento

dell'uso e tenere ben chiusa la bottiglia che contiene la soluzione.

1.5. Procedimento
1.5.1. Taratura

Prelevare esattamente O (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;4mgL" diB.

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, mescolare 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. 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.
Il 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
sviluppo del colore e misurare allo spettrootometro 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:

Ce02°F
Boro (mg L") =
\"
dove:
C = concentrazione di boro (mg L) ricavata dal grafico di taratura;
AY = volume (in mL) di campione analizzato;
F = fattore di correzione per la diluizione uguale a (21+V)/(21,2).
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1.7. Precisione ed accuratezza

La precisione del metodo, espressa come deviazione standard relativa, risulta mediamente

inferiore al 10% per tutto l'intervallo di concentrazione 0,4+4 mg L' di boro.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia
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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'ammonio (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
spettrofotometro ad assorbimento atomico e l'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 Lt
Concentrazioni piu elevate possono es-sere 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
procedimento, la chelazione e 1'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 concentrazioni su-periori al citato limite, pud provocare un errore in difetto che viene eliminato
aggiungendo ulteriori 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 dalll APDC,
eventualmente presenti nella matrice, vengono eliminate con l'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. Effettuare
questa operazione immediatamente prima di ciascun uso.

— Spettrofotometro ad assorbimento atomico munito di bruciatore per fiamma aria-acetilene e
corredato 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.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi debbono essere puri per analisi. L'acqua deve essere deionizzata e distillata.
Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).

Acido cloridrico 0,3 M. Diluire 25 mL di HCI concentrato con acqua e portare a 1.000 mL.
Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).
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Acido nitrico diluito (1 + 499). Aggiungere 1 mL di HNO; concentrato a 400 mL di acqua e diluire
a 500 mL.

Idrossido di sodio [NaOH] 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 HC1 0,3 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 pud essere conservata a lungo in
bottiglia di vetro scuro.

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d'ammonio (APDC), 10 g L'. Sciogliere 1 g di
pirrolidinditiocarbammato d'ammonio in 100 mL di acqua. Estrarre la soluzione, almeno tre
volte, con metilisobutilheone. Detta soluzione ¢ stabile per una settimana se conservata in
bottiglia di vetro scuro. Agitare bene prima dell'uso.

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E
necessario presaturare di MIBK con acqua, prima dell'estrazione. Trattare con cautela perché
il solvente ¢ inflammabile 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 bottiglia di polietilene.

Soluzione intermedia di cadmio (I 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 HNOj3 diluito oppure con HCI 0,3
M.

Soluzione di lavoro di cadmio (I 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
preparare gli standard di taratura durante 1'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 HNO; concentrato introdurre i
volumi della soluzione di lavoro di cadmio (0; 10; 20; 30; 40 mL) corrispondenti a (0; 5; 10; 15;
20 ug L' 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 quantitativamente 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 vigorosamente 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
organiche, 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 fiamma. Aspirare il
solvente MIBK saturo di acqua in modo da condizionare il nebulizzatore e ridurre il flusso di
acetilene a valori tali che il segnale ritorni vicino allo zero. Ripetere I'operazione di azzeramento.
Effettuare le misure aspirando le soluzioni chetoniche di taratura, registrando 1 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 ug L™,
e in ordinata 1 corrispondenti valori di assorbanza corretti del bianco dei reattivi.
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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, aggiungere 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 vigorosamente per 2
minuti e lasciar 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
organica, registrando il valore di assorbanza letto.

1.5.2.2 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 HNOj3 concentrato e scaldare
su bagno ad acqua oppure su piastra calda fino a che il volume si sia ridotto a 15+20 mL per
evaporazione moderata.

Raffreddare e filtrare il residuo in un beaker da 400 mL, lavare il beaker contenente il residuo ed
il filtro 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, aggiungere 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 vigorosamente per 2
minuti e lasciar 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
organica, 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.
sostiuendo il volume del campione utilizzato con un identico volume di acqua acidificata con HNO3
concentrato (5 mL HNOj per litro di acqua).

Nel caso della determinazione del cadmio totale, procedere come descritto al punto 1.5.2.2.
dopo aver provveduto alla sostituzione del volume del campione con un identico volume di acqua,
previamente acidifiata con HNO3 concentrato (5 mL HNOs per litro di acqua).

Le stesse operazioni verranno effettuate nel caso che si voglia determinare il cadmio in acque
salmastre o marine. In questo caso il volume del campione verra sostituito da un identico volume di
soluzione 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
. -1
mugL™.

1.7. Precisione ed accuratezza

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

11 metodo & applicabile alle acque naturali, per concentrazioni comprese fra 0,1 e 10 mg L™ di
Ca. Concentrazioni 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
evitare 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 1 reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate con acqua distillata e/o
deionizzata.
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;O3) in poca acqua,
aggiungere 250 mL di acido cloridrico concentrato e portare a volume di 1.000 mL con acqua.
Soluzione standard di calcio (I mL = 1 mg di Ca). Sospendere in acqua 2,5 g di CaCOs (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).
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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 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 soluzioni 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 reattivi. Aspirare la soluzione e il bianco, effettuare le letture di assorbanza e sottrarre il
valore del bianco da quello della soluzione. Riportare il valore di assorbanza sul grafico di taratura e
determinare la concentrazione corrispondente.

1.5.2.2. Metodo delle aggiunte

Preparare quattro 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 comprendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da
determinare e alla quarta aliquota addizionare 9 mL di acido cloridrico 1+99. Aggiungere poi 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 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 assorbanza ottenuti e in ascissa 1 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 negativo 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 L™ & data da:

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

La concentrazione di Ca*™ espressa in meq L™ & data da:
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ae* 100
Ca™ (meqL") =

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%.
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Carbonati e Bicarbonati
1. Determinazione potenziometrica

1.1. Principio del metodo

I1 contenuto di ione HCO3™ 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.

Il campione ¢ titolato direttamente aggiungendo volumi noti di soluzione standard di acido e
annotando, 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.

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

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali.

1.2. Interferenze e cause di errore

Il 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'indicatore.

Sostanze oleose, saponi, sospensioni solide e altri materiali di rifiuto interferiscono, ma non
possono venire rimossi poiché alcuni possono essere responsabili della basicita del campione in
esame. Analogamente, 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.
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1.4. Reattivi

Tutti i reattivi usati devono 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 e 7,2 a 25°C.
Soluzione standard di acido cloridrico 0,02 N. Aggiungere 1,7 mL di acido cloridrico concentrato

[HCI] (d = 1,19) a 100 mL di acqua distillata e diluire a 1.000 mL. Stabilire il titolo della

soluzione con Na,COj riscaldato a 270 °C per 2 ore per eliminare eventuali tracce di NaHCOs,

mediante titolazione potenziometrica. In prossimita del punto di equivalenza far bollire la

soluzione per allontanare 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.

Introdurre nel beaker un volume noto di campione (C). Aggiungere la soluzione titolante
(soluzione standard di HCI 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 titolazione completa.

Tracciare la curva di titolazione riportando i valori di pH letti o 1 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
equivalenza (primo flesso della curva di titolazione) e B quello totale (incluso il volume A)
necessario per il secondo punto di equivalenza (secondo flesso), ricavare i1 valori di P e T con le
seguenti formule:

AN +1.000
P (meqL™) = I° Punto di equivalenza
C
B+ N - 1.000
T (meqL") = II° Punto di equivalenza
C
dove:
C = volume (mL) di campione prelevato;
_ volume (mL) di HCI 0,02 N utilizzato per raggiungere il I° punto di
"~ equivalenza;
B _ volume totale (mL) di HC1 0,02 N utilizzato per raggiungere il II° punto
di equivalenza;
N = normalita dell’acido cloridrico.
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In assenza di idrossidi deve essere P < 1/2 T.
Di conseguenza si ha:
HCOs (meq L) = T-2P CO5™ (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 conseguenza sara P = 0, cioe¢ 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
differente composizione delle acque che possono essere prese in esame.
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Carbonio

1. Determinazione con analizzatore IR

1.1.  Principio del metodo

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

Il metodo permette di impiegare un microcampione di acqua e di eseuire il dosaggio con rapidita
e con possibilita d'automazione: la tecnica strumentale piu adottata ¢ quella del dosaggio mediante
assorbimento di radiazioni IR, che risulta semplice, rapido e preciso. Sono tuttavia utilizzate anche
tecniche 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 dosaggio.

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'immissione nel tubo di
combustione 1 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 consente 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
sostanze organiche; viene cosi dosato il solo carbonio inorganico.

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

Il metodo pud essere applicato ad acque di scarico, superficiali, 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.
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Un'altra perdita pud 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 vetreria di laboratorio.

- Miscelatore a sbattimento 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.

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 l'aria.

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

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

Soluzione standard di carbonio inorganico (I mL = 1 mg di C). Sciogliere 3,5 g di bicarbonato di
sodio [NaHCOs] e 4,418 g di carbonato di sodio [Na,COs] 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;. 11 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 come descritto per
I’ossigeno.

1.5. Procedimento

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

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

Il 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 opportunamente la soluzione standard di carbonio e in ordinata le altezze dei picchi in mm
(eventualmente corrette del valore del bianco di acqua bidistillata trattata in maniera identica alle
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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 standard diluendo opportunamente la soluzione standard di
carbonio inorganico.

Iniettare, a turno, ciascuna soluzione 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'apposito miscelatore circa 250 mL del campione stesso in modo da disperdere 1'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 1'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
calibrazione e registrare l'altezza del picco ottenuto. Si ottiene cosi il carbonio totale.

Ripetere 1'operazione piu volte fino a che tre letture consecutive siano riproducibili entro il £5%.

Correggere 1 valori delle altezze dei picchi ottenuti sottraendo il valore di un bianco di acqua
bidistillata trattato come il campione.

1.5.2.2. Carbonio inorganico

Se l'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 puo
eliminare il carbonio inorganico in due differenti maniere, a seconda che siano assenti o presenti
sostanze organiche volatili.

In caso di sostanze volatili assenti, aggiungere a 10+15 mL di campione, posti in 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 l'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 reciiente chiuso e di volume noto agitando energicamente con
l'agitatore magneico.

Nella fase vapore saranno presenti CO; e sostanze organiche volatili. Ponendo nel recipiente, al
di sopra 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 1 risultati
(tenendo in debito conto il volume del vapore), si ottiene il carbonio organico.
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1.6. Espressione dei risultati

Nei calcoli qui di seguito esposti va tenuto conto delle eventuali diluizioni eseguite.

1.6.1. Carbonio totale

I1 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

I1 valore medio dell'altezza del picco, corretto per il bianco, permette di ricavare dalla curva di
calibrazione i mg L™ di carbonio inorganico (CI) nel campione in esame.

1.6.3. Carbonio organico

Disponendo di un apparecchio provvisto di ambedue 1 tubi, il carbonio organico si ottiene dalla
differenza:

TOC (mg L") =CT - CI

Disponendo di un solo tubo di combustione, il valore medio dell'altezza del picco, corretto per il
bianco, permette di ricavare dalla curva di taraura i mg L™ di TOC nel campione in esame.

1.7. Precisione ed accuratezza

La sensibilita 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.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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
argento 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]
estremamente tossico.

1.2. Interferenze e cause di errore

Le sostanze ossidanti, rilevabili con una cartina amido-iodurata, potrebbero agire sul composto
colorato, ed ossidare il CN". Se presenti possono essere rimosse addizionando cautamente un agente
riducente quale l'acido ascorbico.

I solfuri, che arrecano disturbo sia in fase di distillazione sia al momento del dosaggio, devono
essere rimossi, con 1'aggiunta, a pH 10+11, di carbonato di piombo in polvere finché non si abbia
piu formazione 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 con soluzione di
NaOH.

Alcune sostanze possono provocare colore o torbidita; questa interferenza puo 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
acqua, 1 termometro e 2 assorbitori.
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1.4. Reattivi

E necessario usare reattivi puri per analisi ed acqua distillata o deionizzata.

Acido ascorbico [CsHgOg].

Carbonato di piombo [PbCO3].

Solvente per l'estrazione dei grassi (iso- ottano 0 n-esano o cloroformio).

Soluzione di idrossido di sodio 1 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 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 L'). Sciogliere 50 mg di metilarancio in polvere in
100 mL di acqua.

Soluzione di acido fosforico [H;PO4] all'85%.

Soluzione di indicatore al p-dimetilamminobenzilidenerodanina (0,2 g L'). Sciogliere 0,02 g di p-
dimetilaminobenzilidenerodanina 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
[AgNO3s] seccato a 140°C, in 1.000 mL di acqua. II titolo di questa soluzione viene determinato
con una soluzione standard di cloruro di sodio [NaCl] usando come indicatore bicromato di
potassio [K,CrOy4].

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 sufficienti) 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 tenendo presente che per concentrazioni di CN™ non superiori a 10 mg L™ occorre
distillare un campione di 500 mL, mentre per concentrazioni superiori a 10 mg L™ occorre una
quantita proporzionalmente 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 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 H3POg. 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 1'acido cianidrico liberato nel recipiente di
raccolta. Dopo questo tempo, interrompere il riscaldamento 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.
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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-
dimetilamminobenzilidenerodanina 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 nella soluzione sottoposta a titolazione.

1.6. Espressione dei risultati

. . . . . . 1 .
La concentrazione in cianuro del campione in esame, espressa in mg L™ viene calcolata con la
seguente formula:

A+C*1000N 26

CN (mgL™) =
BeD
dove:
A = mL dinitrato di argento impiegati nella titolazione dopo aver sottratto i mL. consumati
dal bianco dei reattivi;
B = volume (in mL) di distillato utilizzato per la titolazione;
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;
N = normalita del nitrato di argento;
26 = peso equivalente di CN” espresso in mg.

1.7. Precisione ed accuratezza

I dati di precisione ed accuratezza non sono attualmente disponibili.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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; la
successiva reazione del cloruro di cianogeno cosi ottenuto con piridina da luogo alla formazione
del'aldeide 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 Lt

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
colorato, ed ossidare il CN". Se presenti possono essere rimosse addizionando cautamente un agente
riducente quale 1'acido ascorbico.

I solfuri, che arrecano disturbo sia in fase di distillazione sia al momento del dosaggio, devono
essere rimossi, con 1'aggiunta, a pH 10+11, di carbonato di piombo in polvere finché non si abbia
piu formazione 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 con soluzione di
NaOH.

Alcune sostanze possono provocare colore o torbidita; questa interferenza puo 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.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Apparecchio di distillazione formato da 1 pallone a 3 vie, 1 imbuto da carico, 1 refrigerante ad
acqua, 1 termometro e 2 assorbitori.

—  Spettrofotometro per misure di assorbanza a 620 nm.

2.4. Reattivi

Acido ascorbico [CsHgOg].

Carbonato di piombo [PbCO3].

Solvente per l'estrazione dei grassi (iso-ottano o n-esano o cloroformio)

Soluzione di idrossido di 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.
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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 L'). Sciogliere 50 mg di metilarancio in polvere in
100 mL di acqua.

Soluzione di acido fosforico [H;PO4] all'85%.

Soluzione standard concentrata di cianuro (estremamente tossica) (I mL = I 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.
Controllare 1l titolo ogni settimana con nitrato di argento a titolo noto (metodo di Liebig
modificato).

Soluzione standard diluita I di cianuro (estremamente tossica) (1 ml = 0,01 mg). Diluire 10 mL
della 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 10 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 [CH3COOH] concentrato
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,PO4] e 353 mg di idrogeno fosfato disodico [Na;HPO4] 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™
aggiungendo 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,HPQOy4] anidro in 100 mL di acqua.
Butan-1-olo.

2.5. Procedimento
2.5.1. 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 sufficienti) 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 tenendo presente che, per concentrazioni di CN™ non superiori a 10 mg L™ occorre
distillare un campione di 500 mL, mentre per concentrazioni superiori a 10 mg L™ occorre una
quantita proporzionalmente 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 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 1'imbuto di carico con poca acqua e aggiungere a piccole
dosi 50 mL di H3POs. Riscaldare il pallone per un'ora evitando, per quanto possibile, che il vapor

198



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 1'acido cianidrico liberato nel recipiente di
raccolta. Dopo questo tempo, interrompere il riscaldamento e lasciare raffreddare mantenendo il
gorgogliamento di aria per altri 15 minuti; interrompere il flusso di aria e trasferire il conenuto 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
quattro soluzioni standard ottenute diluendo la soluzione standard piu adatta affinché la misura del
campione rientri nell'intervallo fissato dalla curva di taratura e porre in un altro cilindro 10 mL di
acqua (bianco). Aggiungere 5 mL di idrossido di sodio 0,2 M. Trattare tutte le soluzioni contenute
nei cilindri 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 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 1'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 sviluppare il colore per 20 minuti, diluire portando a volume di 25 mL con
acqua, mescolare e determinare 1'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 aggiungere 1 mL di soluzione di Na,HPO,. Misurare esattamente 10 mL di butan-1-olo che
vengono aggiunti al cilindro. Tappare e mescolare per rovesciamento. Se le due fasi non si separano
entro 3 minuti aggiungere altra soluzione di Na,HPO,4 e mescolare ancora. Prelevare una parte della
fase organica e misurare l'assorbanza a 620 nm contro un bianco ottenuto per estrazione del bianco
dei reattivi.

2.6. Espressione dei risultati

. . . . . . 1 .
La concentrazione in cianuro del campione in esame espressa in mg L™ viene calcolata con la
seguente formula:

A+C-1000

CN (mgL™") =
B+D
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dove:

A = mgdiCN 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 1 e 10 mg di CN" per litro gli scarti possono raggiungere +25%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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
leggermente basico, in presenza di cromato di potassio come indicatore: dopo la precipitazione
quantitativa del cloruro 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 1’argento.

Interferiscono lo ione bromuro, ioduro, cianuro, tiocianato e arseniato che vengono calcolati
come cloruri; ioduri e tiocianati falsano anche il punto di viraggio per fenomeni di adsorbimento.

L’interferenza dei solfuri, tiosolfati e solfiti pud essere rimossa aggiungendo, all’ebollizione,
una soluzione di perossido d’idrogeno al 30%. Gli ortofosfati interferiscono se presenti in
concentrazione superiore a 250 mg L™, poiché precipitano come fosfato d’argento.

11 ferro(III), 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 colorati (rame, nichel, cobalto) disturbano 1’apprezzamento del viraggio.

L’eventuale colorazione o torbidita del campione puo essere eliminata mediante preliminare
trattamento con una sospensione di idrossido di alluminio e/o carbone attivo.

1.3. Apparecchiature

Normale attrezzatura di laboratorio e buretta graduata di volume adeguato.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate con acqua bidistillata e/o
deionizzata e distillata.

Soluzione standard di cloruro di potassio 0,1 N. Pesare 7,45 g di cloruro di potassio [KCI],
previamente 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 soluzione.
Calcolare la normalita N, in base al rapporto:
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P
Nj= ——
74,552

dove P ¢ la quantita 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
acqua, 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, 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.

Effettuare il calcolo dell'esatta normalita della soluzione nel modo seguente:

N1'20
N=———
n

dove N; ¢ la normalita della soluzione di cloruro di potassio, ed n il numero di mL della
soluzione 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,CrO4] in poca acqua,
aggiungere 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 etanolo 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,SO4] (d = 1,84) a 500 mL di acqua. Dopo raffreddamento 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),212H,0] in
1.000 mL di acqua. Scaldare a 60°C e aggiungere 55 mL di soluzione acquosa concentrata di
ammoniaca, lentamente e agitando. Lasciare a riposo per circa 1 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, incolore e priva di sostanze interferenti.

Portare 100 mL di campione (o un’aliquota misurata), decantato, a pH 8,3 con NaOH 1 M o
H,SO4 0,5 M in presenza di fenolftaleina. Se necessario filtrare attraverso una membrana filtrante
da 0,45 um. Lavare il precipitato piu 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
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precipitato. Aggiungere 1 o pit mL di soluzione di perossido 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 che 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.

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 acqua, trattata in modo analogo al campione.

1.6. Espressione dei risultati

La concentrazione degli ioni cloruro nel campione ¢ data dalla formula:

(a-b)eN
Cl (meqL)=——— «1.000
C
dove:
a = volume, in mL, di soluzione standard di AgNO3 consumata per la titolazione del
campione;
b = volume. in mL, di soluzione standard di AgNOs3, consumata per la titolazione del
bianco;
N = lanormalita della soluzione standard di AgNOs;
C = il volume, in mL, del campione d'acqua prelevato.

Per avere la concentrazione in mg L
Cl' (mg L") = CI' (meq L) « 35,45
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, paria 0,35 mg di CI.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/9297
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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2. Determinazione argentometrica per via potenziometrica

2.1. Principio del metodo

Il metodo descritto consente la determinazione in ambiente acido per acido nitrico, in modo
molto accurato anche per piccole quantita di cloruri. Il metodo ¢ applicabile a soluzioni colorate e/o
torbide e non ha molte interferenze se non si tratta di sistemi fortemente ossidanti o fortemente
riducenti o complessanti o che precipitano Ag* in ambiente acido.

Il metodo si basa sulla titolazione potenziometrica dello ione cloruro con una soluzione titolata
di nitrato d'argento in ambiente acido. La variazione del potenziale ¢ seguita con la coppia, elettrodo
d'argento (elettrodo indicatore) ed elettrodo a calomelano saturo (elettrodo di riferimento).

2.2. Interferenze e cause di errore

Il metodo consente, in certe condizioni, 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(Ill), come descritto al punto 1.5.1.

La presenza di sostanze fortemente ossidanti puo nuocere al funzionamento dell'elettrodo
indicatore, in quanto puo dar luogo alla formazione di depositi di un prodotto di ossidazione
dell'argento sull'elettrodo stesso.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio e buretta graduata di volume opportuno.

— Potenziometro, sensibilita 2 mV (potenziale da -500 mV a + 500mV).

— 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 I'elettrodo a calomelano. E munito alle sue estremita
di diaframmi porosi.

— Agitatore elettromagnetico, con barretta rivestita di teflon.

2.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni preparate con acqua bidistillata e/o
deionizzata e distillata.

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
acqua, 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 titolazione 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],
previamente 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 soluzione, la cui
normalita N, si calcola in base al rapporto:

205



P
N= ——
74,552

dove P ¢ la quantita esattamente pesata al mg di cloruro di potassio. Si consiglia di rinnovare la
soluzione ogni mese.

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,40).

Nitrato di potassio [KNO3]. Soluzione satura a temperatura ambiente.

Agar-agar esente da cloruri.

2.5. Procedimento

2.5.1. Pretrattamento

Mediante opportuno pretrattamento possono essere eliminate le interferenze descritte al punto
2.2. Tutti gli alogenuri, fluoruro escluso, possono 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 1 bromuri e/o gli ioduri siano in eccesso rispetto ai 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 puo essere effet-
tuata mediante pretrattamento con acido ascorbico oppure con altra 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»O,, e all'ebollizione, seguito da un'eventuale
filtrazione e acidificazione del filtrato con acido nitrico. L'interferenza dei cianuri, tiocianati e
solfuri viene ugualmente eliminata con trattamento ossidante in ambiente alcalino, mediante
ebollizione prolungata.

2.5.2. Controllo del titolo della soluzione di nitrato d'argento 0,1 N

Prelevare 5 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 effettuare la standardizzazione in presenza delle stesse quantita di tutti i reattivi utilizzati in
tale operazione. Addizionare il contenuto di ogni beaker di 2 mL di HNOj; concentrato, oppure della
quantita necessaria per neutralizzare la soluzione, pitt un eccesso di 2 mL di HNOs e di una quantita
d'acqua sufficiente a portare il volume a 100 mL circa. Introdurre nel beaker la barretta magnetica,
porre il beaker sull'agitatore e iniziare I'agitazione. Immergere 1'elettrodo d'argento nella soluzione e
ad essa collegare 1'elettrodo di riferimento tramite ponte salino. Misurare il potenziale, mediante
apparecchiatura potenziometrica, dopo averne verificato lo zero. Aggiungere rispettivamente 4 € 9
mL della soluzione di AgNOs 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 aggiunta, la sua stabilizzazione. Scrivere nelle prime due colonne di una tabella i volumi
man mano aggiunti con i corrispondenti potenziali. In una terza colonna registrare gli incrementi
successivi del potenziale E, A;E. Su una quarta colonna annotare le differenze successive (AzE)
positive o negative, tra gli incrementi di potenziale AjE. La fine della titolazione corrisponde
all'aggiunta di AgNO3, che da il valore massimo di A(E. Per calcolare il volume esatto V,, della
soluzione di AgNOs corrispondente alla fine della titolazione, applicare la formula:

Veq:V0+V1 'p/P
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dove:
Vo = volume, in mL, della soluzione di AgNOs, immediatamente inferiore all'aggiunta che

fornisce l'incremento massimo AE;

Vi = volume, in mL, della soluzione di AgNO; corrispondente all'ultima aliquota aggiunta;
p = ultimo valore di A;E con il segno +;
P = somma dei valori assoluti dell'ultimo AE con il segno + e del primo AE con il segno -;

Nell’ Allegato viene riportato un esempio di calcolo.
Il titolo della soluzione di AgNOs, espresso in normalita, ¢ dato dalla formula:

N = N1 d 5/(V2—V3)

dove:
N; = titolo, espresso in normalita, della soluzione standard di KCI, in questo caso 0,1 N;
V, = valore, in mL, di V4 corrispondente alla titolazione di 10 mL della soluzione standard
di KCI;
V3 = valore, in mL, di V4 corrispondente alla titolazione di 5 mL della soluzione standard di
KCI;
5 = differenza, in mL, tra i due volumi prelevati della soluzione standard di KCL

2.5.3. Calcolo del valore del bianco
Il valore del bianco dei reagenti, b, ¢ dato, in mL, dalla formula:

b=2V;3-V;

dove V; e V3 hanno lo stesso significato che al punto 2.5.2.

2.5.4. Titolazione del campione

Titolare il campione, che non deve contenere pilt di 35 mg di ione cloruro, con la soluzione
standard di AgNOs 0,1 N, secondo le modalita descritte nel controllo del titolo della soluzione di
nitrato d'argento 0,1 N, ma senza tener conto dell'istruzione relativa all'aggiunta di 4 e 9 mL della
soluzione di AgNOs.

2.6. Espressione dei risultati

La concentrazione degli ioni cloruro nel campione ¢ data dalla formula:

(a-b)eN
Cl (meqL)=———— «1.000
C
dove:
a = volume, in mL, di soluzione standard di AgNO3 consumata per il campione;
b = volume, in mL, di soluzione standard di AgNO3, consumata per il bianco;
N = lanormalita della soluzione standard di AgNOs;
C = il volume, in mL, del campione d'acqua prelevato.

. . 1
Per avere la concentrazione in mg L™:
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Cl' (mg L") =CI (meq L") * 35,45

2.7. Precisione ed accuratezza
La precisione del metodo pud essere aumentata ricorrendo alla potenziometria derivata.
ALLEGATO
Esempio di calcolo di V4

Elettrodo indicatore argento
Elettrodo di riferimento calomelano saturo

Volume della
soluzione di | Potenziale AE AE
AgNO3
mL mV mV mV
4,80 176
35
4,90 211 +37
72
5,00 283 -49
23
5,10 306 -10
13
5,20 319

Veq=4,9+0,137/(37+49) = 4,943

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Cobalto

1. Determinazione per assorbimento atomico con APDC

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso tra il cobalto e il pirrolidinditiocarbammato
d'ammonio (APDC) ad un determinato pH. La fase organica, ottenuta successivamente per
estrazione del complesso con metilisobutilchetone (MIBK), viene aspirata direttamente nella
fiamma aria-acetilene di uno spettrofotometro di assorbimento atomico e 1'assorbanza misurata alla
lunghezza d'onda di 240,7 nm.

Il metodo consente la determinazione nell'intervallo di concentrazione da 0,03 a 10 mg |
Concentrazioni piu 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, rame, manganese, argento,
cromo fino ad un totale complessivo di 30 mg L, non impedisce la chelazione e l'estrazione
quantitativa del cobalto. Particolare attenzione in questa fase deve essere rivolta al controllo del
valore del pH. La presenza di detti elementi complessabili, in concentrazioni superiori al citato
limite, puo provocare un errore in difetto che viene eliminato aggiungendo ulteriori quantita 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 complessabili dall'APDC,
eventualmente presenti nella matrice, vengono eliminate con l'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
operazione va effettuata immediatamente prima dell’uso.

— Spettrofotometro ad assorbimento atomico munito di bruciatore per fiamma aria-acetilene e
corredato possibilmente di dispositivo per la correzione automatica dell'assorbimento non
specifico e di tutti gli altri indispensabili accessori.

— pH-metro, corredato di coppia di elettrodi vetro calomelano.
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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 pS cm™).

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E
necessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perche il
solvente ¢ 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
secondi in un imbuto separatore, lasciar separare, recuperare lo strato inferiore e scartare il
MIBK. La soluzione deve essere preparata giornalmente.

