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EDITORIALE

Il Notiziario "Metodi Analitici per le Acque" & stato pubblicato
per la prima volta nel 1980 ed & nafo con lo scopo d
diffondere e frasferire i risultali di studi relativi alla messa a
punto dei metodi df analisi defle acque, con particolare
riferimento allo sviluppo di nuove tecniche analitiche, alla
determinazione di nuovi indici, alla definizione delle pid
idonee modalitd di campionamenfo e conservazione del
possibili interferenze. Nei cinguanta numeri fin qui uscitf 1
Notiziario ha pubblicato lavori originai a caraftere
sperimenlale ed applicativo, reviews ed informazion/ su
attivita relative alle metodologie applicate allanalisi delle
acque. Sono inoltre stati pubblicati articoli dedicati a specifici
argomenti di carattere ambientale, con particolare
riferimento alla analisi ed alle modalitd di applicazione di
normative nazionali e comunitarie.

Da guesto numero il Notiziario esce rinnovato nella forma e
con una ulteriore finalizzazione per gquanto riguarda gf
scopi. Infatti, a seguito della decisione presa di pubblicare i
metodi analitici ufficlalil in un unico volume con cadenza
guadriennale (il primo wvolume, attualmente in slampa
presso [lstituto Poligrafico dello Stato, & previsto venga
distribuito allinizio del 1995), al Noliziario verra anche
affidato i compito df rendsre nota [lattivita della
Commissione Metodi Analitici istituita presso INRSA e d
divulgare | metodi da questa proposti man mano che gl
stessi vengono licenziati ed in atfesa che, con periodicita
quadriennale, vengano ufficializzati. Il Notiziario sostituira, in
altre parole, le "schede” con cui sono stali divulgati | metodi
analitici negli anni '80.

Alla luce di queste ulteriori finalita, gli articoli pubblicali sul
Noliziarle saranno refathvi a lavor  originali, reviews,
informazioni e proposte di metodo. Per i primi tre tipi df
contributi la comunita scientifica & vivamente invitala a
collaborare con il Notiziario sottoponendo al Comitaio df
Redazione articol, nole e quantaltro ritenuto meritevole di
segnalazione. Per quanto riguarda i metodi proposti, la
collaborazione della comunitd scientifica e degli operatori
del seftore dovra riguardare la indicazione di eveniuali
proposte o suggenmenti migliorativi riguardanti i metodo,
prima che lo stesso assuma pilena ufficialita.

Prof. Roberto Passine
Diretfore delfIstituto of Ricerca sulle Acque

Roma, Marzo 1995
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RIASSUNTO

Viene presentata una procedura per la determinazione di
nutrlenti, feopigmenti, composizione elementare e metali
nel particellaio sedimentato df ambienti lacustr. La
sequenza delle operazioni prevede una sere df misure
dirette sulla sospensione di particellato fresco: per l'azoto
ed { fosforo (totals, mediante contemporanea
mineralizzazione in aufoclave, & per le clorofile ed i
feopigmenti per esitrazione con solvente acefonico, in
entrambi | casi con rivelazione finale in assorbimento
molecolare. Le rimanenti determinazioni, CHN e metalli
vengono effetiuate, dopo separazione del particellato
mediante centrifugazions, sul residuo solido secco,
rispettivamente mediante rivelazione gascromatografica,
per la misura delle componenti elementarl, e in
spettrofotometria ad assorbimenfo afomico, dopo
digestione ad umido, per i metalli,

SUMMARY

A procedure for determining nulrients, pheopigments,
elemental composition and melal content in particulate
matter collected in sediment traps in lakes Is presented.
Total nitrogen and total phosphorus are determined
fogether on fresh particulate matter following oxidative
mineralization in autoclave, and chlorophyll and
pheopigments by acefone extraction; in both cases with
final  determination by  molecular  absorplion

spectrophotometry. C, H, N and metals, are determined
on dry particulate matter, after cenirifugal separation, by
combustion and gas chromatography for the former, and
by atomic absorption spectrophotometry, after wet acid
digestion, for the latter.




INTRODUZIONE

Lo studio della componente particellata presente in
sospensione ed in corso di sedimentazione nelle acque
lacustri presenta una certa difficoltd, sia a causa della
sua eterogenea composizione chimica e biologica, che
per i complessi scambi che awvvengono nel mezzo
acquose. |l campionamente del seston pud essere
effettuato in due modi differenti, a seconda che si desideri
distinguere tra la componente sospesa e quella
sedimentata, Nel primo caso si procede mediante la
raccolta di grandi volumi di acqua, da cui il particellate
viene separato per centrifugazione in continuo (De Mora
and Harrison, 1983}, mentre nel secondo caso |l
campionamento viene effettuato utilizzando trappole di
sedimentazione poste a differenti profonditd |ungo Ia
colonna d'acqua lacustre, nelle quali il seston si raccoglie
per gravita.

Le procedure di raccolta e la descrizione della
strumentazione necessaria riguardante il campicnamento
con le trappole di sedimentazione & stata gia oggetto di
un precedente lavoro (Tartari et al., 1983a) a cui si
rimanda per ogni dettaglio, in questo vengono invece
presantate alcune procedure analitiche applicabili nella
determinazione di componenti elementari del particellato:
fosforo ed azoto, clorofilla e feofitina, carbonio, idrogeno
e metalii.

Le determinazioni suggerite non esauriscono tutte e
possibili misure analitiche sul particellato sedimentato,
ma rappresentanc guelle pid comuni. L'importanza di
guesta procedura & quindi da ricercare nella
presentazione di uno schema operative integrato, delle
cui fasi sono state a lungo verificate l'efficienza e la
qualita analitica dei risultati.

ANALISI DEL PARTICELLATO LACUSTRE
SEDIMENTATO

Schema delle operazioni

Lo schema delle operazioni viene presentato in modo
dettagliato con lo scopo di farne uno strumento operativeo
completo, in grado di soddisfare un ampio spettro di
esigenze. Mata dall'esperienza maturata nel corso di circa
un decennio di misure condotte presso il Reparto
Sperimentale di |drobiologia Applicata del CNR - IRSA di
Brugherio, wolte alla determinazione dei flussi di
sedimentazione di nutrienti @ metalli in alcuni ambienti
lacustri dell'ltalia settentrionale (Tartari et al., in prep.), la
procedura suggerisce un percorso analitico che pud
essere suddiviso in due fasi: determinazione dei nutrienti,
delle clorofille e dei feopigmenti nella fase fresca sospesa
& misura di specie elementari nel residuo secco.

| procedimenti di pretrattamento ed analisi su campioni di
seston presentati in guesto lavoro, vengono indicati in
Fig1. La procedura prevede una fase preliminare,
comune a tfutte le metodiche indicate, di
subcampionamento della sospensione raccolta dalle
trappole di sedimentazione, da effettuarsi softo agitazione
magnetica, allo scopo di ovviare alla eterogeneita delle
sospensioni di materiale particellato. Da questo punto
vengono definite tre linee procedurali ben distinte; una
relativa all'analisi di azoto e fosforo totali (TN e TP), una
per la determinazione di clorofilla (Chl) e feofitina (Feo),

ed una ferza, infine, per i metalli in traccia e l'analisi
elementare di carbonio, azoto ed idrogeno (CHN),

La prima linea prevede una digestione per via umida con
persolfato di potassio (Smart et al., 1883), che consente
la trasformazione delle varie forme di azoto e fosforo
(organiche ed inorganiche) presenti nel particellato in
forme determinabili (Valderrama, 1881) mediante
spettrofotometria di assorbimento molecolare (MAS/IUY e
VIS). La procedura per la determinazione delle clorofille &
dei feopigmenti prevede I'estrazione con acetone seguita
dalla misura diretta in spettroscopia di assorbimento
molecolare (MAS/VIS) della clorofilla e la determinazione
della feofitina, dopo acidificazione dell'estratto con la
medesima tecnica (Lorenzen, 1967). La terza linea si
differenzia infine dalle altre due perché prevede, dopo
centrifugazione in continuo ed essiccamento in stufa,
l'ottenimente di un residuc solide che, omegeneizzato,
viene ufilizzato sia per la determinazione dei metalli
mediante spettrofotometria di assorbimento  atomico
(AAS/HGA), sia di  carbonic ed idrogeno in
gascromatografia (GC) che, unitamente al fosforo ed
allazoto, consentono valutazioni complessive sulla
composizione elementare del particellato (C:H:N:P,
Redfield, 1934).

