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Premessa

E con vivo piacere che, al termine del mio mandato da Presidente della Societa Italiana di Biologia
Marina, vedo realizzata la pubblicazione di un volume tanto atteso dalla comunita scientifica italiana.
Il vecchio Manuale del Plancton, dovuto all’impegno del caro socio Mario Innamorati, era stato superato
non gia nell’impostazione metodologica quanto piuttosto nei contenuti tecnici dovuti all’avanzamento
delle conoscenze. Era quindi ora che venisse pubblicato un nuovo volume contenente tutto quanto occorre
conoscere per poter effettuare ricerche di eccellenze sul plancton. E questa richiesta avanzata non soltanto
da me in qualita di Presidente ma da tutto il Consiglio Direttivo della SIBM, ha trovato nell’amico e
collega Giorgio Socal la persona adatta, capace di catalizzare le migliori competenze scientifiche nazionali
nel comporre un’opera cosi maestosa ed indispensabile come questa. Il percorso della Societa Italiana
di Biologia Marina si corona pertanto di un nuovo traguardo raggiunto: dopo il prestigioso volume del
Manuale del Benthos, di cui ¢ stata redatta e pubblicata anche I’edizione in inglese, ora con questo volume
sul plancton si puo dire che la SIBM sia in grado di svolgere un ruolo non facilmente sostituibile a livello
nazionale nel campo della Biologia Marina. Il testo appena prodotto sul Plancton rappresenta infatti il
punto di riferimento per qualsiasi attivita, dal monitoraggio alla ricerca, che vede coinvolta la comunita
planctonica. Un grazie sentito va all’ APAT, oggi ISPRA, che nelle persone del dott. G. Boeri e dell’Ing.
S. Corsini in primis, hanno compreso I’'importanza fondamentale di questa opera ed hanno pertanto deciso
di contribuire in maniera sostanziale alla pubblicazione del volume che esce infatti a due nomi (ISPRA
e SIBM).

Nell’augurarmi che ci possa essere a breve I’edizione inglese del presente volume, in grado di dare
visibilita internazionale ai due Enti sopra citati che I’hanno prodotto, come Presidente SIBM termino
ringraziando tutti gli Autori dei testi che hanno messo a disposizione dell’intera comunita scientifica na-
zionale le loro indiscusse competenze.

ANGELO TURSI
PRESIDENTE SIBM

Mi é particolarmente gradita I’occasione di presentare questa pubblicazione sulle “Metodologie di
studio del plancton marino” a cura della SIBM che segue la prima pubblicazione a cui ISPRA ha par-
tecipato: “Manuale sulle metodologie di campionamento e studio del benthos marino mediterraneo”.

Il presente manuale rappresenta un aggiornamento delle metodologie di monitoraggio attraverso nuove
tecnologie applicate nella moderna oceanografia biologica, rivolta all’ambiente di mare aperto ed a quello
costiero e di transizione e proposte a livello internazionale e offre un valido contributo allo studio del
plancton marino.

Uno dei pregi di tale volume € quello di utilizzare testi facilmente interpretabili che favoriscono la
riproducibilita delle metodologie di analisi, oltre a rappresentare un utile strumento sia per le istituzio-
ni italiane di ricerca che studiano le problematiche legate all’ecologia del plancton marino, sia per gli
enti locali quali regioni, ARPA, province e comuni, che svolgono attivita di monitoraggio ad ampia
scala spazio-temporale.

ING. EMILIO SANTORI
SUBCOMMISSARIO ISPRA
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CAPITOLO 1. INTRODUZIONE

L Ferrari, M. Innamorati, G. Socal

L’agricoltore del neolitico conosceva 1’essenziale della catena alimentare terrestre: gli animali si nu-
trono delle piante. Per conoscere quella marina ci sono voluti migliaia di anni, il microscopio e la scoperta
del plancton (dal gr. plancton, errabondo, Hensen 1887, come i pianeti, plan-, ma le orbite e le migrazioni
diurne hanno sconfessato I’etimo). Potremmo dire che la planctologia sia nata quando van Leeuwenhoek
(che aveva intagliato 419 lenti: di vetro, cristallo e diamante, fino a 270 x) scrisse alla Royal Society
(1673) d’aver scoperto in una goccia d’acqua degli “animaletti” 10.000 volte piu piccoli di una pulce
d’acqua, poi detti infusori (1763) e vide anche i batteri. Questa nascita sarebbe avvenuta piu di un secolo
prima di quando Lamarck (1802), riunendo in un unico corpo lo studio di tutti i viventi, piante, funghi,
animali, vertebrati, molluschi, ragni, insetti, vermi, meduse, infusori e microbi, I’abbia chiamato biologia,
rivendicandone I’autonomia teorica e metodologica dalla fisica e dalla chimica e dotandola (1809), unica
tra le scienze, di una teoria generale interpretativa dell’origine delle specie per variazione ereditabile
nella discendenza: I’evoluzionismo, che Darwin portera al trionfo (1859).

Dopo la scoperta degli infusori, il microscopio si diffonde nei laboratori (il biologo € spesso ritratto
con il suo microscopio accanto) e diventa uno strumento determinante per il grande sviluppo della biologia,
che si differenzia in microbiologia, citologia, istologia, ecc... Schleiden e Schwann formulano la teoria
cellulare (1829) ed ¢ Schleiden a incitare Carl Zeiss a produrre i microscopi, che perfezionera con gran
vantaggio per la ricerca. Anche lo studio del plancton conosce questa espansione soprattutto nell’analisi
morfologica e il conseguente riconoscimento di specie operato da molti, tra cui: Miiller (1858) che trova
50 specie nel Mediterraneo, Haeckel (1862), suo allievo, che identifica 144 specie a Messina ¢ 4318
(1887) nei campioni dei piani abissali, prima pensati senza vita, della spedizione del Challenger (1873—
1876). Ma ¢ verso la fine del decennio 1880-1890, soprattutto ad opera di Ernst Haeckel, fondatore del-
I’ecologia, e Victor Hensen, che vengono delineati i primi anelli della catena alimentare marina con i
protofiti, che fotosintetizzano, ed i protozoi, che sono i consumatori primari. Pertanto, seguendo Reynolds
(2006), possiamo dire che la planctologia nasce nel penultimo decennio del 1800, e che Haeckel e Hensen
possono esserne considerati i padri fondatori. Dal 1890 al 1990 la planctologia ha fatto grandi passi anche
in Italia con aumento di studiosi e di centri di studio, (*) ’impiego di nuova strumentazione e quello di
piu grandi e piu attrezzati mezzi navali.

11 confronto dello spettro di temi affrontati in questo Manuale con quello coperto dal libro edito da Nova
Thalassia nel 1990, al quale si rimanda per la sola misurazione dell'irradianza, evidenzia I’incredibile espan-
sione di competenze maturate tra i planctologi italiani delle ultime generazioni. [ progressi delle conoscenze
e delle applicazioni sono evidenti in tanti campi: dalle analisi chimiche per la determinazione dei contenuti
di nutrienti inorganici e organici e micronutrienti ai metodi molecolari e biochimici per lo studio di strutture
e funzioni delle comunita microbiche e alle ricerche sulla composizione isotopica di carbonio, azoto ¢ os-
sigeno nei diversi comparti del sistema mare; dall’impiego di tecniche microscopiche e colturali per il ri-
conoscimento di forme del fitoplancton e dello zooplancton alla sperimentazione di metodi per la stima di
biomassa e produzione di queste biocenosi; dalle indagini sulle biotossine vegetali a quelle
sull’identificazione delle forme di resistenza del plancton fino all’attenzione riservata alle fioriture di zoo-
plancton gelatinoso e al loro impatto sui flussi energetici e sui cicli biogeochimici nel sistema pelagico.

Lo sviluppo di questi nuovi capitoli dell’ecologia del plancton ¢ frutto di un percorso virtuoso di piena
internazionalizzazione degli standard nazionali di ricerca in un settore fondamentale delle scienze del
mare. Quel percorso ¢ stato sostenuto in primo luogo dall’originalita e innovativita dei contributi scientifici
in gran parte espressi dagli stessi gruppi di studiosi cui ¢ stata affidata la redazione dei capitoli di questa
nuova edizione del Manuale. D’altra parte, la dilatazione dei campi specialistici di ricerca non ha prodotto



frazionamento e frammentarieta, ma si ¢ dispiegata coesivamente sulla base di un riferimento saldo e
condiviso ad un approccio ecosistemico allo studio del mare. Un riscontro operativo di questa evoluzione
puo essere colto proprio dalla diffusa contaminazione dei gruppi, di diversa collocazione nel sistema
nazionale della ricerca sul mare (dipartimenti delle Universita, istituti del CNR, Stazione Zoologica, senza
dimenticare per altro il ruolo di giovani bravissimi e precari), che sono stati implicati nella laboriosa
stesura dei capitoli del Manuale.

Oggi la scuola planctologica italiana ¢ chiaramente attestata su un alto livello di qualita della produzione
scientifica ed esprime competenze decisive, che possono concorrere ad arricchire le conoscenze di base
sui nostri mari e, nel contempo, proporsi come supporto decisivo per azioni di conservazione e ripristino
dell’integrita degli ecosistemi marini (anche attraverso la formazione di personale qualificato con compiti
di sorveglianza ambientale). Ma a questa straordinaria potenzialita di risorse tecniche e professionali,
fa riscontro un quadro ancora insoddisfacente sul fronte delle risorse disponibili per sostenere la ricerca
in mare, come su quello delle strategie e politiche di conservazione. Si deve riproporre oggi, con un po’
di malinconia in piu, la stessa constatazione che, nel corso degli anni ottanta, sollecito I’allora Comitato
Plancton della Societa di Biologia Marina a lanciare 1’idea ambiziosa di un “Progetto Plancton”, un piano
nazionale di ricerca per lo studio della distribuzione delle comunita planctoniche nei nostri mari, “per
la maggior parte della loro estensione mai indagati”. Da quell’idea parti I’iniziativa del libro di Nova
Thalassia.

Le competenze planctologiche non sono adeguatamente valorizzate neppure sui temi della conser-
vazione. La realizzazione delle aree marine protette cosi come I’istituzione di siti marini di importanza
comunitaria rappresentano esperienze certamente valide: i risultati ottenuti appaiono talora significativi
in termini di tutela e promozione della biodiversita, oltre che di sperimentazione di percorsi di gestione
sostenibile della fascia costiera. Ma i piani di gestione e monitoraggio e i progetti di ricerca attivati in
queste aree sono prevalentemente focalizzati sulla protezione di specie di habitat bentonici e sull’ittiofauna;
minima ¢ I’attenzione per lo piu riservata al ruolo ecologico determinante della continuita di connessioni
tra sedimento e colonna d’acqua, tra comparto bentonico e comparto planctonico. Comincia ad essere
da piu parti percepita anche I’importanza di istituire aree marine protette al largo: si pensa ad un network
di aree protette che connetta la fascia costiera al sistema oceanico con attenzione prioritaria alla scala
spaziale vasta delle rotte migratorie di pesci, rettili, uccelli e mammiferi. L’interlocuzione prioritaria che
si cerca ¢ quella con i portatori di interessi consistenti: i governi, le regioni, i mondi della pesca, della
navigazione, del turismo.

Gli oggetti (e i processi) su cui si concentra la ricerca di oceanografi, ecologi marini e studiosi del
plancton sembrano restare ancora sotto la soglia di visibilita dei decisori e del grande pubblico. Rispetto
a questo quadro poco confortante, assumono forte rilievo culturale, politico e normativo le finalita e le
indicazioni operative della “Marine Strategy Framework Directive” 2008/58/EC. La Direttiva ¢ strutturata
su un esplicito approccio ecosistemico: gli obiettivi di una gestione integrata ed ecocompatibile sono
vincolati alla conservazione della biodiversita e alla preservazione dei beni e servizi resi dagli ecosistemi;
e, in definitiva, ad una espansione e qualificazione delle conoscenze sulle funzioni ecologiche e sulle
dinamiche ambientali, che consentano valutazioni dello stato ecologico e della sua evoluzione. Nei sistemi
costieri e nei sistemi pelagici si apre un orizzonte inedito per lo sviluppo di ricerche planctologiche. Gli
autori dei capitoli di questo bel Manuale (e i loro allievi) potranno diventare protagonisti di una nuova
e buona stagione di ricerche in mare e sul mare. Forse sta arrivando il momento di ripescare e rilanciare
il “Progetto Plancton” dei mari italiani pensato poco meno di trent’anni fa.

