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QTIZIARIQ DEI METODI ANALITICI

EDITORIALE

Come & noto, l'lstituto di Ricerca sulle Acque ha il
compito di predisporre metodi analitici per le acque
aventi carattere di ufficialita secondo quanto disposto
da alcune normative riguardanti la tutela delle acgue
(L: 10/5/1976. n. 319; D.CM. 4/2/1977 e D.L.
130/92). Nellassolvere a questo delicato compito
l'lstituto deve, da un lato, nspondere alle esigenze dei
potenziali utilizzatori (laboratori pubblici di controllo, e
in generale, tutti coloro che operano nel settore della
protezione e gestione delle acque), dallaltro alle
esigenze della normativa in termini di inquinanti o
paramelri da esaminare e di livelli di sensibilita da
conseguire.

E evidente che nello sviluppo di dette metodologie un
fattore fondamentale di cui si deve tener conto é
rappresentato dalle apparecchiature disponibili e
dalle capacita operative del personale addetto. In
questi ultimi anni si & assistito, seppure in modo non
uniforme, ad wuna crescente diffusione di
strumentazioni avanzate nei diversi laboratori di
controllo sparsi sul territorio nazionale.

Il metodo per la determinazione di amminoacidi liberi
in acque di mare proposto in questo numero del
Notiziario, pur riferendosi a parametri non normati,
rappresenta un primo tentative di introdurre una
tecnica, la cromatografia liguida ad alta prestazione
(HPLC), che, seppure relativamente nuova, per
alcune difficolta intrinseche di standardizzazione non
ha ancora trovato spazio nei manuali di metodologie
standard.

| metodi di preconcentrazione che utilizzano substrati
solidi, supportanti o meno specifici reagenti, nella
determinazione di contaminanti inorganici e organici
in tracce hanno incontrato negli ultimi anni un
crescente interesse tra gli addetti ai lavor. La
metodologia proposta basata sullimpiego delle resine

Chelex consente la separazione e concentrazione di

unampia gamma df metalli pesanti da acque
superficiali prima dell'analisi in assorbimento atomico.
Le proposte di metodo introdotte in questo numero
hanno lo scopo di ribadire lnteresse delllstituto allo
sviluppo e oftimizzazione non solo di metodologie e
tecniche ben collaudate ma anche di quelle piu
innovative che la comunita scienlifica man mano
proporra allattenzione degli operatori,
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DETERMINAZIONE DI AMMINOACIDI LIBERI
IN ACQUA DI MARE

L. Patrolecco, M. Pettine e S. Capri, IRSA-CNR,
Roma

RIASSUNTO

Viene presentata la messa a punto di un metodo in.
cromatografia liquida ad alta prestazione in fase
inversa (RP-HPLC) e rivelazione in fluorescenza per
la separazione, identificazione e determinazione di
amminoacidi liberi (DFAA) nelle acque.

L'intera procedura & stata applicata inizialmente a
soluzioni standard di amminoacidi e poi a campioni di
acqua di mare.

SUMMARY

A routine method is evaluated for the determination of
dissolved free amino acids in seawater. Derivatization
of amino acids with O-phthaldialdehyde/2-
mercaptoethanol reagent and subsequent separation
by reversed-phase high performance liquid
chromatography combined with flucrimetric detection

are employed.

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni numerose ricerche sono state
avviate con |'obiettivo di evidenziare, attraverso
I'identificazione di specifici componenti della materia
organica nell'ambiente marino, le complesse reazioni
biogeochimiche a cui tali componenti partecipano
(Wenk et al., 1991; Jorgensen et al., 1993; Tupas et
al.,, 1990). Tra le varie classi di composti organici
particolare attenzione & stata rivolta allo studio della




dinamica della frazione di amminoacidi in fase
disciolta (Burdige et al., 1988; Fuhrman, 1990).

Gli amminoacidi liberi disciolti (DFAA) sono infatti
importanti prodotti intermedi nelle trasformazioni della
materia organica nelle acque essendo da un lato
rilasciati da organismi viventi (prodotti di escrezione)
e non (lisi delle cellule) e dallaltro facilmente
reincorporati nella biomassa vivente attraverso
processi di assimilazione da parte di batteri e alghe.
Nell'ambiente marino la concentrazione media degli
amminoacidi totali disciolti (liberi e combinati) é
approssimativamente 50 [Lg/L, con valori che variano
in un intervallo che va da 20 a 250 pg/L (Millero et al.,
1892).

La concentrazione dei DFAA & normalmente da 4 a
10 volte pil bassa di quella delle forme combinate,
ma essi vengono utilizzati molto pil efficacemente
dai microrganismi.

Gli amminoacidi naturali sono tutti Ct-ammincacidi

con il gruppo amminico in posizione o rispetto al
gruppo carbossilico e questa loro caratteristica fa si
che essi presentino una serie di proprieta chimiche in
comune e prima fra tutte la possibilita di formare
lunghe catene poliammidiche (proteine). In base alla
loro struttura possono essere suddivisi in varie classi:
1) amminoacidi acidi aventi un secondo gruppo
carbossilico (ad es. gli acidi aspartico e glutammico),
2) ammincacidi basici aventi un secondo gruppo
basico amminico (lisina), o guanidinico (arginina) o
imidazolico (istidina); 3) amminoacidi neutri {(ad es.
glicina e alanina), 4) amminoacidi idrossialifatici
contenenti un gruppo ossidrilico (treonina e serina) e
5) amminoacidi aromatici contenenti sistemni ciclici,
benzenici o eterociclici (prolina, fenilalanina,
triptofano).