La procedura indicata permette ['analisi della
composizione del particellato che sedimenta negli
ambienti lacustri, utilizzando quantitd di campione
analiticamente sufficienti se si opera con coppie di
trappole aventi ciascuna diametri compresitra 7 e 10 cm.
Il vantaggic di questa procedura consiste nella riduzione
del nUmero complessivo delle operazioni
(campicnamenta, prelieve e pretrattamento), e nel
maggior controllo di una serie di rischi, individuabili nelia
contaminazione e nella perdita parziale del campione
attraverso la codificazione di tutte le fasi procedurali.

Trattamento dei campioni

Il materiale particellate raccolto con |e trappole di
sedimentazione al momento del prelievo viene trasferito
in appositi recipienti di 5 L di volume, dove viene
conservato fino al momento dell'analisi. In genere esso
giunge in laboratorio dopo una giornata di operazioni di
campagna e quindi viene analizzate solo il giorno
successivo,

Il campione & costituito da una sospensione pill o meno
concentrata, a seconda del volume d'acqua surnatante
trattenute al momente del prelieve. Durante la
conservazione il seston tende a coagulare in masse
fioccose che precipitano sul fondo del contenitore, mentre
le particelle pid fini tendono a galleggiare & a depositarsi
per adesione lungo la linea del pele liquido, formando
dopo aleuni glorni una ben visibile fascia di colore scura,
Anche se al buio ed in ambiente refrigerato (~ 4 °C),
allinterno del recipiente di raccolta hanno luogo sia
fenomeni di grazing che di decomposizione, | primi
causati dalla presenza di zooplancton, salvo operare una
preventiva filtrazione della sospensione di seston al
momento del prelievo con un retino da plancton con
maglie di adeguate dimensioni (~30-75 pm); | secondi
causati dall'attivitd di mineralizzazione batterica, ben
evidenziata, all' aumentare del tempo di conservazione,
dalla produzione di emissioni maleodoranti e dal
progressivo intorbidimento del surnatante residuc. Per
tali motivi & vivamente consigliato effettuare le operazioni



di analisi entro @ non oltre le 24 h dal prelievo, se si vuole
limitare gli errori di misura e facilitare le operazioni di
riomogeneizzazione del campione,

DETERMINAZIONE DELL' AZOTO E DEL
FOSFORO TOTALE

Seguendo lo schema di Fig. 1, le operazioni analitiche sul
particellato hanno inizio con la misura del volume totale
di campione (V;), seguita dallomogeneizzazione della
sospensione con un agitatore magnetico di forma
cilindrica, preferibilmente dotato di anello. |l prelieve del
subcampione per l'analisi dei nutrienti (VpTp) viene
effettuato con una pipetta di vetro tarata o graduata di
opportuno volume, cercando di pescare il liguido nella
zona mediana del gorgo di agitazione. Al termine
dell'operazione su ciascun campione, & consigliabile
annotare nella tabella di lavoro, di cui la Tab. 1
costituisce un esempio, i velumi utilizzati per I'analisi del
fosforo e dell'azoto & necessari per il successivo calcolo
dei flussi di sedimentazione.

Principio del metodo

Il campione di particellato viene softoposto a digestione
ad umido con persolfato di potassio (K,S,0g) 2 120 °C in
autoclave, in ambiente & pH variabite da condizioni
alcaline ad acide, secondo la procedura riportata da
Valderrarma (1981) a cui si rimanda per ogni dettaglio.
Rispetto al metodo originale la procedura qui indicata
presenta alcune modifiche volte a migliorare |'efficienza
deil'ossidazione nel caso di campioni ad elevato
contenuto di particellato e ad aumentare la stabilith dei
reattivi. Al fine di oftenere la completa digestione del
campione, il persolfato viene infatti introdofto in parte in
soluzione ed in parte in forma seclida, che viene
gradualmente utilizzata durante la digestione.

Poich& il metodo per la determinazione simultanea
dell'azoto e del fosforo totali non & compreso tra | Metodi
Analitici per le Acque dellIRSA (IRSA, 1995), si ritiene
utile, per completezza della procedura oggetto di questo
protocolle, riportare in APPENDICE 1 i dettagli esecutivi
del metodo.

Trattamento dei recipienti

Le bottiglie per la digestione devono essere in wvetro
robusto, con tappo a vite che consenta la chiusura
armetica e che sia resistente alla temperatura di 120°C
{tipo Duran da 100 mL per reagenti, con filettatura 150,
anello salvagoccia di PTFE e tappo a vite in PPN). La
vetreria usata per l'analisi del fosforo e dell'azoto totali
deve essere lavata con detersivi esenti da fosforo, oppure
con acido solforico concentrato. Tutti | recipienti utilizzati
per la digestione in autoclave vanno periodicamente
spazzolati con uno scovolinge in modo da asportare
meccanicamente l'eventuale residuo che aderisce alle
pareti @ che pud contribuire ad aumentare il livello dei
bianchi. Al fine di evitare I'adesione di piccole quantita di
materiale digerito alle pareti dei tappi & consigliabile
conservarli a bagno in acqua in un recipiente coperto per
qualche giorno, infine risciacquarli e farli asciugare

all'aria in ambiente controllato su un foglio di carta da
filtro, con la parte interna rivelta verso il basso.

Diluizione del campione

Generalmente la quantitd di paricellato presente nel
campione da analizzare & elevata anche se il tempo di
esposizione delle trappole & limitato ad una seftimana. Si
rende gquindi necessaric effeftuare una opportuna
diluizione del campione, che tenga conto anche che il
particellate raccolte aumenta allaumentare della
profondita. In genere sarebbe preferibile adottare bassi
fattori di diluizione, per contenere sia I'errore associato al
prelievo che quelio wvolumetrico, anche se fattori pid
elevati garantiscono un maggiore recupero durante la
digestione. | fattori di diluizione comportano perd
necessariamente il prelievo di minon guantitd di volume
di sospensione rispetio ai 50 mL destinati alla digestione
(ad es. 25, 10 o 5 mlL, rispettivamente per fattori di
diluizione 2, & & 10). Ne consegue quindi che prelievi di
una cosl limitata entitad di un campione eterogeneo, come
la sospensione di particellato raccolta dalle trappole di
sedimentazione, sono soggetti ad una elevata variabilita
nelle repliche. Si consiglia quindi di effettuare almenc 3
repliche per campione per contenere lincertezza delle
determinazioni entro una variazione del £ 10 %. Si
consiglia infine di mantenere gli stessi fattori di diluizione
per tutta la durata della campagna di misura.

Filtrazione del digerito e determinazione analitica

La determinazione dell'azoto e del fosforo totali &
consigliato effeftuarla entro e non oltre le 24 ore dalla
digestione, in caso contraric il digerito pud essere
conservato in congelatore, dope raffreddamento, negli
stessi recipienti di digestione tenuti rigorosamente chiusi
per evitare I'aspirazione di aria.