(*) Vedi: Innamorati M., Ferrari I., Marino D., Ribera D’ Alcala M. (1990): Metodi nell’ecologia del plancton marino.
Nova Thalassia, vol. 11:372 pp.. Le istituzioni ne possono reperire copia gratuita chiedendo a mcabrini@inogs.it



CAPITOLO 2. TEMPERATURA, SALINITA E DENSITA
S. Sparnocchia, R. Nair, A. Russo, M. Ribera d’Alcala

stefania.sparnocchia@ts,ismar.cnr.it

2.1 INTRODUZIONE

In questo capitolo ci occupiamo della misura dei parametri che sono utili a caratterizzare lo stato fisico
del sistema marino ed a studiare i processi che in questo avvengono. La temperatura e la salinita sono
due variabili fondamentali che, assieme alla pressione, permettono di ricostruire attraverso algoritmi ma-
tematici altre proprieta fisiche importanti, la densita in primo luogo. Nel seguito presenteremo gli strumenti
e 1 metodi piu attuali e/o piu in uso per la loro misura o calcolo, sviluppando ed ampliando quanto gia
descritto nel volume “Metodi nell’ecologia del plancton marino” (Innamorati et al., 1990).

2.2 TEMPERATURA

La temperatura ¢ la proprieta che regola il trasferimento di energia termica o calore tra due corpi: il
flusso di calore ¢ diretto dal corpo piu caldo a quello piu freddo fino al raggiungimento dell’equilibrio
termico. Gli strumenti di misura della temperatura si basano su questo principio elementare. La tempe-
ratura, assieme alla salinita, ¢ utile per identificare la massa d’acqua campionata e per calcolare, mediante
un’equazione di stato, la densita ed altre grandezze derivate. Questo parametro ha inoltre effetti sui sistemi
biologici e in generale sugli equilibri chimico-fisici nell’ambiente marino, fra i quali la solubilita dei
gas (es. solubilita dell’ossigeno) ed il pH.

Prima del 1 gennaio 1990 la temperatura era espressa nella Scala Pratica Internazionale di Temperatura
del 1968 (IPTS-68). Successivamente si ¢ adottata la Scala Internazionale di Temperatura del 1990 (ITS-
90) che rappresenta, attualmente, la migliore approssimazione della temperatura termodinamica (T). L’uni-
ta di misura ¢ il Kelvin (K), ed 1 K ¢ definito come una frazione di 1/273,16 della temperatura termo-
dinamica del punto triplo dell’acqua (precisamente della Vienna Standard Mean Ocean Water, cosi chia-
mata nonostante non contenga sali o sostanze disciolte). In oceanografia la convenzione ¢ quella di mi-
surare la temperatura nella scala Celsius (t), la cui unita ¢ °C e con t =T —273,15.

La conversione tra la vecchia scala (t,) e quella nuova (t,,) ¢ data dalla formula (Saunders, 1990):

t, = 1,00024 t,,.

2.2.1 Principio del metodo

In questo paragrafo presentiamo il metodo di misura della temperatura a profondita discrete lungo
la colonna d’acqua basato sull’impiego di termometri a rovesciamento. Questo metodo ¢ utile quando
si vuole misurare la temperatura associata ad un campione d’acqua raccolto con bottiglie montate su un
cavo d’acciaio, oppure quando si voglia verificare I’accuratezza del sensore di temperatura installato su
una sonda multiparametrica. Per gli altri scopi si rimanda al paragrafo 3, dedicato alle misure con sensori
montati su sonde multiparametriche.

I termometri a rovesciamento sono di due tipi, a mercurio o elettronici digitali. Le prestazioni dei
due tipi di termometro sono simili, ma quelli digitali sono piu facili da usare e da calibrare, inoltre rag-
giungono 1’equilibrio molto piu velocemente di quelli a mercurio.



2.2.1.1 Termometri a rovesciamento a mercurio

I termometri a rovesciamento a mercurio constano di un termometro principale e di un termometro
secondario, accoppiati in un contenitore di vetro che li protegge dalle modifiche meccaniche indotte dalla
pressione dell’acqua. Il termometro principale ha un serbatoio di mercurio relativamente grande che co-
munica, per mezzo di una serpentina strozzata in un punto (chiamato “punto di rottura”) con un sottile
capillare terminante con un piccolo slargamento che costituisce un serbatoio secondario. Quando il ter-
mometro ¢ in posizione dritta, alla profondita voluta, il mercurio contenuto nel serbatoio principale cambia
volume in base alla temperatura esterna e occupa parte del capillare sottile. Quando il termometro viene
rovesciato, a causa della notevole tensione superficiale, il mercurio contenuto nel capillare si spezza nella
serpentina all’altezza della strozzatura, e si separa dal resto. La quantita di mercurio che si ¢ separata,
raccolta nel serbatoio secondario e in parte del capillare, indica la temperatura dell’acqua al momento del
rovesciamento. Il termometro ausiliario, montato a fianco del termometro a rovesciamento, serve a misurare
la temperatura dell’ambiente, una volta riportato il termometro in superficie.

Sono disponibili anche termometri a mercurio privi della protezione in vetro. Questi termometri non
protetti, che risentono della compressione del bulbo da parte dell’acqua, utilizzati insieme ai termometri
protetti permettono di calcolare la profondita alla quale ¢ stata effettuata la misura. In questo caso la di-
latazione finale del mercurio comprende anche una dilatazione apparente dovuta al restringimento del
vetro per la pressione dell’acqua. Questa dilatazione apparente, misurabile in volumi equivalenti a gradi
centigradi, operate le dovute correzioni e conoscendo il coefficiente di compressibilita del vetro, con-
frontata con la temperatura misurata dai termometri protetti, permette di risalire alla pressione e quindi
alla profondita di campionamento.

2.2.1.2 Termometri a rovesciamento elettronici digitali

Ai termometri a mercurio ¢ ora affiancato il termometro elettronico digitale a rovesciamento, uno
strumento in grado di svolgere le stesse funzioni, ma con precisione superiore, e avente le stesse dimensioni
di quello a mercurio (quindi entra negli alloggiamenti predisposti per questo tipo di termometro). In questo
caso la misura di temperatura ¢ effettuata da un termometro al platino simile ai sensori utilizzati sulle
sonde CTD. I vantaggi offerti da questo strumento sono che non usa il mercurio, copre un intervallo di
misura pitu ampio, la lettura ¢ piu facile (perché fornita in forma digitale), riduce il rischio di perdita dei
dati, € robusto e facile da usare.

2.2.2 Operazioni in mare

2.2.2.1 Attrezzatura

- Termometri a rovesciamento a mercurio o digitali.
- Oculare ingranditore per la lettura dei termometri a mercurio.

2.2.2.2 Procedura per i termometri a rovesciamento a mercurio

- Alloggiare i termometri negli appositi porta termometri di cui sono dotate le bottiglie di campio-
namento. Nei porta termometri sprovvisti di meccanismo di fermo, i termometri dovranno essere
bloccati utilizzando cilindretti di gomma para o neoprene, di solito forniti con i porta termometri,
che ammortizzano eventuali shock meccanici.

- Tenere le bottiglie con i termometri alle profondita programmate per il tempo necessario al rag-
giungimento dell’equilibrio con il mezzo circostante. Per i termometri a mercurio il tempo neces-
sario ¢ 5-10 minuti. Quindi innescare il rovesciamento.

- Riportare in superficie le bottiglie e porle su un apposito supporto, facendo attenzione che non



vengano direttamente colpite dal sole, coprendole eventualmente con un telo bagnato per evitare
ampie oscillazioni della temperatura.

Una volta garantito [’equilibrio tra la temperatura dei termometri e quella ambientale, utilizzando
I’apposito oculare, effettuare la lettura della temperatura dell’acqua sul termometro principale (t”)
con una precisione al centesimo di grado o superiore in relazione alle caratteristiche della scala.
In modo analogo, sul termometro ausiliario, effettuare la lettura della temperatura dell’aria (t’,)
con una precisione al decimo di grado. Fare attenzione che I’occhio sia a livello con la parte alta
della colonna di mercurio, per evitare errori dovuti alla rifrazione.

Trascrivere i dati su di un apposito foglio, riportando per ogni termometro il numero di serie che
lo identifica.

2.2.2.3 Procedura per i termometri a rovesciamento elettronici digitali

Alloggiare i termometri negli appositi porta termometri di cui sono dotate le bottiglie di campio-
namento. Nei porta termometri sprovvisti di meccanismo di fermo, i termometri dovranno essere
bloccati utilizzando cilindretti di gomma para o neoprene, di solito forniti con i porta termometri,
che ammortizzano eventuali shock meccanici.

Con il porta-termometri armato, far scorrere un magnetino (in dotazione con il termometro o co-
mune) per tre volte seguendo 1’asse maggiore del termometro, finché sul display non compare la
scritta “Samp”’; in questo modo il termometro viene impostato in modalita rovesciamento. Per in-
formazione, la modalita “Cont” serve a visualizzare la temperatura istantanea misurata in tempo
reale dal termometro, mentre la modalita “Hold” visualizza il dato di temperatura registrato al
momento del rovesciamento del termometro, mentre si trovava in modalita “Samp”.

Tenere le bottiglie con i termometri alle profondita programmate per il tempo necessario al rag-
giungimento dell’equilibrio con il mezzo circostante. Per i termometri digitali il tempo necessario
¢ circa 30 secondi. Quindi inviare il comando di chiusura della bottiglia e di rovesciamento del
termometro, e attendere almeno dieci secondi dopo il segnale di conferma chiusura prima di cam-
biare profondita o di recuperare la bottiglia.

Una volta riportate in superficie le bottiglie, facendo scorrere una volta sola il magnetino lungo
I’asse maggiore del termometro, comparira sul display per alcuni secondi il valore di temperatura
registrato dal termometro durante il rovesciamento.

Trascrivere i dati su di un apposito foglio, riportando per ogni termometro il numero di serie che
lo identifica.

2.2.2.4 Raccomandazioni

Tutti i termometri a rovesciamento, indipendentemente dal tipo, devono essere calibrati con un
termometro di riferimento almeno una volta I’anno. I termometri di riferimento devono a loro volta
essere opportunamente calibrati. La calibrazione deve avvenire in bagni termostatati (vedi la sezione
“Taratura dei sensori” alla fine del paragrafo 3).

I termometri a mercurio vanno trattati con delicatezza, evitando colpi netti che possono causare
microfratture nel capillare compromettendone il funzionamento; i termometri elettronici digitali
sono meno delicati, ma come tutta la strumentazione elettronica vanno comunque trattati con at-
tenzione.

Nei termometri a mercurio, se il mercurio non torna nel serbatoio, evitare la pratica comune di
percuotere delicatamente il termometro, perché cid provoca piccole lesioni nel capillare. Il ricon-
giungimento deve essere prodotto forzando la dilatazione del mercurio con una sorgente di calo-
re.

Il principale malfunzionamento a cui possono andare incontro i termometri a mercurio riguarda
la possibilita che durante il rovesciamento il mercurio contenuto nel capillare si spezzi ad un’altezza
diversa dal “punto di rottura”. Cid puo succedere per la presenza di bolle formate da gas residuo



rimasto all’interno del termometro durante la costruzione. Questo gas dovrebbe rimanere confinato
all’estremita superiore del termometro, in corrispondenza del serbatoio secondario, ma puo suc-
cedere che una bolla penetri la colonna di mercurio, causandone la rottura nel punto sbagliato.
Per evitare il problema bisogna conservare e trasportare i termometri in posizione verticale (con
il serbatoio principale verso il basso) e maneggiarli delicatamente.

2.2.3 Operazioni in laboratorio

2.2.3.1 Calcoli per i termometri a mercurio protetti

- Correggere la lettura fornita dal termometro dall’errore causato dalle imperfezioni del capillare
procedendo come indicato nel certificato di calibrazione che accompagna il termometro. Questo
certificato puo riportare, per intervalli di temperatura di 5 °C in 5 °C, la correzione da apportare
al valore letto sul termometro per ottenere il valore di temperatura reale, oppure il valore della
temperatura reale in corrispondenza di un dato valore di temperatura letto. Il valore di temperatura
letto sul termometro probabilmente non coincidera esattamente con quelli indicati nel certificato,
pertanto bisogna prima di tutto calcolare la correzione da apportare a questo valore applicando
una semplice relazione lineare tra valori letti e valori reali. Individuare nelle tabelle del costruttore
i valori t”,, e t” entro cui € compresa la lettura (t””) e 1 corrispondenti valori corretti t*, ;€ t,,
quindi ricavare le temperature corrette per il termometro principale t’ e per quello ausiliario t’,
dalle formule seguenti:

sup ini

t’ = t’inf—'—(t” - t”inf) : (t’sup - t,inf) / (t”sup - t”inf)
t’a = t,a,inf+(t”a - t”a,inf) : (t’a,sup - t,a.inf) / (t”a,sup - t”a,inf)

Introdurre quindi t’ e t’, nella formula seguente:
c=(V,+t)/(-t)/[K-"%({-t)—(V,+1)]

dove :

¢ = correzione da apportare,

K= inverso del coefficiente di dilatazione termica del vetro con cui € costruito il termometro.
V = volume di mercurio a 0°C.