Viene qui presentata una procedura per l|'analisi
gualifquantitativa di queste cinque classi di
amminoacidi liberi in acque di mare. La procedura
indicata vuole essere un contributo pratico per la
determinazione di questi composti organici nella
comune routine di laboratorio.

1 - Principio del metodo

Per la determinazione dei DFAA contenuti nei
campioni si & utilizzata la cromatografia liquida ad
alta prestazione (HPLC) con rivelatore a
fluorescenza. Gli amminoacidi presenti nel campione
sono stati derivatizzati con il reattivo aldeide o-ftalica
e 2-mercaptoetanclo in ambiente alcalino (=9,5)
secondo la procedura di Mopper e Lindroth (1982). |
derivati isoindolici sono stati quindi separati
utilizzando una colonna in fase inversa C -DB e
quindi rivelati con un detector a fluorescenza.

2 - Parte sperimentale
2.1 - Apparecchiatura

Tutta la vetreria utilizzata & stata pulita tenendola a
bagne in HCI al 10% per almeno un'ora; & stata
quindi sciacquata con acqua calda, lavata con
sapone, sciacquata con acgua calda e poi
risciacguata accuratamente con acqua Millipore.
Infine & stata trattata in muffola (450°C) per almeno 4
ore.

L'analisi cromatografica e stata eseguita con uno
strumento Perkin-Elmer Series IV equipaggiato con
un iniettore Rheodyne Modello 7125 avente un "loop"
di 100 pL e con un rivelatore in fluorescenza Perkin-
Elmer LS4. La lunghezza d'onda di eccitazione era
posta a 340 nm, a 440 nm quella di emissione. |l
sistema di acquisizione dati era costituitc da un
integratore  Perkin-Elmer LCI-100. La colonna
cromatografica, 26 cm x 46 mm id., dotata di
relativa precolonna conteneva particelle di C_-DB di
diametro medio di 5 pm (Supelco).

2.2 - Reattivi

- acqgua ad alto grado di purezza (MILLIPORE
MILLICH

- alcool metilico per HPLC

- tetraidrofurano per HPLC

- acido borico, grado analitico

- idrossido di sodio, grado analitico

- aldeide o-ftalica ( per analisi in fluorescenza)

- 2-mercaptoetanolo, grado analitico

- amminoacidi, grado analitico

2.3 - Soluzioni standard

E' stata preparata una soluzione concentrata (1 mM)
in metanolofacgua  (B0:20, wiv) di ogni singolo
amminoacido. Le soluzioni concentrate venivano
conservate a 4°C. Dalle soluzioni concentrate veniva
preparata una soluzione a concentrazione 25 puM di
ciascun amminoacido. Diluendo opportunamente
detta soluzione con acqua Millipore, si ottenevano le
soluzioni standard di lavoro. Queste ultime dovevano
essare preparate immediatamente prima dell'uso.

2 4 - Procedura di derivatizzazione

Il reattivo derivatizzante & stato preparato
addizionando a 50 mg di aldeide o-ftalica 50 pL di 2-
mercaptoetanclo e 1 mL di metanclo,

Questa soluzione, conservata a 4°C, pud essere
utilizzata solo dopo almeno 24 ore di invecchiamento
per minimizzare la fluorescenza residua del reattivo e
comungue non oltre | 6 - 7 giorni successivi al
momento della preparazione. Il tampone borato &
stato oftenuto preparando una soluzione di acido
borico 0,8 M e aggiungendo idrossido di sodio 10 M
fino a pH = 12,5. Per effettuare la derivatizzazione



degli amminoacidi, a 500 ul dello standard o del
campione di acqua di mare venivano addizionati 5 plL
di tampone borato e 5 pl del reattivo derivatizzante a
temperatura ambiente. Dopo 2 minuti esatti si

iniettavano 100 pL di guesta scluzione nel
cromatografo liquido. La reazione di derivatizzazione
segue lo schema di Fig. 1.
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Fig.1 - Schema della reazione di derivatizzazione

3 - Discussione

Le metodologie proposte per [lanalisi  degli
amminoacidi nelle acque basate sullimpiego della
cromatografia liquida derivano in larga misura dal
protocolio proposto da Lindroth e Mopper (1979). In
particolare le fasi mobili impiegate per l'eluizione a
gradiente sono costituite da tampone fosfato 0,1 M e
metanolo in percentuali diverse a seconda delle
specifiche esigenze separative (Henrichs e Williams,
1985). L'utilizzo del tampone fosfate a concentrazioni
cosi elevate comporta una serie di problemi operativi
(precipitazione con conseguente ostruzione dei
tubicini), evitabili solo con |'impiege di laboriose
procedure di lavaggio alla fine del ciclo di analisi
giornaliero. Per questo maotive negli ultimi anni sono
stati pubblicati numerosi lavori in cui sono state
utilizzate soluzioni tampone pid diluite di acetato (30-
50 mM) e metanclo in miscela con tetraidrofuranoc o
acetonitrile (Burdige e Martens, 1388; Tupas e Koike,
1890; Cowie e Hedges, 1992).