Al termine della digestione il campione presenta
generalmente un residuo insolubile biancastro, costituito
da componenti inorganiche non aggredibili dall'ossidante
utilizzato per la mineralizzazione. Tale residuo, prima di
proseguire le operazioni analitiche, deve essere separato
mediante filtrazione. Questa operazione pud essere
condotta con membrane di nitrato di cellulosa, esenti da
fosforo (tipo Sartorius 11306-47 PFN), di 0,45 pm di
porosita, prelevando il digerito con una siringa di politene
da 50 mL, munita di un tubicino di plastica al posto
dell'ago, e successiva eluizione attraverso il filtro montato
in un portafiltri. L'operazione & favorita dall'use di un
puntale per micropipetta tagliato a lunghezza adeguata
per limbocco del portafiltro, montato all'estremita della
sinnga.

La determinazione analitica in assorbimente molecolare
si effettua infine per I'azoto totale alla lunghezza d'onda di
220 nm, corrispondente al picco di assorbimento dello
jone nitrato in cui si sono trasformate per reazione
ossidativa le varie forme di azoto inizialmente presenti nel
campione, mentre il fosforo totale, trasformato in
ortofosfato, viene rivelato a 882 nm come complesso
fosfomolibdico,



DETERMINAZIONE DELLA CLOROFILLA E
DEI FEOPIGMENTI

Come riportate nello schema di Fig. 1, il prelievo della
aliquota da destinare alla determinazione della clorofilla e
dei feopigmenti va effettuatc contemporaneamente a
quello per la determinazione dell'azoto e del fosforo totali,
mentre la restante parte della sospensione sard destinata
alla separazione del paricolato per centrifugazione o
filtrazione.

Principio del metodo

La determinazione di clorofila & e dei feopigmenti
prevede |a filtrazione di un'aliquota di campione su filtri in
fibra di vetro e in presenza di una leggera depressione, in
modoe da concentrare sulla membrana le cellule
fitoplanctoniche contenute nel particellato in sospensione.
La successiva estrazione dei pigmenti clorofilliani avviene
a freddo, dopoc un'appropriata friturazione ed
omogeneizzazione dei filti mediante un sistema
meccanice, immergendo la sospensione ottenuta in una
soluzione neutra di acetone acquoso.

La stima della concentrazione di clorofilla a nell'estratto
avviene per via spettrofotometrica, sfruttando la loro
proprieta di assorbire la luce nella zona del rosso dello
spettro visibile. Acidificando direttamente in fase di lettura
l'estratto acetonico si provoca poi la degradazione della
clorofilla a feofitina, per la perdita dell'atomo di magnesio
dal nucleo porfirinico della molecola. Mediante
appropriate equazioni (IRSA, 1990) che prevedono
l'utilizzo di adeguati coefficienti di assorbimento molari, si
calcolano quindi le concentrazioni di clerofilla & di
feofitina a e delle clorofille b e c.

Reagenti

- Acetone acquoso al 90%, neutralizzato con 5 g di
(MgCO4)4Mg(CH)5nHS0 per ogni litro.

- HClI 0,2 N preparato usando fiale a concentrazione
standard.

Filtrazione

Per effettuare le analisi dei feopigmenti i campioni
possono essere conservati al fredde (~ 4°C) ed al buio
nei contenitori di prelieve per non pid di 12 ore e le
operazioni che seguono vanno effettuate preferibilmente
con poca luce artificiale.

Il prelieve dell'aliquota da sottoporre a filtrazione (Veopy )
per lanalisi di clorofila & e del feopigmentl viene
effettuato secondo gli stessi criteri indicati per il fosforo e
l'azoto totali, registrando | volumi nella stessa Tab. 1.

| campioni vengono filtrati, sotto aspirazione a 0,01-0,02
bar, con filtri in fibra di vetro (tipe Wathman GF/C) da 5,5
cm di diametro, utilizzande un volume d'acqua tale da
permettere letture di assorbanze nellestratto superiori a
0,200 UA (colorazione omogensa ma non intensa del
filtro). Ogni filtro, piegato a metd, viene quindi asciugato
premendolo su carta da filtro in fogli per togliere gran
parte dell'umidita, che potrebbe comportare un
detericramento del particellato durante la conservazione,
avvolto in foglio di alluminio e riposto in una capsula Petri
di materiale plastico, insieme ad alocuni cristalli di gel di
gsilice, che impediscono la formazione di condensa. |l
tutto pud essere conservato in freezer per un periodo non
superiore ad un mese, ma & consigliata la misura nel pid
breve tempo possibile.

A differenza dei campioni ottenuti con la filtrazione di
acque pelagiche, generalmente il residuo ottenuto dopo
filtrazione del particolato delle trappole di sedimentazione
mastra una colorazione bruna raramente omogenea. Si
consiglia percid di effettuare alcune repliche con volumi
diversi di seston, in mode da definire le miglior
condizioni aperative.

Fig. 1 - Schema delle procedura di analisi del particellato raccolto mediante trappole
di sedimentazione. | simboli indicati nei riquadri sono spiegati nel testo.



Analisi della clorofilla e dei feopigmenti

L'analisi della clorofila e dei feopigmenti presenti nel
residuc depositato nel fitro pud essere effettuata,
analogamente ad ogni campione di gualsiasi comparto
acquatico, seguendo il metodo riportato nei Metodi di
analisi per acque di mare (IRSA, 1990) a cui si rimanda
per ogni dettaglio operativo.

Per il calcolo delle concentrazioni finali possono essere
utilizzati due metodi a seconda che nel campione
vengano determinate o meno le feofitine. Rimandando
alla letteratura specifica (Lorenzen, 1967; Jeffrey and
Humphrey, 1975) ogni chiarimento sulla procedura di
calcolo delle concentrazioni, al fine di facilitare le
operazioni si ritiene comunque utile riportare nella
APPENDICE 2 il programma in BASIC in uso presso il
CNR IRSA di Brugherio.

SEPARAZIONE DEL PARTICELLATO E
DETERMINAZIONE DEL PESO SECCO

La sospensione di particellato rimanente dopo il prelievo
dei subcampioni da destinare all'analisi di TN/TP,
clorofilla e fecpigmenti (V) viene sottoposta (Fig. 1) a
centrifugazione (Fig. 2) per separare il particellato. Le
operazioni vanno compiute entro & non oltre 48 ore dal
prelievo, perché |le mutate condizioni ambientali
comportano cambiamenti nella composizione chimica a
seguite di adsorbimento, rilascio, degradazione e
mineralizzazione ad opera dellc zooplancton e della flora
batterica.

La centrifugazione provoca la sedimentazione delle
particelle di una sospensione attraverso |'applicazione di
una "gravita artificiale”. La forza centrifuga generata dalla
rotazione & proporzionale al quadrato della velocita
angolare, ma come parametro di rotazione si preferisce
utilizzare pid semplicemente il numero di gif al minuto
(girifmin) effettuati dal rotore. A seconda della velocita
massima di rotazione le centrifughe sono genericamente
classificate in: a bassa velocita (2-6000 girifmin), ad alta
velocita (18-25000 giriimin) ed in ultracentrifughe
(=40000 girifmin). Per la separazione del particellato
sospeso raccolto con le trappole di sedimentazione si
possono applicare due diversi metodi di centrifugazione:
la separazione in flusso continuo e quella in discontinuo,
Se il contenuto di materiale particellate & modesto, |a
centrifugazione in continuo & la tecnica ideale, perché
consente l'utilizzo di grandi volumi d'acqua e permette di
condurre l'analisi direttamente sul materiale raccolto.
L'operazione & utile anche quando sia disponibile una
cospicua quantita di particellato, perché consente
laccumulo senza limiti eccessivi. contrariamente ad altri
sistemi quali la filtrazione. Non disponendo di una adatta
centrifuga in continuo, si pud perd operare anche in
discontinuo, ma con tale tecnica le possibilita di
alterazione del campione sono pid elevate, a causa delle
notevoli manipolazioni richieste per l'intera operazione di
separazione.