I valori di K e V, si ricavano dal certificato di calibrazione.

Ricavare la temperatura dell’acqua in situ dalla formula:
t,=t"+c

2.2.3.2 Calcoli per i termometri a mercurio non protetti

Ricavare la correzione da apportare alla lettura in superficie secondo la formula:
Cu = (t’u + VO,U) : (tw - t’a,u) / [K - 1/2 (tw - t’a,u)]
dove:

t’,=temperatura del termometro principale corretta secondo la procedura sopra indicata per t’,
t’,,~temperatura del termometro ausiliario corretta secondo la procedura sopra indicata per t’,,



V,.=volume di mercurio a 0°C del termometro non protetto.
t, = temperaturain situ ottenuta dalla lettura corretta del termometro protetto.

Calcolare la temperatura apparente del termometro non protetto applicando la formula:
tll = t,\l + CU
Ricavare la profondita di campionamento applicando la formula:

Z: (tu_tw)/pm Qm
dove:

p,,=densita media della colonna d’acqua,
Q,, =coefficiente di compressibilita del vetro (di solito misurato in °C cm* kg') ovvero [’aumento
in gradi della temperatura apparente prodotto da una pressione di 1 kg cm™.

2.3 SALINITA

La salinita ¢ una misura del contenuto di materiali disciolti nell’acqua di mare. Assieme alla tem-
peratura € un parametro di importanza fondamentale per 1’identificazione della massa d’acqua campionata
e per calcolare la densita (mediante un’equazione di stato) ed altre grandezze derivate. Condiziona altri
parametri come I’ossigeno disciolto e ha effetti su molti processi e sistemi biologici e chimici nell’am-
biente marino.

Si definisce salinita assoluta, e la si indica con S, il rapporto tra la massa totale dei materiali disciolti
nell’acqua di mare e la massa complessiva dell’acqua. La salinita assoluta ¢ molto difficile se non im-
possibile da misurare direttamente, perché sarebbe necessario conoscere completamente la composizione
dell’acqua di mare. Pertanto, nella pratica, se ne da una definizione approssimata, la cui misura sia pit
facilmente realizzabile.

La prima definizione pratica di salinita ¢ quella data nel 1899 dalla Commissione Internazionale per
lo studio degli oceani guidata dal Prof. Martin Knudsen che stabiliva che la salinita ¢ la massa residua
di sale (misurata in grammi) per chilogrammo di acqua di mare, quando tutti i carbonati siano stati tra-
sformati in ossidi, i bromuri e gli ioduri sostituiti dai cloruri e tutta la sostanza organica sia stata ossidata
(Forch et al., 1902). Anche la determinazione della salinita secondo questa definizione, ¢ difficile da
applicare nella pratica e non puo costituire un metodo di routine. Poiché i vari componenti contribuiscono
alla salinita secondo un rapporto praticamente costante e il componente principale, il cloruro, ¢ facile
da misurare accuratamente mediante una semplice analisi chimica (titolazione), per lungo tempo si ¢
determinata la salinita dell’acqua marina in modo indiretto misurando la massa dei cloruri disciolti nel-
I’acqua ed utilizzando relazioni empiriche (Forch et al., 1902; Wooster et al., 1969).

La definizione di salinita ¢ stata rivista quando fu sviluppata una tecnica per poterla determinare dalle
misure di conducibilita dell’acqua. Nel 1978, il JPOTS (UNESCO, 1981a) introdusse la Scala Pratica della
Salinita (PSS-78), che definisce la salinita pratica in funzione del rapporto K, fra la conducibilita elettrica
di un campione di acqua di mare a temperatura t,=15 °C (definita nella scala di temperatura IPTS-68) ¢ alla
pressione di un’atmosfera standard (101325 Pa nel SI, corrispondenti a 1013,15 millibar), e quella di una
soluzione di cloruro di potassio (KCl), in cui la frazione molare di KCI ¢ 0,0324356, alle stesse condizioni
di temperatura e pressione. A K,; = 1 corrisponde una salinita pratica pari a 35.

E bene sapere che a 15 °C, la soluzione standard di KCI succitata ha una conducibilita elettrica che
¢ equivalente a quella di un campione di acqua marina del Nord Atlantico con clorinita di 19,3740 alla
stessa temperatura. Questo fatto garantisce:



- una certa continuita tra le misure di salinita nella Scala Pratica e quelle precedenti, che in gran

parte si basavano appunto sulla misura della clorinita;

- T’utilizzo dell’acqua di mare con K,, >> 1 come uno standard secondario per la taratura di routine

degli strumenti per la misura della salinita.

La salinita pratica € una grandezza adimensionale, il cui ordine di grandezza coincide con quello della
definizione di Knudsen. Sebbene sia una pratica adottata, tecnicamente ¢ sbagliato usare I’abbreviazione
“psu” (practical salinity units), e questa pratica dovrebbe essere assolutamente evitata. Questa grandezza
entra in tutti gli algoritmi che sono attualmente in uso per il calcolo delle proprieta termodinamiche del-
I’acqua marina (UNESCO, 1983) ed ¢ anche quella che viene archiviata nelle banche dati.

Recentemente Millero ef al. (2008) hanno proposto una nuova definizione, introducendo la salinita
di riferimento, definita come la salinita di una soluzione artificiale di acqua marina avente una precisa
Composizione di Riferimento secondo lo standard IAPSO e i pesi atomici di [UPAC 2005. Questa gran-
dezza ¢ la migliore stima attualmente disponibile della salinita assoluta ed ha il pregio di essere una gran-
dezza definita nel Sistema Internazionale di misura, quindi ¢ di piu facile comprensione al di fuori della
comunita oceanografica. Alla data odierna la salinita di riferimento ¢ utilizzata solamente come passaggio
intermedio nella stima della salinita assoluta. La salinita pratica continua ad essere il parametro memo-
rizzato negli archivi di dati, e una delle variabili utilizzate per il calcolo delle proprieta termodinamiche
dell’acqua marina secondo I’'UNESCO (1983).

2.3.1 Principio del metodo

La misura della salinita pratica di un campione di acqua marina si ottiene impiegando i salinometri.
Questi sono apparecchi che misurano il rapporto tra la conducibilita di un campione di acqua marina e
quello di uno standard di riferimento. Le caratteristiche generali dei salinometri e le procedure da seguire
per la loro manutenzione sono descritte nei manuali degli strumenti e possono variare a seconda del co-
struttore. Lo stesso vale per i principi da seguire per effettuare la misura. In ogni caso, si tratta di deter-
minare la conducibilita del campione, che agisce come conduttore di seconda specie, in un circuito elet-
trico. Nei salinometri la conducibilita del campione viene comparata indirettamente o direttamente con
quella di un’acqua a salinita nota e certificata, detta “acqua standard”.

2.3.2 Operazioni in mare

2.3.2.1 Attrezzatura

- Bottiglie Niskin disposte su cavo o su un campionatore multiplo (Rosette).

- Bottiglie di vetro con tappo a tenuta perfetta da 120-250 ml (il volume necessario dipende dal sa-
linometro in uso). Per evitare perdite ed evaporazione, si consiglia I’uso di bottiglie in vetro con
tappo e sottotappo.

2.3.2.2 Procedura di campionamento

- Avvinare accuratamente (almeno tre volte) la bottiglia entro la quale si intende conservare il cam-
pione, adoperando la stessa acqua del campione.

- Riempire la bottiglia fino alla base del collo, lasciando cosi lo spazio sufficiente per 1’eventuale
espansione termica dell’acqua.

- Sciacquare accuratamente ed asciugare bene il tappo, la zona di avvitamento e il collo della bottiglia
per evitare la formazione di cristalli di sale che potrebbero precipitare e disciogliersi nel campione
al momento della riapertura in laboratorio.



- Serrare bene tappo e sottotappo per evitare evaporazione tra il momento della raccolta e I’analisi
in laboratorio.

2.3.2.3 Conservazione dei campioni

Per ottenere risultati migliori sarebbe bene analizzare i campioni prima possibile e comunque quando
la loro temperatura ¢ in equilibrio con quella del laboratorio. L’equilibrio termico tipicamente viene rag-
giunto in 4-5 ore, ma puo essere accelerato garantendo un buon flusso d’aria attorno alle bottiglie o im-
mergendole in un bagno di acqua (Stalcup, 1991). Tuttavia, se mantenuti a temperatura ambiente in bot-
tiglie ben tappate, i campioni si conservano inalterati per qualche settimana, a meno delle variazioni di
conducibilita dovute a modifiche del pH, che possono causare variazioni del valore della salinita anche
alla seconda cifra decimale (Grasshoff, 1983). La tenuta e I’inerzia chimica delle bottigliec sono fattori
determinanti per una buona conservazione dei campioni.

2.3.2.4 Raccomandazioni

- E consigliabile annotare sulla bottiglia che raccoglie il campione il numero della posizione della
bottiglia Niskin sul campionatore. Questo sara di aiuto nella fase di campionamento e minimizzera
la possibilita di raccogliere il campione sulla Niskin sbagliata.

- Durante la raccolta del campione, per evitarne la contaminazione, prestare attenzione all’acqua
di superficie che sgocciola dalle parti esterne del campionatore. La stessa cura va prestata in caso
di pioggia.

- Cambiare i sottotappi ogni 2-3 anni o quando si manifestano deformazioni.

2.3.3 Operazioni in laboratorio

2.3.3.1 Attrezzatura

- Un salinometro da laboratorio;
- Dbottiglie di acqua standard IAPSO.

2.3.3.2 Procedura analitica generale

Preparazione
- Accendere il salinometro con largo anticipo (almeno due ore prima dell’analisi), per stabilizzare
il funzionamento delle sue parti elettriche e, quando presente, la temperatura del bagno termosta-
tico.
- Portare due bottiglie di acqua standard ed i campioni nelle vicinanze del salinometro con cui si
effettua la misura e lasciar trascorrere un certo periodo di tempo affinché raggiungano la stessa
temperatura.

Standardizzazione

- Sciacquare almeno dieci volte la cella di misura con acqua di mare di salinita di circa 35. Esistono
in commercio bottiglie di acqua con queste caratteristiche, in alternativa si possono usare i residui
di acqua standard usati in operazioni precedenti.

- Agitare accuratamente e dolcemente le bottiglie di acqua standard per omogeneizzarne il contenuto,
evitando la formazione di bolle.

- Aprire la bottiglia di acqua standard e inserirla nel dispositivo di campionamento del salinometro.

- Sciacquare almeno quattro o cinque volte la cella di misura con acqua standard.



Riempire la cella di misura con acqua standard e standardizzare il salinometro secondo la procedura
indicata dalla casa costruttrice dello stesso.

Effettuare almeno due o tre misure della stessa acqua standard, scaricando e riempiendo la cella
ogni volta e verificando che il valore della salinita letta dopo la standardizzazione, coincida con
il valore di salinita indicata sulla bottiglia dello standard. Se il valore non coincide, ripetere la
procedura di standardizzazione con una nuova bottiglia di acqua standard.

Misura

Omogeneizzare il campione con ripetuti capovolgimenti della bottiglia, ma senza un’agitazione
troppo vigorosa per evitare la formazione di bolle d’aria.

Sciacquare almeno quattro o cinque volte la cella di misura con il campione.

Riempire la cella di misura con il campione ed effettuare la lettura.

Scaricare e riempire la cella di misura con il campione ed effettuare una nuova lettura.

Ripetere 1’operazione di cui al punto precedente fino a che lo scarto tra due letture consecutive
non sia inferiore al livello di precisione dichiarato dalla casa costruttrice dello strumento.

2.3.3.3 Calcoli

Determinato il rapporto di conducibilita, R, tra il campione e ’acqua standard alla temperatura t,
(espressa nella scala IPTS-68), si procede al calcolo della salinita pratica secondo la seguente relazione,
valida nell’intervallo 2 < S < 42 (UNESCO, 1983):

S=a,+aR" +aR+aR"+a R+ aR7+AS

dove:

AS = (b0 + bR+ bR + bR+ b, R*+ b;R) - (te — 15)/[1 + k(ty — 15)]

t € espresso in °C. Se si dispone della temperatura nella scala ITS-90 ¢ necessario calcolare t,, mediante
la formula di conversione, t, = 1,00024 t,,.