In questo lavoro sono stati utilizzati una miscela di
tampone acetato a pH=6 (B5%) e
metanolo/tetraidrofurano (9:1, w/v) al 15% come fase
mobile A mentre tampone acetato (30%) e
metanolo/tetraidrofurano (70%) costituivano la fase
mobile B. Il tampone veniva preparato a partire da
una soluzione di acetato di sodio 0,02 M a cui
venivanc aggiunte poche gocce di acido acetico
glaciale fino a pH = 6. Applicando il programma di
gluizione riportato nel seguito (Tab. 1) e stato
possibile separare ed identificare 17 amminoacidi, i
pill comuni tra quelli presenti nelle acque naturali. In
Fig. 2 & riportato un cromatogramma esemplificativo
ottenuto  iniettando uno standard avente una
concentrazione di 62,5 nM di ciascun amminoacido.

Tab. 1 - Programma di eluiziong

La sperimentazione condotta ha dimostrato che, per
ottenere una risoluzione ottimale di alcune coppie di
amminoacidi (es. valina-triptofano) la cui separazione
era particolarmente critica, & risultato necessario
aumentare la percentuale di tetraidrofurano da 1,5 a
7% nel corso del cromatogramma. Anche la
suddivisione del gradiente in settori intermedi invece
di un unico gradiente lineare (100% A—100% B in 50
minuti) si & dimostrata utile ai fini della separazione di
altre coppie di amminoacidi (es. serina-istidina;
glicina-trecnina). Altri autori (Cowie e Hedges, 1992)
hanno proposto di aumentare la temperatura della
colonna (mantenuta costantemente a 30°C nel corso
del run) per impedire variazioni dei tempi di ritenzione
dovute a fluttuazioni della temperatura ambiente e
migliorare cosi la separazione.

Successivamente, in previsione di una estensione
futura della metodologia agli amminoacidi totali
idrolizzabili, si & ampliato il numero degli amminoacidi
determinabili includendone anche altri
presumibilmente presenti in forme combinate. Questi
sono costituit! principalmente da amminoacidi legati a
formare catene proteiche e peptidiche, ma includono



anche singoli amminoacidi presenti in complessi
abbastanza forti da non essere derivatizzati con
aldeide o-ftalica.
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Fig.2 - Cromatogramma di uno standard contenente
17 amminoacidi naturali e l'acido o-ammincbutirrico
(s.i.) a concentrazione di 62,5 nM per ciascun
amminocacido (1-Aspartico; 2-Glutammico; 3-Serina;

4-|stidina; 5-Glicina; 6-Treonina; 7-Arginina; 8-
Alanina; 9-Tirosina; 10-Metioning; 11-Valina; 12-
Triptofano;  13-Fenilalanina;  14-Isoleucina;  15-

Leucina; 16-Ormitina; 17-Lisina)

Gli amminoacidi aggiuntivi presi in esame sono stati:
asparagina, glutammina, metioninsulfone, acido
amminobutirico e norvalina.  Modificando il
programma di eluizione mostrato in precedenza (Tab.
2) si & riusciti a separare efficacemente 22
amminoacidi riducendo la durata del cromatogramma
da 50 a 35 minuti.|

n questo caso la ricerca delle condizioni ottimali di
eluizione si & rivelata pil complessa per la presenza
di diverse coppie di amminoacidi tendenti a coeluire
(istidina/glutammina, treonina/metioninsulfone,
tirosina/y-amminobutirrico,  norvalinaftriptofano). |
problemi separativi sono stati superati modificando la
curva del gradiente nella parte centrale e terminale
del cromatogramma. Si & passati cioé da un

Fovlc i)

gradiente di tipo lineare ad uno dapprima concavo e
poi convesso, in accordo con guanto indicato anche
da altri autori (Cowie e Hedges, 1932).

Applicando le condizieni di eluizione cromatografica
mostrate in precedenza & stata analizzata una serie
di campioni prelevati in acque costiere del bacino
centro-settentrionale del Mar Adriatico. Un tipico
cromatogramma di un campione di acqua di mare &
riportato in Fig. 3. L'analisi dei DFAA & stata eseguita
sanza essere preceduta da dissalazione o
concentrazione del campione perche gueste fasi,
cosi come una prolungata conservazione, possono
introdurre errori significativi causati da perdita degli
analiti dovuta ad adsorbimentoe e processi di
degradazione, contaminazione del campione o©
processi di idralisi indotta sulle pareti dei recipienti.
Per il riconoscimento dei singoli amminoacidi e la
determinazione delle relative concentrazioni si sono
confrontati i tempi di ritenzione e le aree dei picchi
osservati nel campione con quelli della miscela

standard preparata giornalmente. L'acido oi-ammino
butirrico & stato utilizzato come standard interno.

Per minimizzare i rischi di contaminazione presenti
nelle fasi di preparazione dei reattivi e di
manipolazione del campione, le analisi sia degli
standard che dei campioni sono state condotte in
triplicate, utilizzando per i calcoli i relativi valori medi.
In Tab. 3 sono riportati gli intervalli di valori della
deviazione standard percentuale per ciascun
amminoacido ottenuti su campioni di acqua di mare.
Come si pud osservare, per la maggior parte degli
amminoacidi esaminati tali deviazioni sono risultate
intorno o inferiori al 10%; deviazioni pid elevate,
maggiori del 20% sono state occasionalmente
riscontrate per 'ornitina e la lisina.

Tab. 2 - Programma di eluizione

4 - CONCLUSIONI

Il metodo presentato & caratterizzato da una
sensibilita estremamente elevata (limite di rivelabilita
1-10 nmoli/lL per singolo amminoacido) tale da non
richiedere alcuna preconcentrazione efo cleanup del
campione.