In generale una separazione di fase solidofliguido che
privilegi il residuc rispetto al filtrato pud essere effettuata
anche per filtrazione (Danielsson, 1982). Questa tecnica,
perd, non trova una favorevole considerazione nel caso
del seston delle trappole di sedimentazione per due
motivi fondamentali. Il primo & legato alla rilevante
quantita di particellato che occlude rapidamente i pori del

filtro, impedendo di fatto l'operazione di recupero del
seston. |l secondo & invece legato alla possibile
introduzione di un fattore di disturbo di non poco conto
nell'analisi finale a causa del filtro, che rappresenta, per
alcune misure, una sorgente di contaminazione del
campione. La centrifugazione invece offre, accanto ad
una pill ampia possibilita di trattamento di volumi di
campione, la pressoché nulla presenza di supporto,
rappresentato dal solo recipiente di contenimento
{Comba and Kaiser, 1990).

Con la filtrazione non vengono trattenute solo le particelle
con dimensioni superiori a quelle dei pori; ma anche
quelle con dimensioni pid piccole rimangono sulle
membrane, per il progressivo accumularsi del particellato
sulla membrana (Baudc e Bertoni, 1984). MNel caso
dell'uso della fitrazione, come tecnica di separazione del
seston, & quindi necessaric operare con sistemi filtranti di
grande diametro, in grado di trattenere notevoli quantitd
di particellato, ma sopratiutto che consentano Ila
filtrazione completa di wvolumi non trascurabili di
sospensione (1-3 L). Queste considerazioni, oltre alle
precedenti, sconsigliano quindi I'applicazione di questa
tecnica.

Fig. 2 - Rappresentazione schematica del trattamento
del materiale particellato mediante centrifugazicne in
continuo.



Centrifugazione in continuo

In un rotore predisposto per il flusso in continuo di
campione (Fig. 2), si introducono due provette di
policarbonate o polipropilene, preventivamente essiccate
a B0°C, pesate e numerate avendo cura di trascrivere |
valori sull'apposita tabella di lavero {Tab. 2), e le si
chiude con gli appositi tappi di acciaio, stringendo
accuratamente le viti di bloceaggio per evitare |[a
fuoriuscita dell'acqua (Fig. 2). Nel caso che il materiale
sedimentate sia destinato in particolare alla analisi dei
metalli, le provette vanno frattate con una soluzione di
HMNO5 1.5, risciacquate con acqua Milli-Q, condizionate
per qualche giomo con HNOg 1 N, risciacquate ed
asciugate in stufa a 60°C.

Il recipiente col campione va posizionato in modo da
garantire alla centrifuga l'alimentazione del flusso per
gravitd, raccogliende lacqua centrifugata in un cilindro
graduato posto al di sotto del piano della centrifuga (Fig.
2). Il flusso viene regolato fino a valori di 30-40 mL/min,
utilizzando una pinza di Hoffmann posta sul tubo di
adduzione. Al fermine della regolazione dei flussi, 'acqua
raccolta nel cilindro va reintrodotta nel bidene, Dopo aver
riempito le provette a rotore quasi fermo, avviare la
centrifuga fino ad una wvelocitda angolare di 10.000
girifmin. Verso la fine della centrifugazione agitare I'acqua
residua presente nel bidone di campionamento per
raccogliere tutto il particellato sedimentato che aderisce
alle pareti. Per raccogliere le ultime aliquote, versare |l
campione residuo  in  un  becker, trasferendo
successivamente il contenuto in un imbute di vetro
inserito nel tubo di adduzione alla centrifuga.

Le operazioni riguardanti il wvolume dell'acqua
centrifugata, nonché il tempo implegato, vanno registrati
sulla gid citata Tab. 2. In questc modo si potranno
calcolare le quantita di particellato centrifugato in termini
di concentrazione di peso secco (PMdw, ma/L).

Centrifugazione in discontinuo

Tra | sistemi discontinui, molto pil adatti al trattamento di
sospensioni molto concentrate, sono da preferire quelli in
grade di utilizzare rotori di grandi dimensioni, dotate di
sistema refrigerante, ma con prestazioni limitate a basse-
medie velocitd {5-10000 girifmin). E' consigliabile iniziare
loperazione con recipienti di almeno 250 mL (dello
stesso materiale delle provette o in polietilene), lavati con
un detergente liquido non ionico prive di fosforo. Anche in
questo caso si avra cura di riportare in un'apposita
tabella (Tab. 3) i dati riguardanti il peso delle provette e i
parametri operativi della centrifugazione,

Dopo  aver omogeneizzato il campione mediante
agitazione manuale, riempire | recipienti, bilanciandoli
accuratamente, ed effettuare la centrifugazione alla
massima velocita angolare indicata dal costruttore per |
recipienti utilizzati {normalmente circa 5000 girifmin), per
il tempo necessario a far chiarificare il surnatante (~ 10').
Completata l'operazions, eliminare il surnatante con una
spruzzetta alla quale sia stato sostituito il tubo di plastica
per la distribuzione dell'acqua con uno tagliato allaltezza
del tappo. Queste operazioni andranno ripetute pid volte,
fino a ridurre il volume complessive del campione a non
pit di 100 mL

Poiché il particellato tende ad aderire alle pareti in una
disposizione lenticolare che asseconda il moto centrifugo,

al fine di eliminare qualsiasi deposito, durante
l'operazione di travaso, conservare, dopo la prima
centrifugazione, una aliquota del surnatante chiarificato
da utilizzare per rimuovere il particellato dalle pareti,
spruzzandolo con un sottile getto mediante una siringa
munita di ago. Infine, aiutandosi con una siringa munita
di tubicine di plastica lungo circa |15 cm, raccogliere
accuratamente il residuo in due provette di polietilene da
50 mL clascuna, munite di tappp, precedentemente
essiccate in stufa a B60°C, pesate senza tappo e
numerate. Bilanciare le provette e centrifugare a 5000
girifmin per circa 5"

Essiccamento, pesata e conservazione del
particellato

A fine centrifugazione, recuperare le provette e,
maneggiandole delicatamente per non rimuovere il
sedimento, aspirare il surnatante | lasciandone pochi
millilitri sul fondo. Dopo essiccamento in stufa a 60°C per
un giorno circa, pesare, tappare con "parafilm" e riporre
le provette in congelatore avvolte in foglio di alluminio e
chiuse in un sacchetto di plastica, L'essiccazione del
particellato alla temperatura di | 60 °C risponde
all'esigenza di ottenere un residuc poco alterato da fattor
termici, ma comungue a peso costante. Cid non
costituisce un criteric assoluto ed anche adottando un
trattamento a 105 °C le operaZioni indicate non
richiedono comunque medifiche alle procedure che
seguono.

Tutte le indicazionl numeriche riguardanti la tara ed il
peso lordo delle provette devono essere accuratamente
trascritte in una apposita tabella di lavoro (Tab. 2 o 3).

Il peso netto rappresenta infine la quantita di particellato
sedimentato nel pericdo di campionamento, salvo
correzione per i wvolumi utilizzati per precedenti
determinazioni, come riportato successivamente nel
paragrafo  dedicato &l calcolo| dei  flussi  di
sedimentazione.

ANALIS]I DEI METALLI

L'analisi del metalli viene condotta sul materiale
particellatc secco dopo digestione acida ad umido
utilizzando miscele costituite da acido clondrico, acido
solforico, acido nitrico efo fluoridrico| in diversi rapporti
tra loro, in sistemi di digestione aperti o chiusi (bombe},
in stufa o in forno a microonde. La scelta della miscela di
acidi utilizzata per la mineralizzazione dipende dalla
composizione organica ed inorganica del materiale
particellate e dal tipe di informazione che si desidera
oftenere rispetto ai contenuti di elementi maggiori (Al, Ca,
Mg, Fe, Mn) ed in traceia ({As, Cd, Co| Cr, Cu, Hg, Ni, Pb
e Zn). L'utilizzo di una miscela nitrico-fluoridrica (HNO5-
HF) permette anche I'attacco della matrice cristalling dei
silicati e la determinazione del contenuto totale dei metalli
nel particellato, mentre |'utilizzo del solo acide nitrico
solubilizza | metalli legati alla frazione scambiabile, ai
carbonati, agli ossidi di ferro & manganese oltre alla
sostanza organica. Quindi nel primo caso si determina
anche la componente naturale contenuta nei minerali
provenienti dal bacino lacustre e raccolti nelle trappole,
mentre nel secondo caso si determina la componente
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antropogenica di amicchimento del metallo {Krumgalz
and Fainshtein, 1988).