Soluzione di acido nitrico [HNO;3] (1+1). Aggiungere un volume di HNOs 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;3 I M. Diluire 45 mL di HNO3 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.

Soluzione standard madre di cobalto (I mL = 0,1 mg Co). Sciogliere 0,1 g di metallo (Co) nella
minima quantita di HNO3 (1+41), aggiungere 10 mL di HCl (1+1) e diluire a 1.000 mL con
acqua. E 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 opportunamente
la soluzione standard madre, cosi da avere la concentrazione del campione in esame compresa in un
intervallo di concentrazione ottimale per lo strumento.

Portare 100 mL di ogni standard e 100 mL di un bianco, costituito da acqua esente da metalli, a
pH 3 aggiungendo HNO3; 1 M o NaOH 1 M. Trasferire ciascuno standard e il bianco in altrettanti
imbuti separatori da 200 mL, addizionare 1 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 e 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 di ciascun
imbuto in modo da rendere lo strato organico accessibile al tubo di aspirazione del bruciatore.
Aspirare gli estratti organici direttamente nella fiamma (azzerando lo strumento con il bianco
costituito da acqua satura di MIBK) e registrare 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 HNOz 1 M o NaOH 1 M. Trasferire
il campione in un imbuto separatore da 200 mL, addizionare 1 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 e MIBK ¢ 40/1 in volume). Lasciare separare le fasi nell'imbuto
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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 al tubo di aspirazione del bruciatore.
Aspirare I’estratto organico direttamente nella fiamma e registrare 1’assorbanza.

Per evitare problemi associati con l'instabilita del complesso metallico estratto, determinare il
cobalto immediatamente dopo 1'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%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia
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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
fiamma aria-aceti-lene o ossido di diazoto acetilene.

Questo metodo consente la determinazione diretta del cromo totale in campioni di acque di
scarico e di acque naturali nell'intervallo di concentrazione 0,1+10 mg L. L'intervallo pud essere
esteso a concentrazioni 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! ciascuno) e magnesio (30 mg L'l) provocano interferenza
negativa. In soluzione di 8-idrossichinolina (10 g L) non interferiscono 700 mg L™ di ferro e 10
mg L' di nichel e cobalto, nonché 1 g L™ di magnesio.

Interferiscono positivamente il potassio se presente in concentrazioni superiori a 500 mg L.

Non interferiscono sodio, solfati e cloruri (ognuno fino a 9 mg L™), calcio e magnesio (ognuno
fino a 1 mg L'l), nitrati (fino a 2 mg L'l) e cadmio, piombo, rame, zinco, ferro, nichel (fino a 10 mg
L1 cia-scuno). Tuttavia Na*, CI', SO4~, HPO,™ e sostanze organiche, se presenti in concentrazioni
elevate, possono provocare alterazioni nella dinamica di aspirazione del liquido e nelle condizioni
chimico-fisiche della fiamma, con ripercussioni negative sulla risposta strumentale.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tra 1 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
dell'assorbimento non specifico, di lampada a catodo cavo per il cromo, e, possibilmente, di
registratore grafico adatto, nonché di bruciatore aria-acetilene o ossido di diazoto-acetilene.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua utilizzata deve essere distillata e/o
deionizzata.
Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).
Soluzione di acido nitrico diluito (1+3). Aggiungere a 3 volumi di acqua un volume di acido nitrico
concentrato.
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Soluzione standard di cromo (I mL = 0,05 mg di Cr). Pesare 0,1414 g di bicromato di potassio
[K»2Cr;07], 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.

1.5. Procedimento

Eseguire tutte le operazioni consigliate dal manuale di istruzione per il funzionamento dello
spettrofotometro. 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 1’assorbanza risulta indipendente dalla
stato di ossidazione del cromo.

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 Lt

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 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.

1.6. Espressione dei risultati

Riportare sul grafico di taratura i valori delle misure effettuate sul campione, sempre dopo aver
sottratto 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 l'accuratezza essa ¢ dello stesso ordine di grandezza. Questi dati sono riferiti all'intero
intervallo di concentrazioni preso in esame nel presente metodo.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/9174
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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2. Determinazione del cromo(VI)

2.1. Principio del metodo

La formazione del composto Cr(VI)-pirrolidinditiocarbammato permette 1’estrazione selettiva in
metilisobutilchetone del cromo(V]) rispetto al cromo(III). La successiva distruzione del complesso
organico e la solubilizzazione del cromo in soluzione acquosa consente la determinazione tramite
spettrofotometria di assorbimento atomico alla lunghezza d'onda di 357,9 nm.

Il 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 |

Campioni di acqua di mare possono essere analizzati solo con livelli di cromo(VI) bassi.
Concentrazioni piu elevate possono essere determinate procedendo ad opportune diluizioni.

2.2. Interferenze e cause di errore

I metodo pud 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 1 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
dell'assorbimento non specifico, di lampada a catodo cavo per il cromo, e, possibilmente, di
registratore grafico adatto, nonché di bruciatore aria-acetilene o ossido di diazoto-acetilene.

— Imbuti separatori, possibilmente in vetro pirex, da 500 mL.

2.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua utilizzata deve essere distillata e/o
deionizzata.

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

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d’ammonio (APDC) all’l%. 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
concentrata.

Carte indicatrici di pH per l’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
diluire ad 1.000 mL con acqua.

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).
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Soluzione di acido nitrico diluito (1+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 (I mL = 0,05 mg di Cr(VI)). Pesare 0,1414 g di dicromato di
potassio [K,Cr,0O7], 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 (I 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
spettrofotometro. In particolare per il bruciatore aria-acetilene regolare i flussi dei gas in maniera da
ottenere una fiamma non ossidante, inserire la lampada per il cromo e selezionare la lunghezza
d'onda di 357,9 nm.

2.5.1. 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 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 1 minuto, lasciare raffreddare e portare
a volume 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.

Aggiungere 5 mL di soluzione all’1% di APDC in acqua; con cartine indicatrici aggiustare il pH
al valori di 30,5 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.
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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 1 minuto, lasciare raffreddare e portare
a volume di 10 mL in pallone tarato agitando bene per I’omogenizzazione.

Le soluzioni cosi ottenute vengono nebulizzate in fiamma. 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.

2.5.3. Determinazione

Procedere alla nebulizzazione in fiamma 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
sottratto il bianco, risalendo in tal maniera alla concentrazione in cromo(VI) espressa in ug 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 salinita e concentrazione.
L’accuratezza puo essere espressa da un errore relativo inferiore al 10%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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3. Determinazione del cromo(III)

3.1. Principio del metodo

Il metodo consiste nella separazione ed eliminazione del Cr(VI) dal campione mediante
estrazione del complesso APDC-Cr(VI) e successiva determinazione del Cr(IIl) mediante
spettrofotometria di assorbimento atomico in fiamma alla lunghezza d’onda di 357,9 nm.

Il metodo consente la determinazione del Cr(III) in acque naturali e di scarico (escluse le acque
di mare) nell’intervallo di concentrazione 0,1+10 mg L. Concentrazioni maggiori possono essere
rilevate previa diluizione del campione.

3.2. Interferenze e cause di errore

Ferro, nichel e cobalto (0,1 mg L! ciascuno) e magnesio (30 mg L'l) provocano interferenza
negativa. In soluzione di 8-idrossichinolina (10 g L) non interferiscono 700 mg L™ di ferro e 10
mg L' di nichel e cobalto, nonché 1 g L™ di magnesio.

Interferiscono positivamente il potassio se presente in concentrazioni superiori a 500 mg L.

Non interferiscono sodio, solfati e cloruri (ognuno fino a 9 mg L™), calcio e magnesio (ognuno
fino a 1 mg L™ nitrati (fino a 2 mg L") e cadmio, piombo, rame, zinco, ferro, nichel (fino a 10 mg
L' ciascuno). Tuttavia Na*, CI, SO,~, HPO,~ e sostanze organiche, se presenti in concentrazioni
elevate, possono provocare alterazioni nella dinamica di aspirazione del liquido e nelle condizioni
chimico-fisiche della fiamma, con ripercussioni negative sulla risposta strumentale.

3.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Tra 1 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
dell'assorbimento non specifico, di lampada a catodo cavo per il cromo, e, posibilmente, di
registratore 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 1 reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua utilizzata deve essere distillata e/o

deionizzata.

Acido nitrico concentrato [HNO3] (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
concentrata.

Carte indicatrici di pH per l’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
diluire ad 1.000 mL con acqua.
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Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E
necessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perche il
solvente ¢ infiammabile e particolarmente tossico. Conservare in bottiglia di vetro.

Soluzione di pirrolidinditiocarbammato d’ammonio (APDC) all’l1%. 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 di Cr). Pesare 0,1414 g di bicromato di potassio
[K2Cr;07], 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
spettrofotometro, 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 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.

Per la determinazione del cromo(I1) la fase acquosa viene trattata come riportato al punto 3.5.3.
mentre 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 |

Le soluzioni cosi preparate vengono nebulizzate direttamente in fiamma. 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.

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
sottratto il bianco, risalendo in tal maniera alla concentrazione in cromo(Ill) espressa in mg L
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3.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate presso 6 laboratori differenti su campioni di acque di scarico con
.. . . 1 .. .. ..
concentrazioni medie di 2 mg L™ hanno mostrato valori di precisione (come deviazione standard
relativa) e accuratezza (come scarto teorico) inferiori al 5%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia
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(Washington, APHA).

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

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

Il 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
indicati in seguito, nell'intervallo di concentrazione da 0,05 a 5 mg L' di Fe. L'intervallo che
fornisce i risultati pilt attendibili & compreso tra 0,6 ¢ 5 mg L. Per concentrazioni superiori a 5 mg
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 5 mg L ciascuno.

Cromo, manganese, cobalto, nichel, rame, zinco, palladio, argento, cadmio, stagno, piombo,
litio, mercurio, selenio, alluminio, antimonio, arsenico, vanadio, boro, molibdeno non interferiscono
se presenti fino a 100 mg L™ ciascuno.

Nelle condizioni del metodo viene eliminata l'interferenza dovuta alla silice se presente fino a
200 mg L.

1.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato possibilmente di dispositivo per la
correzione 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 [HNO3] (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+41) riscaldando. Raffreddare e diluire a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard diluita di ferro (1,0 mL = 0,1 mg di Fe). Diluire 100 mL della soluzione
standard concentrata di ferro e 5 mL di HNOj3 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 mL di HNOj; concentrato a 1.000 mL con acqua.

223



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
opportunamente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro
beaker 100 mL di acido nitrico (14+199) (bianco). La concentrazione di ferro nel campione deve
risultare 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 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
opportunamente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro
beaker 100 mL di acido nitrico (14+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 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 trasferire la soluzione in un matraccio 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. 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
opportunamente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro
beaker acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di ferro nel campione deve risultare
compresa tra 1 valori 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 'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungere altri 5 mL di
acido nitrico. Coprire 1 beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso numero di
volte necessario per ottenere la digestione 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 ferro, espresse in mg L™, e in ordinata i corrispondenti
valori di assorbanza corretti dal valore del bianco.
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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
attraverso una membrana con pori 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 ridotto a 15+20 mL evitando che l'evaporazione sia violenta. Raffreddare e
trasferire la soluzione in un matraccio da 100 mL. Portare a volume con acqua. Aspirare la
soluzione ed effettuare le letture delle assorbanze.

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 l'evaporazione sia violenta. Raffreddare il beaker e aggiungere altri
5 mL di acido nitrico. Coprire il beaker con vetrino da orologio e ripetere il trattamento il numero di
volte necessario per ottenere la digestione completa del campione (ci0 ¢ 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 e il vetrino da orologio con acqua e portare a volume di 100 mL in matraccio
tarato. Aspirare 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
.. . . 1
taratura, si risale alla concentrazione del ferro 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 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 aggiunte compresi tra il 99 e il 100%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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2. Determinazione colorimetrica (acque marine)

2.1. Principio del metodo

I ferro(I1I), in ambiente tamponato a pH 4, viene ridotto a Fe(II) 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 puo essere determinato spettrofometricamente alla
lunghezza d’onda di 533 nm.

11 metodo consente la determinazione del ferro per concentrazioni di 1,4+200 ug L™, purché si
utilizzino per determinazione celle con cammino ottico opportuno: 10 cm fino a 70 ug L™, 5
cmfinoa ~ 140 ug L™, e 1 cm per concentrazioni superiori a 140 ug L™,

2.2. Interferenze e cause di errore

Le sostanze maggiormente interferenti sono quelle fortemente ossidanti e/o riducenti che
reagiscono con l’idrossilammina, e 1 metalli che vengono complessati dalla batofenantrolina.
Tuttavia in acque marine, tali sostanze ed elementi non dovrebbero essere presenti in concentrazioni
tali da produrre interferenze.

Non interferiscono manganese, alluminio, zinco, magnesio, sodio, silice nitrati e ortofosfati, se
presenti in concentrazione inferiore a 1 mg L' e inoltre non interferiscono solfati, nitrati, acetati e
perclorati.

Il 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 si voglia determinare solo il ferro solubile & necessario filtrare, possibilmente sul
posto, il campione attraverso una membrana da 0,45 um e procedere all’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
cm.

— Imbuti separatori con rubinetto in teflon.

2.4. Reattivi

Tutti 1 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
concentrato 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 [HNO3] (d =1,42).

Soluzione di cloruro di idrossilammonio al 10%. Sciogliere 10 g di cloruro di idrossilammonio
[NH,OHeHCI] in 100 mL di acqua. Impurezze di ferro eventualmente presenti possono essere
eliminate attraverso successive aggiunte di 5 mL di soluzione di batofenantrolina ed estrazioni
con alcool isoamilico. Tale procedura deve essere ripetuta fino a quando la fase organica non
risulti incolore. Conservare la soluzione in bottiglie di polietilene.
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Acido acetico glaciale [CH;COOH] (d = 1,05).

Soluzione tampone di acetato di ammonio. Sciogliere 250 g di acetato di ammonio [CH3;COONH,4]
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-
fenantrolina] in 100 mL di alcool etilico e, quindi aggiungere 100 mL di acqua. La soluzione,
conservata in bottiglie di polietilene, ¢ stabile indefinitamente.

Alcool iso-amilico [(CH,),CHCH,CH,OH] (d = 0.81).

Soluzione standard concentrata di Fe (I mL = I mg). Utilizzare come standard di Fe la soluzione
disponibile in commercio per assorbimento atomico, oppure prepararla sciogliendo in poca
acqua contenente 6 mL di acido nitrico concentrato, 702 mg di solfato di ferro(II) e ammonio
[(NHy),Fe(S0O4)2°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
concentrata di Fe e trasferire in un matraccio da 500 mL contenete poca acqua e 3 mL di HNO;
concentrato, diluire infine il volume a 500 mL.

Acetone [CH;COCH;] (d = 0.79).

Acqua di mare sintetica. Sciogliere in 1.000 mL di acqua i seguenti sali: NaCl 24,53 g; MgCl,*6
H,O 11,1 g; Na;SO4 4,09 g; CaCl,*2H,0 1,54 g; KC1 0,69 g; NaHCO3 0,2 g; KBr 0,1 g; H;BO3
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 diluito 0,48 N, quantita note della soluzione standard diluita di Fe e precisamente: O
(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 pug |

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, agitare 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 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 nei cilindri e portare a 35 mL con aggiunta di acetone che elimina
il rischio 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.
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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, e 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 € la fase organica in un
cilindro graduato da 50 mL. Alla fase acquosa raccolta nel secondo imbuto separatore 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 rischio di intorbidimento della soluzione, dovuto alla presenza di goccioline di acqua.

Leggere '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 esame, corretto del valore del bianco, si
ricava, dalla curva di taratura la concentrazione del Fe in ug L™.

2.7. Precisione ed accuratezza

La precisione del metodo varia con la quantita di ferro presente.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/6332
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Floruri
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 fluoruro 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
calcolare il potenziale dell'elettrodo indicatore e da questo l'attivita e la concentrazione dello ione
fluouro, in quanto correlate al valore del potenziale dall'equazione:

RT RT
E = E*-23¢ * log ag = E*-23¢ *log (Cg e fp)
F F
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,Crfr = 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, dovute 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 ridurre le difficolta connesse alla
possibile complessazione dello ione fluoruro da parte di ioni metallici che lo trasformano in specie
rispetto alle quali I’elettrodo a membrana non risulta piu indicatore. Nel caso di scarichi industriali
fortemente basici (pH 12) ¢ necessario sostituire 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.
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Il metodo si applica alla determinazione dei fluoruri in acque naturali, di scarico e salmastre
nell’intervallo di concentrazione 0,1+1.000 mg Lt

1.2. Interferenze e 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 traformazione del fluoborato in fluoruro.

Lo stesso accorgimento deve impiegarsi nel caso della presenza di composti fluoro-organici o
comunque quando si abbiano dubbi o notizie non complete sulla forma in cui il fluoruro ¢ presente,
tenendo conto del fatto che il tampone di forza ionica preserva soltanto dalla complessazione del
fluoruro da parte di cationi polivalenti come Al(II), Fe(IIl), e dalla interferenza di fosfati e Si(IV)
nonché di polifosfati e Cr(III) 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 entrambe le interferenze producono valori sperimentali in difetto rispetto ai valori
teorici.

I tensioattivi cationici, anionici € 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
diverso dal vetro.

— Agitatore magnetico con barretta ricoperta di teflon.

— Apparecchio di distillazione.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I’acqua deve essere distillata e deionizzata.

Soluzione di idrossido di sodio 5 N. Sciogliere in 1.000 mL di acqua circa 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,SO4] (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 [CsH;NaO;*H,O]. Raffreddare a temperatura
ambiente 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 adeguatamente innalzata fino ad un valore pari a circa il 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 l’acido trans-1,2-diamminocicloesan-N,N,N,N;,-
tetracetico (CyDTA) che va aggiunto nella quantita di 2 g per 1 L di soluzione tampone. Ove
infine vengano analizzate acque per le quali si prevede un rapporto F/ioni metallici
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particolarmente basso (107°+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 1I’imbuto di carico, lentamente 200 mL di acido solforico concentrato. Introdurre anche
una barretta magnetica di teflon di circa 2 cm. Preliminarmente disporre sotto il pallone 1’agitatore
elettromagnetico provvisto di vaschetta di refrigerazione. Terminata I’operazione di carico sostituire
il sistema refrigerazione-agitazione con il mantello riscaldante e portare la temperatura del liquido,
all’interno del pallone, a 180°C precisi. Distillare 1 400 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 1’agitazione il campione di acqua in esame (ad es. 300 mL).
Risostituire il sistema refrigerazione-agitazione con il mantello riscaldante ed iniziare la
distillazione lentamente finche la temperatura del liquido, all’interno del pallone, non raggiunga i
180°C. Per evitare un eccessivo 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; 2 mg Lt di NaF)
in altrettanti beaker insieme a 10 mL della soluzione tampone. Agitare la soluzione per 30 secondi e
misurare 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 si ¢ stabilizzato (il
tempo di attesa ¢ tanto maggiore quanto piu 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 sperimentali.

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
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concentrazione sia circa da 10 a 100 volte maggiore di quella incognita ed altri 5 mL di soluzione
tampone. Misurare 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 aggiunta e leggere il valore della f.e.m. Riportare in grafico, in funzione del volume
aggiunto (V) di soluzione standard, la grandezza

(V+20) » 10%°%!

dove E ¢ la f.e.m. misurata (in mV) dopo ogni aggiunta e 20 ¢ il volume iniziale in mL. 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
da cui:
0,17
C =Cp»
0,50 « 10**°*!' ~ 0,33

dove:
Cy = concentrazione incognita;
Ca = concentrazione della soluzione standard aggiunta;
Q = CJ/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 1'aggiunta.

Se si ¢ utilizzato il metodo delle aggiunte multiple ricavare la concentrazione dello ione fluoruro
(Cy) espressa in mg L™ dall'espressione:

20
dove 20 ¢ il volume iniziale in mL della soluzione € Cn € la concentrazione della soluzione standard

impiegata per le aggiunte e Vs deriva da 1.5.4.
233



1.7. Precisione ed accuratezza

L'accuratezza varia secondo il metodo impiegato ed ¢ comunque compresa fra 43 e +7%;
risultati piti accurati si ottengono con il metodo delle aggiunte multiple. Per quanto concerne la
precisione non ci sono per il momento dati disponibili.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia

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

12 ed. 2001
Coordinatore dei metodi:
Girolamo Mecella
Direttore della collana:
Paolo Sequi
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Fosforo
1. Determinazione colorimetrica (fosforo solubile)

1.1.  Principio del metodo

Il 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 trovarsi in forma solubile ed in forma particellata.

Gli ioni ortofosfato reagiscono con il molibdato di ammonio ed il tartrato di ossido di antimonio
e potassio, in ambiente acido, formando un eteropoliacido che viene ridotto con acido ascorbico a
blu di molibdeno, intensamente colorato.

Il metodo puo essere impiegato per acque naturali, comprese le acque marine, in un intervallo di
concentrazione di fosforo compreso tra 0,03 ¢ 0,3 mg L™.

Per campioni a concentrazione fino a 5 volte inferiore a 0,03 mg L™ occorre impiegare vaschette
con cammino ottico maggiore di 1 cm ed effettuare la taratura con standard opportunamente diluiti.

1.2. Interferenze e cause di errore

I1 Cu(II) ed il Fe(III) non interferiscono se presenti in quantita inferiori rispettivamente a 10 e 50
mg L™'; il Cr(VI) ed i nitriti danno interferenza negativa pari al 3% se presente in concentrazione
superiore ad 1 mg L™ ed al 10+15%, se superiore a 10 mg L™'; solfuri e composti del silicio non
interferiscono se presenti in concentrazioni inferiori rispettivamente a 1 (S) e 10 (SiO,) mg L™'; per
quanto concerne i composti del silicio, 20 mg L™ di SiO, corrispondono a circa 0,005 mg L™ di P;
gli arseniati interferiscono 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 cm (o superiore a
seconda delle esigenze) adatto per misure inorno 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 sensibilita.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reagenti debbono essere puri per analisi e l'acqua usata deve essere bidistillata o
deionizzata e distillata.
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Soluzione di molibdato di ammonio. Sciogliere 15 g di eptamolibdato (VI) di esammonio tetraidrato
[(NH4)6M070,4°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 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 conservare la
soluzione in bottiglie di vetro.

Soluzione di acido ascorbico. Sciogliere 27 g di acido ascorbico [C¢HgOs] in 500 mL di acqua.
Conservare la soluzione in bottiglie di polietilene ed in frigorifero. In tal modo ¢ stabile per
molti mesi. Non si pu0 mantenere la soluzione alla temperatura ambiente per piu di due o tre
giorni.

Soluzione di tartrato di ossido di antimonio e potassio. Sciogliere 0,34 g di tartrato di ossido di
antimonio(III) e di potassio emiidrato [(K(SbO)C4H40¢),°H>0] in 250 mL di acqua, scaldando
se necessario. 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
soluzione di acido solforico, 100 mL di soluzione di acido ascorbico ¢ 50 mL di soluzione 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 (I mL = 0,1 mg di P). Sciogliere con acqua 0,4393 g di
diidrogenofosfato di potassio anidro [KH,PQOy4], 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
cloroformio. La soluzione ¢ stabile per molti mesi.

Soluzione standard diluita di fosforo (I mL = 0,001 mg di P). Prelevare 10 mL della soluzione
standard 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 acqua
prelevata con apposita buretta. Aggiungere 10 mL di reagente misto, mescolando
contemporaneamente. Dopo 10 minuti leggere 1’assorbanza rispetto al bianco.

Costruire il grafico di taratura ponendo in ordinata le assorbanze ed in ascissa le corrispondenti
quantita 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 trovino valori di bianco troppo
alti, controllare 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
intorno a 710 nm, si avra una certa perdita di sensibilita che pu0 essere compensata impiegando va-
schette con cammino ottico di 5 cm.

237



1.6. Espressione dei risultati

Il contenuto di fosforo nel campione, presente come ortofosfato, ed espresso in mg L™ & dato

dalla seguente espressione:
P(mgL") = 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'l, ¢ 0,01, a livello di concentrazione di 0,03 mg L'l, mentre € di 0,018 a livello di
concentrazione di 0,3.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/6878
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

2. Determinazione colorimetrica (fosforo totale)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa su una preliminare trasformazione di tutti i composti del fosforo, organici ed
inorganici, a ortofosfati mediante mineralizzazione acida con persolfato di potassio. Eventuali
fosfati di metalli pesanti presenti in composti particolarmente resistenti all’attacco dei reagenti
potrebbero non essere solubilizzati.

Gli ioni ortofosfato vengono quindi fatti reagire con il molibdato d'ammonio ed il tartrato di
antimonio e potassio, in ambiente acido, in modo da formare un eteropoliacido che viene ridotto a
blu di molibdeno, intensamente colorato.

Il metodo ¢ applicabile a campioni di acque naturali, incluse le acque di mare, nell'intervallo di
concentrazione compreso tra 0,06 ¢ 0,6 mg L™, per un'aliquota di 50 mL di acqua in esame. Per
concentrazioni piu elevate occorre diluire opportunamente il campione. Per campioni 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.
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2.2. Interferenze e cause di errore

Nella soluzione in cui viene misurata l'assorbanza, il Cu(Il) ed il Fe(IIl) non interferiscono, se
presenti in quantita inferiori rispettivamente a 10 e 50 mg L™'; il Cr(VI) da interferenza negativa pari
al 3%, se presente in concentrazione superiore ad 1 mg L™ ed al 10+15%, se superiore a 10 mg L™';
composti del silicio possono interferire: 20 mg L™ di SiO; corrispondono a circa 0,005 mg L™ di P;
i nitrati non interagiscono se presenti in concentrazione inferiore a 100 mg L'; gli arseniati
interferiscono 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 tarati 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 sensibilita.

— Beute pyrex da 250 mL con tappo a vite e guarnizione di politetrafluotoetilene (teflon).

— Autoclave o stufa termostatata.

— Centrifuga.

2.4. Reattivi

Tutti 1 reagenti debbono essere puri per analisi e l'acqua usata deve essere bidistillata o
deionizzata e distillata.

Soluzione di molibdato di ammonio. Sciogliere 15 g di eptamolibdato(VI) di esammonio tetraidrato
[(NH4)6M070,4°4H,0] in 500 mL di acqua. La 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
conservata in bottiglie di vetro.

Soluzione di acido ascorbico. Sciogliere 27 g di acido ascorbico [CcHgOg] in 500 mL di acqua.
Conservare 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)C4H4O¢)2°H,0 in 250 mL di acqua, scaldando se
necessario. 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 acido
solforico, 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 (I mL = 0,1 mg P). Sciogliere con acqua 0,4393 g di
diidrogenofosfato di potassio anidro (KH,POQy,), 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
cloroformio. La soluzione ¢ stabile per molti mesi.
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Soluzione standard di diluita fosforo (I mL = 0,001 mg P). Prelevare 10 mL della soluzione
standard di fosforo concentrata e diluire a 1.000 mL con acqua in matraccio tarato.

Soluzione di acido solforico 10 M. Aggiungere a 40 mL di acqua 55 mL di acido solforico
concentrato [H,SO4] (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 soluzione deve
essere conservata in bottiglia di plastica.

Persolfato di potassio. Perossodisolfato di dipotassio [K,S,0s] 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; 15; 20; 30 mL
della soluzione 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 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 e trasferire le beute in autoclave a 120°C per 30 minuti o in stufa
termostatata 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 (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 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 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 pud essere compensata
impiegando vaschette con cammino ottico di 5 cm.

Costruire il grafico di taratura ponendo in ordinata le assorbanze ed in ascissa le corrispondenti
quantita 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 Vi
opportuno e prelevarne 50 mL.

Introdurre nella beuta pyrex con tappo a vite 1 50 mL. Aggiungere una goccia di fenolftaleina e
aggiustare 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 e trasferire la beuta in autoclave a 120°C per 30 minuti o
in stufa termostatata 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 (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 colorazione rosa e diluire con acqua al volume
di 100 mL. Aggiungere 10 mL di reagente misto, mescolando contemporaneamente. Se la soluzione
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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 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.

2.6. Espressione dei risultati

Per il calcolo del contenuto di fosforo totale nel campione, espresso in mg L', utilizzare
l'espressione:

P V420
P(mgL") =
\"
dove:
P, = Quantita di fosforo ricavato dal grafico di taratura;
Vi = Volume in mL al quale si ¢ diluito eventualmente il campione;
vV = volume in mL dell'aliquota prelevata.

Se il campione non ¢ stato preliminarmente diluito V4 = V.

2.7. Precisione ed accuratezza

Su campioni di acque naturali a concentrazioni comprese tra 20 e 100 ug L™ si sono ottenuti
valori di deviazione standard relativa intorno al 5%. Sugli stessi campioni sono state effettuate
prove di recupero di aggiunte standard ottenendo rese superiori al 98%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e di mare per concentrazioni comprese fra
0,05 e 5 mg L' di Mg. Concentrazioni pitt 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.