Una scrupolosa conduzione delle operazioni di
lavaggio della vetreria e di preparazione e di



Tab. 3 - Intervallo di valori delle deviazioni standard
percentuali calcolate su campioni di acqua di
mare a concentrazioni di ammincacidi totali
compresi tra 100 e 800 nmoli/lL

11

(R o AT }

[

| 2 . .

i| |I ; !5 | 12

i _,J.lL_l_| L-"""‘i,n,__i 'JL\J ! .«.JIJ
20

I'El"

5 10 15 30 35

t{min)

Fig. 3 - Cromatogramma di un campione di acqua di
mare (Adriatico centro-settentrionale, maggio 1994);
(1-Aspartico; 2-Glutammico; 3-Asparagina; 4-Serina;
S-Istidina; 6-Glutammina; 7- Glicina; 8- Treonina; 9-
Metioninsulfone; 10- Arginina; 11-Alanina; 12-
Tirosina; 13-y-ammincbutirrico; 14- Metionina; 15-
Valina;; 16-  Triptofano; 17-Norvalina; 18-
Fenilalanina; 19- Isoleucina; 20- Leucina; 21-
Omitina; 22-Lisina).
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manipolazione dei campioni & comungue
fondamentale per minimizzare i livelli dei bianchi.

La precisione, ai livelli di concentrazione esaminati
(100-800 nmolill) & risultata buona (deviazione
standard percentuale intormo al 10%). Per la sua
semplicita, selettivita e sensibilita, il metodo si rivela
particolarmente adatto alla determinazione degli
amminoacidi in campioni ambientali.
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METODO DI PRECONCENTRAZIONE
MEDIANTE RESINA CHELEX-100 PER LA
DETERMINAZIONE DI METALLI IN TRACCIA-
IN ACQUE SUPERFICIALI
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*C.N.R., Istituto di Ricerca Sulle Acque, Brugherio, Milano
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RIASSUNTO

Viene descritto un metodo di separazione e
concentrazione di metalli (Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb,
Zn) dalle acque superficiali mediante resina chelante
(Chelex-100) prima della determinazione analitica in
spettroscopla  atomica. |l metodo  separa
quantitativamente i metalli di transizione dai metalli
alcalini ed alcalino-terrosi. MNal lavero wvengono
discussi i limiti ed | vantaggi di tale procedura e
presentati i risultati di una applicazione all'analisi di
metalli in traccia nelle acque del fiume Po.

SUMMARY

A method is described for separating and
concentrating Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn
from surface waters using Chelex-100 resin prior to
analysis by atomic spectroscopy.

The method is shown to quantitatively separate the
desired elements from alkali and alkaline earth
metals. The limitations and advantages of the
procedure are discussed. An application for the
analysis of trace elements in riverine water from the
Po is reported. ;

INTRODUZIONE

L'interesse nella determinazione dei metalli, presenti
a livelli di traccia nelle acque naturali, deriva dal fatto
che spesso essi giocano un ruclo di considerevole
importanza nei vari processi ambientali. Attualmente
la determinazione diretta di metalli in traccia risulta
possibile solo per un ristretto numero di elementi,
nonostante esistano metodi di analisi caratterizzati da
bassi limiti di rivelazione. Di conseguenza, nella
maggior parte dei casi, occorre operare uno stadio di
preconcentrazione che consenta da una parte un
miglioramento della sensibilita di rivelazione e
dall'altra un incremento della selettivita, eliminando gli
effetti negativi di specifici interferenti e/o della
composizione della matrice stessa. Tra i vari metodi
di preconcentrazione disponibili, quelli che utilizzano
dei substrati solidi, supportanti ¢ meno specifici
reagenti, risultano molto indicati per l'alta selettivita e
semplicita d'uso.

Negli ultimi anni la ricerca relativa alla preparazione di
resine con caratteristiche chelanti, in grado di fissare
gli elementi in traccia direttamente dalla soluzione, ha
incontrato un crescente interesse. La successiva

gluizione delle specie metalliche trattenute dalla
resina, consente di ottenere soluzioni analizzabili con
tecniche spettroscopiche (GF-AAS, ICP-AES, ecc.).
| gruppi funzionali chelanti maggiormente studiati
sono quelli della dimetilgliossima (Sturgeon et al.,
1081), dei ditiocarbammati (Miyazaki and Bamnes,
1981), della B-idrossochinclina (Sturgeon et al,, 1981)
g dellimminodiacetato (Riley and Taylor, 1968;
Florence and Batley, 1975; Batley and Florence,
1876: Pakanls et al, 1978; Kingston et al., 1978;
Berman et al, 1980; Sturgeon et al, 1980;
Danielsson et al,, 1982; Bruland et al., 1985; Pay et
al., 1990; Dupont et al., 1991).

La caratteristica principale di questi gruppi funzionali
& data dalla loro capacita di legare selettivamente i
metalli di transizione a scapito di altre classi (ad es.
metalli alcalini efo alcalino - terrosi), rendendo
possibile la preconcentrazione contemporanea di pil
metalli da un unico campione.