Principic del metodo

In questa procedura per determinare il contenuto totale
dei metalli nel particellato si provwede ad una
dissoluzione del materiale inorganico e ad una digestione
di quelle organico ad umide e softo pressions. A tale
scopo si utilizza una miscela di HNOS/HF in crogioli di
teflon, posti in una plastra bimetallica, costituita da
alluminic ed acciaio, effettuando [l'attacco con un
trattamento termico a 150°C per 12 h,

Trattamento del materiale

Tutto il materiale utilizzate per le operazioni analitiche
deve essere conservato in luoghi al riparo dalla polvere
{ad esempio in scatole di plastica di adeguate dimensioni
munite di coperchio). Le provette utilizzate vanno lavate
con HNOj diluite 1.5, e risciacquate con acqua Milli-Q.
Tra un campionamento e |'altro le provette vanno poste a
condizionare in HNO5 concentrato, di grade analitico,
diluito 1:5, dal guale vengono estratte, lavate con acqua
Milli-Q, asciugate in stufa a 60 "C e pesate solo il giorno
prima delluso. |l materiale plastico utilizzate per le
operazioni analitiche va lavato con HMNO5 diluito 1:5 e
poi sciacquato con acqua Milli-G. | crogioli dopo I'utilizzo
vanno trattati con HNOj3 1:1 per circa un'ora e paoi
risciacquati con acgua Milli-Q, e conservati in apposite
bottiglie contenenti acido nitrice concentrato. Per la
conservazione del digerito & preferibile utilizzare sempre
bottigiie in polietilene nuove, lavate e condizionate in
acido nitrico 1N .

Gli strumenti utilizzati nella fase di omogeneizzazione del
particeliato secco con mortaio e pestello non vanno
trattati con acide, ma solo lavati con acqua Milli-GQ,
eliminando eventuali residui organici con aleool etilico al
85 %. Le navicelle e le spatole vanno trattati con HNO,
(1:5) per 1 h, risciacquati con acqua Milli-Q e asciugati,

Reagenti

- Acido nitrico concentrato (69%) ad elevato grado di
purezza (tipo BDH Aristar, cat. n®4500)

- Acido fluoridrico concentrato (48%) ad elevato grado di
purezza (tipo BOH Aristar, cat. n® 45009)

Digestione dei campioni

Le provette conservate in congelatore, prima di essere
utilizzate per le analisi, devono essere riportate a
temperatura ambiente. Operande sotto cappa di
aspirazione, introdurre in ciascuna provetta 1 mL di
miscela acida (70 % di HNO5 e 30 % di HF) utilizzando
una micro-pipetta. Tutte le operazioni richiedono l'uso di
materiale volumetrico in plastica, dato l'uso di acido
fluoridrico,  appositamente  dedicato allo  scopo
Preoccupandosi di recuperare anche il materiale aderente
alle pareti mediante una spatola di plastica, e ripetendo
l'operazione tre wvolte fino ad un volume di 3 mlL, si

trasferisce la sospensione in un crogiolo di digestione in
Teflon ad elevata densita (Fig. 3). Ogni singolo crogiolo
numerato (bomba) viene chiuso con il rispettive tappo di
Teflon, anch'esso numerato, posto  nel  suo
alloggiamento all'interno del contenitore metallico  di
digestione. Bloccato accuratamente il coperchio del
digestore, lo si introduce in stufa, riscaldando a 150 *C
per 12 h.
Al termine della digestione & negessaric attendere il
completo raffreddamento del contenitore prima di aprire il
digestore sotto cappa. La soluzione Tigerita contenuta nel
crogioli viene trasferita, con lausifio di un imbuto in
polietilene, in bottiglie da 50 o da 100 mL, a seconda
della diluizicne scelta in base alla quantita di particellato
digerite ed al contenuto di metalli. Anche in questo caso
bisogna recuperare tutta la soluzigne procedendo con
almeno due lavaggi del crogiolo gon acgua Milli-Q e
misurande i velumi d'acqua utilizzati] Al termine, si porta
il wolume della soluzione al | valore desiderato
aggiungendo il volume mancante, calcolate softraendo
dal volume finale quelle ottenuto sommando il valume
digerito {3 mL) e quello utilizzate per|i lavaggi del crogiolo
(Tab. 4). Questa operazione pud essere facilmente
eseguita utilizzando un dosatore di| politene contenente
acqua Milli-Q, ed impostando a prion il volume d'acqua
totale da aggiungere per la diluizione| | campioni vengonao
infine conservati al buio ed a 4 *C.
Mel caso di campioni costituiti da una quantitd di
particellate di peso superiore ai 100 mg, & preferibile
digerire solo una parte del materiale per ottenere la
completa mineralizzazione del campione, dopo aver
proceduto alla omogeneizzazione di tutto il materiale
contenuto nella coppia di provette. Llomogeneizzazione &
vivamente raccomandata anche nel gaso in cui si verifichi
una distribuzione differenziale tra le due provette durante
la centrifugazione. Dopo essiccamento del contenuto
delle due provette a 60 °C per 1| h, l'cperazione va
condotta raschiande con una spatola di plastica il
materiale dal fondo e dalle pareti delle provette e
trasferendo il particellato in un moraio di agata, dove si
procede alla omogeneizzazione utilizzando un pestello. E'
importante adottare per l'operazione un mortaio manuale
perché il materiale & generalmentg di piccola entita.
Durante l'omogeneizzazione occorrg fare attenzione a
non perdere il particellato, recuperandolo il pii possibile
dalle pareti della provetta, dove tende ad aderire perché
sl carica elettrostaticamente. La polvere ottenuta viene
infine posta in recipienti di vetro scuro muniti di tappo e
sottotappo, precedentemente trattati con HNO5 1.5, che
vengono conservati al buio ed in ambiente asciutto. Le
bottiglie  utilizzate vanno  numerate  seguendo
accuratamente quella delle provette, | registrando le sigle
sU  un'apposita tabella. Prima |dell'operazione di
digestione & necessario sottoporre || contenitori di vetro
scurg ad essiccamento ulteriore instufaa60°*Cper2h e

conservare il campione in essicca
condotta prelevando un subcampion
trasferendolo dalle bottiglie al crogi
Teflon tramite navicelle monou
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Fig. 3 - Piastra a [7 posti per crogioli in teflon utilizzata
per |a digestione del particellato per la determinazione dei
metalli (Modello Seneco, Milano, su progetto |LR.S.A.),

Digestione dei bianchi

FPeriodicamente & necessario verificare il livello di
contaminazione dei crogioli di digestione, effettuando
delle digestioni in bianco. La frequenza di misura di
bianchi dipende dalla quantita di materiale presente nei
campioni analizzati, e quindi nel casc di elevato
contenuto di metallo & consigliabile non compiere pid di
tre tornate di digestioni di campioni, con ogni singola
serie di crogioli, senza interporre una tornata di bianchi
come controllo. Inoltre, in ogni tornata, il crogiclo in
posizione centrale nella piastra di digestione (Fig. 3) deve
essere sempre utilizzato per un bianco.

Per le operazioni si procede esattamente come per i
campioni, ponendo nel crogiolo la sola soluzione di
digestione, diluita al termine a 50 mL con acqua Milli-Q. |
bianchi vanno numerati e registrati in un‘apposita tabella,
nella quale vanno indicati anche il numero della tornata di
analisi ed il numero del crogiolo utilizzato.