Per acque ad elevata salinita, dopo opportune diluizioni, si ricorrera al metodo delle aggiunte
per evitare 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 bruciatore per aria-acetilene e di tutti gli
accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti 1 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 g di ossido di lantanio [La;Os] in poca acqua,
aggiungere 250 mL di acido cloridrico concentrato e 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
minimo 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
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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 il grafico di taratura ponendo in ascissa le concentrazioni in mg L™
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 a un'aliquota diluita) aggiungere 1 mL di HCI concentrato, 10 mL di
soluzione di lantanio 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 del bianco da quello della soluzione. Riportare il valore di assorbanza sul grafico di
taratura e determinare la concentrazione corrispondente.

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 comprendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da determinare e alla quarta
aliquota addizionare 9 mL di acido cloridrico 1499. Aggiungere poi 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 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 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

. . . . . -1
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di Mg"* espressa in mg L™ ¢ data da:

a*100
Mg (mg L") =
\Y%
dove:
a = concentrazione di magnesio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
A" = volume di campione (in mL) usato;
100 = volume della soluzione aspirata.

. . . 1«
La concentrazione di Mg"™" espressa in meq L™ ¢ data da:

a*100
Mg (mgL') = ————
V12,15
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;
12,15 = peso equivalente del magnesio.
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1.7. Precisione ed accuratezza

La deviazione standard determinata su un campione avente un valore medio misurato di 0,46
mg L & risultata +0,02 mg L. Su un campione contenente 0,46 mg L™ si sono ottenuti recuperi
quantitativi.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/7980

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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
campioni di acque naturali e di scarico nell'intervallo di concentrazione da 0,02 a 5 mg L™ di Mn.
L'intervallo che fornisce i risultati piti attendibili & compreso tra 0,2 ¢ 5 mg L. Per concentrazioni
superiori a 5 mg L'e 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
- . v eq. . 1 . < .. .
L. Se la concentrazione di silice supera i 100 mg L™, I'interferenza pud essere eliminata ricorrendo
all'aggiunta di sali di calcio.

1.3. Apparecchiature

Il lavaggio della vetreria deve essere fatto con acido nitrico diluito caldo e abbondanti risciacqui

con acqua

— Normale vetreria di laboratorio.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato possibilmente di dispositivo per la
correzione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-acetilene
e di tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere deionizzata e distillata.

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

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO; concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di manganese (1 mL = 1 mg di Mn). Sciogliere 3,076 g di solfato di
manganese(Il) monoidrato [MnSO4*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 (I mL = 0,1 mg di Mn). Diluire 100 mL della soluzione
concentrata di Mn e 4 mL di HNOj3 concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita di manganese (I mL = 0,01 mg di Mn). Diluire 100 mL della
soluzione diluita di manganese e 4 mL di HNOj3 concentrato a 1.000 mL con acqua.
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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 puo essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo
opportunamente 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 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 circa 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.

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 puo essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo
opportunamente 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 manganese nel campione deve essere
compresa tra 1 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 l'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. 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 di manganese, espresse
in mg L™, e in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti del valore del bianco.

1.5.3. Taratura per la determinazione del manganese dopo trattamento ripetuto 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
opportunamente la soluzione standard piut conveniente con acido nitrico 1+199 e in un altro beaker
acido nitrico 1+199 (bianco). La concentrazione di manganese nel campione deve risultare
compresa tra 1 valori 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 'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungere altri 5 mL di
acido nitrico. Coprire 1 beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso numero di
volte necessario per ottenere la digestione completa del campione (ci0 ¢ indicato da un residuo
debolmente colorato). Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico concentrato e scaldare per sciogliere il
residuo. Lavare le pareti dei beaker ed 1 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 manganese in mg L™, e in ordinata i
corrispondenti valori di assorbanza corretti dal valore del bianco.
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1.5.4. Determinazione del manganese disciolto

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). 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 acido nitrico (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 mL evitando che l'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.

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 l'evaporazione sia violenta. Raffreddare 1 beaker e
aggiungere altri 5 mL di acido nitrico. Coprire 1 beaker con vetrini da orologio e ripetere il
trattamento lo stesso numero di volte necessario per ottenere la digestione completa del campione
(ci0 e indicato da un residuo debolmente colorato). 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.

1.6. Espressione dei risultati

Dal valore di assorbanza misurato e corretto del valore del bianco, attraverso l'opportuna curva
. .. . . . . . 1
di taratura, 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 quantita note di manganese (in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 2
mg L'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%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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2. Determinazione colorimetrica (acque marine e salmastre)

2.1.  Principio del metodo

I manganese, in ambiente alcalino, da un prodotto di colore bruno rossiccio con la
formaldossima [H;C=NOH]. Il composto sembra essere [(CH,NO)3Mn] (con il metallo allo stato
III). Lo stesso complesso si ottiene con il manganese 1l 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-formaldossima. Infine il manganese totale viene determinato per colorimetria
dopo ossidazione con persolfato.

11 manganese in concentrazioni di pochi mg L' pud essere determinato in vaschette da 10 cm di
cammino ottico. La curva standard ha un andamento lineare fino a parecchi mg L™

2.2. Interferenze e cause di errore

Variazioni di salinita non hanno effetto. Il metodo puo essere applicato anche a campioni che
contengono parecchi mg L™ di HaS.

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 ferro, al di sopra di 1 mg L, ogni 100 pg equivalgono a
0,015 ug di Mn. Tra 1 e 10 mg L™ di ferro, ogni milligrammo equivale a 0,02 ug L' di manganese.

2.3. Attrezzature

— Normale vetreria di laboratorio.

— Beute tarate da 50 mL.

— Mantelli elettrici riscaldanti fino a 80°C muniti di termometro per controllare la temperatura.

— Contenitori da 50 mL in vetro, polipropilene, policarbonato o teflon con tappo a vite di
polipropilene.

— Autoclave o pentola a pressione in acciaio.

— Spettrofotometro predisposto per vaschette da 10 cm di cammino ottico.

2.4. Reattivi

Tutti i reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere distillata o deionizzata. Tutti 1
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 concentrato
[H2SO4] (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 e
diluire a 1.000 mL.

Soluzione satura di citrato di sodio. Disciogliere il citrato trisodico biidrato [C¢HsNa3;O722H,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 idrossi-lammina [NH,OHe HCI]) in
circa 80 mL di acqua e aggiungere 5 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 [K,S,0g] in 100
mL di acqua. Conservare questa soluzione satura a temperatura ambiente al riparo dai raggi
diretti del sole. Il reattivo ¢ stabile per almeno due settimane.

Soluzione standard di manganese (I mL = 0,1 mg di Mn). Disciogliere 30,8 mg di solfato
manganoso monoidrato [MnSO4*H,O] in acqua contenente 0,2 mL di acido solforico 4,5 M e
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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 la soluzione standard di manganese fino a 50 mg L™'. Operare con almeno tre porzioni
da 50 mL (utilizzando i contenitori 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 1'altra. Porre un termometro nella soluzione e riscaldare
il contenitore 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 1'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
F=—
Ast'Ab

dove Ay-Ay sono rispettivamente le medie delle assorbanze degli standard e del bianco.

Il fattore F deve essere compreso 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 diluita 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 di idrossido 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. Togliere il contenitore dal mantello e lasciar raffreddare per 15
minuti. Misurare 1'assorbanza (Ap) entro 30 minuti a 450 nm in celle da 10 cm di cammino ottico
usando acqua come riferimento.

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
termometro 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 1'assorbanza (Ajp) entro 30 minuti a 450 nm in celle da 10 cm di cammino ottico

usando acqua come riferimento.
Arb = A2b'Ab

Asp deve assumere un valore numerico compreso tra 0,005 e 0,01 in celle da 10 cm di cammino
ottico.

Il bianco reagenti per il manganese totale viene determinato in modo similare usando 40 mL e
30 mL di acqua rispettivamente. Dopo 1'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.
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2.5.3. Determinazione del manganese reattivo

Questa determinazione deve essere condotta il piu presto possibile, dopo il campionamento,
preferibilmente entro un'ora.

A 50 mL di campione non previamente acidificato collocati nell'apposito contenitore aggiungere
1 mL di soluzione di citrato di sodio, 1 mL di reagente formaldossina e 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 1'assorbanza (As) in celle da 10 cm 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 l'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, 1'aggiunta di
idrossido di sodio deve essere pari a 1,3 mL e non a 0,8 mL. In questo caso la determinazione puo
anche includere 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 minuti 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 torbidita puo essere trascurata.

2.6. Espressione dei risultati

2.6.1. Manganese reattivo

. . . -1 s
La concentrazione del manganese reattivo, espressa in ug L= ¢ data da:

Mn (ugL") = Fe(Aj—Aq—Apy)

dove:
F = fattore di taratura per le celle usate;
A = assorbanza del campione;
A = torbidita (assorbanza del campione acidificato);

A;p = bianco dei reagenti.

2.6.2. Manganese totale

La concentrazione del manganese totale, espressa in pg L' & data da:

Mn (ugL") = Fe(As- An,o — Aw)

dove:
F = fattore di taratura per le celle usate;
A = assorbanza del campione;
Amo = assorbanza della cella riempita di acqua;
A = bianco dei reagenti.
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2.7. Precisione ed accuratezza

La riproducibilita del metodo ¢ migliore del 10%; ai livelli bassi puo essere anche doppia.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale ISO/TC 147/6333

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Mobildeno

1. Determinazione per assorbimento atomico (bassi livelli)

1.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla determinazione diretta del molibdeno mediante spettrofotometria ad
assorbimento 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 pug L. Concentrazioni piti elevate possono essere
determinate aumentando 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 inerenti il sistema di
atomizzazione senza fiamma. In particolare ¢ necessario che l'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
necessari.

— Tubi di grafite pirolitica.

1.4. Reattivi

I 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 [HNO3] (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),MoOy] in HNOj diluito e diluire a 1.000 mL sempre con HNOj3 diluito.
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1.5. Procedimento

1.5.1. Taratura

Preparare giornalmente gli standard per la taratura dello strumento diluendo la soluzione
standard di molibdeno. Preparare un bianco e almeno una sequenza di tre standard in un appropriato
intervallo di taratura (3+60 ug L), adattando I'acidita del bianco e delle soluzioni standard in modo
che siano il piu vicino possibile a quelle dei campioni. 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. Preparazione del campione

1.5.2.1. Molibdeno solubile

Filtrare il campione al momento del campionamento su filtri da 0,45 pm in policarbonato o
acetato di cellulosa. Previamente filtrare un bianco consistente in acqua deionizzata per controllare
la quantita di molibdeno eventualmente rilasciata dal filtro. Precondizionare il filtro e l'apparato
filtrante con 50 mL di acqua deionizzata. Se il bianco contiene quantita significative di argento,
immergere il filtro in HNOs; (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 1 filtri per verificare il completo recupero del
metallo. Prima della filtrazione, se il campione ¢ fortemente torbido, sottoporlo a centrifugazione e
quindi filtrarlo e successivamente acidificarlo fino a pH 2 con HNOs; concentrato. Se
l'acidificazione forma un precipitato, sottoporre a digestione 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 evaporare su
piastra riscaldante fino al pit piccolo volume possibile (1020 mL), prima che si produca un
precipitato. Continuare a riscaldare, aggiungendo eventualmente altro HNOj; concentrato fino a che
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 1 campioni, eccetto quelli che si dimostrano privi delle interferenze di matrice
(basate sul recupero dell'85+115% dello standard aggiunto) usando il metodo delle aggiunte
standard.

Analizzare 1 campioni almeno in doppio o fino a che i risultati ottenuti siano riproducibili. Una
riproducibilita < 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 'apparecchio ¢ dotato di questa possibilita.
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Se l'assorbanza (o la concentrazione) o l'area di picco del campione piu 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. Questo metodo ¢ valido solo quando le assorbanze cadono nella
porzione lineare della curva di calibrazione. Una volta che la sensibilita dello strumento ¢ stata
ottimizzata, si puo procedere con l'analisi del campione.

Iniettare una aliquota “nota” di campione nel fornetto. Seccare, incenerire € atomizzare secondo
il programma preselezionato. Ripetere fino a ottenere la riproducibilita del risultato. Registrare la
risposta dello strumento in assorbanza o concentrazione. Aggiungere una concentrazione nota di
molibdeno in una porzione separata di campione in modo da non cambiare significativamente il
volume del campione e ripetere la lettura. Ripetere I'operazione con una aggiunta doppia di standard
rispetto alla precedente e ripetere la lettura. Porre in un grafico le assorbanze in ordinata contro le
concentrazioni ag-giunte in ascissa. Tirare una retta che colleghi i tre punti ed estrapolare
l'assorbanza "zero". L'intercetta sull'asse delle ascisse rappresenta la concentrazione del campione.

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione del molibdeno, espressa in ug L™, & data da:

Mo (ugL)=C+F

dove:
C = concentrazione del molibdeno letta sullo strumento o ricavata dalla curva di taratura
-1
(ng L)
F = fattore di diluizione.

1.7. Precisione ed accuratezza

Non vengono riportate note su precisione € accuratezza.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

2. Determinazione per assorbimento atomico (alti livelli)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla determinazione diretta del molibdeno mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico in fiamma protossido d'azoto-acetilene. L'assorbanza viene letta alla
lunghezza d'onda di 313,3 nm.
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Il metodo consente la determinaziome del molibdeno nell'intervallo di concentrazione da 1 a 20
mg L' con limite di rivelabilita paria 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
atomizzazione 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 di tutti gli accessori necessari.

2.4. Reattivi

I reattivi devono essere di grado puro per analisi e I'acqua distillata o deionizzata.

Soluzione di acido nitrico concentrato [HNO;3] (d = 1,42).

Soluzione di acido nitrico (1+1). Aggiungere un volume di acqua ad un volume di acido nitrico
concentrato.

Soluzione di acido nitrico diluito. Diluire 1,5 mL di acido nitrico concentrato a 1.000 mL con
acqua.

Soluzione standard di molibdeno (I mL = 0,1 mg di Mo). Disciogliere 0,2043 g di molibdato
ammonico [(NH4),MoOy] in HNOj diluito e diluire a 1.000 mL sempre con HNO3 diluito.

Soluzione di nitrato d'alluminio. Disciogliere 139 g di nitrato di alluminio [AI(NO3)3*H,O] in 150
mL di acqua. Acidificare leggermente per impedire 1'idrolisi e la precipitazione. Riscaldare per
disciogliere completamente. Raffreddare e diluire 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 1'acidita delle soluzioni standard in
modo che siano piu 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 HNOs; diluito e aspirare nel bruciatore le soluzioni per misurarne
I'assorbanza. Costruire una retta con le assorbanze in ordinata contro le concentrazioni in ascissa.

2.5.2. Preparazione del campione
2.5.2.1.Molibdeno solubile

Filtrare il campione al momento del campionamento su filtri da 0,45 pm in policarbonato o
acetato di cellulosa. Previamente filtrare un bianco consistente in acqua per controllare la quantita
di molibdeno eventualmente rilasciata dal filtro. Precondizionare il filtro e 'apparato filtrante con
50 mL di acqua. Se il bianco contiene quantita significative di molibdeno, immergere il filtro in
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HNO3 (141) e risciacquare 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 HNOj3 concentrato. Se l'acidificazione forma un precipitato, sottoporre a digestione
il filtrato come indicato in 2.5.2.2.

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 1'ebollizione. Portare a lenta
ebollizione ed evaporare su piastra riscaldante fino al pit basso volume possibile (10+20 mL),
prima che si produca un precipitato. Continuare a riscaldare, aggiungendo eventualmente altro
HNOs; 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 l'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 (mgL")=CeF

dove:
C = concentrazione del molibdeno letta sullo strumento o ricavata dalla curva di taratura
(mgL™);
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'l%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87

del 13 Aprile 2000

Bibliografia

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

1. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

1.1. Principio del metodo

II nichel viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza
d'onda di 232,0 nm.

Il metodo consente la determinazione del nichel, disciolto o solubilizzabile nelle acque naturali
e di scarico, nell'intervallo di concentrazione da 0,1 a 10 mg L' di Ni. L'intervallo che fornisce i
risultati pili attendibili & compreso tra 0,6 e 10 mg L. Per concentrazioni superiori a 10 mg L™ &
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 a9 g L'l) non interferiscono.

I nitrati non interferiscono se presenti a concentrazioni inferioria 2 g L™

Calcio, magnesio e ferro (ciascuno a concentrazioni fino a4 g L") non interferiscono.

Cadmio, piombo, rame, zinco, cobalto e cromo (fino a concentrazioni di 10 mg Lt ciascuno)
non interferiscono.

1.3. Apparecchiature

Tra 1 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 deionizzata e distillata.

— Normale vetreria di laboratorio.
— Spettrofotometro di assorbimento atomico, corredato possibilmente di dispositivo per la
correzione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-acetilene

e di tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere deionizzata e distillata.

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

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO3 concentrato a 199 volumi di acqua.

Soluzione standard concentrata di nichel (1 mL = 1 mg di Ni). Sciogliere 4,953 g di nitrato di
nichel(II) esaidrato [Ni(NOj3),*6H,0O] in una soluzione contenente 10 mL. di HNO; concentrato e
100 mL di acqua; diluire a 1.000 mL con acqua.
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Soluzione standard diluita di Ni (1 mL = 0,1 mg di Ni). Diluire 100 mL della soluzione standard
concentrata di Ni e 4 mL di HNOj; concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita di Ni (1 mL = 0,01 mg di Ni). Diluire 100 mL della soluzione
standard diluita di Ni e 4 mL di HNOj3 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 puo essere effettuata direttamente in concentrazione.

1.5.1. Taratura per la determinazione del nichel disciolto

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo
opportunamente 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 nichel nel campione deve
risultare 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 circa 10+15 secondi. Tracciare il grafico di taratura ponendo in
ascissa le concentrazioni del nichel, espresse in mg L, ed in ordinata i corrispondenti valori di
assorbanza 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
opportunamente 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 nichel 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 trasferire le soluzioni in matracci 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 in mg L™, e in ordinata i corrispondenti valori di
assorbanza corretti 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
opportunamente 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 nichel nel campione deve
risultare compresa tra i valori 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 l'evaporazione sia violenta. Raffreddare 1 beaker e
aggiungere altri 5 mL di acido nitrico concentrato. Coprire 1 beaker con vetrini da orologio e
ripetere il trattamento lo stesso numero di volte necessarie per ottenere la digestione completa del
campione (ci0 ¢ indicato da un residuo debolmente colorato). Aggiungere 1+2 mL di acido nitrico
concentrato e scaldare per sciogliere il residuo. Lavare le pareti dei beaker e 1 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
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. . 1 . . . . . .- .
nichel, espresse in mg L™, ed in ordinata i corrispondenti valori di assorbanza 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 um, 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'evaporazione 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.

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 1'evaporazione sia
violenta. Raffreddare 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 (ci0
¢ 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 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
.. . .. . 1 . .
taratura, sirisale 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'l) hanno dato valori della deviazione standard relativa compresi tra 0,8 e 9%, e recuperi relativi
delle quantita aggiunte del 100%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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
complesso 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 in un ampio intervallo di
pH; ma si preferisce operare 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
influenzate dalla salinita e dalla temperatura, ¢ necessario che gli standard siano preparati
impiegando la stessa matrice salina dei campioni e che, sia gli standard che 1 campioni, siano trattati
ad una temperatura costante e quanto piu possibile vicina a 20°C.

La fase organica viene aspirata direttamente nella fiamma aria/acetilene di uno spettrofotometro
ad assorbimento atomico e l'assorbanza misurata alla lunghezza d'onda di 232,0 nm.

Il metodo pud essere impiegato per determinare concentrazioni di nichel nell'intervallo 0,2+10
ug 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 acqua di mare.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Per il prelievo di piccoli volumi nelle preparazioni degli
standard ¢ consigliabile 1'impiego di micropipette.

— Imbuti separatori da 1.000 mL con rubinetto in teflon.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico con bruciatore aria/acetilene e munito di correttore di
fondo e di lampada 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
curvatura della retta di taratura. In ogni caso, la riga a 232,0 nm, anche ad un'ampiezza spettrale
di 0,2 nm, fornisce una retta di taratura incurvata alle pil alte concentrazioni.

2.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri o ultrapuri per analisi. L'acqua deve essere distillata su un
bidistillatore 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 [HNO3] (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 fresco. E
necessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perche il
solvente ¢ 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 soluzione prima dell'uso va estratta, almeno tre volte, con MIBK.
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Soluzione tampone di acido acetico/acetato di ammonio. Sciogliere 250 g di acetato d'ammonio
[CH3COONH4] in 150 mL di acqua ed aggiungere 600 mL di acido acetico glaciale
[CH3COOH] (d = 1,05). La soluzione puo essere trattata in imbuto 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, impurezze del metallo da analizzare, eventualmente presenti.

Soluzione standard concentrata di nichel (I mL = 1 mg di Ni). Utilizzare lo standard per
assorbimento atomico disponibile in commercio oppure sciogliere 1 g di nichel (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 nitrico concentrato e portare a
volume con acqua. Questa soluzione deve essere preparata giornalmente.

2.5. Procedimento

2.5.1. Dosaggio del campione

E opportuno trattare contemporaneamente almeno 4 campioni che non devono essere dissimili
in termini 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 concentrato, altrimenti con 0,1 mL di acido cloridrico concentrato e, in ogni caso, con la
successiva aggiunta 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
minuti, 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 l'evaporazione 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
separatori, aggiungere 20 mL di MIBK agitando per 2 minuti. Quando le fasi si sono separate,
recuperare gli strati acquosi e scartare quelli organici. Questa operazione ha lo scopo di ottenere,
per la preparazione degli standard, un'acqua il pitl possibile esente da tracce di nichel.

Mescolare tra loro gli strati acquosi e suddividere in 4 aliquote da 750 mL in altrettanti imbuti
separatori da 1.000 mL. Addizionare ad esse O (bianco); 0,5; 1; 2 mL della soluzione standard
diluita di Ni, ottenendo cosi 4 soluzioni con le seguenti concentrazioni di nichel: O (bianco); 2; 4; 8
ug L' e quindi 20 mL di MIBK e 7 mL di APDC 1%. Agitare i 4 imbuti separatori e dopo
stratificazione delle due 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
corrispondenti, corrette dal valore del bianco, sull'asse delle ordinate.

2.6.  Espressione dei risultati

. . . 1 . . . .
La concentrazione del nichel espressa in pg L™ nel campione analizzato viene ricavata dalla
retta di taratura.
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2.7. Precisione ed accuratezza

Su campioni di acqua marina costiera contenenti 0,2+0,6 pug L di nichel, si sono ottenute
deviazioni standard relative dell'ordine del 5%.
Prove di recupero effettuate sugli stessi campioni hanno fornito rese superiori al 90%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

Bibliografia
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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 assorbimento atomico. L'assorbanza viene misurata alla lunghezza d'onda di
283,3 nm.

I 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 superiori € 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
procedimento, la chelazione e l'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 concentrazioni superiori al citato limite, provoca un errore in difetto che puo essere eliminato
aggiungendo ulteriori 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 |

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
nitrico diluito (1+9) caldo e accuratamente risciacquata con acqua.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico, munito di bruciatore per fiamma aria-acetilene e
corredato 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.
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1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi. L'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Acido cloridrico 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 HCI concentrato e acqua.

Idrossido di sodio [NaOH] 2,5 M. Sciogliere 10 g di NaOH in acqua e 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
¢ stabile per una settimana in bottiglia di vetro scuro. Agitare bene prima dell'uso.

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

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Soluzione acquosa di ipoclorito di sodio [NaCLO]. Soluzione all'8+2% m/m in cloro attivo.
Conservare in bottiglia di vetro scuro.

Soluzione madre di piombo (I mL = 1 mg di Pb). Sciogliere 1,599 g di nitrato di piombo
[Pb(NO3),] in acqua; acidificare con 5 mL di HNOs3 concentrato e portare a volume di 1.000 mL
con acqua, omogeneizzando.

Soluzione standard di piombo (I mL = 5 ug di Pb). Diluire 5 mL di soluzione madre di Pb a 1.000
mL con acqua acidificata con 5 mL di HNOs 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 HC1 0,3 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 standard di piombo per avere concentrazioni pari a 0; 0,025; 0,05; 0,125; 0,250; 0,5 ug
L' di piombo; diluire con acqua a 200 mL; addizionare in ogni beaker 5 mL di ipoclorito di sodio e
2,5 mL di HCl 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.
Lasciare raffreddare a temperatura ambiente 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, sostituire 1’acqua con un opportuno
volume 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, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare
riposare per 10 minuti. Introdurre successivamente 20 mL di solvente 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.
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Mettere in funzione lo strumento, fissare la lunghezza d'onda a 283,3 nm e regolare 1'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 segnale ritorni vicino allo zero. Ripetere 1'operazione di azzeramento. Effettuare le misure
aspirando le soluzioni organiche di taratura, registrando i valori di assorbanza letti. Intervallare ogni
misura, aspirando 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'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
precedentemente attraverso un filtro 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; aggiungere 5 mL di APDC, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare riposare per 10 minuti.
Introdurre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigorosamente per 2 minuti e lasciare
poi separare 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
organica secondo la procedura indicata per la taratura.

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 di NaClO e 2,5 mL di HCI 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 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; aggiungere 5 mL di APDC, agitare manualmente per 2 minuti e lasciare riposare per 10 minuti.
Introdurre successivamente 20 mL di solvente MIBK, agitare vigorosamente per 2 minuti e lasciare
poi separare 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
organica 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
HNOj; concentrato (5 mL HNOs per litro di acqua).

Nel caso di determinazione del piombo totale, procedere come descritto 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 HNOj 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™
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1.7. Precisione ed accuratezza

Le prove di sei diversi laboratori hanno fornito un recupero compreso tra il 95 e il 100% ed una
deviazione standard relativa compresa tra lo 0,7 ed il 9,3%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo
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International Union of Soil Sciences
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Comitato Tecnico Acque

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.

11 metodo & applicabile alle acque per concentrazioni comprese fra 0,1 ¢ 2 mg L™ di potassio.
Concentrazioni 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 eviare 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 (I mL = 1 mg di K). Portare con acqua a volume di 1.000 mL 1,907
g di KCl, essiccato a 110 °C.

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 HCI concentrato. Preparare anche un
bianco diluendo 1 mL di HCI a 100 mL. Aspirare le soluzioni e tracciare il grafico di taratura
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. . e 1 . .
ponendo in ascissa le concentrazioni 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 volume 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. Riportare 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 tarato.

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 comprendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da determinare. Aggiungere poi 1
mL di HCI concentrato, 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 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

. . . . . -1«
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di K* espressa in mg L™ & data da:

a+100
K" (mgL™) =
\Y%
dove:
a = concentrazione di potassio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
v = volume di campione (in mL) usato.

. . . -1 s
La concentrazione di K espressa in meq L™ & data da:

a<100
K" (meqL™") =
V 39,102
dove:
a = concentrazione di potassio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
v = volume di campione (in mL) usato;
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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) & risultata 0,04 mg L. Su un campione contenente 2,5 mg L™ si sono ottenuti recuperi
superiori al 99%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale ISO/TC 147/9964

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
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Rame

1. Determinazione colorimetrica (acque dolci e marine)

1.1. Principio del metodo

Il rame in soluzione acquosa reagisce con ossalildiidrazide-acetal-deide a pH 9,3 per dare un
complesso molto stabile di colore viola intenso la cui assorbanza ¢ misurata a 540 nm.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, marine e di scarico nell'intervallo compreso tra 0,05
e 0,50 mg L™ utilizzando celle da 5 cm di percorso e tra 0,50 ¢ 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 possono 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 nichel, 3 mg L' di cadmio, 10 mg L' di alluminio, 10 mg L' di Fe(IlI), 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(IIl), 1.000 mg L di
polifosfati come P,07, 1.000 mg L di ortofosfati come PO,, 1.000 mg L™ di solfati come 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 540 nm con vaschette di cammino ottico
di5 cm.

1.4. Reattivi

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

deionizzata.

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Acido solforico concentrato [H,SO4] (d = 1,84).

Soluzione di ammoniaca concentrata [NH,OH] (d = 0,892).

Soluzione di acido citrico al 50%. Sciogliere 500 g di acido citrico [C¢HsO7] 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.
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Soluzione di acetaldeide al 40%. Sciogliere 400 g di acetaldeide [CH3CHO] in 1.000 mL di acqua.
Essendo il punto di ebollizione dell'acetaldeide di 21°C, la preparazione di questa soluzione
richiede alcune precauzioni. Raffreddare la fiala chiusa contenente 1'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
l'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 1'eccesso di acido. Riprendere il residuo con 50 mL di acqua e
travasare quantitativamente la soluzione in matraccio tarato da 1.000 mL portando a volume con
acqua.

Soluzione 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.