La possibilita di separare la matrice prima dell'analisi
strumentale & di notevole importanza, soprattutto
guando la determinazione deve essere effettuata
mediante assorbimento atomico con atomizzazione
elettrotermica o mediante attivazione neutronica. Nel
primo caso la presenza di quantita significative di Ca
e Mg interferirebbe diminuendo [lefficenza di
atomizzazione per molti elementi (Kingston et al.,

1978), mentre, nel secondo caso, la presenza di Na,
Cl & Br produrrebbe un livello di radiazione di fondo
cosi elevato da nascondere il segnale della maggior
parte degli elementi di interesse, aventi tempi di
dimezzamento  confrontabili ~ (Greenberg  and
Kingston, 1983). Per alcuni elementi (Cd, Cu, Fe, Mn,
Pb, Zn), tuttavia la possibilita di usare una tecnica
meno soggetta ad effetti di matrice, come la
spettrometria di emissione a plasma, costituisce una
valida alternativa analitica (Maessen et al., 1982).
Limpiego  analitico del gruppe funzionale
imminodiacetico & stato proposte da Riley e Taylor
{1968) ed in seguito, le sue potenzialith sono state
studiate in maniera pil o meno approfondita da vari
ricercatori | quali ne hanno esteso l'applicazione a un
maggior numero di elementi chimici. Tra questi i pid
frequentemente analizzati sono: Cd, Co, Cu, Fe, Mn,
Mi, Ph, Zn.

CARATTERISTICHE GENERALI

Il gruppo chelante imminodiacetico:




& solitamente fissato su un supporto organico di tipo
polimerico costituito da stirene e divinilbenzene, e
prende il nome commerciale di Chelex-100 (Bio-Rad
Lab.), di Dowex A1 (Dow Chemical Co.) e di
Amberlite IRC-718 (Rohm & Haas Co.).

Solitamente la resina chelante & fornita in forma Nat,
tuttavia mediante opportunc trattamento & pﬂssi?ile
conyertirla_in altre forme chimiche ( ad es. Ca o
Mg~ NHa4 ).

La principale caratteristica di questa resina & l'elevata
selettivita verso | metalli pesanti rispetto a quelli
alcalini ed alcalino-terrosi. La selettivita della resina
Chelex-100 verso i vari elementi, intesa come la sua
affinita per un catione rispetto al catione di riferimento
(Zn2+), & la seguente:

Hg™ > Cu” > Ni*' >Pb™* > Zn"" > Co° > Cd"" > Fe”'
>Mn s> |I,'.3E|2f - Mgz* === Na'

ma l'ordine degli elementi nella serie pud variare in
funzione del pH, della forza ionica e della presenza di
specie complessanti.

Urn'ulteriore peculiaritd di tale resina chelante & la
possibilita di eseguire la speciazione in soluzione di
un elemento, allo scopo di operare una suddivisione
operativa tra le varie forme chimiche (acquo ione,
complessi inorganici ed organici, forme colloidali).

La ritenzione su Chelex-100 & stata ad esempio
inserita da Florence (1982) in uno schema di
speciazione mediante il quale, con l'ausilio di tecniche
strumentali quali la voltammetria di stripping anodico
e di metodiche di separazione (ultrafiltrazione e
dialisi) & di ossidazione con radiazioni U.V., & stato
possibile oftenere una distribuzione tra le diverse
forme chimico-fisiche di alcuni elementi (Cu, Cd, Pb,
Zn) presenti in acqua. Particolarmente interessante,
dal punto di vista della speciazione, & l'approccio
proposto da Figura e Mc Duffie (1980). Lo schema
procedurale da essi proposto prevede limpiego della
resina Chelex-100 su diverse aliquote dello stesso
campione di acqua, variando per ogni prova il tempo
di contatto tra resina e fase acquosa. Impiegando sia
la tecnica di percolazione in colonna che di
equilibrazione in discontinuo (batch) & stato possibile
ottenere una serie di soluzioni il cui contenuto in
metallo & funzione della labilita della specie presente.
Le forme termodinamicamente meno stabili del
complesso Chelex-100/metalloc e caratterizzate da
cinetiche di dissociazione wveloci (entro pochi
secondi), risultano fissate su colonna, mentre le altre
sono trattenute soltanto con il trattamento in
discontinuo (batch) pit o meno prolungato nel tempo.
Infine, la frazione inerte (ad es. colloidi-metallo) non
risulta in ogni caso scambiabile dalla Chelex-100
anche per tempi di contatto molto lunghi per cui &
richiesto un trattarento chimico preliminare al fine di
rendere disponibile il metallo alla resina chelante.

La capacita chelante di questa resina varia in
funzione dei seguenti parametri:

a) pH

La quantita di elemento assorbito per quantitd unitaria
di resina varia notevolmente con il pH (Florence and
Batley, 1975): la chelazione & trascurabile per valori
di pH inferiori a 2 e cresce rapidamente tra pH 2 e 4.
Tra pH 4 e 6 gli ioni Ca®* e Mg ** non mostrano un
incremento  nel coefficiente di  distribuzione
contrariamente a quanto avviene per i metalli di
transizione. Al di sopra di pH 6 laffinita aumenta
ancora per effetto dellulteriore dissociazione del
gruppo imminodiacetico. Per alcuni elementi (Cu e
Co) tuttavia, oltre pH 6 & stata verificata una
diminuzione del coefficiente di distribuzione. La
resina Chelex-100 pud essere percid impiegata per
trattenere | metalli presenti in acqua di mare o in
acque dolci a livello di traccia in un ristretto e ben
definito intervallo di pH. In generale il limite inferiore
di pH & 5, sotto questo valore la chelazione non
risulta particolarmente efficace per effetto della
scarsa dissociazione del gruppo imminodiacetico. Il
limite superiore del pH & determinato, per l'acqua di
mare, dallinizio della precipitazione dell'idrossido di
magnesio (circa a pH 9).

b) Forza ionica

Meno determinante del pH sembra essere l'effetto
della forza ionica sulla chelazione dei metalli di
transizione (Ni, Sides e Kenner, 1966; Co e Zn,
Sturgeon et al., 1980), sebbene per alcuni (Mn e Fe,
Sturgeon et al., 1980) si ha una marcata diminuzione
all'aumentare della salinita.