Le costanti hanno 1 valori sotto elencati:

0,0080 b, 0,0005 k = 0,0162
= -0,1692 b, = -0,0056
= 25,3851 b, = -0,0066
= 14,0941 b, = -0,0375
= -7,0261 b, = 0,0636
= 2,7081 b, = -0,0144

o

2.3.3.4 Raccomandazioni

A seconda del salinometro in uso per la misura, la procedura indicata pud necessitare di qualche
modifica. Si raccomanda di verificarla, seguendo quanto indicato nel manuale di istruzioni dello
strumento.

Evitare la formazione di bolle d’aria nel campione durante le operazioni di travaso o mescolamento
del campione stesso. Qualora si verifichi questa evenienza, svuotare e riempire di nuovo la cella.

In presenza di depositi e/o bolle d’aria sui componenti interni della cella di misura durante 1’uso,
evitare i tentativi di lavaggio pompando nella cella acqua saponata o soluzioni debolmente acide,
perché oltre alla possibilita di risultare inefficaci nel risolvere il problema, possono avere un effetto
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negativo sulla taratura di fabbrica e sulla standardizzazione dello strumento. La cosa migliore da
fare ¢ risciacquare ripetutamente la cella con acqua deionizzata. Se il problema dovesse persistere,
si puo rimuovere la cella con attenzione, smontarla e procedere alla pulizia come ¢ indicato dal
manuale di istruzioni dello strumento.

- Per mantenere sotto controllo la stabilita dell’elettronica dell’apparato di misura, si consiglia di
ripetere la procedura di standardizzazione almeno una volta al giorno. Se si notano variazioni nei
valori di standardizzazione ¢ opportuno verificare la qualita della bottiglia di acqua standard in
uso ripetendo 1’operazione con una nuova bottiglia. Se si continuano a notare variazioni, puo essere
che il salinometro necessiti di manutenzione e vada inviato alla casa madre.

- Limitare al minimo 1’esposizione all’aria dell’acqua standard.

- Per ogni campione, limitare al minimo necessario il tempo impiegato per ottenere una misura valida
e limitare il numero di letture, evitando che il volume impiegato scenda al di sotto del minimo
necessario per 1’analisi.

- Si consiglia di usare per una stessa campagna bottiglie di acqua standard provenienti dallo stesso
lotto, in caso contrario ¢ necessario tenere conto delle differenze tra lotti descritte, per esempio,
da Mantyla (1987) per correggere le salinita finali. Inoltre, se le bottiglie sono piu vecchie di due
o tre anni € bene confrontarle con standard piu freschi per evidenziare eventuali variazioni di con-
ducibilita dovute all’invecchiamento.

2.3.4 Altri metodi

La determinazione della salinita, cosi come definita dalla IAPSO, puo essere effettuata esclusivamente
con il metodo esposto, che ¢ I’'unico a consentire la determinazione corretta del rapporto di conducibilita
e quindi un corretto uso dell’equazione di stato. I salinometri attuali riescono a misurare la salinita con
un’accuratezza di 0,003, ma se il campionamento e la conservazione dei campioni vengono fatti in modo
corretto, e soprattutto se la temperatura del laboratorio e del campione vengono tenute ben controllate,
si puo ottenere un’accuratezza anche migliore di £0,001.

Per misurare la conducibilita, si possono anche utilizzare dei semplici conduttimetri, misurando con-
temporaneamente la temperatura del campione. In questo caso la precisione finale del valore di salinita,
che sara comunque piu bassa di quella che si puo ottenere con un salinometro, dipendera anche dalla
precisione del dato di temperatura. Inoltre, sara necessaria una serie di calcoli per ottenere il valore di
conducibilita riferito ad una temperatura di 15 °C, come indicato in UNESCO (1981b).

Un metodo non conduttimetrico ¢ quello che passa attraverso la misura della clorinita con il metodo
volumetrico classico (Grasshoff, 1983) e che consente di ottenere un valore di salinita molto vicino a
quello della salinita pratica (0,02, vedi Mamayev, 1986). Questa grandezza perd non ¢ linearmente cor-
relabile con quella ricavata dal rapporto di conducibilita, oltre ad avere un errore intrinseco di un ordine
di grandezza superiore, pertanto questo metodo ¢ da sconsigliare.

Un altro metodo non conduttimetrico per ottenere i valori di salinita si basa sull’indice di rifrazione.
In questo caso si sfrutta il fatto che I’indice di rifrazione (n) dell’acqua di mare cambia con la temperatura
e la salinita (e con la lunghezza d’onda della sorgente di luce), per cui si possono ottenere stime della
salinita in situ a partire da misure di temperatura e di n. Per poter ottenere un’accuratezza di 0,01 sulla
salinita, ¢ necessario misurare n con accuratezza entro 20 107 e mantenere stabile la temperatura entro
10,005 °C. Esistono rifrattometri in grado di misurare # fino a 100 107, ottenendo una precisione sulla
salinita di 0,06. I rifrattometri portatili sono semplici e facili da usare, ma non consentono di ottenere
misure di salinita con incertezze migliori di + 0,2; pertanto questi strumenti sono molto pratici per avere
indicazioni di massima sulla salinita in area costiera, ma non sono utilizzabili per scopi scientifici. Per
migliorare la sensibilita, si € ricorso a metodi di interferenza che possono fornire una precisione in n
pari a 5 107 corrispondente a £0,003 in salinita. Questa € una tecnica comparativa, quindi richiede un
campione di acqua di riferimento, ma ha il vantaggio di non richiedere la conoscenza esatta della tem-
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peratura (assicurato che i due campioni di acqua, quello da misurare e quello di riferimento, siano stati
mantenuti per un tempo sufficiente alla stessa temperatura ambiente).

2.4 PRESSIONE, TEMPERATURA E SALINITA (SONDE CTD)

2.4.1 Principio del metodo

Il metodo che presentiamo in questo paragrafo impiega sonde multiparametriche ed ¢ I’unico che
permette la misura simultanea ed in situ della temperatura, della salinita, della pressione e di eventuali
altri parametri bio-chimici di interesse.

Le sonde multiparametriche per misure oceanografiche sono in uso dalla meta del secolo scorso. Sono
costituite da un’unita centrale che incorpora e gestisce i sensori che misurano le grandezze di interesse.
Le sonde per la misura dei parametri fisici in mare vengono comunemente chiamate CTD, un acronimo
che sintetizza i tre parametri fisici fondamentali misurati (C=Conductivity, T=Temperature, D=Depth,
ossia conducibilita, temperatura e profondita). In realta, le sonde CTD non misurano la profondita di-
rettamente, ma forniscono una sua misura indiretta rilevando la pressione. Le sonde CTD hanno un duplice
uso, come profilatori, quando vengono fatte scendere lungo la colonna d‘acqua dalla superficie al fondo
o ad una profondita intermedia desiderata, o come strumenti di campionamento a punto fisso (come av-
viene quando esse sono installate su una boa o su un ancoraggio strumentato). Nel primo caso la misura
¢ un profilo verticale dei parametri, nel secondo caso ¢ una serie temporale in un preciso punto dello
spazio. La risoluzione verticale del profilo e quella temporale dipendono dalla frequenza di
campionamento dello strumento.

Per controllare il corretto funzionamento di un sistema CTD durante una campagna oceanografica,
¢ utile effettuare confronti raccogliendo campioni d’acqua con un campionatore collegato al sistema, da
sottoporre ad analisi con un salinometro ed effettuando misure di temperatura utilizzando termometri a
rovesciamento montati sulle bottiglie del campionatore. I valori di pressione misurati dal sensore del si-
stema CTD, possono essere confrontati con quelli forniti da un sensore di pressione indipendente.

2.4.2 Operazioni in mare

2.4.2.1 Attrezzatura

- Un sistema CTD dotato di sensori per la misura di temperatura, conducibilita e pressione.
- Termometri a rovesciamento.
- Sistema di campionamento per la raccolta di campioni d’acqua.

2.4.2.2 Procedura di misura

La procedura di misura che suggeriamo ¢ ispirata ai protocolli in uso presso la comunita scientifica
internazionale (WOCE, 1991; UNESCO, 1988, 1994).

- Portare il sistema di misura (CTD e Rosette) a qualche metro sotto la superficie ed attendere la
stabilizzazione dei sensori prima di avviare la misura (almeno un paio di minuti). In sistemi di
misura dotati di pompa per il flusso d’acqua ai sensori, questa operazione serve anche ad attivare
la pompa.

- Riportare il sistema in prossimita della superficie ed avviare la misura. Se il mare ¢ molto mosso,
si raccomanda di restare qualche metro sotto la superficie per evitare i disturbi causati dalla rottura
delle onde (es. bolle entro la cella di conducibilita).
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- Effettuare il profilo mantenendo una velocita di discesa costante e tra 40 cm/s ¢ 120 cm/s.

- Raccogliere durante il profilo di risalita i campioni d’acqua alle profondita selezionate. In questo
modo si avra un profilo CTD indisturbato durante la fase di discesa e campioni d’acqua senza
rischio di contaminazioni nella fase di risalita. Se si chiudessero le bottiglie durante la discesa si
rischierebbe contaminazione soprattutto dei campioni raccolti alla superficie, perché la discesa a
profondita maggiori sottoporrebbe le bottiglie gia chiuse a sforzi dovuti alla maggiore pressione
tra ambiente esterno e acqua contenuta nelle bottiglie e possibili infiltrazioni attraverso tappi e
guarnizioni. Inoltre I’esame in tempo reale del profilo dei parametri misurati durante la discesa
permette di scegliere in maniera piu opportuna le quote di campionamento (ad esempio la quota
precisa del massimo profondo di clorofilla, se presente un fluorimetro come sensore ausiliario,
oppure sulla base della distribuzione verticale delle diverse masse d’acqua).

- Mentre si eseguono i passaggi precedenti, annotare sul diario della campagna le coordinate della
stazione, la data e I’ora di misura, la profondita del fondo, la profondita massima raggiunta dal
CTD e ogni altra informazione possa risultare utile nella fase di analisi (es. stato del mare, dati
relativi a situazione meteorologica, etc.). Un esempio di documentazione ¢ presentato in UNESCO
(1988).

2.4.3 Operazioni in laboratorio

2.4.3.1 Controllo di qualita dei sensori

I sensori devono essere calibrati periodicamente presso il fornitore o in altri centri di calibrazione
competenti. Uno di questi centri ¢ il Centro di Taratura Oceanografico dell’Istituto Nazionale di Ocea-
nografia e di Geofisica Sperimentale (INOGS) a Trieste (http://www.inogs.it).

Ad ogni modo, anche quando i sensori siano stati calibrati di recente presso una struttura specializzata,
¢ opportuno verificarne il corretto funzionamento durante la campagna oceanografica.

Verificare il funzionamento del sensore di conducibilita del sistema CTD, confrontando le sue misure
con quelle ottenute dall’analisi della salinita dei campioni d’acqua raccolti durante il profilo ed effettuate
seguendo la procedura indicata nel paragrafo 2.1. Per far questo, trasformare in salinita le misure di con-
ducibilita del sistema CTD e confrontare il valore ottenuto nel profilo di risalita con il corrispondente
valore ottenuto dall’analisi del campione d’acqua. Se si osservano grosse differenze, soprattutto negli
strati profondi, procedere alla correzione delle misure del CTD calcolando le correzioni necessarie. Per
la procedura si veda per es. Emery e Thomson (2001) o Grasshoff et al. (1999).

- Verificare il funzionamento del sensore di temperatura del sistema CTD, confrontando le sue misure
con quelle ottenute utilizzando termometri a rovesciamento. L’accuratezza e la stabilita dei ter-
mometri a rovesciamento sono generalmente inferiori di quelle del sensore di temperatura del si-
stema CTD, e quindi non sono sufficienti ad evidenziare piccole derive del sensore. Per questo
motivo, I’unico metodo utile per correggere le derive del sensore sono le calibrazioni in laboratorio
prima e dopo la campagna di misura (vedi sezione “Taratura dei sensori”).

- Verificare il funzionamento del sensore di pressione con una misura indipendente effettuata con
una seconda sonda, qualora sia disponibile, e prendere nota del valore di pressione misurato dal
CTD in aria prima e dopo la calata.

- Documentare qualunque anomalia emerga dal confronto in modo da tracciare le possibili derive
dei sensori.

Si raccomanda di effettuare i confronti utilizzando valori ottenuti dal campionamento e misura di
masse d’acqua omogenee. Campionamenti nello strato superficiale, le cui proprieta mostrano una va-
riabilita piu elevata sia per i rilevanti gradienti verticali che per la maggiore turbolenza, non sono adatti
a questa operazione.
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2.4.3.2 Trattamento dei dati

Dalla misura di pressione, temperatura e conducibilita, la profondita e la salinita vengono calcolate
utilizzando procedure internazionalmente accettate descritte in UNESCO (1988, 1994). Le sonde di misura
dispongono normalmente di pacchetti software preparati dal costruttore utili alla trasformazione delle
grandezze misurate in grandezze fisiche e al calcolo delle grandezze derivate secondo queste procedure
internazionali.