1.5. Procedimento

1.5.1. Mineralizzazione

Qualora la natura del campione lo richieda (presenza di sostanze organiche) trasferire 100 mL di
campione 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 residuo non ¢ incolore, aggiungere ancora 5 mL di acido nitrico e rievaporare fino a fumi
bianchi. Ripetere il trattamento con acido nitrico fino ad ottenere una soluzione limpida ed incolore.
Riprendere con 2 porzioni di 10 mL di acqua, evaporando ogni volta fino a sviluppo di fumi
bianchi. Raffreddare, aggiungere 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.
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 1 matracci al buio, poi misurare 1'assorbanza con celle da
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 diluire 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 1 matracci al buio, poi misurare 1'assorbanza con celle da
5 cm di percorso ottico, alla lunghezza d'onda di 540 nm, usando un bianco dei reattivi come
riferimento.

Costruire la curva di taratura riportando in ascissa le concentrazioni di rame in mg L' e in
ordinata i valori di assorbanza.
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1.6. Espressione dei risultati

. . . . . . . 1
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 € su campioni reali hanno fornito valori di deviazione
standard relativa compresi tra il 3 e 1'8% nell'intervallo tra 0,05 e 0,1 mg L™ e valori di recupero
compresi tra I'86 e il 105%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

2. Determinazione per assorbimento atomico (acque dolci)

2.1. Principio del metodo

Il rame viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico in fiamma, alla
lunghezza d'onda di 324,7 nm.

Il 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 concentrazione da 0,02 a 5 mg L' di Cu. Per concentrazioni superioria 5 mg L" &
possibile rientrare in detto intervallo ricorrendo alla diluizione del campione.

2.2. Interferenze e cause di errore

Sodio, potassio, solfati e cloruri (fino a 8 g L ciascuno), calcio, magnesio (fino a 5 g L™
ciascuno), nitrati (fino a 2 g L'l), ferro (finoal g L'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 1 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 deionizzata e distillata.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico. Corredato possibilmente di dispositivo per la
correlazione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-
acetilene e di tutti gli altri accessori necessari.
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2.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere deionizzata e distillata.

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

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO3 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 HNOs 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
concentrata di Cu e 4 mL. di HNOj3 concentrato a 1.000 mL con acqua.

Soluzione standard molto diluita di Cu (I mL = 0,01 mg di Cu). Diluire 100 mL di soluzione
standard diluita di Cu e 4 mL di HNOj; 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 pud riguardare la frazione disciolta del rame
oppure, oltre a questa, 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
concentrato 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. Lavare le pareti del beaker con acqua e raccoglierla nello stesso matraccio. Portare a
volume con acqua.

2.5.2. Trattamento con 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
l'evaporazione sia violenta. 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 orologio con acqua e portare a volume di 100
mL in matraccio tarato.

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 puo essere effettuata direttamente in concentrazione.

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo
opportunamente la soluzione standard pit conveniente di Cu con acido nitrico diluito (1+199) e in
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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 trattamenti
indicati in 2.5.1. 0 2.5.2. ed effettuare le letture delle assorbanze.

Intervallare ogni misura aspirando la soluzione di acido nitrico diluito (14+199) per circa 1015
secondi. 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.

2.54. 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
1 . .
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:

- 1 valori della deviazione standard relativa sono risultati compresi tra 3,1 e 10%;
- 1 recuperi relativi delle quantita aggiunte sono risultati compresi tra il 90 e il 100%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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
complesso 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 estrazione sono possibili in un ampio intervallo di pH; ma si
preferisce operare 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 piu possibile vicina a 20°C.

La fase organica viene aspirata direttamente nella fiamma aria/acetilene di uno spettrofotometro
ad assorbimento atomico e l'assorbanza misurata alla lunghezza d'onda di 324,8 nm.

1 Il 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 specie
chimiche presenti nell'acqua marina.

3.3. Apparecchiature

— Normale vetreria di laboratorio. Per il prelievo di piccoli volumi nella preparazione degli
standard ¢ consigliabile 1'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 essere distillata su un bidistiliatore in quarzo.

Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,17).

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,40).

Soluzione di ammoniaca concentrata [NH;OH] (d = 0,90).

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

Acetato di ammonio [CH;COONH,]J.

Metilisobutilchetone (4-metilpentan-2-one) (MIBK). 11 solvente deve essere distillato di fresco. E
necessario presaturare il MIBK con acqua prima dell'estrazione. Trattare con cautela perche il
solvente ¢ 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 ha un aspetto opalescente, ¢ stabile per un tempo
brevissimo e va quindi preparata nella quantita 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
acqua.
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Soluzione tampone di acetato di ammonio-acido acetico. Sciogliere 250 g di acetato d'ammonio in
150 mL di acqua e aggiungere 600 mL di acido acetico glaciale. La soluzione puo essere trattata
in imbuto 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, sciogliendolo 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.

3.5. Procedimento

3.5.1. Dosaggio del campione

E opportuno trattare contemporaneamente almeno 4 campioni che non devono essere dissimili
in termini di salinita per piu 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 5 mL di acido nitrico concentrato o, altrimenti con 0,1 mL di acido cloridrico
concentrato. In ogni caso occorre 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 inferiori 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 l'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
debbono essere prese per evitare l'evaporazione dei solvente con conseguente 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 preparazione degli standard, un'acqua il pitl possibile esente da tracce di rame.

Combinare tra loro gli strati acquosi e suddividere in 4 aliquote da 750 mL in altrettanti imbuti
separatori da 1.000 mL. Addizionare ad esse O (bianco); 0,5; 1; 2 mL di standard diluito, ottenendo
cosi 4 soluzioni con le seguenti concentrazioni di rame: 0 (bianco); 2; 4; 8 ug L. Aggiungere
quindi 20 mL di MIBK e 7 mL di APDC. Si agitano i 4 imbuti separatori € dopo stratificazione
delle due fasi si recuperano gli strati organici e si scartano gli strati acquosi.

Misurare l'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
debbono essere prese per evitare l'evaporazione dei solvente con conseguente alterazione dei valori
di concentrazione.
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Si costruisce la retta standard con le concentrazioni sull'asse delle ascisse e le assorbanze
corrispondenti corrette del bianco sull'asse delle ordinate.

3.6. Espressione dei risultati

Dall’assorbanza del campione, corretta del bianco, tenuto conto delle eventuali diluizioni, si
. . . 1
ricava la concentrazione del rame, espressa in ug L.

3.7. Precisione ed accuratezza

Su campioni di acqua marina costiera contenenti 0,5+3 pg 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%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

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
molibdeno dosabile spettrofotometricamente a 650 nm.

11 me%odo ¢ applicabile per acque naturali e/o di scarico con concentrazioni di silice inferiori a
I0mg L.

1.2. Interferenze e cause di errore

Lo ione fosfato nelle stesse condizioni fornisce la stessa colorazione. Tale interferenza puo
essere eliminata mediante aggiunta di acido ossalico che scinde il complesso fosfomolibdico.

L’acido ossalico elimina anche I’interferenza con composti tannici eventualmente presenti.

Il 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 distillata.

Il 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 puo reagire in modo non quantitativo, la frazione “non reattiva
al molibdato” puo 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
acqua bidistillata (¢ consigliabile utilizzare per questa determinazione sempre la medesima
vetreria).

— Spettrofotometro o fotometro a filtri per misure tra 600 e 700 nm con celle di cammino ottico da
1 al0cm.

— Filtri Whatman n° 542.

1.4. Reattivi

Acido cloridrico diluito (1+1) [HCI].

Reattivo molibdico. Sciogliere 10 g di molibdato di ammonio tetraidrato [(NH4)sM070244H,0] in
acqua 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.
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Acido ossalico. Sciogliere 10 g di acido ossalico [H,C,04°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,SOs;] in 50 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;Os] 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 SiO). Sciogliere 4,732 g di metasilicato
di sodio [Na,Si03°9H,0] in acqua distillata previamente bollita e raffreddata; diluire a 1.000
mL. Alternativamente questo reattivo puo 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,. Per accertarsi dell’avvenuta dissoluzione di tutto il quarzo posto a fondere ¢
consigliabile controllare per via gravimetrica il titolo in SiO, dello standard.

Soluzione standard diluita di silice (I mL = 0,01 mg di SiO,). Portare 10 mL della soluzione
standard concentrata di silice a 1.000 mL con acqua distillata previamente bollita e raffreddata.
Conservare 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
raffreddata 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 vigorosamente € dopo 15 minuti dall’aggiunta del reattivo riducente leggere
I’assorbanza a 650 nm in celle da 1 cm (o piu, se necessario) contro un bianco di acqua distillata
trattata allo stesso modo degli standards. Costruire una retta di taratura riportando in ascissa i mg di
silice presenti in ogni standard e in ordinata 1’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 e 2 mL di
soluzione riducente. Agitare vigorosamente € dopo 15 minuti dall’aggiunta del reattivo riducente
leggere 1’assorbanza a 650 nm in celle da 1 cm (o pil, se necessario) contro un bianco di acqua
distillata trattata allo stesso modo.

1.6. Espressione dei risultati

La concentrazione della silice solubile e/o colloidale si ottiene dalla formula:

P
Si0, (mg L™= * 1.000
C
dove:
P = mg di silice ottenuti dalla retta di taratura in base al valore di assorbanza
misurata e corretta rispetto al bianco;
C = mL di campione prelevato per la determinazione.
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1.7. Precisione ed accuratezza

PN

Non ¢ possibile fornire una definizione generale della precisione del metodo a causa delle
diverse combinazioni chimiche della silice nelle acque. Con sali sintetici 1 valori di deviazione
standard percentuale risultano inferiori al 10%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

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
ammonio un poliacido silicomolibdico che ridotto a blu di molibdeno, con metolo e solfito, presenta
un massimo di assorbimento a 810 nm.

2.2. Interferenze e cause di errore

Il prodotto di reazione ¢ fortemente influenzato dal pH: tale valore nella miscela finale deve
mantenersi tra 1,8+2. Talvolta il cattivo mescolamento della miscela di reazione puo causare una
scorretta valutazione del pH e pu0 anche determinare la formazione di un composto colorato,
dovuto alla riduzione 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 1’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: in 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 sviluppo del colore e
devono essere ossidati con acqua di bromo.

2.3. Apparecchiature

— Normale vetreria da laboratorio lavata con HCI diluito (1+1) e successivamente sciacquata con
acqua bidistillata (¢ consigliabile utilizzare per questa determinazione sempre la medesima
vetreria).

— Filtri in fibra di vetro con porosita di 0,5+0,8 um.

— Filtri Whatman n° 1.

— Spettrofotometro o colorimetro sensibile a 810 nm con celle da almeno 5 cm di cammino ottico.
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2.4. Reattivi

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

Acido solforico 50% v/v. Versare 250 mL di acido solforico concentrato [H,SO4] (d = 1,84) in 250
mL di acqua. Raffreddare e portare a volume di 500 mL con acqua.

Reattivo molibdico. Sciogliere 4 g di ammonio molibdato tetraidrato [(NH4)sM070244H,0] in 300
mL di acqua; diluire 12 mL di acido cloridrico concentrato 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 condizioni normali la soluzione ¢ stabile per molti mesi, deve essere ripreparata se
si forma un precipitato bianco o assume una colorazione blu.

Soluzione di metolo e solfito. Sciogliere 6 g di solfito di sodio anidro [Na,SOs3] in 400 mL di acqua;
aggiungere sotto agitazione 10 g di metolo (4-metilamminofenolosolfato) [(CH3:NHCsH4OH),
*H,S04)] 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
[C2H204°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 carbonato di sodio anidro [Na,COs3]. Mescolare con una spatola e fondere il prodotto a
1.000°C fino a che non assuma un colore chiaro. Raffreddare, sciogliere in pit 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,SiFs], precedentemente
essiccato in crogiolo metallico a 150°C. In questo caso ¢ consigliabile preparare uno standard
con concentrazione 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, riscaldando debolmente, in 700 mL di acqua distillata in un contenitore di plastica:
portare a volume in matraccio 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 e 0,01 mmoli L diluendo 0,1;0,2;0,5; 0,75¢e 1
mL di standard 10 mmoli L™ in matracci tarati da 100 mL e portare a volume con acqua. Prelevare
25 mL di ogni standard cosi ottenuto e, sotto costante agitazione, aggiungere 10 mL di reattivo
molibdico. Lasciare reagire per almeno 15 minuti ma non piu di 30 minuti € comunque mantenere
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
corretta del bianco dei reagenti ottenuto trattando acqua distillata allo stesso modo degli standard.
Costruire quindi una retta di taratura riportando in grafico le concentrazioni degli standard espresse
in umoli L' contro I’assorbanza registrata.
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2.5.2. Dosaggio

Se il campione ¢ stato conservato in congelatore scongelarlo lontano 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 piu di 30 minuti € comunque mantenere
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 a 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 pmoli L™

2.7. Precisione ed accuratezza

PN

Non ¢ possibile fornire una definizione generale della precisione del metodo a causa delle
diverse combinazioni chimiche della silice nelle acque.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Sodio

1. Determinazione per assorbimento atomico

1.1. Principio del metodo

Il sodio viene determinato mediante spettrofotometria di assorbimento atomico, alla lunghezza
d'onda di 589,0 nm.

11 metodo & applicabile alle acque per concentrazioni comprese fra 0,02 e 1 mg L™ di sodio.
Concentrazioni 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 evitare interferenze o errori.

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 1 reattivi devono essere puri per analisi e le soluzioni pre-parate con acqua distillata e
deionizzata.
Acido cloridrico concentrato [HCI] (d = 1,19).
Soluzione standard di sodio (I mL = 1 mg di Na). Sciogliere 2,542 g di cloruro di sodio [NaCl],
precedentemente 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 valori. A tale scopo diluire opportunamente in 4 matracci da 100 mL la soluzione standard
di sodio curando di aggiungere 1 mL di HCI concentrato. Preparare anche un bianco diluendo 1 mL
di HCI concentrato a 100 mL. Aspirare le soluzioni e tracciare il grafico di taratura ponendo in
ascissa le concentrazioni ed in ordinata le assorbanze corrette del valore del bianco.
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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 volume 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. Riportare il valore di assorbanza sul grafico di taratura e determinare la
concentrazione corrispondente.

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 comprendano nel loro intervallo la concentrazione incognita da determinare e alla quarta
aliquota addizionare 9 mL di acqua. Aggiungere poi 1 mL di HCI concentrato, 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 assorbanza ottenuti ed in ascissa
1 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

. . . . . -1
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di Na* espressa in mg L™ ¢ data da:

a+100
Na*(mgL") =
\Y%
dove:
a = concentrazione di sodio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
A" = volume di campione (in mL) usato.

. . . -1 s
La concentrazione di Na* espressa in meq L™ & data da:

a<100
Na* (meqL") = ——
V « 2299
dove:
a = concentrazione di sodio in mg L™ ricavata dal grafico di taratura;
v = volume di campione (in mL) usato;
2299 = 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 contenente 0,5 mg L™ si sono ottenuti recuperi
superiori al 90%.
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Solfati

1. Determinazione gravimetrica

1.1. Principio del metodo

Il solfato viene precipitato in ambiente acido per acido cloridrico come solfato di bario. La
precipitazione 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 BaSO,.

Il metodo ¢ applicabile per un intervallo di concentrazione di solfato compreso tra 100 e 200 mg
L7 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 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 l'evaporazione fino a secchezza. Si completa eventualmente
l'essiccazione in stufa a 180°C. Si riprende con 2 mL di HCl e si ripete 1'operazione. Si riprende con
acqua 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 a 250 mg L™, o se la concentrazione
totale degli ioni di metalli pesanti & superiore 10 mg L™, per evitare fenomeni di coprecipitazione &
consigliabile eliminare i cationi facendo fluire il campione in esame attraverso una colonna di resina
cationica forte in forma acida, tipo Dowex 50.

Solfiti e solfuri possono interferire a seguito di un processo 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
impiegare acqua bidistillata o deionizzata e distillata.
Soluzione di indicatore al metilarancio. Sciogliere 0,05 g di metilarancio in acqua e diluire a 100
mL.
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Acido cloridrico diluito (1+1). Diluire 1'acido cloridrico [HCI] (d = 1,19) con un ugual volume di
acqua.

Soluzione di cloruro di bario. Sciogliere 100 g di cloruro di bario [BaCl,*2 H,O] in un litro d'acqua.

Reattivo nitrato d'argento-acido nitrico. Sciogliere 8,5 g di nitrato d'argento [AgNOsz] e 0,5 mL
di acido nitrico concentrato [HNOs3] (d = 1,40) in 500 mL di acqua.

Acido solforico concentrato [H,SO4] (d = 1,84).

Soluzione di perossido 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 quindi acido cloridrico (1+1) fino a viraggio. Portare il volume a 200+300 mL per
diluizione con acqua o per evaporazione. Aggiungere ancora 2 mL di acido cloridrico (1+1).
Riscaldare il campione 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 temperatura vicina all'ebollizione. Far digerire il precipitato bianco di
solfato di bario a 80+90°C, preferibilmente per una notte intera, ma comunque per non meno di due
ore. Filtrare su filtro di carta per analisi quanttativa 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 filtro con il precipitato e trasferire il tutto in un crogiolo di
porcellana portato a peso costante; carbonizzare il filtro lentamente, evitando che s'infiammi
mantenendo il crogiolo inclinato. Calcinare quindi a 800°C per circa un'ora, avendo cura che il
carbone sia completamente scomparso. Raffreddare in essiccatore e pesare fino a peso costante.

1.6. Espressione dei risultati

La concentrazione dello ione solfato, in mg L'l, ¢ data dall'espressione:

AP« 411,6
SO~ (mgL™") =
\Y%
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 ¢ dell'l% del contenuto di ione solfato
nel campione.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale ISO/TC 147/9280

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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2. Determinazione torbidimetrica

2.1. Principio del metodo

Lo ione solfato viene precipitato in ambiente acido per acido cloridrico con cloruro di bario. La
sospensione 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'assorbanza della sospensione e si risale alla concentrazione incognita mediante una curva
di calibrazione ottenuta trattando quantita note di solfato nelle stesse condizioni del campione.

Il metodo ¢ applicabile alle acque naturali, di scarico e salmastre. Esso ¢ piu rapido dei metodo
gravimetrico e pud essere impiegato in un intervallo di concentrazione compreso tra 10 e 50 mg L™
Si possono determinare concentrazioni inferiori a 10 mg L™ utilizzando il metodo delle aggiunte
standard.

2.2. Interferenze e cause di errore

Interferiscono sostanze in sospensione, sostanze colorate, sostanze organiche, elettroliti, se
presenti ad elevate concentrazioni, 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
filtrazione su colonna di carbone attivo.

Si puo ovviare all'interferenza degli elettroliti effettuando la determinazione con il metodo delle
aggiunte standard.

La solubilita del BaSO4 rende critica la determinazione del solfato a concentrazioni inferiori a
10 mg L™, se non viene utilizzato il metodo delle aggiunte standard.

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 l'evaporazione fino a secchezza. Si completa eventualmente l'essiccazione in stufa a
180°C. Si riprende con 2 mL di HCI e si ripete 1'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 con
cammino ottico da 4 cm.

2.4. Reattivi

Tutti 1 reagenti debbono essere di grado analitico e 1'acqua usata deve essere bidistillata o

deionizzata e distillata.

Soluzione di glicerina (1+1). Mescolare un volume di glicerina con un volume uguale di acqua. La
soluzione va preparata 24 ore prima di effettuare le analisi e non puo 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 volumi di soluzione di glicerina con un
volume di soluzione di cloruro di sodio.

Soluzione di cloruro di bario [BACl;*2H>0]. Sciogliere 90 g di cloruro di bario in 1.000 mL di
acqua.
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Soluzione standard di solfato [Na;SO4] (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
matraccio tarato, a 1.000 mL con acqua.

2.5. Procedimento
2.5.1. Taratura

Prelevare O (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
magnetica e aggiungere 10 mL della soluzione di glicerina e cloruro di sodio. Si consiglia di
utilizzare ancorette uguali per tutti i campioni. Iniziare 'agitazione, che va mantenuta costante ed
uguale per tutte le analisi, e aggiungere 5 mL della soluzione di cloruro di bario. Continuare
l'agitazione per 2 minuti, quindi lasciare a riposo il campione per 15 minuti. Agitare nuovamente
per 15 secondi, versare 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'intervallo 350+425 nm.

Riportare in grafico 1 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 'agitazione, che va mantenuta costante ed
uguale per tutte le analisi, e aggiungere 5 mL della soluzione di cloruro di bario. Continuare
l'agitazione per 2 minuti, quindi lasciare a riposo 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 spettrofotometro (420 nm) o ad un fotometro a filtri ad una
lunghezza d'onda compresa nell'intervallo 350+425 nm.

2.6. Espressione dei risultati

. . . . = . BN
Dal valore di assorbanza misurato, la concentrazione di SO~ espressa in mg L~ ¢ data da:

P« 1000
SO~ (mgL™") =
\Y%
dove:
P = quantita di solfato in mg ricavata dal grafico di taratura;
vV = volume di campione (in mL) analizzato.

2.7. Precisione ed accuratezza

L'accuratezza dipende dalla presenza di sostanze interferenti, oltre che dall'abilita dell'operatore.
Quando non vi sono interferenze questo metodo consente una precisione del 5%.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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 retrotitolazione
dell'eccesso 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 concentrazione 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 1 reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere deionizzata e distillata.

Soluzione di acetato di zinco 2 N. Sciogliere 220 g di acetato di zinco diidrato [Zn(C,H30,),2H,0]
in acqua e portare a volume in matraccio tarato da 1.000 mL.

Acido solforico concentrato [H,SO4] (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 o 0,4 g di NaOH.

Soluzione di bicromato di potassio 0,1 N. Sciogliere 4,9033 g di bicromato di potassio [K>Cr,O7]
seccato a 130°C in acqua e portare a volume di 1.000 mL.

Salda d'amido. Preparare in un mortaio un’emulsione di salda solubile (5+6 g) con poca acqua e
travasare il tutto in 1.000 mL di acqua 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 alluminio. Sciogliere 694 g di cloruro di alluminio esaidrato [AlCl;*6H,0]
(contenuto in recipiente sigillato, poiché il prodotto ¢ molto igroscopico) in 1.000 mL di acqua.
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Soluzione di idrossido di sodio 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
concentrato e attendere 6 minuti lasciando la soluzione al buio; diluire a 500+-600 mL e titolare con
la soluzione di tiosolfato 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 titolo della soluzione di tiosolfato.

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 ¢
equivalente 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
campione. 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 una maggiore
accuratezza, 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 soluzione 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 reagenti 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 sedimentare fino a che il liquido sovrastante ¢
ragionevolmente chiaro (in genere bastano 15 minuti); sifonare 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 pH del 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 temperatura deve essere intorno ai 25°C).

303



Tabella 1 - Fattore di conversione per il calcolo della concentrazione di H,S.

pH Fattore pH Fattore pH Fattore
50 0,99 6.8 0,55 7.7 0.13
5.4 0.97 6,9 0.49 7.8 0,11
58 0.92 7.0 0.44 7.9 0,089
6.0 0.89 7.1 0.38 8.0 0,072
6.2 0.83 7.2 0.33 8.2 0,046
6,4 0.76 7.3 0.28 8.4 0.030
6.5 0.71 7.4 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

1.6. Espressione dei risultati
La concentrazione del solfuro totale o del solfuro disciolto in mg L & data dalla formula
seguente:
(a* Ny—b*Nrp) e 1600
S=(mgL™") =
C
dove:
N = 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.
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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 di 213,8 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 concentrazione di 0,01+2 mg L' di Zn. L'intervallo che fornisce i risultati pit
attendibili ¢ compreso tra 0,4 € 2 mg L. Per concentrazioni superiori a 2 mg L'e possibile
rientrare in detto intervallo ricorrendo a diluizione del campione.

1.2. Interferenze e cause di errore

11 ferro, se presente a concentrazioni superiori a 100 mg L™, deprime 1'assorbimento dello zinco.

Sodio, potassio, solfati, cloruri (ciascuno a concentrazioni inferioria 9 g L'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™ ciascuno.

Cadmio, piombo, rame, nichel, cobalto, cromo (ciascuno fino a 10 mg L'l) non danno
interferenze.

1.3. Apparecchiature

Tra 1 vari sistemi proponibili per il lavaggio della vetreria risulta conveniente quello che
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

correzione automatica dell'assorbimento non specifico, di bruciatore standard per aria-
acetilene e di tutti gli altri accessori necessari.

1.4. Reattivi

Tutti 1 reattivi devono essere puri per analisi e I'acqua deve essere deionizzata e distillata.

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

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito (1+199). Aggiungere 1 volume di HNO; 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 HNOs 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
concentrata di zinco e 4 mL di HNOj; concentrato a 1.000 mL con acqua.
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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 HNOj; 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 213,8 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 dello zinco disciolto

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo
opportunamente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro
beaker 100 mL di acido nitrico (14+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 bianco ed 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 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
opportunamente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro
beaker 100 mL di acido nitrico (14+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 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. 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 assorbanza corretti del valore del bianco.

1.5.1.3. Taratura per la determinazione dello zinco dopo trat-tamento ripetuto con acido nitrico

Porre in diversi beaker rispettivamente 100 mL di almeno quattro soluzioni ottenute diluendo
opportunamente la soluzione standard piu conveniente con acido nitrico (1+199) e in un altro
beaker acido nitrico (1+199) (bianco). La concentrazione di zinco nel campione deve risultare
compresa tra 1 valori di concentrazione delle soluzioni impiegate per la taratura. Aggiungere in ogni
beaker 5 mL di acido nitrico concenrato. Scaldare su bagno ad acqua o su piastra fino quasi a
secchezza evitando che 'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker e aggiungere altri 5 mL di
acido nitrico. Coprire 1 beaker con vetrini da orologio e ripetere il trattamento lo stesso numero di
volte necessario per ottenere la digestione completa del campione (ci0 ¢ 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 1 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 concentrazioni dello zinco, espresse in mg L', ed in
ordinata i corrispondenti valori di assorbanza corretti dal valore del bianco.
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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 pm ed
aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro di campione.

Porre in un beaker 100 mL di campione 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. Leggere I’assorbanza
del campione corretta dell’assorbanza del bianco.

1.5.2.2. Determinazione dello zinco dopo trattamento con acido cloridrico

Filtrare il campione subito dopo il prelievo attraverso una membrana con pori di 0,45 pm ed
aggiungere 5 mL di acido nitrico concentrato per ogni litro di campione.

Porre in un beaker 100 mL di campione e 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 piastra 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 la soluzione 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 pm ed
aggiungere 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).
Aggiungere in ogni beaker 5 mL di acido nitrico concentrato. Scaldare su bagno ad acqua o su
piastra fino quasi a secchezza evitando che l'evaporazione sia violenta. Raffreddare i beaker ed
aggiungere altri 5 mL di acido nitrico. Coprire 1 beaker con vetrini da orologio e ripetere il
trattamento fino ad ottenere la digestione completa del campione (ci0 ¢ 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 1 vetrini da orologio con acqua e portare a volume di 100 mL
in matracci tarati. Aspirare quindi la soluzione 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 L™
1.7. Precisione ed accuratezza

Prove effettuate da sette differenti laboratori su campioni di acque di scarico prima e dopo
aggiunta di quantita note di zinco (in modo da ottenere campioni con concentrazione di circa 0,5 mg
L'l) hanno dato valori della deviazione standard relativa compresi tra 0,9 e 3,1%, e recuperi relativi
delle quantita aggiunte compresi tra i1 97 e il 100%.
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2. Determinazione per assorbimento atomico (acque marine e salmastre)

2.1. Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso 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 retro-estratta in fase acquosa e
successivamente aspirata direttamente 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 1'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 immediatamente prima di ciascun uso.

— Spettrofotometro di assorbimento atomico munito di dispositivo per la correzione
automatica dell'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.

— Micropipette a volume regolabile. Lavare le punte con la soluzione al 2% di APDC/DDDC
in un imbuto separatore per circa 30 minuti. Sciacquare vigorosamente con acqua e lasciare
asciugare per una notte in atmosfera pulita.

2.4. Reattivi

I reattivi, devono essere di grado ultrapuro per analisi. L'acqua distillata o deionizzata deve
essere ulteriormente purificata (ECw < 0.1 pS cm™).

Acido nitrico concentrato [HNO3] (d = 1,42).

Acido nitrico diluito 1 M. [HNOj3].

Ammoniaca concentrata [NH4OH)].

Agente chelante. Soluzione di pirrolidinditiocarbammato  d'ammonio (APDC) e di
dietilditiocarbammato di dietilammonio (DDDC). Sciogliere 2 g di APDC e 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 giornamente.

Soluzione tampone. Preparare una soluzione acquosa al 10% di citrato ammonico bibasico
[(NH4),HCsHs07] 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 volte 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). 11 reagente deve essere ridistillato e preferibilmente conservato in
un recipiente di quarzo.