Tuttavia, l'uso di adatte soluzioni tampone, ad
esempio acetato o maleato d'ammonio (Pay et al.,
1990), consente di limitare tali effetti negativi sulla
ritenzione dei metalli di transizione.

c) Complessanti

La presenza in soluzione di sostanze complessanti
pud avere un effetto negativo sulle rese di
trattenimento della resina.

L'influenza di un ampio spettro di tali sostanze
complessanti (detergenti anionici, cationici e non
ionici, sodiotripolifosfato ed acido nitrilotriacetico) &
stata wvalutata da Pakains et al. (1978). Una
consistente diminuzione nella resa di trattenimento &
stata osservata solo in presenza di acido
nitrilotriacetico: sono sufficienti 10 pg/mL di tale
complessante per ridurre la resa al 4% per il Ni, al
37% per lo Zn, al 48% per il Pb, al 55% per il Co, al
70% per il Cd; per il Mn e per il Cu le rese risultano
soltanto leggermente inferiori ( 91% e 95%).

La frazione di metallo complessata risulta talmente
stabile che, solo dopo un adeguato trattamento
chimico del campione (Paulson, 1986), & possibile
rendere disponibile il metallo per la ritenzione. Cid
comporta ovviamente una maggiore complessita
della procedura di preconcentrazione, che risulta perd
indispensabile se & richiesta la determinazione del
contenuto totale disciolto di un elemento.



d) Colloidi

| composti in forma colloidale, in grado di fissare gli
elementi in traccia, aventi dimensioni maggiori di 1,5
nm, risultano esclusi dalla resina nella fase di
ritenzione (Batley, 1989). Cid comporta una sensibile
riduzione delle rese di trattenimento (Kingston et al.,
1978).

Come nel caso della presenza di complessanti |l
trattamento chimico del campione risulta necessario
se & richiesta la determinazione del contenuto totale
disciolto di un elemento.

PROCEDURE DI CONVERSIONE, RITENZIONE ED
ELUIZIONE DELLA RESINA CHELANTE.

La preconcentrazione prevede: una eventuale fase di
conversione della resina nella forma chimica pil
idonea, il passaggio sulla resina della soluzione
contenente | metalli, un lavaggio per eliminare gli ioni
alcalini ed alcalino-terrosi  trattenuti ed infine
l'eluizione dei metalli mediante opportuno eluente
acido.

Come & gia stato anticipato, la Chelex-100 pud
essere utilizzata in diverse forme chimiche mediante
opportuni trattamenti di conversione. La scelta della
pil idonea forma chimica & operata sulla base di
considerazioni che tengono conto di  eventuali
variazioni del pH durante il passaggio della soluzione,
di effetti di variazioni del volume della resina e della
purezza dei reagenti utilizzati.

La fase di ritenzione degli elementi pud essere
condotta sia utilizzando il passaggio diretto su
colonna che in discontinue (batch), ponendo in
contatto la soluzione con la resina. Dopo tale fase,
l'eliminazione pressoché guantitativa degli ioni alcalini
ed alcalino-terrosi, trattenuti eventualmente dalla
resina chelante, viene ottenuta per lavaggio con una
soluzione tampone di acetato di ammonio a pH
compreso tra 5,0 e 5,5.

Prove sperimentali (Kingston et al., 1978), eseguite
controllando la concentrazione dei metalli nelle
frazioni eluite, consentono di verificare che non si
hanno perdite significative degli elementi di interesse
durante le fasi di lavaggio precedenti alla eluizione
con HNOs; 2N. L'analisi del contenuto in elementi
alcalini ed alcalino-terrosi nella frazione di eluito di
HMNO; 2N evidenzia peraltro l'effettiva assenza di
guesti elementi.

Per quanto riguarda la fase di eluizione, in genere, si
sfrutta I'azione di acidi (es. HNO3), che favoriscano il
distacco dalla resina del metallo trattenuto. Volumi di
acido pari a 10 mL vengono utilizzati per eluire
guantitativamente i metali da 6 mL di resina
chelante.

Le dimensioni delle particelle della resina Chelex-100
variano in funzione del tipo di reagente con cui
vengono a contatto. Durante la fase di eluizione per
esempio l'utilizzo di acidi provoca una notevole
contrazione di volume della resina, mentre nella
successiva fase di condizionamento si verifica un
marcato rigonfiamento. Tale effetto risulta critico per

la resina in forma NH.,” soprattutto utilizzata in
colonna.

Una conclusione di carattere generale che si pud
ricavare dai dati di letteratura, @ che non esiste una
procedura oftimale di preconcentrazione applicata
universalmente, ma piuttosto, ogni gruppo di
ricercatori utilizza una propria variante, a seconda
della matrice da analizzare e degli elementi da
determinare.

Riassumendo, il metodo di preconcentrazione con
Chelex-100 presenta i seguenti vantaggi ;: consente di
determinare contemporaneamente pil elementi in un
elevato numero di campioni, offre la possibilita di
operare il trattamento di preconcentrazione
direttamente in campo, & caratterizzato da una
semplice manualitd, prevede l'utilizzo di reagenti di
bassa tossicitd ed é& contraddistinto da wvalori di
"bianco” analitico relativamente contenuti (Boniforti et
al., 1984; Bruland et al., 1985).