2.4.4 Taratura dei sensori

Tarare un sensore di misura significa confrontare le sue misure con quelle di un riferimento campione
noto, a sua volta tarato con altro riferimento in modo da costituire un’ininterrotta catena che faccia capo
ai campioni primari della grandezza da misurare (riferibilita).

La taratura di un sensore di temperatura ¢ effettuata in un bagno termostatico, confrontando su vari
punti del “range” oceanografico prescelto la temperatura dello strumento in prova con quella rilevata
dal sistema di riferimento. E importante scegliere il giusto “range” oceanografico sulla base dell’utilizzo
che si fara della sonda, per esempio utilizzare in Atlantico o in area polare una sonda tarata per il Me-
diterraneo puo ridurre I’accuratezza delle misure, e viceversa. Scegliere un “range” molto ampio, valido
per praticamente tutte le situazioni (per esempio temperatura da -2 a 40 °C), comporterebbe ugualmente
una riduzione dell’accuratezza nelle condizioni reali di utilizzo (causa scarso numero di punti di taratura
ricadenti nel “range” reale). Il sistema di riferimento per la taratura della temperatura ¢ formato da un
termometro digitale di precisione (Resistance Bridge), da una Sonda Termometrica al Platino (Standard
Platinum Resistance Thermometer - SPRT) e da una Resistenza Campione di Riferimento. La SPRT, a
sua volta, deve essere tarata ai seguenti punti fissi sulla Scala Internazionale della Temperatura ITS-90:
il Punto Triplo del Mercurio, (TPHg) = - 38,8344°C (facoltativo), il Punto Triplo dell’ Acqua (TPW) =
0,01°C (obbligatorio), il Punto di Fusione del Gallio (MPGa) = 29,7646°C (obbligatorio).

La taratura di un sensore di conducibilita ¢ effettuata in un bagno termostatico confrontando, su vari
punti, la conducibilita rilevata dallo strumento in prova con quella di riferimento. La conducibilita di ri-
ferimento ¢ calcolata con formule che utilizzano la temperatura e la salinita di campioni d’acqua prelevati
dal bagno termostatico in corrispondenza di ogni punto di taratura (UNESCO, 1983). La salinita ¢ ottenuta
analizzando questi campioni con un salinometro da laboratorio a sua volta “standardizzato” con acqua
di mare di riferimento — I’acqua standard IAPSO. Quest’ultima ¢ prodotta e certificata da un unico pro-
duttore, I’OSIL in Gran Bretagna.

La taratura di un sensore di pressione ¢ eseguita confrontando la pressione letta dal sistema in prova
con quella di riferimento generata da una speciale bilancia idraulica. In pratica, la bilancia e il sensore
di pressione sono collegati con un tubetto d’acciaio riempito di specifico fluido idraulico. Nella bilancia
un pistone calibrato e un set di pesi rigorosamente certificati permettono di generare una serie di pressioni
di riferimento.

Le apparecchiature CTD dovrebbero essere tarate ¢ messe a punto ad intervalli prefissati o prima
dell’uso ed in alcuni casi anche subito dopo (calibrazioni prima e dopo la campagna di misura). La pro-
cedura utilizzata per la taratura dovrebbe essere documentata, cio¢ riproducibile nelle medesime modalita
e condizioni. La taratura dei CTD richiede ambienti predisposti per questo tipo di attivita, strumentazione
dedicata di altissima precisione e personale con un alto livello di professionalita ed esperienza. E quindi
consigliabile farla fare alle ditte costruttrici o a laboratori riconosciuti.

Quando non ¢ necessaria una taratura a livello metrologico, ¢ comodo utilizzare per confronto, uno
strumento multiparametrico di riferimento.
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2.5 DENSITA

La densita di un fluido ¢ data dal rapporto tra massa e volume. L’unita di misura ¢ il kg m”. La densita
di un campione di acqua di mare viene determinata utilizzando 1’equazione di stato che stabilisce una
relazione tra questo parametro e la pressione, la temperatura, la salinita pratica, la composizione isotopica
e la concentrazione dei gas atmosferici disciolti. Esistono anche metodi diretti di misura della densita
in laboratorio, che garantirebbero risultati migliori ad esempio in caso di acque con notevole presenza
di materiale in sospensione, ma le difficolta insite ne limitano fortemente 1’utilizzo pratico.

La composizione isotopica dell’acqua di mare ¢ praticamente costante. Per quanto riguarda i gas at-
mosferici disciolti, si fa riferimento ad un’acqua di mare avente una concentrazione di questi pari al valore
di saturazione. In queste condizioni la densita dell’acqua di mare ¢ funzione di tre sole grandezze di
stato: salinita pratica, temperatura e pressione.

Gia all’inizio del secolo Knudsen (Forch ef al., 1902) aveva ricavato la dipendenza funzionale del
peso specifico dell’acqua di mare dalla temperatura e dalla salinita definita gravimetricamente alla pres-
sione di un’atmosfera. Per porre in risalto le differenze di peso specifico al variare della salinita e della
temperatura erano state introdotte due grandezze cosi definite:

G, =(s,— 1) - 1000
c,=(s,— 1) 1000

dove:

s,= peso specifico dell’acqua di mare a 0 °C, avendo come riferimento ’acqua distillata a 4 °C,
s,= peso specifico dell’acqua di mare alla temperatura considerata, avendo come riferimento I’acqua
distillata a 4°C.

Le due grandezze, 6, e 6,, definite come “grandezze eccesso” o “anomalie”, sono espresse da numeri
dell’ordine di grandezza delle decine e quindi di piu facile lettura rispetto al millesimo, al decimillesimo
o grandezze ancora inferiori, che corrispondono alla variazione assoluta della densita. Per loro stessa
definizione 6, e 6,sono grandezze dimensionali.

Nel 1980, PTUNESCO (1981c), a seguito di un laborioso sforzo di risistemazione sulla base di nuove
e piu precise misure, nonché delle nuove definizioni di alcune grandezze di stato, ha proposto I’equazione
di stato per I’acqua di mare nota come EOS-80, che ¢ tuttora utilizzata. Essendo un’equazione di stato,
essa mette in relazione la densita assoluta e 1’anomalia di densita o densita eccesso (“excess density”)
con le tre grandezze di stato: salinita pratica, temperatura e pressione, ovvero determina le caratteristiche
della funzione generale p = p(S.,t,p).

La procedura seguita per la determinazione dei coefficienti numerici riportati nel seguito ¢ esposta
in UNESCO (1978, 1979, 1981c) e nella letteratura ivi citata. Schematicamente essa € consistita nel-
I’esprimere la variazione di densita (o di volume specifico) rispetto al riferimento (acqua priva di sali
alla pressione di un’atmosfera standard) in funzione della temperatura, della salinita pratica ¢ del coef-
ficiente di elasticita medio o integrale (“’secant bulk modulus™) a sua volta espresso in funzione di salinita
pratica, temperatura e pressione.

11 coefficiente di elasticita medio o integrale (che ¢ I’inverso di un coefficiente di compressibilita) ¢
definito dall’espressione:

K=p - a(S,t,0) /[a(S,t,0) - a(S,t,p)]

dove:

a.(S,t,0) = volume specifico dell’acqua di mare alla pressione di riferimento (un’atmosfera stan-
dard);

o(S,t,p) = volume specifico dell’acqua di mare alla pressione p;
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S = salinita pratica;
p = pressione;
t = temperatura in °C.

Dall’espressione precedente si ricava

a‘(s’tap) = Q(S,t,())/[l - p/ Kl]

p (S;tp) =p (S5,,0)/[1 —p/ K]

dove

p (S,t,p) = 1/a(S,t,p) per definizione.

Ciascuno dei fattori delle equazioni precedenti viene espresso in forma polinomiale in funzione delle
grandezze misurabili S, t e p, per cui € possibile determinare tutte le grandezze di stato in funzione delle
tre prescelte.

Sono stati definiti dei criteri rigidi per quanto riguarda le unita di misura e la simbologia da adoperare,
che dovrebbero entrare nell’uso corrente in sostituzione delle vecchie unita.

Sulla base dell’equazione di stato EOS-80, delle definizioni adottate e del sistema di misura prescelto
(SI) viene fortemente sconsigliato I’'uso del peso specifico e delle grandezze derivate. Viene invece sug-
gerito I’uso della densita (p), definita come massa/volume, e dell’anomalia di densita (y), definita come
differenza tra la densita del campione e la densita unitaria, ambedue espresse in unita SI (kg m?).

Nelle espressioni simboliche le dipendenze funzionali vanno evidenziate secondo quanto indicato
dall’UNESCO (1985) e si ha quindi:

p = p(S,t,p) kg m?
y=7v(S.,t,p) = p - 1000 kg m".

Entrambe le grandezze sono quindi dimensionali e vanno espresse in kg m”. Le unita di misura
delle grandezze in parentesi sono unita di salinita pratica (che ¢ adimensionale), gradi centigradi (°C)
e megapascal (MPa).

Ovviamente, sulla base delle nuove grandezze, o, viene ad essere sostituita da y,. Le equazioni riportate
piu avanti permettono di ricavare p(S.,t,p) e quindi anche y(S,t,p). Per ulteriori approfondimenti sull’ar-
gomento consultare UNESCO (1981c, 1983, 1985, 1987) per quanto riguarda le altre grandezze ricavabili
dall’equazione di stato, Millero (1982) e Fofonoff (1985) per una trattazione sistematica delle proprieta
termodinamiche e Mamayev (1986) per il confronto tra i dati ricavati dalla vecchia equazione di stato
e quelli basati sul’EOS-80.

L’equazione di stato EOS-80 presenta dei limiti e alla data odierna ¢ in fase di revisione, assieme
alle altre proprieta termodinamiche. Nel paragrafo 6 accenneremo ai progressi piu recenti. La nuova equa-
zione di stato sara proposta alla comunita scientifica presumibilmente nel 2010 (McDougall et al., 2009).
Si raccomanda pertanto il lettore di verificare la letteratura a venire.

2.5.1 Calcoli

L’equazione di stato ¢ fattorizzata in piu parti, linearmente indipendenti e quindi misurabili indipen-
dentemente.

La prima parte fornisce la densita dell’acqua di riferimento p, che ¢ acqua di mare distillata e pertanto
priva di sali (S = 0), ma alla composizione isotopica dell’acqua di mare, alla pressione di un’atmosfera

standard e a temperatura t,:

Py = p(oa tssao) =a,ta  tyta,: t682+ a;° t683+ a;° t684
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mentre una seconda parte include la variazione di densita dovuta alla presenza dei sali, in funzione
delle variazioni di temperatura, alla pressione di un’atmosfera standard :

p(S, te,0) =p(0, t,0) +B-S+C-S*+D - §
dove:

B= bo + b1 T bz ’ t682+ bz' t683+ b4' t684
C=c,te  tgte,: t682
D=d,

Le altre parti riguardano invece le variazioni del coefficiente di elasticita medio, che vengono trattate
in maniera analoga, ricavando ’espressione per I’acqua pura :

K, = K(O, t68>0) =¢ te tyte,:- t682+ G t683+ €y t684

Includendo la variazione per salinita e temperatura:

K(S, tp) =K(S, t,0) + (H+1-S+J-S?) - p+ (M+N-S)-p
dove

H= ho + hl et hz ’ t682+ hs' tos3

I= i0+ i1 T iz ’ t()82

J=]

M=m,+m, - t,+m,:- tssz

N=n,+n, t,+n,- texz

In conclusione, richiamando I’equazione scritta in precedenza si ha:

P(S, tywp) = 1/a(S,t,p) = p(S, t4,0) - [1 = p/k(S,t,p)]

I valori dei coefficienti introdotti sono:

a, = 999,842594 b, = 824493 - 10" ¢, = -5,72466 - 10°
a, = 6,793953 - 10° b, = -4,0899-10° ¢, = 1,0227 - 10*
a, = -9,095290 - 10° b, 7,6438 - 10* ¢, = -1,6546 - 10*
a, = 1,001685 - 10* b, =  -82467 107
a, = -1,120083 - 10° b, =  53875-10°
a, = 6,536332 - 10°
d = 4,8314 - 10* e, = 196,5221-10° £ = 54,6746
e, = 148,4206 f, = -0,603459
e, = -2,327105 f, =1,09987 - 10°
e, =1,360477 - 10° f, =-6,1670 - 10*
e, =-5,155288 - 10°
g = 7,944 - 102 h, 3,239908 i, = 2,2838 - 10°
g = 1,64843 - 10° h, = 143713-10° i, = -1,0981 - 10*
g, = -5,3009 - 10° h, = 116092 10* i, = -1,6078 - 10*
h, = -577905 107
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Jo = 1,91075- 10* m, = 8,50935 - 10° n, = -9,9348 - 107
m, =-6,12293 - 10°¢ n, =2,0816 - 10*
m, =5,2787 - 10* n, =9,1697 - 10"

2.5.1.1 Raccomandazioni

Anche nel caso dell’equazione di stato i coefficienti sono relativi alla scala pratica di temperatura
IPTS-68 e pertanto, nel caso si adoperino valori misurati sulla base della scala assoluta di temperatura
(ITS-90), dovranno essere calcolate le opportune trasformazioni (vedi sezione “Temperatura”).