Soluzione standard di zinco. Dalla soluzione madre di Zn (1 mL = 1 mg) reperibile in commercio
(prodotto puro per assorbimento atomico) preparare, per diluizione, standard diluiti da 0,1 mg L
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' 20,001 mg L' (pH 2) in relazione alla concentrazione dei campioni. Soluzioni standard con

. .. . -1 .
concentrazioni inferioria 1 mg L™ devono essere preparate giornalmente.

2.5. Procedimento
2.5.1. Taratura

Preparare un grafico di taratura con un bianco costituito da HNO3; 1 M e almeno tre punti
diluendo opportunamente lo standard acquoso con HNO; 1 M. Effettuare le lettura allo
spettrofotometro ad assorbimento atomico e tracciare il grafico di taratura ponendo in ascisse le
concentrazioni di Zn e in ordinate le assorbanze corrispondenti corrette del valore del bianco.

2.5.2. Analisi del campione

Trasferire 100 mL (o pit) del campione di acqua in un imbuto separatore da 250 mlL.
Aggiustare il pH a circa 4,5 con l'aggiunta di 1 mL di soluzione tampone (se il campione ¢ stato
preventivamente acidificato per lo stoccaggio, il pH richiesto deve essere aggiustato con
ammoniaca concentrata successivamente all'aggiunta della soluzione tampone).

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 possono essere rimosse con l'aiuto di una micropipetta). Continuare la procedura
aggiungendo altri 10 mL di freon nellimbuto separatore da 250 mL e agitare di nuovo
vigorosamente per 2 minuti.

Riunire 1 due estratti e aggiungere 0,5 mL di HNO3 concentrato con una micropipetta. Dopo
aver agitato 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 separate, 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 1'imbuto
separatore con 1 mL di HNOs 1 M.

Evaporare a secco sotto cappa su piastra riscaldante l'estratto totale di 6 mL. Ridisciogliere il
residuo nel beaker con due frazioni da 0,5 mL di HNO3; 1 M caldo e trasferirlo in un beaker idoneo
per una lettura 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 deve essere
opportunamente diluito con HNO3; 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 concentrazione 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 Lt di Zn, ottenendo un coefficiente di variazione inferiore al
10%.
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Sezione IV

Parametri microbiologici

Determinazione microbiologiche delle acque reflue
Coliformi totali

Coliformi fecali

Streptococchi fecali

Escherichia coli

Salmonella spp

Vibrio spp

Uova di Elminti

Oocisti di Cryptosporidium e Cisti di Giardia
Virus

Batteriofagi
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Determinazione microbiologiche delle acque reflue

di Lorenzo Villa, Lucia Bonadonna

1. Introduzione

La sempre crescente scarsita di acqua disponibile, fenomeno particolarmente grave nei Paesi del
bacino del Mediterraneo ed in particolar modo avvertito nei Paesi del sud del Mediterraneo, pone in
primo piano la necessita di affrontare in maniera globale il problema delle risorse idriche.

Rilevanti contributi sono stati dati in occasione di recenti incontri internazionali, sia a livello
mondiale (International Conference on Water and Environment, Dublino, 26-31 gennaio 1992), sia
a livello mediterraneo (Conferenza Mediterranea dell’ Acqua, Roma, 28-30 ottobre 1992).

In occasione di tali incontri sono stati approfonditi 1 problemi legati alla gestione delle risorse
idriche, formulando raccomandazioni da sottoporre all’attenzione di tutti i Paesi. Al fine di
affrontare in modo razionale il problema della gestione delle risorse idriche, ¢ pero indispensabile
anche pervenire ad una opportuna chiarificazione circa gli aspetti tecnico-scientifici legati al
riutilizzo in agricoltura delle acque reflue.

Le normative in materia sono alquanto contraddittorie e spesso propongono limiti irrealistici.
Per limitarci agli aspetti igienico-sanitari, molte normative nazionali, fra esse quella italiana
(Delibera 4 febbraio 1977 del Comitato dei Ministri per la tutela delle acque dall’inquinamento), si
ispirano agli standard della California (1968). Piu recentemente (luglio 1985), una riunione di
esperti della Banca Mondiale, dell’Organizzazione Mondiale della Sanita e del Centro
Internazionale di riferimento per lo smaltimento dei rifiuti, tenutasi ad Engleberg (Svizzera), ha
raccomandato linee-guida per I’irrigazione limitata e illimitata introducendo uno standard per il
parametro Elminti e un valore limite per i1 Coliformi fecali.

Di seguito vengono riportati in forma schematica gli standard e le linee guida elaborati, nel
corso degli anni, per la qualita delle acque reflue da utilizzare per I'irrigazione che specificano
valori limite in funzione del tipo di vegetale da irrigare.

Gli standard elaborati tra gli anni *60 e *80 tendono a essere piuttosto restrittivi:

» standard della California (1968): 23+2,3 coliformi totali/100 mL in rapporto al tipo di vegetale
da irrigare;

» OMS (1973): < 100 coliformi totali/100 mL, valutando che un utilizzo di queste acque per
I’irrigazione dei vegetali poteva produrre soltanto un rischio limitato per la salute.

» la delibera italiana del 77 indica il valore di 2,2 colibatteri/100 mL (determinato nella media
delle misure effettuate per 7 giorni consecutivi) per l'irrigazione dei raccolti destinati ad essere
consumati crudi e il limite fissato a 20 colibatteri/100 mL nel caso di raccolti da consumare
dopo cottura.

Le linee guida dell’OMS, elaborate a Engelberg nel 1985, per 'irrigazione illimitata (verdure
eduli, comprese quelle da consumare crude, campi sportivi e parchi pubblici) individuano un valore
limite di < 1000 coliformi fecali/100 mL, espresso come media geometrica (se gli ortaggi vengono
consumati ben cotti, lo standard puo essere meno restrittivo). A tali livelli di coliformi risulta che 1
batteri patogeni sono assenti o ridotti a valori trascurabili. Le stesse linee guida prevedono invece
per I'irrigazione limitata (alberi da frutta e pascoli) il limite di < 1 uovo vitale di nematodi/L.
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Le linee-guida dell’OMS (1989) per 1'uso di acque reflue in agricoltura propongono 3 categorie
riportate nella Tabella 1.

Nel 1992 dal Politecnico di Milano sono state elaborate ipotesi di criteri di qualita per liquami
affinati destinati al reimpiego irriguo. Sono state identificate 3 classi d’uso riportate nella Tabella 2.

Nelle Tabelle 3, 4 e 5 vengono riassunti gli standard attualmente stabiliti per le acque destinate
ad uso irriguo.

2. Generalita sui metodi microbiologici

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 malattie (patogeni e opportunisti patogeni). Infatti, la quasi totalita delle patologie
infettive trasmesse per via idrica ¢ imputabile a microrganismi capaci di causare malattie ad
esclusiva o prevalente localizzazione intestinale; essi vengono eliminati con le feci di individui
infetti, possono raggiungere 1’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 vengono a ritrovarsi anche quei microrganismi generalmente di per
s€ non patogeni, ma la cui presenza nell’ambiente idrico costituisce un indice indiretto e teorico
della eventuale 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.

Tabella 1 - Linee guida dell'OMS (1989)

irrigazione di vegetali da mangiare crudi: —  nematodi intestinali (media aritmetica di uova/L) <1
—  Coliformi fecali (media geometrica/100 mL)
<1000
irrigazione di cereali, alberi e pascoli: —  Nematodi intestinali(media aritmetica di uova/L) <1
irrigazione di cereali, alberi e pascoli: (che non vengono a —  non applicabile
contatto con 1’uomo)

Tabella 2 - Criteri di qualita secondo il Politecnico di Milano (1992)

Parametri microbiologici Classe I Classe I1 Classe I11
Elminti (media geom. delle uova vitali) (n/L) 1 1 1
Coliformi fecali (n/100 mL) 100 500 1000
Coliformi totali (n/100 mL) 300 1500 3000

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 ricerca degli stessi microrganismi dispersi nell’ambiente, dove, compresenza con altri
microrganismi di derivazione non enterica € adsorbimento su solidi sospesi comportano pero
difficolta analitiche non evidenziabili nel corso di esami piu prettamente clinici.
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Tabella 3 - Linee-guida stabilite dal WHO e dall'EPA per la qualita microbiologica di acque destinate

ad uso irriguo.

WHO Linee-guida raccomandate (1989) EPA Linee-guida suggerite
(1992)
Irrigazione di Irrigazione di (Irrigazione di verdure| Irrigazione di
vegetali da consumare vegetali da non trattate verdure
Parametri crudi trattare indu- da trattare
strialmente industrialmente
1) (2) 3) “)
Coliformi totali
Coliformi fecali < 1.000/100 mL 0/100 mL < 200/100 mL
Escherichia coli
Streptococchi fecali
Salmonella
Enterovirus
Uova di elminti < 1/L < 1/L
Cisti di protozoi

ey
@
3)

“)

frutteti e vigneti.

Irrigazione di verdure da consumare crude, campi sportivi, parchi pubblici.
Irrigazione di cereali, verdure ad uso industriale, foraggi, alberi.
Irrigazione di verdure non trattate commercialmente, campi sportivi, parchi pubblici, cimiteri, e possibile
contatto accidentale (pesca, balneazione, navigazione da diporto).

Irrigazione di vegetali da trattare industrialmente, foraggio per animali da latte, irrigazione in superficie di

La ricerca di microrganismi indicatori di contaminazione fecale costituisce la parte largamente

prevalente dell’esame microbiologico delle acque ed ¢ quella universalmente praticata. Cio ¢

PN

dovuto essenzialmente a motivi di ordine pratico, legati alla relativa semplicita della ricerca dei
microrganismi indicatori a fronte della ricerca dei patogeni. Pertanto la ricerca 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 sensibilita
dei metodi e ai tempi lunghi di risposta delle analisi.

Tabella 4 - Valori limite stabiliti in alcuni Paesi per la qualita delle acque ad uso irriguo

Stato Parametro Irrigazione di vegetali da consumare | Irrigazione di vegetali
crudi da trattare
Israele (1991)  Coliformi 12/100 mL (80%) 250/100 mL
2,2/100 mL (50%)

Tunisia (1991) Uova di Nematodi intestinali < 1/L < 1/L
Kuwait Coliformi Totali 100/100 mL 10.000/100 mL
Arabia Saudita Coliformi Totali < 2,2/100 mL

Coliformi Fecali < 50/100 mL

Sud Africa Coliformi Fecali Standards dell'acqua potabile < 1.000/100 mL
Oman Coliformi Totali Irrigazione con acque reflue non Massimo 23/100 mL
consentita Media < 2,2/100 mL
(solo per "zone verdi").
Messico Coliformi Totali < 1000/100 mL < 10.000/100 mL

Coliformi Fecali

< 2.000/100 mL
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Tabella 5 - Valori limite stabiliti per la qualita igienico-sanitaria delle acque per uso irriguo in alcuni

Stati degli USA.
Irrigazione di vegetali da Irrigazione di vegetali da [Vegetali non alimentari
consumare crudi trattare
USA Irrigazione delle colture alimentari [Irrigazione delle colture alimen- Irrigazione di foraggio,

Stati Unione

che sono destinate al consumo
umano diretto "consumo grezzo"

tari che sono destinate al con-
sumo umano diretto "da trattare"

fibre e campi coltivati, pa-
scoli e tappeti erbosi

Arizona CF 2,2/100 mL (m) CF 1000/100 mL (m) CF 100/100 mL (m)
CF 25/100 mL (cp) CF 2500/100 mL (c.p.) CF 4000/100 mL (cp)
Frequenza 1/giorno Frequenza 1/mese Frequenza 1/mese
Enterovirus = 0/40 L
Ent. hystolitica = assenti
Giardia = assenti
Uova di Ascaridi = assenti
California  Irrigazione Spray: Eccezioni caso per caso conside- CT 23/100 mL (m)
CT 2,2/100 mL (m) rate dal Dipartimento Stato Sa- Frequenza 1/giorno
CT 23/100 mL (cp) nita
Irrigazione in Superficie:
CT 2,2/100 mL (m)
Frequenza 1/giorno
Florida CF 0/100 mL (nel 75% dei cam- CF 200/100 mL (mm)
pioni) CF 800/100 mL (cp)
CF 25/100 mL (cp) Frequenza variabile in rap-
Frequenza 1/giorno porto al tipo di impianto
Divieto di irrigazione con acque di
scarico
Idaho CT 2,2/100 mL (m) CT 230/100 mL (m) CT 230/100 mL (m)
Indiana CF 1000/100 mL (m) CF 1000/100 mL (m) Per alimentazione di ani-
CF 2000/100 mL (cp) CF 2000/100 mL (cp) mali destinati al consumo
umano:
CF 1000/100 mL (m)
CF 2000/100 mL (cp)
Michigan  Caso per caso, stabilito dalla Mi-  Caso per caso, stabilito dalla Mi-{Caso per caso, stabilito
chigan Water Resources Communitychigan Water Resources dalla Michigan Water Re-
Community sources Community
Oregon CT 2,2/100 mL (m) CT 23/100 mL (m) CT 23/100 mL (m)
CT 23/100 mL (cp) CT 240/100 mL (2 cc) CT 240/100 mL (2 cc)
Frequenza 1/giorno Frequenza 1/settimana Frequenza 1/settimana
m = mediana
mm = media mensile
cp = campionamento puntuale
cc = campionamento consecutivo
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Tabella 5 — (segue)

Irrigazione di vegetali da Irrigazione di vegetali da Vegetali non alimentari
consumare crudi trattare
Tennessee Trattamento di lagunaggio
Puo essere richiesta disin-
fezione
Texas CF 75/100 mL CF 75/100 mL CF 800/100 mL
Frequenza 1/settimana Frequenza 1/settimana Frequenza 1/mese
Irrigazione Spray, vietata
Utah CT 2000/100 mL (mm) CT 2000/100 mL (mm) CT 2000/100 mL (mm)
CF 200/100 mL (mm) CF 200/100 mL (mm) CF 200/100 mL (mm)
Vermont Trattamento secondario e
disinfezione
West Trattamento secondario e disin- Trattamento secondario e disin-
Virginia fezione fezione
Wisconsin Caso per caso
Wyoming . CF 200/100 mL CF 200/100 mL CF 1000/100 mL (media)
Hawaii Irrigazione di verdure con radici Irrigazione spray di frutteti a pit; Foraggio, raccolti da se-
edibili, irrigazione spray di frutteti . di 30 gg. dalla formazione dei mina e coltivazioni di al-
e vigneti, a meno di 30 gg dalla frutti o irrigazione in superficie @ beri:
formazione dei frutti: 0 a goccia di frutteti e vigneti: CT 23/100 mL (media 7
CT 2,2/100 mL (media 7 gg) CT 23/100 mL (media 7 gg.) gg)
CT 23/100 mL (cp) CT 240/100 mL (2 cc) CT 240/100 mL (2 cc)
Enterovirus 1PFU/40 L
Irrigazione di verdure con parti Coltivazioni erbose e
edibili non in contatto con il suolo: piante ornamentali:
CT 2,2/100 mL (media 7 gg) CT 2,2/100 mL (media 7
CT 23/100 mL (cp) gg)
Frequenza: 1/giorno per CT; CT 23/100 mL (cp)
Non specificata per EV
m = mediana
mm = media mensile
cp = campionamento puntuale
cc = campionamento consecutivo

L'esame microbiologico delle acque si basa essenzialmente sulla possibilita di coltivare su
idonei substrati, ed in specifiche condizioni di temperatura di incubazione, i batteri conenuti
nell'acqua in esame, utilizzando particolari metodologie finalizzate all'individuazione differenziale
di gruppi microbici 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 da tempo 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 piu probabile o dei tubi multipli). Tuttavia questo metodo
presenta dei limiti di ripetibilita e precisione se vengono effettuati inoculi del campione in numero
limitato.
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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,
attraverso cui ¢ stata filtrata I’acqua da analizzare, posta su specifici terreni solidificati all'agar, si
conta il numero delle colonie sviluppate dopo opportuna incubazione.

Di seguito si descrivono le procedure standard per I'applicazione dei due metodi piu
comunemente utilizzati: metodo MPN (del numero pit probabile o dei tubi multipli) e il metodo
della filtrazione su membrana (MF).

2.1. 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 € negativi
ottenuti inoculando aliquote del campione in terreno colturale liquido. La precisione del risultato
dipende dal numero dei tubi o dei pozzetti insemenzati con l'acqua in esame: piu elevato ¢ il numero
degli inoculi effettuati, maggiore ¢ la precisione del metodo.

Il risultato si ottiene calcolando il valore dell'indice MPN in base alla formula di Thomas:

N° di tubi positivi * 100
MPN/100 mL =

\/ mL di campione nei tubi negativi * mL di campione in tutti 1 tubi

Il risultato gia calcolato puo essere ricavato, in base alle diverse combinazioni dei tubi positivi e
negativi, da una apposita tabella gia predisposta (Tabella 6). Essa riporta il valore dell'indice MPN
corrispondente a diverse combinazioni di risultati positivi e i limiti di confidenza, al 95%, che
indicano il limite inferiore e il limite superiore entro 1 quali ci si pu0 attendere, con una probabilita
del 95%, che sia compresa la densita reale dei batteri.

Questo metodo, da considerarsi comunque scarsamente preciso, pud 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 possono essere esaminati sono tuttavia limitati in considerazione delle difficolta
tecniche di preparazione e distribuzione di aliquote elevate del campione di acqua da analizzare.

2.1.1. 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. Piu comunemente si seminano 10, 1 e 0,1
mL dell'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 ricavato dalla tabella che dovra essere moltiplicato per 0,1. Se, d'altra parte, le quantita
seminate saranno 1; 0,1 e 0,01 mL, il valore riportato in Tabella 6 dovra essere moltiplicato per 10,
oppure per 100, se le aliquote seminate saranno di 0,1; 0,01 e 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 piu significative. Per selezionare le tre
serie rappresentative, si individua quella con I’inoculo piu basso in cui tutti e cinque 1 tubi sono
risultati positivi e le due serie successive con gli inoculi di aliquote scalari pitt basse. Inoltre, nel
caso in 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
immediatamente precedente.

La procedura prevede, in alcuni casi, lo svolgimento di una prova presuntiva e di una prova di
conferma. In questo caso, il risultato si ottiene contando il numero dei tubi positivi ottenuti dopo la
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semina nel terreno utilizzato per la prova di conferma; in corrispondenza della tripletta di

combinazioni positive, si ricava dalla Tabella 6, il valore dell'indice MPN/100 mL di campione.
Tabella 6 - Indice MPN e limite di confidenza al 95% per varie combinazioni di risultati positivi
quando serie di 3 o 5 tubi vengono inoculati con diluizioni di 10 mL, 1 mL, 0,1 mL

DILUIZIONI
3 TUBI 5 TUBI
Combinazioni di LIMITI DI CONFIDENZA LIMITI DI CONFIDENZA
tubi positivi INDICE AL 95% INDICE AL 95%
MPN/100mL MPN/100mL
inferiore superiore inferiore superiore
0-0-0 <3 <2
0-0-1 3 <0.5 9 2 <0.5 7
0-1-0 3 <0.5 13 2 <0.5 7
0-2-0 4 <0.5 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 11 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
3-0-1 39 7 130 11 2 25
3-0-2 64 15 380
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 >2400
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
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5-4-2 220 57 700
5-4-3 280 90 850
5-4-4 350 120 1000

Tabella 6 — (segue)

DILUIZIONI
3 TUBI 5 TUBI
Combinazioni di LIMITI DI CONFIDENZA LIMITI DI CONFIDENZA
tubi positivi | INPICE AL 95% INDICE AL 95%
MPN/100mL MPN/100mL
inferiore superiore inferiore superiore

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 >2400

2.2. 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 1'uso senza
difficolta. La tecnica permette di ottenere risultati in tempi piu brevi rispetto a quelli richiesti con il
metodo dei tubi multipli (MPN). Inoltre presenta diversi vantaggi semplificando notevolmente le
procedure di laboratorio e abbreviandone 1 tempi operativi anche in funzione dei tempi di
incubazione.

La procedura permette di contare i microrganismi, presenti in un campione di acqua, che hanno
formato colonie sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura. Il numero di colonie
ottenuto 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

2.2.1. Procedura

Utilizzare membrane quadrettate sterili, di esteri di cellulosa, con diametro di 47+50 mm e con
porosita nominale di 0,45 um di diametro. Dopo avere adeguatamente agitato il campione di acqua
o l'eventuale sua diluizione, prelevare il volume di campione prestabilito e filtrare attraverso una
membrana utilizzando una pompa da vuoto o una pompa ad acqua.

Disporre quindi la membrana 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 nutritivi del terreno permette lo sviluppo di colonie batteriche sulla superficie della
membrana stessa, dopo un idoneo periodo di incubazione alla temperatura fissata.
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3. Modalita di campionamento e trasporto dei campioni

Una corretta metodologia di campionamento e di trasporto dell'acqua da analizzare costituisce 1l
presupposto indispensabile al fine di ottenere risultati analitici attendibili. Modalita non corrette di
prelievo e di trasporto possono essere causa di errori analitici anche piu sensibili di quelli legati a
non corrette tecniche di laboratorio.

Il campione raccolto deve essere quanto piu 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 ¢ necessario 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 parte
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 prelevare 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 indicate, 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 1 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 flamma
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 1'esame microbiologico, si dovra sempre avere cura di non riempire
completamente la bottiglia al fine di consentire una efficace agitazione del campione, in laboratorio,
al momento dell'analisi.

Il campione prelevato deve essere accompagnato da tutte le indicazioni necessarie alla sua
identificazione, quali la data e 1'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 relative alle eventuali determinazioni effettuate in loco e qualunque altra osservazione
possa risultare utile nella interpretazione dei risultati di laboratorio.

Tutti 1 campioni di acqua, indipendentemente dalla loro natura, devono essere esaminati nel
minore tempo possibile, preferibilmente entro le 6 ore dal prelievo e comunque entro un massimo di
24 ore. 1l trasporto deve avvenire in modo che i campioni siano mantenuti al riparo dalla luce e ad
una temperatura 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, o ghiaccio di acqua, avendo comunque cura di evitare il congelamento
dell'acqua contenuta. Durante il trasporto le bottiglie dovranno essere collocate nel contenitore in
modo da impedire il loro rovesciamento e, fra le bottiglie, dovranno essere collocati idonei sistemi
di separazione per evitare rotture.

4. Attrezzature di laboratorio
Le indagini microbiologiche presuppongono 1'uso di specifiche attrezzature di laboratorio. Di

seguito vengono indicate e descritte le attrezzature di base e di uso piu comune nei laboratori per
I’analisi microbiologica delle acque. Per I’organizzazione di un laboratorio di microbiologia &
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comunque necessario attenersi a quanto definito, in relazione all’'uso delle attrezzature di
laboratorio, dal D.Lgs. 626/94.

Apparecchiature per la filtrazione con membrane filtranti.

Sono costituite da una rampa, attrezzata con appositi bicchieri di acciaio inossidabile, vetro,
policarbonato o polipropilene, collegata a un sistema aspirante quale una pompa da vuoto
azionata elettricamente o una pompa ad acqua. Nel caso venga utilizzata una pompa elettrica,
fra sistema filtrante e sistema aspirante deve essere interposto un idoneo sistema di raccolta
dell'acqua filtrata. Prima dell'uso i1 bicchieri, dopo accurato lavaggio ed asciugatura, devono
essere avvolti in carta idonea per mantenere la sterilita durante la sterilizzazione e
conservazione. Sono in commercio anche bicchieri monouso da adattare ad apposite rampe di
filtrazione.

Apparecchiature per la misura del pH.
Il pH dei terreni di coltura puo essere determinato per via colorimetrica con 1'uso di appropriati
indicatori (quando non vi siano interferenze provocate dal colore del terreno) effettuando la
lettura con l'impiego di comparatori muniti degli appositi dischi o con altro dispositivo
appropriato. Tuttavia, le determinazioni possono essere effettuate con pill precisione e
speditamente per via potenziometrica con l'uso di pHmetri con una precisione di misura di +0,1
unita di pH a 20°C.

Armadi termostatici, camere termostatiche e termostati.

Dovranno assicurare nei vari scomparti una temperatura costante, entro limiti di variazione non
eccedenti +1°C. Di norma vengono utilizzati incubatori regolabili da temperatura ambiente a
80°C. Per temperature intorno ai 20°C sono comunque da utilizzare frigotermostati. Sia gli
armadi termostatici che le camere termostatiche dovranno essere muniti di un doppio sistema di
termoregolazione, uno per il manenimento della temperatura di esercizio e l'altro regolato ad
una temperatura lievemente superiore (temperatura massima di sicurezza) che non dovra mai
essere superata. E opportuno che queste apparecchiature siano provviste di termometri per il
controllo visivo della temperatura, con una scala che consenta la lettura di 1°C e, possibilmente,
di un sistema termometrico di registrazione. Gli armadi termostatici di notevoli dimensioni e le
camere termostatiche dovranno essere muniti di un idoneo sistema di circolazione dell'aria che
consenta il mantenimento della temperatura richiesta in tutti i punti del vano. E altresi
opportuno che gli armadi e le camere termostatiche siano provvisti di un sistema che consenta il
mantenimento di un livello di umidita compreso fra il 75 e 1'80%. Cid puo essere ottenuto anche
con un recipiente contenente acqua, collocato sul fondo dell'armadio. Il materiale posto ad
incubare dovra essere disposto in modo da consentire la circolazione del calore e non essere
eccessivamente ammassato.

Autoclavi.
La sterilizzazione a vapore saturo sotto pressione (per terreni di coltura, bottiglie da prelievo,
attrezzature filtranti, ecc.) richiede I'impiego di autoclavi di capacita adeguate al materiale da
sterilizzare, che non dovra essere eccessivamente ammassato. La sterilizzazione di norma si
effettua alla temperatura di 121°C ad una pressione di 1 kPa per un tempo di 15 minuti.
L’ apparecchiatura necessita di manutenzione e controlli periodici anche al fine di valutarne il
buon funzionamento che potra essere verificato periodicamente con 1’uso di indicatori chimici o
biologici.

Bagni termostatici.
Dovranno garantire la stabilita della temperatura d’incubazione prefissata ed essere provvisti di
un doppio sistema di controllo della temperatura costituito da un sistema di esercizio e 1'altro
regolato ad una temperatura superiore (temperatura di sicurezza) che non dovra mai essere
superata. Dovranno inoltre essere provvisti di termometri per il controllo visivo della
temperatura e possibilmente di un sistema termometrico di registrazione ed eventualmente di un
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idoneo sistema di agitazione dell'acqua. Per il loro riempimento ¢ necessario utilizzare acqua
distillata, che deve essere comunque rinnovata regolarmente. Per evitare fenomeni di corrosione
¢ opportuno utilizzare filiere o idonei cestelli di acciaio inossidabile o di materiale plastico
idoneo. Eventuali depositi di ruggine nel bagnomaria possono esplicare una azione
termoisolante e devono essere rimossi. L.’eventuale sviluppo di alghe o di funghi nell'acqua deve
essere eliminato mediante 1'uso di composti ammonici quaternari da fare agire per circa 24 ore,
provvedendo poi allo svuotamento, risciacquo e successivo riempimento con acqua distillata.

Bilance.
In laboratori attrezzati per l'esecuzione di indagini microbiologiche puo essere sufficiente
disporre di bilance che permettono di pesare quantita intorno a 150 g con sensibilita di 0,1 g. Per
la pesata di additivi, reagenti, coloranti ecc., ¢ necessario disporre di una bilancia analitica con
una sensibilita di 0,1 mg. Per 1'uso delle bilance & opportuno considerare la necessita di
procedere a periodici controlli e tarature.

Bottiglie e tubi per diluizione.
Sono utilizzabili bottiglie e tubi preferibilmente in vetro, resistenti alla sterilizzazione. Le
bottiglie e i tubi per diluizione dovranno essere provvisti di tappo smerigliato, di tappo di
gomma o di tappo a vite. Possono essere impiegate anche bottiglie (o tubi) di plastica, fabbricate
con materiale idoneo e non tossico e resistenti alla sterilizzazione in autoclave.

Bottiglie per prelievo.
Possono essere di vetro neutro, resistenti alla sterilizzazione, da chiudere con tappo smerigliato
o con idoneo tappo a vite. Prima della sterilizzazione, le bottiglie con tappo smerigliato debbono
essere provviste di un cappuccio di copertura in carta resistente ed impermeabile o in foglio di
alluminio. Per il campionamento possono essere anche utilizzate bottiglie monouso in materiale
plastico, disponibili in commercio gia sterili, in genere in confezioni multiple.

Cappe a flusso laminare.

Per garantire la qualita del dato analitico e la protezione dell’operatore devono essere utilizzate
cappe di sicurezza. Di norma, per eseguire analisi microbiologiche ambientali, che prevedano la
ricerca di microrganismi a rischio basso o moderato (gruppi 2 e 3 del D.Lgs. 626/94), vengono
utilizzate cappe a flusso laminare di classe IIA. Sono cappe a flusso verticale, aperte
frontalmente e progettate per la protezione dell’operatore, del prodotto al suo interno e
dell’ambiente circostante. Le cappe biologiche devono essere collocate in locali esenti da
correnti d’aria e lontane da impianti di condizionamento e finestre.