Determinazione analitica

L'analisi dei metalli viene effettuata in speftroscopia di
assorbimento atomico in fornetto di grafite o in flamma, a
seconda delle concentrazioni attese nel campioni. Per |e
modalita della calibrazione dello strumento & le condizioni
analitiche da usare per i singoli elementi si consiglia la
consultazione del manuale dello strumento. Si suggerisce
la preparazione di soluzioni standard multiple e
acidificate (HNO3-HF) per riprodurre il pit possibile la
matrice dei campioni.

Per quantificare ['efficienza di recupero dellintera
procedura wanno utilizzati campioni di  materiale
certificato, effettuando la digestione
contemporaneamente alla determinazione nei campioni
di particellato lacustre.

La data dell'analisi, il nome del campione e la relativa
cencentrazione dei metalli analizzati vanno
accuratamente registrati su una tabella di lavore, mentre |
dati finali di tutta l'operazione riguardante l'analisi dei
metalli vanno riportati in una tabella riassuntiva (Tab. 4),
da utilizzare anche per calcolare le concentrazioni di
metalle rispetto al velume (m/V) ed alla massa (m/m),
nonché i flussi di sedimentazione.

ANALISI DEL CHN NEL PARTICELLATO

L'analisi elementare (CHN) viene condotta utilizzando il
materiale particellato essiccato, tenendo conto dei
problemi connessi alla micro-eterogeneita creata dalla
relativamente esigua aliquota necessaria per l'analisi,
tipicamente 0.5-2 mg. La determinazione dellazoto (N)
nel particellato centrifugato in continuo e seccato a 80 °C,
comporta inevitabilmente una parziale sottostima rispetto
alla misura del particellate fresco (TN), determinata
dall'azione meccanica disgregativa operata con guesto
sistema di separazione solidofliqguido. Tale differenza si
riduce a valari trascurabili se si adotta per la separazione
la centrifugazione discontinua o la filirazione. Per la
determinazione di questo elemento occorre quindi
scegliere la tecnica pil adatta, a seconda del protocollo
procedurale adottato
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Principio del o

Il carbenio, lidrogenc e l'azoto contenuti nel particellato
vengono liberati per combustione ad alta temperatura
sotto forma di CDE, HZD = NZ- successivamente separati
selettivamente per cromategrafia e rivelati in conducibilita
termica.

Determinazione analitica

Un'aliquota del ateriale particellate wviene pesata
allinterno di una capsula di stagno dalle dimensioni di
circa 3 x 5 mm, utilizzando una bilancia analitica di
precisione (precisigne di 1 pg). Le capsule, prima
dell'uso, vanno lavate con acetone e quindi essiccate in
stufa a 100 “C. Dopo |la pesata, |a capsula viene chiusa
con una pinzetta e |ridotta, con un apposito utensile, a
forma di sfera di| un diametro quanto pid piccolo
possibile. Le sfere sono mantenute in un apposito
contenitore (capacita: 30 - 50 posizioni) fino al momento
dell'analisi.
| campioni vengono introdotti singolarmente in un
reattore  verticale | di quarzo mantenuto ad una
temperatura costante di 1030 "C aftraverso il quale
fluisce elio. Nel momento dell'introduzicne della capsula
nel reattore, il flusse di elic viene arricchito con ossigeno
purc che porta agd una combustione immediata del
campione. | gas | prodotti dalla combustione sono
trasportati dal flusso di elic fino ad un catalizzatore
(Cry04) che perm la formazione di CO; & HO e di
No, mentre una parte di azoto resta in forma di N,O,. Un
secondo reattore mantenuto a 650 °C, contenente un
ultericre catalizzatore (Cu, composti di cobalto e
argento), riduce gli ossidi di azoto ad azoto elementare.

| gas (CO, H50, Ns) trasportati dal flusso di elio,
vengono infine separati in una colonna cromatografica ed
ogni componente fluisce in un rilevatore a conducibilita
termica, che generg un segnale elettrico proporzionale
alla sua concentrazione nel gas di trasporto. 1l segnale
viene amplificato, | elaborato e visualizzato da un
registratore potenzipmetrico.,

Il materiale del rtacampione (capsule) deve essere
nmosso dopo circa (300 analisi. Le misure devono essere
accompagnate da |prove in bianco, che comportano
'analisi di una capsula vuota per verificare l'assenza di
contaminazione esterna.

Calibrazione

La calibrazione viene effettuata analizzande sostanze
organiche pure |delle quali si conosce [esatta
composizione percentuale (C, H, N), quali lisotiourea.
l'acido picrico o similari.

Tipicamente si analizzano 6-8 campioni di peso variabile
dello stesso standard, e da ogni misura si calcola il
fattore di calibrazione secondo la seguente formula

dove: A rappr ta percentuale dell'elemento (C, H, N}
nello standard, Py la massa di standard utilizzato (mg) e

Sg lntensitd del segnale. La serie di 6-8 valori di K cosi
oftenuti, viene utilizzata per il calcolo del fattore medio di

calibrazione E che si applica ad ogni serie di misure.

Quantificazione

| segnali ottenuti di ogni singola analisi permettono di
risalire al contenuto in carbonio :DC], idrogeno (Cly) e
azoto (Qy) nel campione attraverso il calcolo delle
percentuali presenti secondo la formula:

dove QE rappresenta |a concentrazione {espressa in %)
dell'elementc in esame, S lintensitd del segnale fornito
dal campione per ciascun elemento e P & il peso del
campione (mg).

CALCOLOQ DEL FLUSSO DI SEDIMENTAZIONE

La caratterizzazione del flusso di materiale particellato

@, espresso come massa di sostanza secca
{mg/m2.d), viene ricavata dai dati di centrifugazione di
Tab. 2, se si opera con il metodo in continuo, o di Tab. 3
nel caso di procedura in discontinuo. |l flusso di
particellato viene calcolato secondo la seguente formula:

particellato
effettivamente sedimentato (mg), ricavato dalla massa di
particellato centrifugato {MRC], corretta per il rapporto tra

dove Mp)y indica il peso secco di

il volume prelevato (Vi, in litri) e quello centrifugato (Vf)
riportati in Tab. 1, & con t e 5 rispettivamente la durata
(giorni, d) del periodo di esposizione (j) e la superficie
utile di raccolta delle trappole di sedimentazione (m<). Se
i parametri vengono riportati nelle unita indicate, il flusso
risultante & espresso in mg..l'mz.d.

Il calcolo del flusso unitario di sedimentazione dell'azoto
& effettuato tenendo conto del contributo derivante
dall'azoto totale (TN)) presente nelle acque pelagiche alla
stessa profondita delle trappole di sedimentazione. |l TN,
va sottratto al valore grezzo della concentrazione di azoto
totale (TN) ottenute con [analisi della sospensione di

seston. |l valore ricavato (C,,) & leffettivo azoto
sedimentante con la componente particellata da utilizzare

per il calcolo del flusso fbh.. secondo l'espressione;



dove con C.[.N si indica la concentrazione (mg/L) di azoto
totale ottenuta dall'analisi del campione di seston, con

CW. quella dell'azoto totale in fase sospesa, e con Vj il

volume iniziale (L) del campione. Utilizzando le unita di
misura indicate il flusso & espresso in mgh/m?2 d.

Per il calcolo del flusso di fosforo (Ii',, normalmente non
& necessario sottrarre la componente sospesa, poiché
generalmente assume valori trascurabill rispetto a quella
ricavata dal seston, per cui in questo caso la formula
diventa:

dove C.n, & espresso in mglL e V), tj e 5 come
precedentemente indicato.

Mel caso di ambienti lacustri ad alta trofia, il caleolo del
flusso deve essere effettuato analogamente al caso
dell'azoto, sottraendo la componente sospesa (TP)), da
determinare con lo stesso metodo sul campione di acqua
prelevato alla profondita delle trappole.