I valori dei suddetti coefficienti si applicano quando la pressione € espressa in bar (1 bar = 10° Pascal
= 0,1 MPa) e tenendo presente che p = 0 corrisponde ad un’atmosfera standard (ovvero profondita di 0
metri).

2.6 CENNO SUGLI SVILUPPI RECENTI NEL CALCOLO DELLA SALINITA ASSOLUTA E DELLE FUN-
ZIONI TERMODINAMICHE

Nel 2005 SCOR e TAPSO hanno istituito il gruppo di lavoro 127 (WG127) su “Thermodynamics
and Equation of State of Seawater” (Termodinamica ed equazione di stato dell’acqua di mare), con il
compito di rivedere la definizione e il calcolo di alcune funzioni termodinamiche dell’acqua di mare,
tenendo conto di sviluppi recenti nella conoscenza della termodinamica oceanica e della formulazione
della scala internazionale di temperatura ITS-90.

11 WG127 ha prima di tutto sviluppato una funzione termodinamica, nota come potenziale di Gibbs,
dalla quale ¢ possibile derivare tutte le proprieta termodinamiche dell’acqua di mare mediante semplici
operazioni matematiche, come le derivate (Feistel, 2008). Questo potenziale ¢ una funzione della salinita
assoluta (invece che di quella pratica), della temperatura e della pressione. L’uso della salinita assoluta
al posto di quella pratica, sia nel potenziale di Gibbs che in tutte le altre funzioni termodinamiche, inclusa
la densita, ¢ la maggiore differenza tra il nuovo approccio e la pratica attualmente in uso (EOS-80). Il
nuovo approccio usato per la termodinamica dell’acqua di mare viene riferito come “Thermodynamic
Equation Of Seawater -2010” (Equazione termodinamica dell’acqua di mare -2010), brevemente indicato
con TEOS-10.

Le nuove definizioni e gli algoritmi per il calcolo della salinita assoluta e delle proprieta termodina-
miche sono descritti in un manuale preparato dal WG127 (McDougall et al., 2009) e in lavori scientifici
collegati (Millero et al., 2008; McDougall et al., 2009; Marion et al., 2009; Millero and Huang 2009).
Non entreremo nel dettaglio di queste nuove definizioni e delle procedure collegate in quanto il lavoro
¢ ancora in fase di sviluppo e il WG127 prevede di non concluderlo prima del 2010. Si raccomanda il
lettore di verificare la letteratura a venire. Si veda anche il sito www.marine.csiro.au/~jackett/ TEOS-
10/ che informa sugli aggiornamenti e fornisce anche qualche procedura di calcolo.

2.7 LISTA DEGLI ACRONIMI

EOS-80 Equation Of State of seawater of 1980

IAPSO International Association for the Physical Sciences of the Oceans
IPTS-68 International Practical Temperature Scale of 1968

ITS-90 International Temperature Scale of 1990

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

JPOTS Joint Panel on Oceanographic Tables and Standards

PSS-78 Practical Salinity Scale of 1978

SI Sistema Internazionale delle unita di misura

SCOR Scientific Committee on Oceanic Research

UNESCO United Nation Educational Scientific and Cultural Organization
WOCE World Ocean Circulation Experiment
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CAPITOLO 3. OSSIGENO DISCIOLTO

V. Saggiomo, G. Catalano, M. Ribera d’Alcala

saggiomo(@szn.it

3.1 INTRODUZIONE

La concentrazione dell’ossigeno disciolto (DO) presente nell’acqua di mare dipende da fattori fisico-
chimici che determinano la solubilita del gas e dalle attivita biologiche (fotosintesi e respirazione).

Note temperatura e salinita dell’acqua ¢ possibile risalire alla concentrazione dell’ossigeno disciolto
teorico che non tiene pero conto dei processi di produzione e consumo biologico. Lo sbilancio positivo
(soprassaturazione) o negativo (sottosaturazione) fra la concentrazione di ossigeno ricavata
sperimentalmente e quella teorica € spesso utilizzato come stima dei processi prevalenti nella colonna d’acqua
ossia prevalenza di produzione di ossigeno, da parte dei processi foto sintetici, o di consumo da parte dei
processi di mineralizzazione del detrito organico. Da una precisa determinazione della concentrazione del
DO si possono quindi stimare la produzione netta e la respirazione della comunita planctonica.

3.2 PRINCIPIO DEL METODO

I metodo per la determinazione della concentrazione del DO consta di due fasi. Nella prima, imme-
diatamente successiva al campionamento tramite bottiglia Niskin, 1’ ossigeno disciolto nel campione d’acqua
viene chimicamente “fissato” in un precipitato di idrossidi misti di manganese tri- e tetra-valente. A questo
scopo al campione vengono aggiunti in rapida successione due reattivi: R1 costituito da un eccesso di Mn(1II),
R2 costituito da una soluzione fortemente alcalina di ioduro. In queste condizioni gli ioni Mn*" aggiunti
con la soluzione R1 precipitano nel campione come Mn(OH), che in ambiente basico viene ossidato dal-
I’ossigeno presente nell’acqua secondo le reazioni:

Mn* + 2(OH) — Mn(OH), |

2Mn(OH), + H,0 +1/2 O, — 2Mn(OH),

Mn(OH), + 1/2 O, - MnO(OH),

In questa prima fase é importante tappare bene la bottiglia del campione subito dopo I’aggiunta dei due
reattivi, altrimenti I’idrossido di manganese continuera a catturare 1’ossigeno dall’aria attraverso la chiusura
difettosa della bottiglia

Nella seconda fase, che coincide con il dosaggio in laboratorio, il campione viene acidificato fino ad
un pH di poco superiore a 2. In ambiente acido, gli idrossidi di Mn(IIl) e Mn(IV) liberano ioni Mn*" ¢ Mn*
che ossidano una quantita equivalente dello ioduro aggiunto in eccesso con R2 a iodio elementare (I,) che
viene successivamente in parte complessato dall’eccesso di ioduro a ione I,

2Mn(OH), +6H" + 3[-> 2Mn* + I, + 6H,0

Lo ione complesso I, cosi prodottosi viene titolato con una soluzione di tiosolfato secondo la reazione

I, +28,07 — 3T +S,0.>
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dalla quale, noto il titolo ed il volume di tiosolfato necessario per raggiungere il punto finale della
titolazione, si risale alla quantita di DO originariamente presente nel campione.

11 punto finale di titolazione puo essere evidenziato o mediante indicatore, utilizzando una soluzione
colloidale di amido (salda d’amido) con cui lo iodio elementare forma, finche presente, un complesso
colorato in blu, oppure, senza usare 1’indicatore, mediante 1’individuazione del punto di flesso di una
curva di titolazione potenziometrica con elettrodo redox di platino.

Considerando I’insieme delle reazioni implicate, si arriva infine alle seguenti equivalenze stechio-
metriche:

28,07 —1,— 120,

Grasshoff (1962a) e Carrit e Carpenter (1966) hanno mostrato che 1’ossidazione avviene sia verso il
Mn(1IIT) che verso il Mn(IV), per cui ¢ preferibile garantire una quantita di Mn(Il) almeno doppia rispetto
all’ossigeno presumibilmente presente.

Ambedue le forme di ossidazione del manganese hanno un basso prodotto di solubilita, per cui tutto
I’ossigeno risulta stabilmente fissato nel precipitato. In questa fase I’unico problema ¢ quello di limitare
gli scambi gassosi con ’esterno, per evitare che la diffusione di ossigeno atmosferico nel campione pro-
duca un ulteriore ossidazione del manganese. Un innalzamento della temperatura del campione, gia fissato
e in attesa di essere titolato, puo costituire una causa d’errore. Questo fenomeno puo interessare soprattutto
campioni di acque profonde, di solito a temperatura piu bassa di quella dell’aria, il cui riscaldamento
puo dare luogo a fenomeni di dilatazione del liquido con 1’allontanamento del tappo e la conseguente
diffusione dell’aria nel campione.

La seconda fase ¢ piu critica. Lo iodio che si forma per ossidazione dal manganese ¢ infatti molto
volatile, per cui I’eccesso di ioduro deve essere tale da garantire che una parte preponderante dello iodio
formatosi per ossidazione si trovi sotto forma di complesso I*-. Inoltre la tensione di vapore dello iodio
dipende in modo esponenziale dalla temperatura. La perdita dello iodio dalla soluzione, che ¢ una delle
principali fonti di errore, aumenta grandemente in ambienti surriscaldati, ¢ quindi consigliabile effettuare
la titolazione in ambienti condizionati.

L’ossidazione a tetrationato ¢ solo una delle possibili ossidazioni del tiosolfato, per cui il controllo
delle condizioni di reazione, in particolare del pH, ¢ un elemento critico dell’analisi. Grasshoff (1962a)
e Carritt e Carpenter (1966) hanno mostrato che il pH ottimale ¢ compreso tra 2,0 ¢ 2,7.

La reazione tiosolfato-tetrationato risulta, inoltre, essere specie-specifica, vale a dire dipende dall’altra
coppia ossido-riduttiva che entra nella reazione, per cui la standardizzazione del tiosolfato va fatta con
la stessa specie chimica che viene poi determinata, cio¢ la coppia iodio-ioduro.

Lo ioduro ¢ ossidato in ambiente acido dall’ossigeno e questa reazione ¢ catalizzata, tra gli altri fattori,
dalla luce. La titolazione deve essere pertanto al tempo stesso rapida e al riparo dalla luce solare diret-
ta.

L’ossidazione del tiosolfato avviene probabilmente in due stadi (Carritt e Carpenter, 1966):

S,0,7+ 1, S,0,I +T

S,0,I' + 5,0 - S,0> + T

Il secondo stadio, che completa la riduzione della molecola di iodio, € piu lento rispetto al primo,
per cui, in eccesso di ioduro, il primo stadio tende a rimettere in soluzione iodio molecolare. Questo puo
provocare la determinazione di un punto finale di titolazione apparente, con la ricomparsa del colore

dopo qualche secondo. Per questo nella titolazione dell’ultima frazione di iodio, € necessario aggiungere
volumi ridotti di titolante, aspettando 1’esito della reazione prima dell’aggiunta successiva. Una buona
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accuratezza del metodo richiede inoltre che si tenga conto delle capacita ossido-riduttive dei reagenti
stessi nei quali, oltre all’ossigeno, possono essere presenti sostanze ossidanti che possono produrre forme
ossidate delle specie chimiche coinvolte nel fissaggio dell’ossigeno (Murray et al., 1968). E pertanto
consigliabile utilizzare per la determinazione del bianco dei reattivi la procedura suggerita da Grasshoff
(1983). Secondo questa procedura, si preleva un certo numero di sub-campioni della stessa acqua fissandoli
con dosi crescenti di reattivo. Per questa serie le differenze nei valori di concentrazione di ossigeno non
dipendono da quello disciolto nel campione, che ¢ costante, ma derivano dalle capacita ossido-riduttive
complessive dei reagenti aggiunti.

II metodo descritto nel seguito, originariamente concepito da Winkler (1888), € sostanzialmente quello
di Carpenter (1965a).

3.3 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN MARE

3.3.1 Attrezzatura

- Tubo di plastica trasparente (es. tygon) da collegare ai rubinetti delle bottiglie da campionamento;

- Bottiglie di pyrex da 60-90 ml, tipo BOD, con tappo smerigliato a becco di flauto o a terminazione
troncoconica arrotondata. Ciascuna bottiglia deve essere stata precalibrata per il proprio volume
a tappo chiuso con una accuratezza di £0,1 ml ;

- Vetreria da laboratorio;

- Dispenser, micropipette automatiche o siringhe di polietilene con tacche ogni 0,5 ml;

- Contenitore coibentato, schermato dalla luce;

- Matracci tarati da 100 ml;

- 6 bottiglie per la determinazione del bianco dei reattivi. Queste bottiglie vanno selezionate tra quelle
a volume noto utilizzate per il prelievo dell’ossigeno, preferibilmente in modo che risultino a due
a due di uguale volume (+0,1 ml), e con una differenza di volume tra una coppia e la successiva
di 1£0,1 mlL

3.3.2 Prodotti chimici

- manganese cloruro [MnCl, - 4H,0] o solfato di manganese [MnSO, - H,0O];
- sodio idrossido [NaOH] o idrossido di potassio [KOH];
- potassio ioduro [KI].