Centrifughe.
Possono essere utilizzate centrifughe da banco e da terra con rotori ad inclinazione fissa o
variabile. Possono essere refrigerate o meno in base alle necessitd. E necessario utilizzare
centrifughe realizzate secondo le norme di sicurezza internazionali.

Frigoriferi e congelatori.
Devono avere un dispositivo di rilevazione della temperatura e impiegare per il controllo interno
un termometro a minima € a massima oppure un termometro con bulbo immerso in glicerolo. I
frigoriferi devono assicurare una temperatura di +4°C ed 1 congelatori da utilizzare possono
essere quelli che raggiungono temperature di -20°C e -70°C.

Lampade a raggi U.V.
I sistemi di sterilizzazione con raggi ultravioletti (U.V.) sono particolarmente idonei per la
sterilizzazione dell’ambiente sotto cappa o per piccoli locali. E da tenere presente che la vita
media di una lampada U.V. ¢ di circa 5.000 h e che comunque ¢ necessario effettuare, per
consentirne I’efficacia, una sua manutenzione periodica. Inoltre I'uso delle lampade a U.V.
necessita 1'uso di dispositivi di protezione individuale (es. occhiali) per evitare gli effetti nocivi
degli U.V. sugli operatori.
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Materiale monouso.
Negli ultimi anni si ¢ andato sempre piu diffondendo I'uso di materiali plastici monouso, forniti
in confezioni gia sterili. Il vantaggio di usare questi materiali ¢ legato soprattutto al risparmio di
manodopera. I materiali plastici da usare nel laboratorio batteriologico devono peroO essere
esenti da residui tossici della lavorazione, essere trasparenti ed avere segni di calibrazione che
corrispondano a precise indicazioni volumetriche. Esistono in commercio articoli in materiale
plastico che possono essere utilizzati e sottoposti a ripetute sterilizzazioni in autoclave.

Membrane filtranti e dischi assorbenti.

Le membrane filtranti per uso batteriologico sono costituite da dischi di esteri di cellulosa con
pori uniformemente distribuiti. Generalmente per le analisi microbiologiche si utilizzano
membrane con pori aventi un diametro di 0,45 pm (+ 0,02 um). A causa della loro porosita
hanno la capacita di trattenere sulla loro superficie, all'atto della filtrazione, i batteri contenuti
nell'acqua. Disponendo quindi le membrane o su dischi assorbenti imbevuti di terreno colturale
liquido o su terreno di coltura agarizzato, il passaggio per capillarita dei principi del terreno
permette lo sviluppo di colonie batteriche sulla superficie della membrana, dopo un idoneo
periodo di incubazione. Esistono in commercio membrane filtranti di vario diametro. Per
I'esame batteriologico delle acque vengono normalmente utilizzate membrane del diametro di
47-50 mm. In commercio si trovano confezioni gia sterili pronte per 1'uso, in genere sterilizzate
con raggi gamma o con ossido di etilene. Le membrane si differenziano a seconda della ditta di
produzione. Problemi si possono verificare in relazione al tipo di membrane utilizzate:
inibizione batterica in corrispondenza della linea del reticolo, sciamamento delle colonie,
crescita lungo la linea del reticolo, presenza di zone idrofobiche. Per evitare, pertanto, I'uso di
membrane non idonee, ¢ necessario procedere a prove di controllo di qualita per verificarne
l'efficienza.

Microscopio ottico.
Per le normali procedure di analisi microbiologica (es. colorazione di Gram) ¢ sufficiente
disporre di un microscopio ottico con obiettivi 10, 40 e 100x, vetrini portaoggetti € coprioggetti
e olio ad immersione. Dopo ogni utilizzo rimuovere il residuo di olio sulle lenti con carta ottica.

Piastre di Petri.

L'uso delle piastre di Petri ¢ indispensabile per eseguire l'isolamento di colture batteriche e per
I’analisi effettuata con la tecnica della filtrazione su membrana. Vengono utilizzate piastre di
Petri di varie dimensioni. Il tipo piu diffuso ha un diametro di circa 100 mm ed un'altezza di 15
mm. Per la tecnica delle membrane filtranti, poiché la tecnica standardizzata prevede 1'utilizzo
di membrane di 47 mm di diametro, si usano piastre di diametro anche di 50 mm e dello
spessore di 12 mm. Piastre di Petri in vetro sono state usate per lungo tempo in batteriologia.
Negli ultimi anni esse sono state quasi totalmente sostituite da piastre monouso in materiale
plastico, che si trovano in commercio gia sterili in confezioni sigillate. Indipendentemente dal
materiale (vetro o plastica) le piastre di Petri devono essere perfettamente trasparenti al fine di
rendere ottimale il riconoscimento delle colonie, con il fondo perfettamente piano.

Pipette e micropipette.

Per le diverse operazioni e procedure di analisi occorrono pipette di varia capacita (da 1, da S e
da 10 mL) graduate fino alla punta, con suddivisione a 0,1 mL. Sono disponibili in commercio
confezioni di pipette monouso in materiale plastico, di varia misura, gia sterili. Al fine di
prevenire l'ingestione accidentale di sostanze pericolose, inclusi i germi patogeni, da parte
dell'operatore ¢ necessario utilizzare sistemi di aspirazione tipo pompette aspiranti a bulbo di
gomma o pipettatrici automatiche. Le pipette di vetro riutilizzabili vanno sterilizzate in
confezione singola o multipla (in apposite custodie in metallo, preferibilmente acciaio
inossidabile, o in vetro).

Stufe a secco.
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Devono consentire il raggiungimento della temperatura di +170+10°C per 2 h. E necessario che
siano corredate di un termometro a gambo lungo, di precisione accettabile nell'intervallo fra 160
e 180°C e di un idoneo sistema di termoregolazione. E altresi opportuno che siano fornite di un
sistema di interruttore a tempo che consenta di programmare il tempo di sterilizzazione.

Tubi per coltura.
I tubi vengono usati per ’esecuzione della tecnica dei tubi multipli, di test biochimici, per la
conservazione di colture batteriche, ecc. Si utilizzano tubi di diverse dimensioni in relazione
all'utilizzo. I tubi devono essere chiusi utilizzando preferibilmente tappi in metallo, in materiale
plastico o in cotone grezzo. Sono decisamente da preferire i tubi in vetro resistente alla
corrosione ed alla sterilizzazione, mentre 1 tubi monouso sono sconsigliabili a causa di possibili
interazioni fra tubo e substrati o reagenti durante la conservazione.

Vetreria e materiale vario.

E da preferire la vetreria fabbricata con vetro neutro, resistente alle temperature di
sterilizzazione. Prima della sterilizzazione (da effettuare in stufa a secco alla temperatura di
180°C per 90’ o in autoclave a 121°C per almeno 15°) la vetreria deve essere accuratamente
lavata in modo da assicurare la completa eliminazione di residui organici o di sostanze che
possono esplicare azione antibatterica. Dopo lavaggio e asciugatura la vetreria, per essere
sterilizzata deve essere confezionata in modo idoneo a consentire il mantenimento della sterilita
durante la conservazione.

S. Parametri microbiologici

Dalla difficolta di utilizzare di routine tecniche finalizzate alla ricerca di tutti 1 possibili
microrganismi ¢ sorta la necessita di ricercare, per la definizione della qualita di un'acqua,
microrganismi indicatori di contaminazione, la cui presenza pu0 essere un indice teorico della
presenza di patogeni. E evidente che I'unico controllo microbiologico efficace sarebbe costituito
dalla ricerca dei patogeni (batteri patogeni, 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 sufficientemente attrezzati, pud essere opportuno
effettuare la ricerca dei patogeni e in primo luogo degli enterobatteri patogeni (Salmonella spp.,
Vibrio spp.).

La ricerca dei patogeni deve essere effettuata su quantitativi relativamente elevati del campione
di acqua da analizzare, ma, mentre il loro rilevamento testimonia ovviamente della loro sicura
presenza, non si puo dire che un risultato negativo deponga sicuramente per la loro assenza. Infatti 1
patogeni possono essere presenti con discontinuita negli effluenti e conseguentemente nei corpi
idrici riceventi; in aggiunta, 1’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
isolamento nell'ambiente idrico, la ricerca dei patogeni non potra tanto avere il significato di
controllare la qualita delle acque, quanto finalita epidemiologiche, offrendo la possibilita 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 piu 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 volumi 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 valore
numerico ottenuto dall’analisi deve essere riportato al volume di 100 mL.
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Nelle acque reflue le concentrazioni (indicative) dei microrganismi, riferite a 100 mL di acqua,
sono quelle riportate di seguito:

coliformi totali 107+10
coliformi fecali 10°+10’
streptococchi fecali 10*+10°
enterobatteri patogeni 10*+10°
enterovirus 10 +10°

Pertanto i volumi da analizzare potranno variare principalmente in base alla qualita dell’acqua
che si va ad esaminare e al gruppo di microrganismi che si va a ricercare considerando la possibilita
di procedere ad eventuali diluizioni del campione in esame.

Di seguito verranno descritti 1 metodi di rilevamento per 1 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 comunque 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 per lo svolgimento dei metodi semi-quantitativi per
I’'isolamento degli enterobatteri patogeni, Salmonella spp. e Vibrio spp. Le tecniche descritte
forniscono una risposta rlativa alla presenza o assenza del microrganismo ricercato € non un valore
numerico. Infatti, la ricerca di questi patogeni secondo le metodiche quantitative comporterebbe
costi troppo elevati per materiale e attrezzature da utilizzare e tempi lunghi per I’ottenimento dei
risultati.

Inoltre, verranno descritte le procedure analitiche relative alla ricerca di cisti e oocisti di
protozoi patogeni (Giardia e Cryptosporidium) e alla determinazione delle uova di Elminti. Saranno
anche descritti 1 metodi per la determinazione di agenti virali, quali gli enterovirus e 1 batteriofagi
anti-Escherichia coli.
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Coliformi totali

di Lucia Bonadonna

1. Introduzione

I microrganismi indicati con il termine di coliformi totali vengono compresi nella famiglia delle
Enterobacteriaceae. L'appartenenza a questa famiglia da parte di generi differenti, pit che sulle
caratteristiche 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 anaerobi
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 densitd media di 10° UFC/g, sono ubiquitari. Infatti, sono largamente diffusi
anche nell'ambiente colonizzando suolo, acqua e vegetazione. Nelle acque reflue grezze le loro
concentrazioni possono raggiungere valori compresi tra 10’+10°/100 mL di campione.

A causa della loro costante presenza nell’ambiente, la loro validita come indicatori ¢ stata piu
volte messa in dubbio. Una delle piu recenti classificazioni distingue 1 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 la di qualsiasi contaminazione.

I metodi proposti consentono di valutare il numero dei microrganismi presenti in un determinato
volume 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
consiste in una prova presuntiva € in una prova di conferma, viene calcolata la densita dei
coliformi totali in campioni di acqua tramite una stima statistica determinata sulla base della
combinazione di tubi positivi € negativi ottenuti inoculando aliquote del campione in terreno
colturale liquido. Il risultato puo essere ricavato, in base alle diverse combinazioni, dall'apposita
tabella gia predisposta (TABELLA 6 — SEZIONE 1V - DETERMINAZIONI MICROBIOLOGICHE DELLE
ACQUE REFLUE). Di seguito viene riportata la descrizione del metodo e vengono indicati, per la
prova presuntiva, due terreni di coltura alternativi che si basano 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 riportata la descrizione del metodo e vengono indicati tre substrati alternativi.

2. Metodo A: Metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densita dei coliformi totali in campioni di acque tramite la
formula probabilistica che definisce il numero pil probabile di batteri coliformi necessario a
produrre combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.
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2.1.  Volume da analizzare
Per I'analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni scalari del campione;

per acque gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate
diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

2.2.  Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

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

I 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 1'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 mL
pH 6,8 +0,2

Il terreno puo 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 posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per I'uso, per non piu
di 2 settimane a temperatura ambiente.

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

Brodo Lattosato Bile Verde Brillante

Composizione: Peptone 10 g
Lattosio 10 g
Bile 20 g
Verde brillante 13,3 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH7,2+0,2

" Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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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 nei
tubi contenenti la campanella di Durham rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto
per l'uso, per non pit di 2 settimane a temperatura 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
presuntiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei
microrganismi sospesi nell'acqua. Dopo l'inoculo agitare leggermente 1 tubi e procedere
all'incubazione in termostato entro 30 min. Incubare a 35+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 registrare 1 risultati in base alla disposizione dei tubi che
presentano produzione di gas ed intorbidimento del brodo. La produzione di gas entro le 4843 h
costituisce una reazione positiva presuntiva. Sottoporre 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 presuntiva (formazione di gas entro le 48 h) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il
Brodo lattosato bile verde brillante per la prova di conferma. Incubare 1 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 1 risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
combinazioni ottenute (TABELLA 6 — SEZIONE 1V - DETERMINAZIONI MICROBIOLOGICHE DELLE ACQUE
REFLUE), calcolare il valore dell'indice MPN.

2.5. Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione tenendo in considerazione
le eventuali diluizioni effettuate.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

3. Metodo B: Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione dei coliformi totali che, presenti in un
campione di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura agarizzato, hanno
formato colonie tipiche. Di seguito vengono proposti tre substrati di isolamento alternativi, idonei al
rilevamento dei coliformi totali nelle acque reflue.
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3.1.

gia

Volume da analizzare

Per I’analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni del campione; per acque
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
M-Endo agar
Composizione: Estratto di lievito 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
pH7,2+0,2

Il terreno ¢ classificato come Xn - Nocivo. La scheda di sicurezza, a cui & necessario fare
riferimento, informa che la presenza di fucsina basica (Magenta 1) comporta la possibilita di
effetti irreversibili (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 respiratoria (mascherina antipolvere, o uso di cappa aspirante),
protezione delle mani (guanti protettivi), protezione della pelle (indumenti protettivi).

I 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 terreno al
momento dell'uso e comunque, una volta preparato, mantenerlo al riparo dalla luce.

L’uso di questo substrato puo comportare che coliformi danneggiati dai trattamenti che 1’acqua
ha subito non vengano rilevati e puo permettere la crescita di microrganismi diversi da quelli
ricercati. Pertanto puo 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. Pertanto, ¢ consigliabile, qualora sorgano dubbi sulla natura delle colonie,
sottoporre le colonie sospette a prove di conferma.

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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Substrato cromogeno agarizzato 1

Composizione:

Triptosio 10 g
Triptofano 1 g
Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5S¢ 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

Il 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
solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di 2 settimane.

Substrato cromogeno agarizzato 11

Composizione: Miscela cromogenica 20,3 g
Estratto di lievito 3 g
Peptone 5 g
Lattosio 2,5 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio 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

Il 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
solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di 2 settimane.

3.3.2. Substrato di crescita

Agar soia triptone

Composizione: Triptone 15 g
Peptone disoia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata  1.000 mL
pH 7,2+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, sterilizzare, distribuire in capsule Petri e lasciare
solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di 2 settimane.
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3.3.3. Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina di cloridrato

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 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 36+1°C per 18+24 h.

Dopo incubazione, sul terreno M-Endo agar la lettura dei risultati deve essere effettuata al piu
presto allo scopo di evitare che la luce provochi alterazioni cromatiche delle colonie cresciute.
Sono da considerare coliformi totali le colonie cresciute entro 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 Il sono considerate coliformi totali le colonie di colore
rosa cresciute 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 conferma. Eventualmente effettuare 1’identificazione delle colonie sospette
utilizzando 1 sistemi miniaturizzati 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 3621°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, seguendo 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-
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 negativa (tipica dei coliformi totali) si manifesta con il mancato sviluppo di
colore.

Una reazione positiva, indice della presenza di batteri diversi dai coliformi, ¢ evidenziata da una
colorazione blu-violetto.
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3.6. Espressione dei risultati

Il numero di coliformi totali isolati si calcola in base al numero di colonie contate sul substrato
di isolamento 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.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Coliformi fecali

di Lucia Bonadonna

1. Introduzione

Si tratta di un gruppo che comprende diversi generi di batteri appartenenti alla famiglia delle
Enterobatteriacee. Hanno forma di bastoncello, sono gram-negativi, aerobi ed anaerobi facoltativi,
non sporigeni e, in base alla definizione basata sulla tecnica della fermentazione, fermentano il
lattosio con produzione 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
Enterobatteriacee, 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
concentrazione media di 10° UFC/g. Nelle acque reflue grezze le loro concentrazioni possono
raggiungere valori compresi tra 10°+107/100 mL di campione. I metodi per il loro rilevamento
utilizzano una temperatura 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
volume 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
consiste in una prova presuntiva € in una prova di conferma, viene calcolata la densita dei
coliformi fecali in campioni di acqua tramite una stima statistica determinata sulla base della
combinazione di tubi positivi € negativi ottenuti inoculando aliquote diverse del campione in
terreno colturale liquido. Il risultato puo essere ricavato, in base alle diverse combinazioni,
dall'apposita tabella gia predisposta (TABELLA 6 — SEZIONE 1V - DETERMINAZIONI
MICROBIOLOGICHE DELLE ACQUE REFLUE). D1 seguito viene riportata la descrizione del metodo e
vengono indicati, per la prova presuntiva, due terreni di coltura alternativi che si basano 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 riportata 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
formula probabilistica che definisce il numero pil probabile di batteri coliformi necessario a
produrre combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.

2.1. Volume da analizzare
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Per I’analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni scalari del campione;
per acque gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate
diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

2.2.  Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

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 6,9+0,2

— W W
?‘(TQUQUQ

000

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 1'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 mL
pH 6,8+0,2

Il terreno puo 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 posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per I'uso, per non piu
di 2 settimane a temperatura ambiente.

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

EC Medium
Composizione: Triptosio 20 g
Lattosio 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
g

Dipotassio idrogeno fosfato 4

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici

338



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 I'uso, per non piu di 2 settmane a temperatura 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
presuntiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei mi-
crorganismi sospesi nell'acqua. Dopo l'inoculo agitare leggermente 1 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 registrare 1 risultati in base alla disposizione dei tubi che
presentano produzione di gas ed intorbidimento del brodo. La produzione di gas entro le 4843 h
costituisce una reazione positiva presuntiva. Sottoporre alla prova di conferma i tubi risultati
positivi.

2.4.2. Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, un'ansata o 1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova
presuntiva (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 24+2 h. Alla fine del periodo di
incubazione, la formazione di gas nelle campanelle costituisce una reazione positiva per i coliformi
fecali.

Annotare 1 risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
combinazioni ottenute, consultando la Tabella 6 (SEZIONE IV - DETERMINAZIONI MICROBIOLOGICHE
DELLE ACQUE REFLUE), 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
diluizioni effettuate.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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 agarizzato, hanno

formato colonie 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 125 ¢
Sali di bile 1,5 g
Blu di anilina 0,1 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,440,2

I 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 1

Composizione:  Triptosio 10 g
Triptofano 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 ¢

* 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 13 g
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,8+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 sterilizzare. Distribuire in capsule Petri e lasciare
solidificare. Conservare a +4°C per non piu 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

Il 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
solidificare. 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-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 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 cromogeno agarizzato 1 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 conferma. Eventualmente effettuare 1’identificazione delle colonie sospette
utilizzando 1 sistemi miniaturizzati di identificazione biochimica sulla base delle indicazioni della
ditta produttrice.
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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 36+1°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, 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-
parafenilendiamina dicloridrato all'l % preparato al momento dell'uso o saggiare sui dischetti o con
1 tamponi adatti all'vopo 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
colorazione 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 il valore come Unita
Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL) considerando le eventuali diluizioni
utilizzate.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Streptococchi fecali

Di Lucia Bonadonna

1. Introduzione

Il gruppo degli Streptococchi fecali comprende diverse specie appartenenti al genere
Streptococcus. 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. Si ritrovano nel tratto gastrointestinale degli animali a sangue caldo e pertanto sono
considerati, con i coliformi, 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 rapporto > 4 la contaminazione si considerava presumibilmente di derivazione umana, mentre
era considerata 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 fecali, alterando la proporzione numerica tra i due gruppi di indicatori (coliformi
e streptococchi), puo essere causa di erronee interpretazioni. Pertanto il calcolo del rapporto tra i
due indicatori di inquinamento fecale non dovrebbe avere validita per caratterizzare I'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
volume 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
consiste in una prova presuntiva e in una prova di conferma, viene calcolata la densita degli
streptococchi fecali in campioni di acqua tramite una stima statistica determinata sulla base
della combinazione di tubi positivi € negativi ottenuti inoculando aliquote diverse del campione
in terreno colturale liquido. Il risultato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazioni,
dall'apposita tabella gia predisposta (TABELLA 6 — SEZIONE 1V - DETERMINAZIONI
MICROBIOLOGICHE DELLE ACQUE REFLUE).

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.
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2. Metodo A: Metodo del numero piu 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 il 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 I’analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni scalari del campione;
per acque gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate

diluizioni minori 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 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

I 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 1'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura

ambiente.

2.3.2. Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

Brodo al Violetto di etile con Azide e Destrosio
Composizione:  Peptone
Destrosio
Sodio cloruro
Dipotassio idrogeno fosfato
Potassio diidrogeno fosfato
Sodio azide
Violetto di etile
Acqua distillata
pH 7,0£0,2

20

5

5
2,7
2,7
0.4
0,83
1.000 mL

B 03 03 09 09 03 09
aQ

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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I 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 1'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura
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
presuntiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei
microrganismi sospesi nell'acqua. Dopo l'inoculo agitare leggermente 1 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 presenza di torbidita (risultato positivo). Registrare 1 risultati in base
alla disposizione dei tubi che presentano intorbidimento del brodo e sottoporre i tubi positivi alla
prova di conferma.

2.4.2. Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, un'ansata o 1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova
presuntiva (torbidita 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 36x£1°C per
24+24 h. Considerare positivi i tubi che presentano intorbidimento accompagnato da un deposito
grigio-violetto sul fondo del tubo.

Annotare 1 risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
combinazioni ottenute, consultando la Tabella 6 (SEZIONE IV - DETERMINAZIONI MICROBIOLOGICHE
DELLE ACQUE REFLUE), 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
diluizioni effettuate.

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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 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. 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 04 ¢
2,3,4 trifenil-tetrazolio cloruro 0,1 g
Agar 10 ¢
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 piu 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

I 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 piu di 2 settimane.
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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

Il 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 piu 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 pm 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 1 sistemi miniaturizzati di
identificazione biochimica 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
membrane su cui si sono sviluppate le colonie di presunti streptococchi fecali. Dopo incubazione a
36+1°C per 2 h si considerano di streptococchi fecali 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
Agar soia triptone ed incubare a 36+1°C per 24+48 h.

La prova differenzia i microrganismi appartenenti alla famiglia delle Streptococcaceae da quelli
appartenenti alla famiglia delle Micrococcaceae.

3.5.3. Procedura

Strisciare su un vetrino portaoggetti una colonia cresciuta sul substrato di crescita e ricoprirla
con alcune gocce di acqua ossigenata al 3%.
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Evidenziare la reazione: I'assenza della formazione di bolle costituisce una prova positiva per la
caratterizzazione degli streptococchi fecali che mancano di catalasi. La presenza dell'enzima ¢
invece rilevata dallo sviluppo di bollicine di gas.

3.6.  Espressione dei risultati

Il numero di streptococchi fecali si calcola in base al numero di colonie contate e sottoposte a
conferma, riportando il valore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100
mlL) considerando le eventuali diluizioni effettuate.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Escherichia coli
di Lucia Bonadonna

1. Introduzione

Mentre le denominazioni "coliformi totali" e "coliformi fecali" fanno riferimento a gruppi
batterici eterogenei, 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 bastoncello gram-negativo, aerobio ed anaerobio facoltativo, non
sporigeno che fermenta il lattosio 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 definizione di organismo indicatore, rispetto ai tradizionali indicatori di contaminazione fecale
dell’acqua. Gia da tempo 1’Organizzazione Mondiale della Sanita considera questa specie come
indicatore 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 piu sensibili alle variazioni stagionali € non di meno dalla minore sensibilita del
microrganismo alle procedure di disinfezione rispetto alla maggior parte dei patogeni enterici.
Inoltre nell’ambito del gruppo dei coliformi, Escherichia coli ¢ ampiamente rappresentato ed € in
esclusivo rapporto con il tratto gastrointestinale dell’'uomo e degli animali a sangue caldo, a diffe-
renza dei microrganismi di origine non necessariamente fecale, appartenenti ai generi Enterobacter,
Klebsiella e Citrobacter che si caratterizzano per uno spiccato potenziale di ricrescita una volta
pervenuti 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. Pit di recente sono stati formulati substrati diversi da quelli
tradizionali, modificati 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 specificita 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 I'applicazione del metodo della filtrazione su
membrana con terreno agarizzato addizionato con sostanze cromogene.

I metodi proposti consentono di valutare il numero dei microrganismi presenti in un determinato
volume di acqua reflua.

Metodo A: Metodo del numero pin probabile o dei tubi multipli (MPN). Con questo metodo, che
consiste 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 € negativi ottenuti inoculando aliquote del campione in terreno
colturale liquido. Il risultato puo essere ricavato, in base alle diverse combinazioni, dall'apposita
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tabella gia predisposta (TABELLA 6 — SEZIONE 1V - DETERMINAZIONI MICROBIOLOGICHE DELLE
ACQUE REFLUE).

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 sostanze cromogene.

2. Metodo A: Metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densita di Escherichia coli in campioni di acque tramite la
formula probabilistica che definisce il numero piu probabile di batteri necessario a produrre
combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.

2.1. Volume da analizzare

Per I'analisi delle acque reflue grezze ¢ necessario analizzare diluizioni scalari del campione;
per acque gia sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate
diluizioni minori 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

Il 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 contenenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il
terreno sterilizzato, pronto per 1'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

Il 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.

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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2.3.3. Reattivo alla p-dimetilaminobenzaldeide

Composizione:  p-dimethil-aminobenzaldeide 5 g
Alcool isoamilico 75 mL
Acido cloridrico 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
presuntiva, agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione omogenea dei
microrganismi sospesi nell'acqua. Dopo l'inoculo agitare leggermente 1 tubi e procedere
all'incubazione in termostato entro 30 min. Incubare a 36+1°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 incubazione registrare 1 risultati in base alla disposizione dei tubi che
presentano produzione di gas ed intorbidimento del brodo. La produzione di gas entro le 4843 ore
costituisce una reazione positiva presuntiva, sottoporre alla prova di conferma i tubi risultati
positivi.

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. Incubare a 44+0,2°C per 2442 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
colorazione gialla indica reazione negativa.

In relazione alla produzione di indolo a partire dal triptofano, Escherichia coli da reazione
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 utilizzare i kit miniaturizzati disponibili in commercio da utilizzare in base alle istruzioni
della ditta produttrice.

2.5. Espressione dei risultati

Annotare 1 risultati ottenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
combinazioni, calcolare il valore dell'indice MPN. (TABELLA 6 — SEZIONE IV - DETERMINAZIONI
MICROBIOLOGICHE DELLE ACQUE REFLUE).

Posizione Italiana Posizione Internazionale
Metodo ufficiale Assente

Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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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 terreno 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 1

Composizione:  Triptosio 10 g
Triptofano 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 ¢
Agar Bios LL 13 g
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
in capsule petri e lasciare solidificare. Conservare a +4°C per non piu 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 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 ore.

Sul substrato cromogeno agarizzato I Escherichia coli sviluppa colonie di colore verde-blu che
risultano fluorescenti alla luce ultravioletta.

Eventualmente effettuare 1’identificazione delle colonie sospette utilizzando 1 sistemi
miniaturizzati di identificazione biochimica sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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3.5. Espressione dei risultati

Il numero di Escherichia coli si calcola in base al numero di colonie contate, ed eventualmente
confermate, sul substrato di isolamento, riportando il valore come Unita Formanti Colonia per 100
mL di campione (UFC/100 mL) .

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Salmonella spp

di Lucia Bonadonna

1. Introduzione

Il genere Salmonella comprende microrganismi bastoncellari appartenenti alla famiglia delle
Enterobatteriacee, gram negativi, generalmente mobili con flagelli peritrichi, anaerobi facoltativi.
Le salmonelle sono classificate in base ai caratteri sierologici che differenziano circa 2000 tra tipi e
sierotipi. Sono prevalentemente caratterizzate dalla presenza di due tipi di antigeni: antigeni
somatici (O), termostabili 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
correlato all'antigene somatico, ma diverso da questo in quanto termolabile. Sono microrganismi
patogeni e possono essere strettamente adattati ad un particolare ospite o essere ubiquitari e
ritrovarsi in ospiti diversi. L’infezione ¢ a trasmissione fecale-orale o associata alla contaminazione
di alimenti e di acqua. Nell'uomo puo manifestarsi con febbri enteriche, gastroenteriti, setticemia e
tifo.