Mel seguito viene presentata la procedura del metodo
in  discontinuo  (batch) utilizzato per la
preconcentrazione di elementi in traccia in acque
fluviali @ marine ed un esempio di applicazione a
campioni d'acqua del fiume Po.

1 - Principio del metodo

Il metodo si basa sulla chelazione di ioni metallici
presenti nella fase disciolta di campioni acquosi,
mediante resina Chelex-100 in forma NH,™.
Successivamente, | metalli trattenuti dalla resina sono
eluiti per mezzo di una soluzione acida (HNOj) di
opportuna concentrazione.

2 - Campo di applicazione

Il metodo & applicabile a campioni di acque naturali
superficiali (dolci @ marine) e consente la rivelazione
di bassi livelli di concentrazione di Cd, Co, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb e Zn, ottenendo fattori di concentrazione
pari & 100, Le determinazioni analitiche dei metalli
considerati 50N0 effettuate mediante
spettrofotometria di  assorbimento  atomico con
fornetto di grafite (GF-AAS) o spettrofotometria di
emissione a plasma (ICP-AES).

3 - Interferenze e cause d'errore

MNon sono stati riscontrati significativi fenomeni di
interferenza da parte delle principali specie chimiche
presenti nellacqua. La presenza di sostanze
complessanti o colloidali pud ridurre la resa di
ritenzione sulia resina (punti ¢ e d del paragrafo
Caratteristiche generali).

4 - Apparecchiature

- Bottiglie di polietilene da 1 L.



- Imbuti separatori di polipropilene, con tappo e
rubinetto da 1 L.

- Colonne di polipropilene da 10 mL graduate (0,8x4
cm), dotate di tappo e setto poroso (35 pm) di
polietilene.

- Pompa ad acqua.

- Matracci di polietilene da 10 mL.

- Colonna cromatografica (2,5x20 cm) di vetro e setto
poroso (35 pm) di polietilene.

Trattamento del materiale

Tutto il materiale in plastica utilizzato per le
operazioni analitiche (boftiglie, imbuti separatori,
colonne, matracci) deve essere condizionato prima
dell'uso.

Il trattamento del materiale in plastica nuovo avviene
mediante un lavaggio preliminare con detersivo
liguido, abbondante risciacquo con acqua deionizzata
e immersione per una giornata in una soluzione
chelante (5.11) e successivo risciacquo con acqua
deionizzata. Le bottiglie vanno lavate con acido nitrico
diluite (1:10), conservate riempite di acido nitrico
diluito (1:10) e, prima dell'uso, risciacquate con acqua
deionizzata e poste ad asciugare.

Per le bottiglie e il materiale di plastica gia utilizzati &
sufficiente un lavaggio con acido nitrico diluito (1:10)
e un risciacquo con acqua deionizzata.

5 - Reattivi

| reattivi utilizzati devono essere di grado ultrapuro;
l'acgua utilizzata per il risciacquo finale della vetreria
e la preparazione delle soluzioni deve essere di
elevata purezza (18 pS/cm).

5.1 - Resina Chelex -100 (200/400 mesh) in forma
MNat.

5.2 - Acido nitrico concentrate di grado ultrapuro
(69%, d=1.,42).

5.3 - Soluzione diluita di acido nitrico (HNO4g 2,5 N)
Diluire a 500 mL con acqua, 80 mL di acido nitrico
concentrato.

5.4 - Acido cloridrico concentrato (37%, d=1,18)

5.5 - Soluzione di acido cloridrico diluito (HCI 6N}
Diluire a 1 L con acqua, 500 mL di acido cloridrico
concentrato.

5.6 - Soluzione di ammoniaca concentrata (32%,
d=0,88).

5.7 - Soluzione di ammoniaca diluita (NHz 1,7 M)
Diluire a 1 L con acqua, 100 mL di ammoniaca
concentrata.

5.8 - Soluzione di ammoniaca diluita (NH3 2,5 M)
Diluire a 500 mL con acqua, 80 mL di ammoniaca
concentrata.

5.9 - Acido acetico concentrato (100%, d=1,05)

5.10 - Soluzione tampone di acetato di ammonio 1 M
purificata (CHaCOONH4, pH=6,0).

In una bottiglia di polietiene da 1 L condizionata in
precedenza (§ Trattamento del materiale), porre 400
mL di acqua, 60 mL di acido acetico concentrato.
Aggiungere ammoniaca concentrata sino ad ottenere
un pH pari a 6,0 unitd. Portare a volume (1L) con
acqua, raffreddande Ila scluzione mediante
immersione in un bagno ad acqua e ghiaccio ed
agitare per alcuni minuti. Aggiungere infine 6 mL di
resina Chelex-100.

Filtrare la soluzione prima dell'uso, su un filtro a
membrana in policarbonato (0,4 pm)
precedentemente lavato, in sequenza, con: 50 mL di
HCI 6N, 50 mL di acqua, 10 mL di NH3 1,7 M e 50
mL di acqua.

5.11 - Soluzione chelante.

In una bottiglia di polietilene da 10 L introdurre EDTA
sale bisodico biidrato (50 g), ammonic cloruro (16 g),
MNHz concentrata (100 mL), nero eriocromo T (una
spatolata) e acqua deionizzata (g.b. a 10L). La
soluzione chelante pud essere utilizzata per pil
lavaggi e ripreparata quando la colorazione passa dal
celeste al rosa.