3.3.3 Preparazione dei reagenti

Soluzione di Mn** (R1)

Disciogliere 40 g di MnC1, -4H,O o 35 g di MnSO, -H,O in 80 ml di acqua grado reagente e portare
a volume in un matraccio da 100 ml. Il reattivo, se conservato in bottiglia chiusa e non contaminato
inavvertitamente con R2, contenente ioduro, ¢ stabile indefinitamente.

Soluzione alcalina di ione I (R2)

Disciogliere 20 g di idrossido di sodio o 30 g di idrossido di potassio in 40 ml di acqua grado reagente.
Disciogliere 60 g di potassio ioduro in 40 ml di acqua grado reagente. Mescolare poco a poco le due
soluzioni in un beuta e portare a volume finale di 100 ml con H,O. La soluzione va poi conservata in
bottiglia di plastica scura e ben tappata. Se non viene contaminata con R1 o con agenti riducenti o ossidanti
¢ stabile indefinitamente.
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3.3.4 Procedura di campionamento

11 sub-campionamento del DO dalla bottiglia Niskin, o simile, deve essere fatto velocemente in quanto
il gas disciolto tende ad equilibrarsi con I’atmosfera. Questo processo sara ulteriormente accelerato dalla
differenza di temperatura esistente tra il campione e I’ambiente.

Per il sub-campionamento collegare alla bottiglia Niskin il tubo di plastica trasparente, possibilmente
di diametro non superiore ai 5 mm e di lunghezza tale da poter comodamente raggiungere il fondo delle
bottiglie BOD per la raccolta del campione.

Avvinare le bottiglie, precedentemente pulite dai residui dei campionamenti e delle analisi precedenti,
con acqua del campione da analizzare. Evitare di agitare la bottiglia per prevenire la formazione lungo
le pareti di un velo d’acqua soprassatura di ossigeno.

Lasciare defluire il campione nella bottiglia verificando che il tubo di riempimento sia privo di bolle
d’aria ed evitando il gorgogliamento di aria nel campione. Il tubo di campionamento deve toccare il fondo
della bottiglia, che va riempita lentamente facendo traboccare una quantita di acqua pari ad almeno la
meta del suo volume totale.

Sfilare lentamente il tubo dalla bottiglia, sempre lasciando scorrere I’acqua, in modo che la bottiglia
rimanga sempre colma fino all’orlo. Prima di aggiungere i reattivi, verificare attentamente che nella bot-
tiglia non siano rimaste intrappolate bolle d’aria, altrimenti svuotare la bottiglia e ripetere 1’operazione
di riempimento.

Nel caso di utilizzo di bottiglie per BOD di circa 100 ml dispensare 0,5 ml di R1 ¢ 0,5 ml di R2 in
rapida successione, utilizzando due dispenser automatici o due normali siringhe munite di ago lungo e
stretto per poter iniettare i reattivi almeno al di sotto della superficie libera del campione, meglio se sul
fondo della bottiglia. Nel caso di utilizzo di bottiglie per BOD di volume diverso da circa 100 ml, di-
spensare volumi di R1 ed R2 proporzionalmente variati.

Inserire il tappo evitando accuratamente che si formino bolle d’aria tra il tappo ed il liquido, facendo
fuoriuscire I’acqua in eccesso. Agitare, capovolgendo piu volte la bottiglia ben tappata per almeno 30
secondi.

Porre la bottiglia in un luogo buio ad una temperatura simile a quella di prelievo. Lasciar sedimentare
il precipitato per i 2/3 del volume, poi agitare di nuovo. Per limitare ulteriormente la possibilita di scambio
di gas con I’ambiente, utilizzare un qualunque sistema che mantenga il tappo ben premuto sul collo della
bottiglia, come ad esempio, elastici, nastro adesivo, ecc.

3.3.5 Prelievo per la determinazione del bianco dei reagenti

Prelevare da una stessa bottiglia da campionamento, preferibilmente non da quella relativa al livello
superficiale, tanti campioni quante sono le bottiglie preselezionate per i bianchi.

Aggiungere una dose di ciascun reattivo alla coppia di bottiglie di volume piu basso, due dosi a quella
di volume maggiore di 1 ml e tre dosi a quella con volume maggiore di 2 ml, trattandole poi come normali
campioni. Tale operazione va effettuata almeno una volta nel corso di una giornata di prelievi.

3.3.6 Conservazione dei campioni

I campioni fissati vanno conservati al buio e ad una temperatura quanto piu possibile vicina a quella
di prelievo, da effettuare possibilmente entro la giornata del campionamento.

Teoricamente si potrebbero conservare i campioni fissati per un tempo piu lungo se non ci fosse alcuna
diffusione gassosa attraverso le chiusure dei tappi che purtroppo avviene, anche se in diversa misura, in
tutte le bottiglie. Al fine di ridurre questo fenomeno, si usa conservare le bottiglie, ben chiuse, comple-
tamente immerse in acqua della stessa temperatura di origine del campione.
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3.4 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN LABORATORIO

3.4.1 Attrezzatura

- Matracci tarati da 1 1 classe A

- Microburetta di vetro o a pistone da 1 ml o da 5 ml

- 5 bottiglie di pyrex dello stesso tipo di quelle adoperate per il campionamento

- Micropipetta di precisione da 0,500 ml; micropipetta da 0,200 ml

- Lampada fluorescente con schermo opaco o diffusore

- Agitatore magnetico freddo

- Ancorette magnetiche

- 2 dispenser o micropipette automatiche o siringhe di polietilene con tacche ogni 0,5 ml (per reattivi
0ssigeno)

- Dispenser da 1 ml (per I’acido solforico concentrato).

In alternativa alla microburetta
- Titolatore potenziometrico
- Elettrodo combinato redox di platino, semimicro

3.4.2 Prodotti chimici

- Sodio tiosolfato [Na,S,0, - SH,0];

- Potassio iodato [KIO,], possibilmente ultrapuro,

- Cloruro di sodio [NaClI];

- Cloroformio [CHC1,] o sodio-azide [NaN,];

- Amido solubile;

- Acido solforico concentrato, grado analitico [H,SO,].

3.4.3 Preparazione dei reagenti

Soluzione di tiosolfato ~ 0,1 mol I' (o ~ 0,1 M)

Sciogliere, in un matraccio tarato da 1 1, 24,82 g di Na,S,0, -5H,0 in 800 ml di H,O grado reagente
e portare a volume. Aggiungere qualche goccia di cloroformio o di sodio-azide come stabilizzante.

La soluzione va conservata in bottiglia di vetro scura. Poiché il tiosolfato ¢ coinvolto in numerose
reazioni ossido-riduttive, la soluzione ¢ relativamente instabile e pertanto va standardizzata contro la
soluzione di potassio iodato prima e dopo 1’uso. E possibile usare fiale commerciali di soluzione di tio-
solfato a titolo noto, pre-stabilizzate.

Soluzione standard di KIO, 0,01667 mol I (0 0,01667 M)

Essiccare circa 5 g di iodato in stufa a 110°C per almeno un’ora e lasciarlo raffreddare in essiccatore
o prelevarlo direttamente da uno stock a suo tempo essiccato e conservato a freddo in essiccatore in pre-
senza di un forte disidratante. Pesare esattamente 3,567 g e discioglierli quantitativamente in 800 ml di
acqua grado reagente in un matraccio tarato da 1 1 (classe A). Portare esattamente a volume ad una tem-
peratura intorno a quella di taratura del matraccio (di solito 20-25 °C). Sono anche disponibili fiale di
standard iodato commerciali.

La soluzione deve essere poi conservata in bottiglie di vetro scuro ben tappate, tenute lontano dal
sole ed aperte per il minor tempo possibile solo per i prelievi. A queste condizioni la soluzione standard
¢ da considerarsi stabile per almeno un anno.
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Soluzione di amido colloidale (salda d’amido) stabilizzata
Preparare una soluzione satura di cloruro di sodio sciogliendone, in un beaker, circa 350 g in 1 1 di
acqua distillata. Sciogliere a caldo 10 g di amido solubile nella soluzione di cloruro di sodio satura.
La soluzione va conservata in bottiglia scura ed ¢ utilizzabile fino a che non intorbidisce e floccula.

3.5 PROCEDURA ANALITICA

3.5.1 Preparazione delle soluzioni standard

Riempire per 3/4 del volume almeno 5 bottiglie BOD con acqua di mare o, in mancanza di questa,
con acqua distillata e aggiungere a ciascuna, in successione, 0,5 ml di acido solforico concentrato, 0,5
ml di R2 e 0,5 ml di reattivo R1, utilizzando gli stessi dispenser usati per “fissare” i campioni. E preferibile
effettuare queste operazioni sotto continua agitazione, consentire il completo mescolamento di ciascun
reagente prima dell’aggiunta del successivo. Le bottiglie possono poi essere tappate e conservate al buio
fino all’aggiunta della soluzione standard di iodato.

Aggiungere ad ogni bottiglia, mediante una pipetta automatica, esattamente 1000 ml di soluzione di
KIO, standard.

Agitare qualche secondo e riporre la bottiglia al buio per circa 1 minuto per permettere alla reazione
di dismutazione dello iodato di aver luogo producendo iodio molecolare.

Titolare gli standard cosi ottenuti con la soluzione di tiosolfato come indicato di seguito per i cam-
pioni.

3.5.2 Analisi dei campioni

3.5.2.1 Dissoluzione del precipitato

- Registrare il numero della bottiglia ed il suo volume.

- Togliere delicatamente il tappo dalla bottiglia contenente il precipitato e porla sull’agitatore ma-
gnetico spento.

- Rapidamente, inserire nella bottiglia un’ancoretta magnetica cercando di sollevare meno precipitato
possibile, aggiungere con un dispenser 0,5 ml di acido solforico concentrato, far partire 1’agitatore
regolandone la velocita in modo da evitare la formazione di vortici e turbolenze;

- Attendere la completa dissoluzione del precipitato (la soluzione diviene di un limpido colore giallino
dovuto alla presenza dello iodio),

- Procedere rapidamente alla titolazione con il sodio-tiosolfato.

3.5.2.2 Titolazione

- Immergere il puntale della buretta contenente la soluzione di tiosolfato nella bottiglia contenente
il campione o lo standard.

- All’inizio far fluire rapidamente la soluzione di tiosolfato, rallentando poi il flusso quando il colore
giallo del campione si schiarisce e, importante, fermandosi prima della scomparsa totale del colore
giallo.

- Quando la soluzione ¢ quasi incolore, accendere 1’eventuale lampada e aggiungere circa 0,2 ml
di salda d’amido (compare un’intensa colorazione viola), riprendere le aggiunte di tiosolfato len-
tamente fino alla quasi scomparsa del colore blu.
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- Attendere qualche secondo. Se osservata in trasparenza contro una luce fluorescente diffusa, la
bottiglia mostra un tenue colore disperso come una nuvola. Procedere molto lentamente con la ti-
tolazione fino alla completa scomparsa dei colore, punto finale (PF) della titolazione. Registrare
il volume di tiosolfato aggiunto.

Nel caso si usi un titolatore automatico con elettrodo combinato redox/platino, il programma di ti-
tolazione dovra prevedere una diminuzione di flusso del titolante in prossimita del PF che corrispondera
al punto di flesso della curva di titolazione.

3.5.3 Calcoli

3.5.3.1 Standardizzazione del tiosolfato (Ctio)

Titolare gli standard di KIO, preparati (vedi) con la soluzione di tiosolfato ~ 0,1 M (vedi “Preparazione
dei reagenti”).
11 titolo molare C,, della soluzione di tiosolfato sara:

tio

Ctio = 6 * (VKIO3 * CKIO})/V[io
dove
C,, = concentrazione molare (M) esatta della soluzione di Na,S,0, -5H,0

Vio: = volume in ml di standard KIO, iniettato (vedi “Preparazione delle soluzioni standard™)
Cy0; = concentrazione molare (nel nostro caso, 0,01667 M, avendo pesato esattamente 3,567 g di
KI0,) dello standard di KIO, usato

V. = volume in ml di tiosolfato necessari a titolare lo standard

Calcolare la media e la deviazione standard di V,, nelle repliche e scartare i valori che differiscano
per piu di due deviazioni standard dalla media. Ricalcolare la media e la deviazione standard di V,,, che
sara usato nel calcolo di C

tio

tio
3.5.3.2 Determinazione del bianco dei reagenti

Titolare le 3 coppie di bottiglie dedicate alla determinazione del bianco ed annotare il volume di tiosolfato
utilizzato. Calcolare la concentrazione del DO (vedi “Calcolo della concentrazione dell’ossigeno disciolto”)
come se il bianco (C,;) fosse zero. Il coefficiente angolare della retta di correlazione tra le concentrazioni
di DO cosi ottenute ed il volume di R1+R2 aggiunti corrisponde al bianco dei reattivi (C,).