Salmonella ¢ ampiamente diffusa nell'ambiente dove puo anche sopravvivere. La sua presenza
nell'ambiente idrico rappresenta inequivocabilmente l'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
comprendere 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.
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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 5,2+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 ebollizione agitando
frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in tubi e
sterilizzare. Conservare a circa +4°C per non piu di una settimana.

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 ebollizione agitando
frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in tubi,
eventualmente doppio concentrato, e sterilizzare. Conservare a circa +4°C per non piu di una
settimana.

Il terreno colturale ¢ adatto alla ricerca anche di Salmonella typhi, tuttavia il suo uso richiede
precauzioni 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

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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Agar 135 ¢

Blu di bromotimolo 64 mg
Fucsina acida 40 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,6+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 ebollizione agitando
frequentemente 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 cid 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
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 135 ¢
Acqua distillata 1.000 mL
pH 7,440,2

I 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
frequentemente 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
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Il terreno si trova in commercio € si prepara secondo le istruzioni della ditta produttrice.
Riscaldare agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Non
sterilizzare. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Consevare a circa +4°C per non
piu di due settimane.

E un terreno colturale particolarmente selettivo per Salmonella, le cui colonie sono ben
individuabili.

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

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 ebollizione agitando
frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Sterilizzare a 121°C per
15°. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di
due settimane.

4.4. Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato

Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all'l %

Composizione:
N,N,N',N'-tetrametil-parafenilendiamina di cloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL

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
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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 ebollizione agitando
frequentemente 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
superficie a becco di clarino. Conservare a circa +4°C per non piu di 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 135 ¢
Sodio tiosolfato 40 mg
Porpora bromocresolo 20 mg
Acqua distillata 1.000 mL
pH 6,2+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 ebollizione agitando fre-
quentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in provette e, dopo
sterilizzazione a 121°C per 12’°, lasciare solidificare in posizione inclinata per ottenere una
superficie a becco di clarino. Conservare a circa +4°C per non piu di due settimane.

5. Procedura

5.1. Fase di arricchimento

Per le acque reflue grezze eseguire 1’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.

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 24424 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, prelevando un’ansata, 2 subcolture per strisci multipli sui terreni di isolamento: la prima
dopo 24 h di incubazione 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 crescere come
colonie rosse; tuttavia la loro presenza puo essere messa in evidenza con la prova della
citocromossidasi.
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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 e della decarbossilazione della lisina.
Successivamente 1'identificazione biochimica puo essere completata con i kit miniaturizzati di prove
biochimiche disponibili in commercio, per I’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 36+1°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
appartenenti al genere Pseudomonas che possono produrre colonie simili sul terreno di isolamento.
Le salmonelle 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-
parafenilendiamina dicloridrato all'l % preparato al momento dell'uso o saggiare sui dischetti o con
1 tamponi adatti all'uopo distribuiti in commercio. Una reazione negativa si evidenzia quando non si
produce alcuna colorazione; se positiva si sviluppa entro 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
infissione 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 36+1°C per alcune delle specie di Salmonella sono
riportare nella Tabella 2.

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 H,S Presente annerimento del terreno
Assente

Tabella 2 - Reazioni dopo 18-24 h di incubazione a 362£1°C

Microrganismo Superficie Profondita Gas H,S
Salmonella spp. Rosso Giallo + +
Salmonella typhi Rosso Giallo - +

Salmonella paratyphi Rosso Giallo - -
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6.3. Prova della decarbossilazione della lisina

Dal terreno Triptone Soia Agar prelevare con un’ansa sterile la colonia sospetta e trasferire, per
infissione e successivo strisciamento sulla superficie inclinata del terreno Agar al ferro e lisina.
Incubare a 36£1°C per 18+24 h.

I microrganismi appartenenti al genere Salmonella producono una reazione alcalina (violetta)
sia del becco, sia del cilindro; una colorazione gialla (acida) indica una reazione negativa. Gli stipiti
che producono idrogeno solforato determinano un annerimento del terreno.

7. Conferma sierologica

Qualora si ritenga opportuno si puo procedere alla tipizzazione delle colonie mediante conferma
sierologica. Gli stipiti selezionati in base alle caratteristiche colturali e 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 sieri 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.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Ministero delle Politiche Agricole e Forestali
Osservatorio Nazionale Pedologico e per la Qualita del suolo

In collaborazione con:

International Union of Soil Sciences
Societa ltaliana della Scienza del Suolo
Comitato Tecnico Acque

Vibrio spp
di Lucia Bonadonna

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 piu importante del
gruppo che fa parte della famiglia delle Vibrionaceae. Al genere appartengono microrganismi
motili, bastoncelli gram-negativi, asporigeni e anaerobi facoltativi. Diverse sono le specie, alcune
delle quali alofile. Di V. cholerae sono stati individuati piu di 130 sierogruppi e prima del 1992 solo
il sierogruppo O1 era stato associato a epidemie e casi di colera. Dal 1993 tuttavia il sierogruppo
0139 (non-O1) ¢ ritenuto responsabile 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
microrganismo.

Il metodo proposto consente di valutare la Presenza/Assenza di Vibrio in un 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

Il 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 1.000 mL
pH 8,5+0,2

* Per la sterilizzazione dei terreni di coltura i tempi e le temperature sono indicate dalle rispettive ditte fornitrici
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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 ebollizione, ma evitando
il surriscaldamento. Agitare frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti.
Raffreddare e modificare il pH con l'aggiunta di un'aliquota di NaOH 0,1 N. Distribuire in beute
in ragione di 200 mL/beuta e sterilizzare. Conservare a circa +4°C per non pit di quattro
settimane.

Soluzione di idrossido di sodio ( NaOH ) 0,1 N

4.2

Composizione:  Idrossido di sodio 4 g
Acqua distillata 1.000 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica fino a completa dissoluzione.

. 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 1.000 mL
pH 8,6+0,2

4.3.

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 ebollizione, ma evitando
il surriscaldamento. Agitare frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti,
raffreddare. Se necessario, modificare il pH con 1'aggiunta di un'aliquota di NaOH 0,1 N. Non
sterilizzare. 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 pud essere
diversa: ci0 puo portare a risultati diversi nella crescita del microrganismo ricercato. Con prove
di controllo di qualita verificare le rese quali-quantitative dei substrati.

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

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 ebollizione agitando
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frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Aggiungere 1 mL di una
soluzione di NaCl per ogni 100 mL di terreno preparato. Sterilizzare. Distribuire in piastre di
Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di due settimane in condizioni
ottimali.

Brodo al Triptone di Soia con NaCl all'l%

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

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 e agitare frequentemente per
ottenere 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 piu di un mese.

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

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 pericolosa per la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

4.5. Vibriostatico

In commercio esistono dischetti da 10 ug e da 150 pg di vibriostatico 0/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropil-pteridina fosfato).

5. Procedura
5.1. Fase di Arricchimento

Consiste in una fase di rivitalizzazione dei microrganismi in idoneo brodo di coltura non
selettivo.

Per le acque reflue grezze inoculare un’aliquota del campione in 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
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Tiosolfato Citrato Bile e Saccarosio (TCBS). Incubare a 36+1°C per 18+20 h. E consigliabile
contemporaneamente prelevare 10 mL di brodocoltura dal brodo di arricchimento 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 incubazione 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 e margini traslucidi, piatte, con diametro di 2+4 mm e colonie verdi, piatte,
con diametro di 1+3 mm.

6. Conferma biochimica

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 1'identificazione biochimica pud essere completata con i kit miniaturizzati di
prove biochimiche disponibili in commercio.

Prima di effettuare 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.

6.1. Colorazione di Gram

Eseguire sulle colonie da verificare la colorazione di Gram. I microrganismi appartenenti al
genere Vibrio si presentano come bastoncelli Gram negativi, in alcuni casi ricurvi.

6.2. Prova della citocromossidasi

La prova permette di differenziare 1 microrganismi appartenenti al genere Vibrio in base alla
presenza dell'enzima citocromossidasi. Vibrio spp ¢ ossidasi-positivo ad eccezione di V.
metchnichovi che ¢ ossidasi negativo.

Dal terreno Triptone Soia Agar con NaCl all'l% 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-parafenilendiamina dicloridrato all'l % preparato al momento dell'uso o saggiare sui
dischetti o con i tamponi adatti all'uvopo 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 puo permettere di differenziare 1 microrganismi appartenenti al genere Vibrio da quelli
appartenenti 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%.
Incubare 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 terreno Triptone Soia Agar con
NaCl all'l%. Sulla superficie dell'agar applicare, ad adeguata distanza, un 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 1'eventuale presenza o assenza di aloni di inibizione intorno ai
dischetti. Vibrio spp. ¢ generalmente sensibile al vibriostatico (presenza di alone), mentre
Aeromonas ¢ resistente. Recentemente sono stati riportati casi in cui biotipi di V. cholerae sono
risultati resistenti al vibriostatico (es.: V. cholerae O139).
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7. Conferma sierologica

Qualora si ritenga opportuno si puo procedere alla tipizzazione delle colonie mediante conferma
sierologica. Gli stipiti selezionati in base alle caratteristiche colturali e biochimiche proprie di
Vibrio possono essere tipizzati utilizzando sieri polivalenti. L'ulteriore tipizzazione sierologica puo
essere effettuata con sieri monovalenti oppure inviando gli stipiti ai centri di riferimento per la
tipizzazione di Vibrio.

Per lo svolgimento della procedura si rimanda 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.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Uova di Elminti

di Lucia Bonadonna

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 Sanita prende
in considerazione gli Elminti che interessano la parassitologia umana distinguendo due gruppi di
organismi distinti, appartenenti ai phyla Platyhelmintha e Nematoda. Del gruppo degli Elminti fa
parte anche il phylum Acantocephala, in cui sono compresi organismi parassiti degli animali. 11
phylum Platyhelmintha ¢ suddiviso nelle classi dei Turbellari - la gran parte a vita libera - dei
Trematodi e dei Cestodi - parassiti dell’'uomo e degli animali. Le forme infettive richiedono almeno
un ospite intermedio e le cisti (Fasciola) e le uova (Echinococcus granulosus) hanno quale modo di
trasmissione prevalente la via fecale-orale e alimentare; gli stadi larvali (es. cercarie di Schistosoma
haematobium) penetrano attivamente attraverso la cute in occasione di immersioni in acque
contaminate dal rilascio, da parte dell’ospite intermedio - in questo caso un serpente acquatico -
della forma infettiva. Il phylum Nematoda ¢ considerato uno dei gruppi di organismi piu 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 salinita. 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, Diplogasteridae, Dorylaimidae e Mononchidae abbondano
nelle acque superficiali, nutrendosi di altri nematodi, oligocheti e altri piccoli invertebrati. Circa
5.000 specie parassitano le piante e gli animali; una dozzina ha grande importanza in patologia
umana. La letteratura distingue, in generale, il phylum Nematoda in due gruppi: forme parassite - a
vita non acquatica - e forme a vita libera - acquatiche. Nematodi parassiti comprendono specie quali
Ancylostoma duodenale e Necator americanus, che generano patologie nell’'uomo penetrando, allo
stadio di larva, attraverso la pelle e le mucose. Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis e
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 I’acqua non risulta essere un veicolo
di trasmissione dell’infezione tranne che per Dracunculus medinensis. I Nematodi parassiti che,
come tali, hanno un riscontro con la patologia umana, hanno una prevalente distribuzione tropicale
e subtropicale e la loro diffusione interessa vaste aree del continente africano, asiatico e alcune zone
dell’Europa nord - orientale. Attualmente in Italia 1 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 ricerca di questo parametro e raccomandano, per I’irrigazione di vegetali da mangiare crudi e di
cereali, alberi e pascoli, una concentrazione di Nematodi intestinali pari a < 1 uova Lt (media
aritmetica).
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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 uova 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.

3. Volume da analizzare

Il volume da analizzare ¢ pari a 1+10 L per ’analisi delle acque reflue grezze, ma per le acque
sottoposte 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
disporre di:

- centrifuga a rotore basculante per contenitori a fondo conico da 20 mL;

- contenitori da centrifuga da 20 mL con fondo conico;

- MICroscopio.

S. Reagenti

Soluzione di sodio nitrato
Composizione:  NaNOs 50 g
Acqua distillata 100 mL

Preparare una soluzione satura di sodio nitrato sciogliendo il sodio nitrato in acqua distillata.

Soluzione di zinco solfato
Composizione:  ZnSOq 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 e procedere allo svolgimento dell’analisi il
giorno successivo.

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 ogni eventuale residuo e aggiungerla al pellet

nei tubi. Centrifugare per 10’ a 700 rpm e successivamente scartare il supernatante.
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6.3. Flottazione

Aggiungere 3 mL della soluzione di sodio nitrato al pellet residuo e centrifugare per 3 min a
1.000 rpm. Ripetere l’intera procedura per un totale di tre volte e, ogni volta, rimuovere
accuratamente il supernatante che, nell’ultima fase, contiene, se presenti, le uova di Elminti. Con
questa procedura ¢ possibile 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 1 supernatanti 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 supernatante e trasferire il pellet in tubi da centrifuga. Lavare le pareti del
contenitore dove ¢ avvenuta la sedimentazione 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
di uova di Elminti.

8. Espressione dei risultati

Riportare il risultato come Presenza/Assenza di uova di Elminti nel volume esaminato.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000
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Oocisti di Cryptospridium e cisti di Giardia
Di Rossella Briancesco

1. Introduzione

Cryptosporidium parvum ¢ un protozoo coccide riconosciuto come patogeno per I'uvomo dal
1976. 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 'uomo dalla meta degli anni *60; ¢ anch’esso caratterizzato da un ciclo biologico
monoxeno e la forma infettante ¢ rappresentata dalla cisti. Nell’uomo 1 due parassiti causano forme
acute di gastroenteriti, il cui esito ¢ funzione dello stato di immunocompetenza dell’ospite. In
particolare, I'infezione da Cryptosporidium nei soggetti immunodepressi € negli individui HIV-
positivi puo assumere un andamento cronico e portare alla morte. Entrambi i protozoi si trasmettono
per via fecale-orale, attraverso 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 puo variare 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 passaggio attraverso i filtri a sabbia durante i trattamenti
di depurazione, unite 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 presenza di Cryptosporidium e Giardia nelle acque
acquisti notevole rilevanza sanitaria.

Di seguito vengono descritti due metodi che possono essere utilizzati per la determinazione
della concentrazione delle cisti ed oocisti di protozoi in acque reflue. Valori elevati di torbidita
possono diminuire ’efficienza di recupero dei metodi. Le seguenti procedure inoltre non
consentono la determinazione 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, 1'eluizione delle cisti ed oocisti
con una soluzione di lavaggio mediante uno shaker, la concentrazione e la purificazione dell'eluato
tramite centrifugazione e flottazione, la determinazione e il conteggio al microscopio delle cisti ed
oocisti mediante 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.
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2.3.  Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell'analisi, oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, ¢ necessario
disporre 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 50+250 mL;

- contalitri;

- contenitori da centrifuga da 250 mL con fondo conico o tipo bottiglia;

- contenitori da centrifuga disposable da 50 e 15 mL con fondo conico;

- filtro a capsula in polietersulfone, (1 um di porosita, 6 cm di diametro, 12 cm di lunghezza,
1.300 cm” di superficie);

- membrane di policarbonato, 1,2 um di porosita, 25 mm di diametro;

- 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 l'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
NaH2P04 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
KH2P04 2 g
NazHPO4 12 HQO 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 HC10,1 N. Sterilizzare in autoclave per 15" a 121°C.
La soluzione ¢ anche disponibile in commercio pronta per 1'uso.

Soluzione di PBS Ix
Composizione: Soluzione PBS 10x 100 mL
Acqua distillata 900 mL

Mescolare 1 due componenti.

Soluzione di Percoll-Saccarosio

Composizione: Percoll (densita=1,13) 45 mL
Saccarosio 2,5 M 10 mL
Acqua distillata 45 mL
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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 855,8 g
Acqua distillata 400 mL

Far sciogliere il saccarosio nell'acqua distillata preriscaldata. Raffreddare e portare a volume
finale di 1 L con acqua distillata.

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 uL
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.
Trasferire la soluzione in un matraccio da 1 L.

Sciacquare il beaker numerose volte e mettere 1'acqua di risciacquo nel matraccio. Aggiungere
gli altri reattivi. Portare ad 1 L con acqua distillata.

Tris I M, pH 7,4
Composizione:  Tris 121,1 g
Acqua distillata

Sciogliere il Tris nell'acqua e portare a pH 7,4+0,2 con HCl o NaOH 1 N. Portare a 1 L con
acqua distillata.

Sterilizzare con un filtro a membrana da 0,22 um; conservare in un contenitore di plastica a
temperatura ambiente.

Acido etilendiaminotetracetico (EDTA) bisodico,biidrato, 0,5 M, pH 8,0
Composizione:  EDTA 2 Na<2 H,O 186,1 g
Acqua distillata

Sciogliere 'EDTA nell'acqua e portare a pH 8,0+0,2 con HCI o 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 L
Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.

Soluzione di lavaggio B

Composizione: ~ PBS 10 x 100 mL
Tween 20 0,5 mL
Acqua distillata
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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).

2.5. Procedura
2.5.1. Campionamento

Il campionamento puo essere effettuato ponendo la pompa e gli altri accessori a valle della
capsula oppure a monte della stessa. Il 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
tappare l'estremita di uscita della capsula, quindi staccare 1'altra estremita facendo attenzione a non
perdere l'acqua rimasta, e tapparla. In ogni caso, il campionamento deve considerarsi concluso
quando 1l flusso viene ridotto in conseguenza dell'intasamento della capsula. Trasportare la capsula
in condizioni refrigerate in laboratorio.

2.5.2. Eluizione della capsula

L’eluizione di una capsula richiede 240 mL di tampone per eluizione.

Qualora l'acqua rimasta nella capsula riempisse meno della meta della cartuccia, mantenerla
nella cartuccia e procedere con l'eluizione. Se invece l'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 che la 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 tampone per eluizione attraverso l'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 l'eluato all'eventuale residuo d'acqua tenuto da parte. Centrifugare a 1.100 xg per
10’ e decelerare lentamente senza usare il freno. Eliminare con delicatezza il supernatante. Misurare
il volume del campione concentrato (1+10 mL).

I trattamento pud essere sospeso in questa fase aggiungendo al campione un uguale volume di
soluzione 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 1’ausilio di una
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siringa provvista di cannula, 30 mL di soluzione di Percoll-Saccarosio sotto 1 20 mL di sospensione
facendo attenzione a non rompere l'interfaccia tra le due componenti.

Centrifugare a 1.050 rpm 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
raggiungere 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, che si legano ad antigeni presenti sulle pareti.

2.7.1. Procedimento su vetrino a pozzetto

Prima dell’uso 1 reattivi del kit devono essere portati a temperatura ambiente. Trasferire 10-30
uL di campione in un pozzetto, 10 uL di controllo positivo in un altro pozzetto e 10 uL di controllo
negativo in un altro ancora e distribuirli, con 1'ausilio di una bacchetta di plastica, su tutta la
superficie disponibile.

Asciugare a temperatura ambiente o piu rapidamente in stufa a circa 37°C. Fissare ciascun
campione secondo le modalita indicate dalla ditta produttrice del kit. Mettere 20+-50 puL di anticorpi
fluoresceinati 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 o soluzione di PBS Ix. Asciugare 1 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 (porosita 1,2 pm, in policarbonato, di diametro 25 mm) sul supporto di filtrazione e
bagnarla con soluzione 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 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.

2.8. Esame microscopico

Osservare tutto il vetrino a 200 o 400 ingrandimenti con il microscopio ad epifluorescenza ed
individuare le strutture fluorescenti verde mela con forma e dimensioni caratteristiche delle cisti di
Giardia (lunghezza 8+12 pm e larghezza 7+10 um) 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 oocisti. Questa valutazione consente di
fornire una determinazione 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 microscopio a contrasto interferenziale ¢ invece possibile valutare la presenza di
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strutture interne (nuclei, corpi mediani, spazio peritrofico nella Giardia; sporozoiti e granuli residui
nel Cryptosporidium), valutazione 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, contenenti 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
trasparenza.

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 puo essere considerato presuntivamente un
campione positivo.

La torbidita, il particolato organico ed inorganico del campione d'acqua possono interferire con
il recupero 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 trasformazione in strutture amorfe e pertanto irriconoscibili.

2.10. 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). Il risultato viene infine rapportato al numero di litri di campione filtrati.

Posizione Italiana Posizione Internazionale

Metodo ufficiale Assente
Suppl. Ord. G.U. n. 87
del 13 Aprile 2000

3. Metodo 2

3.1. Principio del metodo

Prevede la filtrazione di campioni di acqua su membrana di porosita nominale 1,2 pum, la
dissoluzione della membrana in un solvente, la concentrazione dell'emulsione mediante
centrifugazione, il lavaggio del pellet con solventi, la determinazione e la conta al microscopio delle
cisti ed oocisti mediante immunofluorescenza diretta.
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3.2. 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.

Questo metodo consente di analizzare volumi variabili d'acqua in relazione alla sua torbidita,

usando eventualmente piu membrane per filtrare il volume appropriato.

3.3. Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell'analisi, oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, ¢ necessario

disporre di:

- apparato di filtrazione per filtri a membrana da 25 mm di diametro;

- camera umida;

- centrifuga refrigerata (+4°C) a rotore basculante per contenitori da 50500 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 um, diametro 142 mm;
- membrane in policarbonato, di porosita 1,2 um e di diametro 25 mm;

- microscopio a epifluorescenza con filtri di eccitazione 450+490 nm, filtro barriera 515-520,
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 l'obiettivo 100x;

- regolatore di flusso;
- supporto per filtro a membrana da 142 mm;

- tubi semirigidi di connessione con relativi raccordi e fascette.

3.4. Reagenti

Acetone
Etanolo

Etanolo al 70%
Composizione: Etanolo 700
Acqua distillata 300

Mescolare 1 due componenti.

Soluzione tamponata di Formaldeide al 10%

Composizione:  Na,HPOy4 0,76
NaH2P04 0,02
Formaldeide 100
Acqua distillata

22

?‘CMCM

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
KH,PO4 2
NazHPO4 e 12 HQO 29
KCI 2

gQ 09 09 OQ
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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 HC10,1 N. Sterilizzare in autoclave per 15" a 121°C.
La soluzione ¢ anche disponibile in commercio pronta per 1'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 uL
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).

3.5. Procedura

3.5.1. Campionamento

Il supporto per filtro a membrana ¢ connesso mediante tubo semirigido alla pompa aspirante; un
prefiltro (porosita 100+300 um) ¢ 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
temperatura se non si procede subito alla dissoluzione. Si consiglia di trattare il campione entro
2448 ore dal prelievo.

3.5.2. Dissoluzione della membrana

Riempire il tubo con acefone fino a portarlo a 50 mL. Agitare mediante vortex per 2+3’°, fino
alla completa dissoluzione della membrana.

Centrifugare a 7.000 rpm per 15’ e lasciare che il rotore si fermi senza usare il freno. Eliminare
il supernatante arrivando fino a 2 cm dal fondo, con l'accortezza di non disturbare il pellet. Portare a
50 mL con acetone, risospendere il pellet agitando mediante vortex o eventualmente con l'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
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al 70% ed agitando. Centrifugare a 7.000 xg per 15°, scartare il supernatante 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 campione circa 1+5 mL). Misurare il volume. Il trattamento puo essere sospeso in questa fase
aggiungendo al campione un uguale volume di soluzione 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. 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.

Porre 0,5 mL di campione concentrato (dal volume totale di 110 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 1 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, 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
raggiungere 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).

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.

3.7.1. Procedimento su vetrino a pozzetto

Prima dell’uso 1 reattivi del kit devono essere portati a temperatura ambiente. Trasferire 10-30
uL di campione in un pozzetto, 10 uL di controllo positivo in un altro pozzetto e 10 uL di controllo
negativo in un altro ancora e distribuirli, con 1'ausilio di una bacchetta di plastica, su tutta la
superficie disponibile.

Asciugare a temperatura ambiente o piu rapidamente in stufa a circa 37°C. Fissare ciascun
campione secondo le modalita indicate dalla ditta produttrice del kit. Mettere 2050 puL di anticorpi
fluoresceinati 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 o la soluzione di PBS 1x. Asciugare 1 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 (porosita 1,2 um, in policarbonato, di diametro 25 mm), sul supporto di filtrazione e
bagnarla con soluzione 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 aggiungendone 3 mL e filtrando di volta in volta. Eliminare ogni traccia di
liquido mediante filtrazione.
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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
individuare le strutture fluorescenti verde mela con forma e dimensioni caratteristiche delle cisti di
Giardia (lunghezza 8+12 pm e larghezza 7+10 um) 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 oocisti. Questa valutazione consente di
fornire una determinazione 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 microscopio a contrasto interferenziale ¢ invece possibile valutare la presenza di
strutture interne (nuclei, corpi mediani, spazio peritrofico nella Giardia; sporozoiti e granuli residui
nel Cryptosporidium), valutazione 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, contenenti 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
trasparenza.

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 puo essere considerato presuntivamente un
campione positivo.

La torbidita, il particolato organico ed inorganico del campione d'acqua possono interferire con
il recupero 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 trasformazione 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). Il risultato viene infine rapportato al numero di litri di campione filtrati.
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1. Introduzione

In questi ultimi anni si ¢ assistito ad un progressivo sfruttamento delle risorse idriche, mentre al
tempo stesso ¢ aumentata la produzione sia di acque reflue parzialmente o completamente trattate
sia di fanghi di risulta che derivano dal trattamento delle stesse acque reflue.

La vigente legislazione permette, 1a ove possibile, il riuso a scopo agricolo sia delle acque reflue
trattate 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
sempre piu impoveriti a causa dell’'uso dei concimi chimici. II rischio infettivo € legato sia al
contatto diretto con acque 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 1 liquami, si nota un progressivo trasferimento 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 virus enterici
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 di
balneazione ¢ 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 di isolamento dei virus in
colture cellulari sono stati sviluppati altri metodi per la messa in evidenza dei virus quali 1 test
immunologici e di biologia molecolare.

I test immunologici pit comunemente utilizzati sono: immunomicroscopia elettronica, test
immunoenzimatici, immunofluorescenza e test radioimmunologici. Molti di questi test sono ormai
reperibili commercialmente, ma in alcuni casi richiedono una certa praticita 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 1 test sierologici si basano sull’utilizzo di un anticorpo marcato (radioattivo, test
radioimmunologici; 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 ibridazione), e piu recentemente, la reazione a catena della polimerasi o PCR. L’estrema
sensibilita delle tecniche biologico-molecolari e la possibilita di identificare virus di cui ancora non
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¢ 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
seconda 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 essere successivamente risolto ed identificato sia su gel di agarosio, in quanto essendo nota la
sequenza se ne conosce anche dimensione e peso molecolare, sia mediante test di ibridazione su
supporto solido utilizzando apposite sonde marcate.

Sebbene tale test sia largamente accettato, esistono anche in questo campo diversi problemi
legati soprattutto 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 esigenze.

2. Metodologie per il recupero dei virus dalle acque reflue

L’uomo elimina con le feci tutta una “varieta” di virus enterici, piu di 100 differenti sierotipi
classificabili in 8+9 famiglie differenti. Ognuno dei diversi sierotipi tende a comportarsi in maniera
differente nelle diverse matrici ambientali.

Alcuni Autori, almeno per 1 liquami ove la presenza di virus enterici ¢ pensabile, hanno
ipotizzato una semina diretta del campione previa decontaminazione ed eliminazione della carica
batterica. Tale tecnica ¢ 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
dal materiale organico a cui i virus stessi sono legati.

Numerose metodiche sono state proposte nel corso degli anni, alcune vanno ricordate solo come
riferimento 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
proprieta 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 virus 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, 1 virus possono essere concentrati sfruttando il loro peso molecolare come avviene
per I'ultrafiltrazione.

Nel complesso, tra tutte le metodiche esistenti per la ricerca dei virus enterici a partire da
campioni di acque, sono consigliabili la concentrazione-eluizione su membrane a carica
elettropositiva o elettronegativa 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 variare il pH. I fattori che influenzano
notevolmente la capacita 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 altrettanto variabile. Non tutte le membrane sono in grado di
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concentrare 1 virus enterici né uno stesso tipo di membrana o cartuccia puo essere utilizzato per tutti
1 virus.

Dopo la fase di adsorbimento su supporto solido, 1 virus sono eluiti utilizzando una gamma di
eluenti proteici a pH generalmente alcalino.

3. Volumi da analizzare

I volumi da analizzare nel 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 preveda, per il parametro enterovirus, 10 L per campione di acqua di mare ed 1 g per
sedimenti marini.