La procedura per il calcolo dei flussi di sedimentazione di
carbonio, idrogene e dellazoto ricavate dall'analisi
elementare del particellato secco, prevede |Ia
trasformazione dei dati originali nella massa del singolo
elemento, poiché essi vengono generalmente espressi in
percentuale rispetto al peso secco di particellato
analizzato. |l calcolo viene effettuato come indicato nella
formula seguente:

dove %y, indica la percentuale della componente

elementare, mentre MPM- t, S assumono il significato
precedentemente indicato,

Per il flusso della clorofilla e dei feopigmenti il calcolo
viene effettuato secondo gquanto indicato nella seguente
espressione, analoga a quella utilizzata per il fosforo:

dove C..,, rappresenta la concentrazione nel campione
di sospensione di seston analizzato {mgfma] eV il
volume iniziale di campione.

Il calcolo della determinazione della sedimentazione dei
metalli & infine ottenuto dal prodotto|della concentrazione

di metallo nel particellata {C'Ma:p ), espresseo in palg, per il

flusso di materiale particellato (ql'm]l raccolto con |e
trappole di sedimentazione

dove 1000 & un fattore di frasformazione dimensionale.
Tutti i valori dei flussi di sedimentazione cosl ottenuti
vengono espressi generalmente in pg/m2.d.

CALCOLO DEI FLUSSI DI MASSA DAL FLUSSO
DI SEDIMENTAZIONE

Il calcolo della massa di una specie sedimentata dai
flussi misurati nelle trappole non &|il semplice prodotto
tra un flusso (g/m? d) ed una superficie (m?), poiché per
entrambe le grandezze esistono incartezze non marginali
nella valutazione dei loro valori. |l flusso misurato & infatti
legato alla distanza dal fondo,| per effetto della
risospensione, che pud portare ad ingrementi del flusso di
sedimentazione fino ad un fattore d| 1,5-3 volte pid alto
rispefto a quello misurato nelle trappole pil superficiali
{Davison et al., 1882; Camusso et al, 1983). Le trappole
troppo superficiall, collocate nella zopa eufotica, tendono
invece a sottostimare il flusso del bipseston, sia per una
non adeguata raccolta rispetto alla fascia di produttivita,
che per i fenomeni di grazing allinternc delle trappole
stesse. La migliore profondita utile per calcolare i flussi di
massa risulta quindi condizionata dalla rappresentativita
verticale del flusso, che in laghi prefondi (=50 m) pud
essere individuata approssimativamente con il limite
dell1% della intensitd di luce trasmessa, variabile in
ciascun ambiente a seconda dello stato trofico. Anche la
morfologia della linea di costa di yn ambiente limnico
costituisce  un  rilevante faftore |di  disturbe sulla
rappresentativitd del flusso di sedimentazione, risolvibile
solo predisponendo pil punti di preljevo per tener conto
di zone a diversa sedimentazione nella cuvetta lacustre

Il calcolo del flusso di massa in un lago si pud quindi
effettuare utilizzande metodi sempli¢i, quale guello che
tiene conto del flusse misurate al |di sotto della zona
eufotica e della superficie alla quota media del lago
{Tartari et al.,, 1993 b, ¢}, oppure in modi pid complessi,
che tengono conto delle superfici| isobatimetriche di
collocazione delle trappole (Camusso et al., 1983)
sottraendo, ad esempio, il contriputo derivante dal
rilascio dai sedimenti {Davison et al.,
Mel complesso il calcolo dei flussi di massa & un
problema aperto che va affrontato in modo mirato in ogni
singola situazione, conoscendo approfonditamente la
morfometria della cuvetta lacustre ed in paricolare le
curve ipsografiche di ciascuna zona del lago, nel caso di
ambienti con un elevato indice di sinllositd. In tutti | casi,
perd, la misura della sedimentaziong lorda, pur con le
incertezze associate costituisce Uno strumento  di
rilevante importanza nella definizione| dei bilanci di input-
output, in particolare per definire la massa di un elemento




confinata nei sedimenti, al netto del rilascio dello stesso,
quando conosciuto.

CONTROLLI DI nj»ALITﬁ ANALITICA

Riproducibilitid delle misure di sedimentazione

sedimentazione posspno essere analizzati separatamente

campioni provenienti dai singoli cilindri costituenti le

coppie di trappole. P{Jva condotte per I'azoto ed il fosforo
{

Per walutare la tFi|:nn::ldu-:::ifcuilitéh delle misure di

totali, mostrano valgri che si mantengono entro | limiti
indicati in bibliografia (Bloesch and Burns, 1980), ed in
particolare |'azoto s| mantiene sempre su valori medi
inferiori al 10 %, mentre il fosforo supera guesto limite
solo nei campioni m‘E‘alﬁ alle profondita pid prossime ai
sedimenti, dove aumenta la probabilita di fenomeni di
disturbo, da imputarsi a risospensione di materiale
proveniente dal fondo o all'azione di correnti profonde.
Analoghe prove effettuate analizzando il fosforo reattive
(P-PO,4) mostrano che solo la zena superiore di ogni
cilindro risente |leggermente dell'effetto  turbativo
dell'ambiente esternp durante la fase di recupero. La
procedura di omogeneizzazione del materiale proveniente
dai due cilindri su cui effettuare le successive analisi &
percid da considerarsi accettabile.

idazione nella misura di TP e TN
o

Efficienza della
sul particellato

Le condizioni analitiche in grado di fornire una elevata
efficienza del pro di ossidazione del materiale
particellato, sono siate definite mettendo a confronto |
risultati ottenuti su campioni analizzati con differenti gradi
di diluizione e di aggiunte di ossidante (K5S50g), sia in
soluzione che in fofma solida. Le prove hanno indicato
che in laghi mediamente profondi e per trappole poste in
prossimita della zona eufotica, & sufficiente una diluizione
limitata (da 1:2 a |1:4), mentre al di sotto di questa
profondita, la maggior quantita di materiale raccolto dalle
trappole richiede una diluizione maggiore (da 1:5 a 1:10).
Con un errore di diluizione che & quantificabile in circa il

al valore nominale (APPENDICE
e 'aumento del volume dell'aggiunta

1), ha evidenziato
nen fa altro che ipcrementare l'errore analitico senza
apportare nessun beneficio nell'accuratezza. Al contrario

l'aggiunta, diretta te nel subcampione, di ossidante in
forma solida (0,3 g di , provoca un incremento
sensibile nell'efficienza di recupero rispettc a quella
ottenuta aggiungendo al campione la sola miscela
ossidante.

Perdita di nutrienti per centrifugazione

Analizzando il contenuto di fosforo e azoto totale sia nella
sospensione che hell'acqua centrifugata operando in
continuo a 10000 giri & evidente una sensibile perdita di
fosforo e azoto, con una sottostima fino a circa il 20-30%,
da ascriversi alla disgregazione delle cellule sottoposte al
processo di centrifugazione. Assieme a questo fenomeno
anche la intrinseca| disomogeneita del materiale solido e

la perdita per evaporazione durante il processo di
essiccamento contribuiscono a rendere | dati ottenuti
analizzando la matrice solida meno affidabili di quelli
ottenuti dall'analisi del materiale fresco; ne consegue che
l'analisi della componente elementare deve essere
circoscritta alle sole componenti principali, che risentono
meno delle perdite data la loro elevata concentrazione,
mentre meno attendibile risulta il valore dell'azoto. Per
simili quantificazioni risulta quindi pid adatto il particellato
separato per centrifugazione discontinua, oppure per
filtrazione e successivo recupero del residuo dalla
superficie di filtrazione.