6 - Conversione della resina

Pesare 52 g ( d=0,65, circa 80 mL) di Chelex-100 in
forma Na* e porli con una spatola di plastica
nell'apposita colonna cromatografica. Fare passare
250 mL di HNO5 2,5 N senza lasciare andare a
secco la resina (si noterd una diminuzione di volume
dovuta alla sostituzione dei gruppi Na* con gruppi
H*). Lavare con 100 mL di acqua e successivamente
aggiungere poco per volta 250 mL di NHg 2,5 M (si
noterda un aumento di volume, dovuto alla
sostituzione dei gruppi H* con i gruppi NH4*y. Dopo
aver lasciato sedimentare la resina, lavare c}on 200
mL di acqua, lasciando nella colonna gli ultimi 20 mL.
Chiudere con il tappo la colonna e agitare ogni volta
per risospendere la resina prima del suo prelievo.

La resina cosi preparata pud essere conservata nella
stessa colonna per diversi mesi.

7 - Procedimento
7.1 - Campionamento e conservazione del campione

Prelevare circa 1 L di campione d'acqua,
precedentemente filtrato attraverso un filtro a
membrana di policarbonato (0,4 pm), e introdurlo in
una bottiglia di polietiliene da 1 L, precondizionata (§
Trattamento del materiale) e prepesata, contenente 6
mL di resina Chelex -100 (forma NH4*) e 10 mL di
soluzione tampeone di acetato di ammonio 1M. Dopo |l
prelievo, la bottiglia viene ripesata, registrando il
relativo peso su una tabella per il calcolo della
concentrazione finale. Conservare a 4°C in attesa



dell'estrazione dei metalli trattenuti (non oltre una
settimana dal prelievo).

7.2 -Preconcentrazione dei metalli disciolti

Forre in agitazione su slitta per 24 ore le bottiglie
contenenti i campioni, ad una velocita tale da
permettere il completoc mescolamento. Al termine
delle 24 ore procedere alleluizione dei metalli
trattenuti dalla resina chelante. A tale scopo
predisporre gli imbuti separatori e le colonne,
collegandoli alla pompa ad acqua secondo lo schema
riportato in Fig.1. Trasferire il contenuto delle bottiglie
negli imbuti separatori, utilizzando la pompa ad acqua
per la completa eliminazione della fase liquida ed il
recupero della resina nella colonna.

Il flusso di percolazione va regolato mediante
cpportuna  apertura dei  rubinetti ed evitando
accuratamente che la resina vada a secco.

Lavare quindi la resina in sequenza con 10 mL di
acqua e 25 mL di tampone acetato. Completato il
lavaggio, staccare il sistema di aspirazione (pompa e
relativi rubinetti) ed eluire con 10 mL di acide nitrico
2,5 N, raccogliendo quantitativamente per gravita
l'eluato in matracci prepesati, posti sotto le colonne
(Fig.1). Ripesare | matracci alla fine dell'eluizione.

7.3 -Preparazione dei "bianchi* analitici

Per ogni lotto di campioni (n= 4-8), preparare almeno
tre "bianchi" analitici versando 6 mL di resina Chelex-
100 e 10 mL di tampone acetato in una bottiglia di
poligtilene da 1L e sottoponendoli alla procedura
prevista per i campioni.

8 - Determinazione analitica

Procedere alla determinazione analitica dei metalli
negli eluati (campioni e relativi "bianchi") mediante
spettrofotometria di  assorbimento  atomico  con
fornetto di grafite e/o spettrofotometria di emissione
atomica in plasma.

8.1 - Calcoli
La concentrazione (C) del metallo presente in fase

disciolta net campione di partenza, espressa in ug/L,
si oftiene applicando la seguente formula :

Pf* Cc * n - (EPp; * Cpy)
Clugh) =

piense 1,074

dove

C¢ = concentrazione misurata nell'eluito (ug/L);
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Cpj = concentrazione misurata nei "bianchi® analitici
(Ha/L);

pf = peso netto finale dell'eluito (g);

pj = peso netto del campione prelevato (g);

Phi = peso netto dei "bianchi® analitici (bisb4, bs,
ecc.) (g)

n = numero dei "bianchi" analitici;

1,074 = densita della soluzicne nitrica eluente (g/mL).

9 - Precisione ed accuratezza

Mella tabella 1 sono riportati i valori percentuali medi
di resa di ritenzione (3 replicati) e i valori percentuali
di resa di eluizione con HNOg 2,5 N, ottenuti con il
metode in discontinue e mediante radictraccianti per
alcuni elementi presenti a concentrazione nota, nella
fase disciolta, in campioni di acqua di mare.

Tab.1 - Rese di ritenzione e di eluizione per alcuni
elementi presenti in fase disciolta in campioni
di acqua di mare.

A titolo di esempio si riportano i risultati sperimentali
ottenuti da Boniforti et al. (1984), relativi alla
determinazione di alcuni metalli pesanti in un
campione di riferimento certificato (NASS-1, NRC
Canada) (Tab.2) e all'efficienza di recupero di alcuni
metalli aggiunti in guantita nota a campioni di acqua
ultrapura (Milli-Q) e di acqua di mare con
preconcentrazione in discontinuo mediante Chelex-
100 (Tab. 3). | recuperi percentuali pil elevati sono
stati ottenuti con la prima matrice e i valori risultano
superiori all'B6%.