Nel caso di acque reflue ¢ consigliabile analizzare almeno 1 L di acqua non trattata sino ai 10 L
ed oltre delle acque in uscita da un impianto di trattamento per acque reflue. Per quanto attiene 1
fanghi di risulta il campione da analizzare dovrebbe essere di 10+20 g. Tale quantita € notevolmente
superiore a quelle dei sedimenti marini, che presentano comunque un impatto ed un rischio sanitario
notevolmente inferiore.

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 tenere il campione al riparo della luce solare diretta e trasportarlo, specie durante il
periodo estivo, immediatamente in laboratorio.

Il campione dovrebbe essere analizzato al momento del suo arrivo in laboratorio, anche se, in
caso di necessita, 1 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 I’instaurarsi 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

ambiente.

Glicina 0,05M - estratto di carne al 3% pH 9,5.
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
ambiente.

Soluzione salina fosfata (PBS) con o senza calcio e magnesio
In commercio esistono polveri e/o pastiglie da sciogliere direttamente in acqua ultrapura.
Sciogliere la polvere o le pastiglie nella quantita di acqua ultrapura indicata in confezione. Dopo
agitazione con barretta magnetica, sterilizzare in autoclave (121°C per 15°).
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La soluzione, se conservata sterilmente, pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura
ambiente.

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 g

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
autoclave (15 a 121°C). Una volta prelevata la soluzione dall’autoclave, mettere ad agitare per
diverse ore (od anche per tutta la notte) finché la soluzione non diviene limpida. La soluzione,
se conservata sterilmente, puo essere mantenuta per diversi mesi a temperatura ambiente.

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
soluzione di sodio tiosolfato in rapporto 1:100 al campione contenente ipoclorito.

Cloruro di magnesio 2,5M
Cloruro di magnesio esaidrato 508,25 g
Acqua distillata 1.000 mL

Dissolvere per semplice agitazione con barretta magnetica e sterilizzare in autoclave (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 ¢
Acqua distillata 1.000 mL

Dissolvere per semplice agitazione con barretta magnetica e sterilizzare in autoclave (15” a 121
°C). Aggiungere la soluzione di cloruro di alluminio al campione in rapporto 1:100.

Cloruro di sodio 0.15 M.
Cloruro di sodio 877 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. Il pH del campione & portato a 3,5 con HCI IN.
L’aggiunta di HC] 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’acidificazione, sali minerali quali cloruro di magnesio 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:
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- filtrare il campione alla velocita di circa 30 mL cm™ min™

- lavare le membrane con una soluzione di 0.15M di NaCl in ragione di 1,5 mL cm? di

membrana

- staccare 1 virus eventualmente adsorbiti (eluizione) alla membrana con una soluzione

(eluente) a pH alcalino:
3% estratto di carne pH 9,5 oppure
0,05 M glicina 3% estratto di carne pH 9,5.

La soluzione di eluente deve essere filtrata lentamente al fine di favorire il distacco delle
particelle virali 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 pil
possibile la perdita di eluente e quindi di virus.

Tamponare il pH dell’eluato a 7,2 +0,2 con HC1 1 N e riconcentrare 1’eluato, se il volume €
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
membrane possono operare ¢ notevolmente piu ampio rispetto alle membrane elettronegative e
comunque compreso 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 Lt

4.3.2. Concentrazione

PN

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 acidificato.

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 piu elevato rispetto al taglio
molecolare, che sono ritenute. 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 preassemblate.

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 pretrattamento ¢ quella di prevenire 1'adsorbimento aspecifico dei virus alla membrana
stessa. In commercio sono presenti sia membrane che possono essere montate in serie, al fine di
aumentare la superfice totale filtrante, che cartucce preassemblate di dimensioni e superfici
variabili.

4.4.2. Concentrazione

Montare le membrane secondo le istruzioni della casa produttrice.
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Lavare le membrane con 5+10 L di acqua distillata al fine di allontanare il liquido conservante.
Pretrattare il sistema con estratto di carne 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 entrata, fermare l'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. Riunire 1’ultraconcentrato con la
soluzione di lavaggio. Neutralizzare il pH del campione-concentrato finale.

Il campione pud 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.

A questo punto la membrana di ultrafiltrazione puo essere riutilizzata per un nuovo campione,
ripartendo 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 continuo 500 mL di una soluzione di formaldeide 0,1% preparata al momento. Spegnere la
pompa e lasciare la membrana quanto pill bagnata possibile con formaldeide. Riporre la membrana
in una busta o in appositi contenitori con una piccola quantita di soluzione di formaldeide al fine di
impedire I’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
metodiche descritte nella prima fase di concentrazione (membrane elettronegative o positive,
ultrafiltrazione) possono essere utilizzate nella seconda fase adottando membrane con diametro piu
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: solfato 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 6000.

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 campione sono imprigionati nel flocculato e
raccolti successivamente per semplice centrifugazione.

Questa metodica ¢ applicabile solo a soluzioni proteiche e/o 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 deve 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
centrifugare il campione a 3.500 g/30°/4°C. Risospendere il pellet con una soluzione sterile di 0,15
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M Na,HPO, pH9.5. 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 polietilenglicole 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’. Risospendere 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 (200+-250 mL) si pu0 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 non 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, 1’eluato, contenente i virus enterici, ¢ concentrato con metodiche simili a quelle
descritte per le acque.

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. Risospendere il pellet in 100 mL di estratto di carne al 10% pH7.0+ 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 I’eluato mediante
flocculazione organica o con polietilenglicole 6.000.

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 1’eluato mediante flocculazione
organica o con polietilenglicole 6.000.

7. Decontaminazione del campione

Prima della semina dei campioni su colture cellulari ¢ assolutamente indispensabile eliminare 1
batteri che sono inevitabilmente presenti in ogni campione ambientale. Possono essere utilizzati
diversi metodi, 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. Il

diametro del filtro pud variare in base alla torbidita ed al volume del campione.
Filtrare, utilizzando una siringa sterile, 4+5 mL di estratto di carne al 3% a pH7,0+ 0,2 od altra
soluzione proteica, ad es. ferreno di mantenimento per cellule al fine di prevenire 1’adsorbimento
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aspecifico dei virus. Filtrare il campione e raccoglierlo in un contenitore sterile. Aggiungere il Pool
di antibiotici 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 sterilmente 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 indiretta, test immunoenzimatici, test radioimmunologici) e sistemi molecolari (sonde
molecolari o probes, 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
radioattivo, fluoresceina o con un enzima.

8.1. Materiali
8.1.1. Terreni di coltura

Stock 10x
In commercio sono disponibili sia terreni gia pronti che in polvere. Questi ultimi richiedono la
reidratazione della polvere in acqua ultrapura, utilizzando 1/10 del volume indicato al fine di
ottenere una soluzione 10x.
Mettere ad agitare la polvere, dopo aver aggiunto 1 mL del pool di antibiotici, per almeno 2 h.
Sterilizzare 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 puo essere conservato a circa +4°C per non pil di 6 mesi.

Siero di vitello fetale
Sebbene sia indicato sui flaconi di siero di vitello I'assenza di micoplasmi ¢ comunque
opportuno trattarli a 56 £1°C per 45°.

Pool di antibiotici
La composizione che viene indicata ¢ una miscela ricca che pu0 essere variata a seconda delle
necessita, ad es. aggiungendo antimicoplasmi in caso di presente o accertata contaminazione
delle linee cellulari.

Composizione: Kanamicina 0,5 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
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acqua ultrapura per colture cellulari 400  ml

Agitare con barretta magnetica per 30’ e sterilizzare per filtrazione positiva.

I1 bicarbonato deve essere conservato a +4°C, in flacone chiuso ed al riparo dalla luce. Non puo
essere conservato a lungo (massimo 3+4 settimane). Al momento dell’aggiunta al terreno di
coltura si deve notare un viraggio di colore che puo andare dal rosso pallido al rosso pill intenso
(dipende dalla costituzione del terreno); un viraggio verso il viola depone per uno scarto
immediato sia dello stock di bicarbonato che del flacone di terreno 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 becco di clarino a -20+1°C. Puo essere conservata per non piu 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
mantenimento sono utilizzati su monostrati cellulari gia formati.

Terreno di crescita 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
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 cellulari;
alcune richiedono terreni particolarmente arricchiti, ad es. zuccheri, aminoacidi non-essenziali.
Pud essere conservato a circa 4°C per non pitt di 6 mesi. E bene comunque prima del suo
utilizzo controllare 1’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.
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I terreni sia di crescita che di mantenimento vanno utilizzati entro 2 mesi dalla data di
preparazione.

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 pu0d notare una certa difficolta a solidificare.

Rosso neutro all’1%

Rosso neutro 1 g
NaCl 8,5 g
Acqua ultrapura 100 mL

Sciogliere la soluzione utilizzando una barretta magnetica e sterilizzare in autoclave
(121°C/15’). Distribuire sterilmente in aliquote. Puo essere conservato a temperatura ambiente per
non pitt di 6 mesi. Non agitare mai prima dell’uso al fine di evitare la risospensione di eventuali
cristalli di colore che potrebbero interferire con la lettura.

8.2. Colture cellulari

I virus umani sono parassiti strettamente endocellulari, quindi necessitano di cellule su cui
moltiplicarsi. Alcuni virus, come 1 Poliovirus, possono moltiplicarsi su diverse linee cellulari,
mentre altri virus presentano una specificita cellulare stretta. Infine, per un terzo gruppo di
enterovirus, non esiste al momento una linea cellulare adatta e non sono quindi evidenziabili se non
con altri sistemi piu sofisticati delle colture cellulari. Alcuni virus, capaci di moltiplicarsi su sistemi
cellulari, sono 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 la loro presenza pud essere svelata solo con test immunologici
(immunofluorescenza diretta o indiretta, test immunoenzimatici, test radioimmunologici) o di
biologia molecolare (ibridazione, reazione a catena della polimerasi).

E buona norma, che tutti i laboratori di virologia ambientale, abbiano a disposizione pi1 di una
linea cellulare a seconda del virus che si intende ricercare. Le linee cellulari sono classificabili in tre
gruppi: cellule di primo espianto, linee cellulari continue (le piu utilizzate) e cellule diploidi.

Le cellule vengono fatte crescere su supporti solidi (fiasche) in plastica speciale per colture
cellulari di dimensioni variabili da 12,5 cm’ sino a 175 cmz, o in roller (fiasche tonde in rotazione
continua) da 500 cm®. Le cellule possono essere anche coltivate in tubi, in piastre da 2 a 96 pozzetti
od in capsule di Petri in genere da 45 a 90 mm di diametro.
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Qui di seguito verranno solamente descritte le principali procedure di isolamento dei virus da
campioni 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 avventurarsi 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 puo effettuarsi per isolamento su colture cellulari in vitro, per tecniche
immunologiche e per test di biologia molecolare.

I campioni comunque concentrati presentano una 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 puo essere 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 cellulare puo essere effettuato in due modi.
Dopo inoculo del campione sul monostrato cellulare e successivo adsorbimento del virus si pud
aggiungere: 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
inoculare 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
microscopio invertito 1’eventuale effetto tossico del campione (distruzione del monostrato non
imputabile a virus). In caso di elevata tossicita, 1'inoculo del campione va ripetuto, su nuovo
monostrato, a diluizione maggiore. In caso di assenza di tossicita, eliminare 1’inoculo e lavare il
monostrato cellulare con terreno di mantenimento al 2% di siero di vitello fetale o soluzione salina
sterile. Aggiungere 67 mL di terreno di mantenimento per fiasche da 25 cm?, incubare a 37+1°C
ed osservare le cellule giornalmente al fine di evidenziare un effetto citopatico da virus. Dopo una
notte di incubazione si puo presentare un effetto tossico ritardato, seppur minimo.

E’ 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
cellulare.

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
(distruzione 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 di 5% di CO,. Eliminare
I’'inoculo e lavare il tappeto con soluzione salina sterile, aggiungere 10 mL di terreno di
mantenimento doppio concentrato addizionato con agar per colture cellulari all’1,8% (1:1). Dopo
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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%.

Il 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
I’incubazione come riportato in 8.4.2.1.

Dopo un intervallo di tempo variabile in base ai virus enterici citopatici che si intende ricercare,
coprire il terreno agarizzato con 5+10 mL di rosso neutro allo 0,1% in terreno di mantenimento.
Lasciare 1 h o piu, 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 provocano effetto citopatico

Alcuni virus possono moltiplicarsi senza indurre un’alterazione visibile del tappeto cellulare
(Rotavirus), altri virus crescono con estrema difficolta e con tempi di incubazione lunghi anche
diverse settimane, 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
¢ simile al primo con la differenza della marcatura radioattiva dell’anticorpo. Nel test di
immunofluorescenza 1’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.

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 del’immunofluorescenza indiretta

Il metodo prevede I'utilizzo di due anticorpi: il primo anticorpo ¢ un’immunoglobulina non
marcata e specifica verso un determinato virus; il secondo anticorpo ¢ un’anti-immunoglobulina
marcata con fluoresceina. In commercio sono reperibili entrambi 1 tipi di anticorpi.

La preparazione del tappeto cellulare, 1’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 volte
con soluzione 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.

398



La positivita viene espressa come nel caso dell’immunofluorescenza diretta.

8.5.3. Metodo immunoenzimatico

Nel metodo immunoenzimatico (test ELISA) D’anticorpo specifico verso un determinato
antigene ¢ adeso alla fase solida (piastre per test ELISA a 96 pozzetti). Esistono ormai in
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 € due negativi forniti nel kit commerciale
insieme alle soluzioni specifiche da utilizzare nel test.

Lavare il pozzetto con la soluzione di lavaggio, mettere 100 uL del campione in esame,
incubare per 16+2 h a temperatura ambiente in camera umida. Lavare 1 pozzetti per almeno 3 volte
con 300 pl di soluzione di lavaggio fornita nel kit. Mettere 100 ul 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 pl di una soluzione acida fornita nel kit.

L’avvenuto legame anticorpo-antigene (positivita) ¢ evidenziato dallo sviluppo di una reazione
cromatica tra substrato ed enzima.

I campioni sono considerati positivi sulla base delle indicazioni fornite dalla casa produttrice.

0. Test di biologia molecolare

Tali test possono essere applicati sia al campione concentrato (senza passaggio su monostrati
cellulari) che dopo passaggio su cellule.

Negli anni piu recenti accanto ai tradizionali test si sono sviluppati metodi di analisi biologico-
molecolare: le sonde molecolari o probes sia a DNA (acido deossiribonucleico) che RNA (acido
ribonucleico) (test di ibridazione) e piu recentemente la reazione a catena della polimerasi (PCR).
Tali tecniche 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 sensibilita: 10° particelle virali infettive).

Il test di reazione a catena della polimerasi (PCR) consiste in un’amplificazione selettiva di una
porzione unica e 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° copie. L’amplificato pud essere successivamente risolto ed identificato sia su gel di
agarosio, in quanto essendo nota la sequenza se ne conosce anche dimensione e peso molecolare,
sia mediante test di ibridazione molecolare su supporto solido utilizzando apposite sonde marcate
(test di ibridazione). Il 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 esigenze.
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Batteriofagi

di Domenica Donia, Maurizio Divizia

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 ¢ costituita 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 puo essere estremamente semplice (Leviviridae): un capside icosaedrico con una
sola proteina 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 batterica ospite
metabolicamente 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 ¢ possibile
individuare 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 pit importanti
riguardano la presenza di fagi infettanti i batteri del genere Escherichia coli (colifagi); cio ¢ 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 ¢ stata piu 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 nel tratto intestinale & il
fago specifico del Bacteroides fragilis, batterio anaerobio .

Sono pochi i dati informativi sulla concentrazione dei batteriofagi specifici delle specie
batteriche acquatiche. Nelle acque dolci sono stati ritrovati pitt di 10° fagi L™ capaci di infettare le
specie batteriche autoctone, fagi specifici di batteri patogeni per 1 pesci ed, infine, numerosi fagi di
batteri saprofiti o patogeni per 1'vomo 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, nonche la presenza in quantita
notevole di fagi di batteri enterici, in particolare colifagi.

Per quanto riguarda i sedimenti, sia di acque dolci che marine, 1 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 capacita di moltiplicazione dei fagi nell'ambiente. I fagi infettanti 1
batteri autoctoni si replicano nell'ambiente in funzione della presenza del batterio ospite, dell'eta
fisiologica del batterio stesso e della densita rispettivamente del batterio ospite e del fago.
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Per i fagi specifici dei batteri alloctoni invece, la situazione ¢ meno chiara. Una moltiplicazione
nell'ambiente ¢ stata osservata sia per i colifagi somatici, che riconoscono il loro recettore di attacco
sulla superfice esterna del corpo batterico, che per i1 colifagi F specifici, che utilizzano come
recettore il sex-pilus. La ragione di tale fenomeno ¢ 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'ambiente 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 il loro batterio-ospite ¢ metabolicamente attivo soltanto in condizione di
anaerobiosi ed in presenza di alcuni fattori di crescita specifici. Tali condizioni non sono
riproducibili in un ambiente idrico.

I batteriofagi sopravvivono nell'ambiente idrico piu a lungo dei batteri autoctoni ed in
particolare dei batteri indicatori di contaminazione fecale. Allo stesso modo dei virus animali la
durata della loro sopravvivenza 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'uvomo e dagli omeotermi, ha
suggerito il loro utilizzo quali indicatori di contaminazione fecale.

Nel corso dell'ultimo decennio 1 batteriofagi sono stati proposti come indicatori di
contaminazione virale dei mezzi idrici ed anche come indicatori di efficacia dei processi di
depurazione e disinfezione delle acque.

Le motivazioni che suggeriscono l'utilizzo dei colifagi come indicatori della presenza di virus
umani nell'ambiente possono essere cosi schematizzate:

- I fagi si trovano in abbondanza nelle acque contaminate.

- Le popolazioni dei colifagi sono pitt abbondanti che quelle degli enterovirus.

- I colifagi sono incapaci di riprodursi senza il batterio ospite.

- I colifagi possono essere isolati e quantificati con metodi semplici e poco costosi.

- I tempi di risposta sono piu brevi che per gli enterovirus.

- Alcuni colifagi sono piu resistenti degli enterovirus all'inattivazione e alla disinfezione.

Alcuni Autori, in seguito a recenti studi, hanno proposto 1'uso del fago specifico del Bacteroides
fragilis 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
operazioni, cosi come per gli enterovirus, che deve essere adattata al tipo di fago che si intende
ricercare.

Benche 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 1
metodi applicati al momento riflettono dell'esperienza di ogni Autore. La maggior parte dei metodi
utilizzati per concentrarli si basa sul principio dell'adsorbimento su diversi materiali cosi come
avviene per 1 virus animali. In una seconda fase si provvede ad eluire in un piccolo volume 1 fagi
adesi al materiale adsorbente. E importante tener conto di alcune caratteristiche dei fagi, in
particolare la loro sensibilita al pH. Alcuni colifagi presenti nell'acqua sono inattivati a pH 11,5; 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 € 'adsorbimento-eluizione su membrane piane.
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2. Volumi da analizzare

La diversa natura dei campioni ambientali impone delle differenze nella scelta dei volumi da
sottoporre ad analisi, che tengono conto del grado di inquinamento, accertato o presunto; cosicche
per le acque reflue, 1 volumi variano da pochi mL a 2+3 L in base al trattamento depurativo subito
(acque reflue rispettivamente in entrata e 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.

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 l'aiuto di un
agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con l'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 ottiene una inversione della carica elettrica superficiale dei virus che 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 ambientali, puo 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 pit soddisfacenti. Per
valori di pH intorno a 6,0 ed in presenza di ioni Mg®* a concentrazione 0,2 M & stato dimostrato un
maggior rendimento. Dopo aver filtrato il campione per pressione positiva attraverso il filtro, si
procede alla eluizione con un piccolo volume (da 3 a 5 mL) di una soluzione ad alta concentrazione
di proteine (3% di estratto di carne ) con un valore di pH intorno a 9,0. L'eluato viene neutralizzato
velocemente con HCI 1 N. Il concentrato ottenuto € pronto per essere analizzato.

404



3.3. Filtri elettropositivi

Ottimo ¢ l'adsorbimento dei fagi ai filtri elettropositivi, piuttosto difficile risulta invece la loro
completa 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 € 9,0.

Una delle metodiche gia descritte in letteratura prevede l'uso di filtri elettropositivi del tipo
VIROSORB 1 MDS. In commercio ¢ comunque possibile reperire altri tipi di filtri a carica
superficiale modificata.

Il campione viene filtrato per pressione positiva attraverso un pacchetto di tre filtri IMDS. I fagi
adsorbiti 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. II 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 0 0,2 um del tipo ANODISC™, con bassa attivita legante le proteine e che non presentano
cariche elettriche di superficie. Consentono di concentrare il campione in condizioni di pH neutro
ottimali per il B40-8 (fago del Bacteroides fragilis).

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 pil
elevato rispetto al taglio molecolare (cut-off), che sono ritenute, ad es. i virus. Nel caso specifico i
batteriofagi vengono concentrati non per adsorbimento su membrane, ma per riduzione progressiva
del volume del campione dovuto a perdita di acqua, sali e soluti in base al cut-off scelto. La
membrane attualmente in commercio 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 eventualmente portarlo al
valore 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
ambiente.

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 ) 1 N. Sterilizzare in autoclave per 15* a 121 ° C..
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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
l'utilizzo.

Tampone glicina 0,25 M 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
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.

La soluzione, se conservata sterilmente pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura
ambiente.

4.2. Procedura

Montare I'ultrafiltro secondo le istruzioni della casa produttrice. Lavare 1’ultrafiltro con 5+10 L
di acqua 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 fine
di prevenire I’adsorbimento aspecifico dei fagi eventualmente presenti nel campione.

Far circolare il campione alle seguenti condizioni operative: 10+12 psi in entrata. 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 dell’ ultrafiltro.
Svuotare il sistema completamente e raccogliere il campione.

Lavare I'ultrafiltro con una soluzione di estratto di carne al 3% pH 9,540,2, 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 pud 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 'ultrafiltro con 2+3 L di acqua distillata. A
questo punto I'ultrafiltro puo essere utilizzato per un nuovo campione o conservato 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 € conservate.

Lavare 'ultrafiltro con 1+2 L di acqua distillata, far circolare in continuo per almeno 15’ una
soluzione di idrossido di sodio 0,1 N e lavare 'ultrafiltro con 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 piu formaldeide possibile all’interno dell’ultrafiltro stesso.
Mantenerlo a circa +4°C.
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S. Metodo di estrazione e concentrazione a partire da fanghi o sedimenti

I 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 eluizione dei fagi adsorbiti alle sostanze sedimentabili. Due metodi di eluizione
sono consigliati per il recupero 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 vigorosamente per 10" e quindi centrifugato a 3.000 rpm per 5' a 4°C. Il supernatante &
neutralizzato e filtrato su membrana in nitrato di cellulosa (0,20 pm) precedentemente pretrattata
con 20 mL di una soluzione 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 sedimento 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, ¢ posto in agitazione magnetica per 30’. La soluzione ¢ successivamente filtrata utilizzando
una membrana in nitrato di cellulosa (0,20 pm) preventivamente trattata con 20 mL di una
soluzione di estratto di carne al 3%, pH 9,5. 1l filtrato ottenuto rappresenta il nostro campione.

6. Tecniche di messa in evidenza dei diversi tipi di batteriofagi

Tutti 1 campioni di provenienza ambientale contengono una flora batterica propria che puo in
qualche modo interferire con 1 metodi di rilevamento dei batteriofagi; pertanto ¢ necessario
inattivare o allontanare 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
membrane di nitrato di cellulosa (0,20 um) preventivamente trattate con estratto di carne al 3%, pH
9,5 oppure 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. 1|
metodi indiretti, invece, possono essere attuati nella fase di rivelazione dei fagi, aggiungendo al
mezzo di coltura un antibiotico in grado di inattivare 1 batteri contaminanti ma non la crescita del
ceppo batterico rivelatore; oppure, utilizzando un terreno selettivo che permetta la sola crescita del
ceppo batterico rivelatore.

Quest'ultima tecnica ¢ di piu 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 1 batteri rivelatori sono resistenti.

Per quanto riguarda la evidenziazione dei fagi ¢ possibile ricorrere a metodi sia qualitativi che
quantitativi.

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 terreno di coltura
idoneo nel quale ¢ stato fatto precedentemente crescere il ceppo indicatore. Dopo incubazione, al
fine di favorire la moltiplicazione dei fagi presenti, una piccola quantita della coltura, dopo
decontaminazione, viene sottoposta al test di rivelazione.

La ricerca quantitativa delle particelle fagiche in un campione ambientale puo essere effettuata
in due diversi metodi: il metodo delle placche e il metodo del MPN.
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La tecnica delle placche di lisi ¢ quella piu 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 quantita superiori di reagenti e tempi piu lunghi di esecuzione.

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 indicatrice specifica per ciascun tipo di batteriofago
che si intende 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 manifestano come aree circolari trasparenti nel contesto del terreno opacizzato per effetto
della crescita batterica. Ognuna di queste placche corrisponde ad una particella di fago infettivo. Il
risultato viene espresso in UFP (Unita Formanti Placca) 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 esso purché resistente all'Acido nalidixico. Quest'ultimo viene
aggiunto al terreno alla concentrazione finale di 100 mg mL™’, partendo da uno stock
precedentemente preparato e sterilizzato per filtrazione.

Al terreno di coltura puo essere aggiunto agar-agar nella proporzione variabile secondo 1'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

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.

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 ¢
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).
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Incubare a 37°C per 16+18 h, prelevare una aliquota (circa 1 mL) della coltura ottenuta e
decontaminarla. Aggiungere all’aliquota del campione il 30% di cloroformio; agitare al vortex e
centrifugare per 10°, 3.000 rpm a temperatura ambiente. Prelevare per 1’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 brodocoltura del ceppo indicatore in fase esponenziale di crescita.
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 strato 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
quantizzazione prima delle 24 h.

6.2. Ricerca dei colifagi F-specifici

I batterio rivelatore raccomandato per questa ricerca deriva da Escherichia coli K 12 (Hfr) che
presenta 1 plasmidi di resistenza per la streptomicina e l'ampicillina.

Il 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.
6.2.1. Reagenti

Streptomicina: stock
Composizione: Streptomicina 0,15 ¢
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere 1’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.

Ampicillina: stock
Composizione:  Ampicillina 0,15 ¢
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 1 colifagi
somatici.

6.3. Ricerca dei batteriofagi (B40-8) del Bacteroides fragilis

Il batterio rivelatore consigliato ¢ il Bacteroides fragilis HSP 40.
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6.3.1. Reagenti

Emina allo 0,1%
Composizione:  Idrossido di sodio 0,02 ¢
Emina 0,1 g
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere su agitatore magnetico le pasticche di idrossido di sodio in acqua fino a completa
dissoluzione (15’ circa), aggiungere I’emina e lasciare in agitazione magnetica per circa 2 h fino
a completa 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 disodio 105,99 g
Acqua distillata 1 L

Sciogliere la polvere in acqua fino a completa dissoluzione, sterilizzare per filtrazione (con filtri
da 0,22 um). Conservare a temperatura ambiente per non oltre sei mesi.

Vancomicina: stock iniziale
Composizione: ~ Vancomicina 75 g
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere I’antibiotico 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 pm). Dividere in aliquote da 1 mL. Conservare a —20 °C.

Terreno di crescita:
Composizione:

Peptone di carne 10
Caseitone 10
Estratto di lievito 2
Cloruro di sodio
L cisteina monoidrato
Cloruro di calcio biidrato (0,05 g mL™)
Solfato di magnesio eptaidrato (0,12 g mL™)
Glucosio
Acqua distillata

Sterilizzare a 121°C per 15°.
Aggiungere successivamente:
Soluzione di emina allo 0,1% in idrossido di sodio  0,02%

—_ = = = O N
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sterilizzata per filtrazione 10 mL
Soluzione di carbonato di sodio 1 M
sterilizzata per filtrazione 25 mL

Aggiustare il pH a 7 con acido cloridrico concentrato
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Al terreno di coltura puod essere aggiunto agar-agar nella proporzione variabile secondo 1'uso:
agar del primo strato 1,5%; Agar molle 0.5%.

Per evitare contaminazioni ¢ consigliabile aggiungere al terreno 100 mg per mL di solfato di
Kanamicina e 7,5 mg per mL di Vancomicina. Il batterio raccomandato ¢& resistente ad entrambi
gli antibiotici.

Date le caratteristiche anaerobiche del batterio ¢ necessario lavorare in condizioni di assoluta
anaerobiosi. Per l'isolamento del fago su terreno agarizzato & necessario utilizzare, per
lI'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 l'incubazione effettuata in giare per anaerobiosi.

Dopo 18+20 ore di incubazione vengono contate le placche di lisi che si manifestano come aree
circolari trasparenti nel contesto del terreno opacizzato per effetto della crescita batterica. Ognuna
di queste placche corrisponde ad una particella di fago infettivo.

Il risultato viene espresso in UFP (Unita Formanti Placca) per volume di campione analizzato.
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