Controllo di qualita analitica nell'analisi dei metalli

Il controllo della qualitd nellanalisi dei metalli viene
solitamente effettuatc mediante l'utilizzo di campioni
certificati. Per le prove di qualitd analitica possono
essere utilizzati campioni certificati del BCR (Bureau
Communitaire de Reference, Bruxelles). In particolare &
disponibile il CRM (Certified Reference Material) "BCR
414 - Freshwater plankton”, nel quale alcuni elementi
sono stati certificati (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Se,
V & Zn) mentre altri sono forniti a titolo indicative (Co,
Mo, K, Fe, Sc e Sr) ed a titolo di conoscenza (Al, Ba, Br,
C,Ca, Cs H, La, Mg, N, Na, P, Rb, S, 8b, Sn, Ti e Tl)
{Quevauviller ef al, 1993a, 1993b)

Prima dell'analisi del campione certificato & necessario
procedere alla sua omogeneizzazione, introducendo una
pallina di teflon accuratamente lavata nel contenitore del
materiale di riferimento. || prelieve della aliguota viene
effettuato sul CRM tal quale, agitande il campione prima
di ogni pesata, consistente in aliquote comprese tra 20 &
60 mg, utilizzando le navicelle monouso indicate sopra,
precedentemente trattate in HNO5 1:5 per almeno un'ora.
La digestione del subcampione awviene nello stesso
modo dei campioni, con [l'eccezione che [l'acido va
aggiunto direttamente nella navicella utilizzata nella
pesata invece che nelle provette, analogamente a quanto
previsto per | campioni di rilevante quantita.

Per la comrezione dell'umiditd esistente nel CREM, &
prescritto nel certificato che 'umidita deve essere dosata
su un'aliquota indipendente, cioé non utilizzata per altre
analisi, essiccandola a 105 *C fino a costanza di peso. La
concentrazione dei metalli determinata va quindi corretta
per il fattore ricavato calcolando la guantitd di umidita
dalla differenza di peso prima e dopo l'essiccazione.

Per un rmiglior controllo analitico si consiglia infine di
tenere uno schema dell'utilizzo dei crogioli nella piastra in

un‘apposita tabella, per poter verificare eventuali
inquinamenti dei campioni collegabili a determinate
posizioni.

Controllo di qualita delle misure di CHN

Ogni 10 campioni inserire un'aliquota dello standard per
verificare la stabilita del fattore di calibrazione (K), ed un
bianco per verificare il livello di contaminazione.

Poiché la composizione dei campioni di particellato &
maolte diversa se confrontata con la sostanza pura dello
standard, & necessario effettuare delle misure utilizzando
un materiale di riferimento. Anche in questo caso &
consigliabile l'analisi del materiale certificato dal BCR
"CRM 414 - Freshwater plankton” (Quevauviller et al



1983a, 1993b), possibilmente all'inizio ed alla fine di
clascuna serie di analisl.

Altre possibill cause di errore

La procedura qui riportata per il trattamento del seston
raccolto con le trappole di sedimentazione presenta
ulteriori possibili cause di ermore, tra i quali guello della
misurazione dei volumi & sicuramente rilevante. Tutte le
operazioni indicate prevedono infatti la registrazione dei
dati finall in apposite tabelle ma, durante la fase
operativa, possono verificars| errori di trascrizione del
dati, specialmente nella operazione di misura del volume
iniziale. Molto pid grave & invece il verificarsi
dell'eventualita di effettuare un erore di volume durante il
subcampionamento per il prelievo delle aliquote per la
determinazione di TN, TP e CHL.

Un'altra tipica sorgente di emore, che comporia una
sottostima dei flussi di sedimentazione & quella dovuta al
non completo recupero di tutto il particellato durante le
fasi di travaso da un recipiente ad un'alirc. Esistono
almeno tre fasl critiche In tutte le operazioni di
manipolazione: il trasferimento del seston dai cilindri
delle trappole ai recipienti di stoccaggio, la misura del
volume totale iniziale mediante cilindro e la fase di
separazione (per centrifugazione o per filtrazione). In tutti
questi casi, inevitabilments, si perdono piccole aliquote di
campione a causa della adesione della sospensione alle
suparfici interne dei reciplenti, cosa che pud essere
aggravata da operazioni maldestre e/o poco attente.

MNel caso della centrifugazione in continuo un'ulteriore
causa di perdita di campione & dovuta alla deposizione di
particellalto in alcuni punti critici del sistema di
distribuzione, oltre che lungo | tubi di adduzione del
campione alla centrifuga. In gquesto caso occome
effettuare, con la massima cura, un lavaggio di tutto il
sisterma utilizzando parte dell'acqua centrifugata. Con la
separazione mediante centrifugazione in discontinuo,
invece, 'operazione pil critica & dovuta all'aderenza del
particellatc  alla superficie del recipiente di
centrifugazione, come gia indicato in precedenza, ma
altre possibili perdite si possono avere nel filetto del
tappo di chiusura, oppure per un'eccesivo riempimento
degli stessi recipienti, che venendo posizionati con una
certa inclinazione nel rotore possono presentare
fuoriuscite di campione durante 'operazione.

Anche l'operazione di essicamento pud comportare errori
di sovrastima o sottostima. Il primo caso si presenta
quando l'essicamento a 60°C & incompleto oppure il
campione non viena pesato immediatamente dopo averio
raffreddato a temperatura ambiente in essicatore. Un
lasso di tempo troppo prolungato tra campionamento ed
analisi pud infatti provocare modifiche del peso secco per
lintroduzione accidentale di altre polveri, assorbimento di
umidita, ecc. |l secondo caso pud invece verificarsi per
prolungati tempi di essicamento o per temperature pil
elevate di quella stabilita (60 °C). La scelta di effettuare
un essicamento & 60 °C richiede un rigoroso rispetto,
poich# a temperature pil elevate possono verificarsi
modificazioni anche sensibili nella massa del particellato,
che porta ad un non trascurabile errore di sottostima. La
temperatura adoftata risponde alla necessita di ottenere
un residuo il meno alterato possibile, anche nell'acqua di
cristallizzazione. Operare a 105 °C, come usualmente
indicato, comporta la perdita per evaporazione di alcune

specie labili (composti organicl, sali di ammonio, metalli
volatilijy e non garantisce la completa stabilitd del
particellato, che se essicato erroneamente a temperature
pil elevate comporta comungue una perdita di massa.

Un'ulteriore causa di emore & frequentemente associata
alle operazioni di omogeneizzazione, sia del campione
fresco che del particellato secco, mediante mortaio
d'agata. Alire sorgenti di erore | possono essers: la
perdita accidentale di particelle nei travasi, | residui che
restano aderenti al mortaio, l'alterazione da contenuto in
metalli, ecc., evitabili solo adgttande wuna aftenta

procedura, i cui dettagli esulano dal presente contesto,
ma che devono essere compresi nelle buone pratiche di
laboratorio degli operatori.
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APPENDICE 1

DETERMINAZIONE DI AZOTO E FOSFORO
TOTALE IN ASSORBIMENTO MOLECOLARE

Linearita

Azoto: 0,1 -7,0 mgN/L
Fosforo: 10 - 1000 pgP/L

Reagentl

Miscela ossidante: sciogliere nell'ordine: 50 g di potassio
perossidisoifato (K;S,0g) allo 0,001 % massimo di
arzoto, 30 g di acido borico cristallino e 14 g di sodio
idrossido in gocee, in 1000 mL di acqua deionizzata.

Reagenti per il fosforo

Sduzﬁom riducente: sciogliere 17,5 g di acido ascorbico
CgHgOg @ 0,075 g di acido stilendiammino tetracetico

sa dIEDdIDﬂ (EDTANay) in circa 200 mL di acqua

deionizzata. Aggiungere 1,5 mL di acido formico
(HCOOH) e portare a 250 mL con acqua.

Miscela del reagenti: a) antimonio potassio tarirato:
sciogliere 0,1675 g di KOOC(CHOH),CO0SbO-%:H,0 in
cica 25 mL di acqua deionizzata. b) ammonio