Un modo piu semplice sarebbe quello di calcolare la differenza tra i valori medi per ogni coppia di
bottiglie e la successiva, ma data la notevole variabilita nelle differenze questo metodo ¢ da usare in via
subordinata. Questa procedura consente la determinazione del bianco dei reattivi, non quella del bianco
del campione, ovvero la presenza nel campione di sostanze chimiche interferenti (ad es. iodato) capaci
di produrre iodio elementare nella soluzione acidificata. Se il livello di accuratezza voluto lo richiedesse,
si dovrebbe misurare il bianco anche per ciascun campione, secondo la procedura suggerite da Tijssen
e van Bennekom (1989).

3.5.3.3 Calcolo della concentrazione micro-molare (uM o umol I"") dell’ossigeno disciolto

DO (uM) = [(C;, * v)/(4*(Y-y)) * 10° ] - Cy,
dove:
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Ci = concentrazione molare esatta della soluzione di Na,S,0, -5H,0, come risultante dal
procedura di standardizzazione

v = volume in ml di tiosolfato necessari a titolare il campione incognito

C, = bianco dei reagenti (vedi determinazione del bianco dei reagenti)

Y = volume in ml della specifica bottiglia BOD utilizzata per ogni campione

y = volume totale, in ml, dei reagenti R1 + R2 aggiunti a ciascuna bottiglia di campione

(nel caso riportato, 1 ml)

La concentrazione dell’ossigeno si pud esprimere anche in mg 1" e in ml I"' di ossigeno a 760 mm
Hg per litro di soluzione 0 °C di temperatura
Le conversioni alle suddette grandezze sono:

DO (mg1") =DO (umol ') *0,032
DO (ml 1) =DO (umol I) *0,022414

E inoltre possibile passare dalle concentrazioni espresse per unita di volume (1 di acqua di mare) a
quelle per unita di massa (kg di acqua di mare)

In tal caso qualsiasi delle concentrazioni sopra elencate deve venir divisa per la densita (p) del campione
d’acqua di mare analizzato, considerato alla temperatura di esecuzione dell’analisi (usualmente 20 o 25
°C €i10€ Py 0 Pys)

Va notato che la concentrazione per unita di massa ¢ certamente piu rigorosa, mentre quella per unita
di volume dovrebbe essere ulteriormente corretta per conoscere il corrispondente valore di concentrazione
di ossigeno in situ.

NOTA

Va inoltre precisato che, se la quantita di ossigeno presente nel campione viene espressa in unita di
volume, si considera il volume che 1’ossigeno occuperebbe se si comportasse come un gas ideale alla
pressione di una atmosfera standard (1013,25 hPa). Si attribuisce quindi a questo gas un volume molare
di 22,414 1a 0 °C. Le unita prescelte sono pertanto convenzionali in quanto, per ottenere un’espressione
piu corretta, occorrerebbe applicare 1I’equazione di stato dei gas reali che consentirebbe di conoscere 1’ef-
fettivo volume dell’ossigeno disciolto in condizioni normali.

3.5.3.4 Ossigeno disciolto espresso come percentuale del valore di saturazione

II calcolo della percentuale del valore di saturazione puo essere effettuato solo conoscendo il valore
della solubilita dell’ossigeno nel campione d’acqua di mare che si ¢ analizzato. E noto che la solubilita
di un gas in un liquido dipende, oltre che dalle proprieta del solvente (composizione e temperatura), anche
dalla pressione parziale esercitata sulla soluzione dal gas in questione (legge di Henry). Il valore di so-
lubilita corrisponde quindi alla quantita di ossigeno che si discioglierebbe in acqua in condizioni di equi-
librio tra lo strato superficiale del mare e I’atmosfera soprastante.

Per determinarla si fa allora riferimento ad un campione in equilibrio termodinamico con una miscela
gassosa di composizione uguale all’atmosfera standard, alla pressione di una atmosfera standard (frazione
molare dell’ossigeno = 0,20946) e saturata di vapore d’acqua. A seconda che la concentrazione di ossigeno
venga rapportata all’unita di massa o di volume del solvente, si ottengono due valori di concentrazione, de-
nominata USAC (acronimo di “Unit Standard Atmospheric Concentration”). Tali valori sono rappresentati
dai simboli C,' e C," secondo la simbologia introdotta da Benson e Krause (1980, 1984). Queste grandezze
sono state di recente ricalcolate in base ad una procedura piu rigorosa introdotta dagli stessi Autori e racco-
mandata successivamente dall’UNESCO (Millero, 1986) in sostituzione dei valori contenuti nelle tavole ocea-
nografiche UNESCO (1973) che si basavano sugli algoritmi di Weiss (1970).
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La formula di seguito riportata ¢ il prodotto di interpolazioni numeriche di dati ricavati da equazioni
che piu rigorosamente calcolano le grandezze cercate. Inoltre (vedi capitolo “Temperatura”) va notato
che la formula si basa sulla scala pratica di temperatura del 1968 (IPTS-68) e pertanto, nel caso si ado-
perino valori misurati sulla base della scala ITS-90, occorrera applicare le appropriate conversioni.

Calcolo:

[0,] % sat = 100 * DO/C,*

dove:

In C* = a,+a/T+a,/Ta, T +a,/T' — S *(b;+b,/T+b,/T?)

Nella formula C,* corrisponde alla concentrazione del DO teorico C,' e C,” riportato per unita di massa

oppure per unita di volume a seconda del set di coefficienti scelto (Tab. 1 e Tab. 2)

Tab. 1

pmol-O, kg
-135,29996
1,572288 -10°
-6,637149 -10’
1,243678 -10"
-8,621061 -10"
0,020573
-12,142
2363,1

pmol-O, I
-135,90205
1,575701 -10°
-6,642308 -107
1,243800 10"
-8,621949 -10"
0,017674
-10,754
2140,7

3.5.3.5 Raccomandazioni

ml-O, kg’
-139,0980
1,572288 -10°
-6,637149 -10’
1,243678 -10"
-8,621061 -10"
0,020573
-12,142
2363,1

ml-0, I'
-135,90205
1,575701 -10°
-6,642308 -107
1,243800 -10"°
-8,621949 -10"
0,017674
-10,754
2140,7

mg-0, kg
-138,74202
1,572288 -10°
-6,637149 -10’
1,243678 -10"
-8,621061 -10"
0,020573
-12,142
2363,1

mg-O, I'
-135,90205
1,575701 -10°
-6,642308 -10’
1,243800 -10"
-8,621949 -10"
0,017674
-10,754
2140,7

- Insede di fissazione dei campioni, evitare accuratamente di far venire a contatto i reattivi R1 e R2.
- Durante la titolazione manuale utilizzare lo stesso criterio di individuazione del PF di titolazione

sia per gli standard che per i campioni, evitando di cambiare operatore.

- Effettuare la titolazione rapidamente, diminuendo il flusso del tiosolfato solo in vicinanza del PF,
allo scopo di minimizzare gli errori dovuti alla foto-ossidazione dello ioduro e alla riduzione dello
iodio ad opera della salda d’amido

3.5.3.6 Problemi possibili

- Un problema che di solito si presenta ¢ quello della formazione di bolle nella bottiglia contenente
il campione; per prevenire il fenomeno occorre lavare le bottiglie con detergenti e sciacquarle ac-
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curatamente.

- Talora si forma una bolla d’aria sotto il tappo della bottiglia contenente il campione gia fissato;
in tal caso non ¢’¢ altro da fare che prenderne nota e considerare la possibile esistenza di un errore
per eccesso, comunque non quantificabile, della quantita di ossigeno disciolto.

3.6 ALTRI METODI

La determinazione dell’ossigeno in soluzione ¢ tra le procedure analitiche piu studiate. Ci limitiamo nel
seguito a dare indicazioni sui lavori che possono rivestire un certo interesse nella ricerca oceanografica.

II metodo di Winkler viene utilizzato in molte versioni, specie per la determinazione del punto finale
di titolazione o, meglio, del punto equivalente. I due punti, quando si adopera la salda d’amido come in-
dicatore, non coincidono (Carpenter, 1965b). II punto finale puo essere determinato potenziometricamente
(Knowles e Lowden, 1953; Aminot, 1988; Oudot, 1988), amperometricamente (Bradbury e Hambly, 1952)
o fotometricamente (Broenkow e Cline, 1969; Bryan et al.,1976; Tijssen, 1981; Williams e Jenkinson, 1982).
In tutti questi casi I’accuratezza ¢ decisamente migliore, fino a giungere ad un errore di 0,002 sulla con-
centrazione dell’ossigeno espressa in ml I''. Questi metodi, che si prestano anche ad essere automatizzati,
richiedono pero un’integrazione dell’attrezzatura e quindi un sensibile aumento nei costi.

Metodi diversi dal Winkler sono basati sull’uso di elettrodi di tipo polarografico che misurano la corrente
di diffusione prodotta dalla riduzione di ossigeno al catodo (Grasshoft, 1962a,b, 1963; Greene et al., 1970).
Una trattazione estensiva su questo tipo di elettrodi e su altre misure elettrometriche dell’ossigeno si pud
trovare in Whitfield (1975), Attwood et al. (1977), Grasshoff (1981), Langdon (1984), Karagounis et al.
(1986), Guzman et al. (1987). Questi metodi si prestano per rilevazioni in continuo, specie se 1’elettrodo
¢ in movimento e sono speso montati su sonde CTD di varie ditte. Hanno un’accuratezza di solito inferiore
a quella del metodo Winkler e, specie per gli elettrodi coperti da membrana, possono dare risultati non
costanti nel tempo, oppure al variare della temperatura e¢/o della pressione. Recentemente sono stati pero
fatti notevoli passi avanti per correggere questi aspetti.

Un metodo ottico basato sul “quenching” prodotto su un segnale di fluorescenza fu introdotto piu di
venti anni fa da McFarlane e Hamilton (1987). Il metodo offriva notevoli vantaggi, non solo perché la
misura non dipendeva dalle condizioni nelle quali viene effettuata, ma anche, e soprattutto, perché la
concentrazione dell’ossigeno non variava nel corso della misura. Inoltre I’applicazione del metodo, non
richiedeva che ci fosse ricambio del campione in prossimita dell’elettrodo durante la misura. Inizialmente
la sensibilita del metodo era inefriore a quella ottenibili con i piu consolidati elettrodi polarografici. Nel
corso dell’ultimo decennio la tecnologia € notevolmente migliorata sia nell’ingegnerizzazione dei sensori
che nel sistema di rilevamento del segnale. Senza entrare nel dettaglio di un settore in rapidissimo sviluppo
si segnala che, per applicazioni oceanografiche, il sensore ormai di uso corrente ¢ 1’Optode prodotto
dalla casa norvegese Aaanderaa che offre prestazioni confrontabili con gli elettrodi tradizionali, con il
vantaggio di una piu facile manutenzione se utilizzato su profilatori CTD. Per un’analisi sulle prestazioni
del sensore si puo fare riferimento, tra gli altri, a Martini et a. (2007) e Tengberg et al. (2006) e riferimenti
ivi riportati.

Infine Malaiyandi e Sastri (1983) rivedono sinteticamente i metodi fotometrici diretti, che presentano
il vantaggio di essere metodi di misura diretti, senza lo stadio di titolazione.

Va comunque ribadito che, a tutt’oggi, nessun metodo ¢ paragonabile, per precisione ed accuratezza
con 1 metodi che si basano, con le modifiche sopra esposte, su quello proposto da Winkler che rimane
il metodo di riferimento per la determinazione dell’ossigeno disciolto, specialmente se il PF di titolazione
viene determinato strumentalmente per via elettrochimica o fotometrica.
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CAPITOLO 4. IL PH DELI’ACQUA DI MARE

A. Luchetta, P. Rivaro, G. Catalano, R. Messa

anna.luchetta@ts.ismar.cnr.it

4.1 INTRODUZIONE

Il pH (dal latino pondus hydrogenii, potenziale dell’idrogeno) ¢ una scala di misura dell’acidita di
una soluzione acquosa, ideata dal chimico danese Seren Serensen nel 1909.
Per definizione il pH ¢ uguale al logaritmo negativo, in base 10, della concentrazione in moli di ioni H"
nel caso di una soluzione ideale (diluita); mentre nel caso di una soluzione non ideale (concentrata) con
un’ alta forza ionica, come ¢ I’acqua di mare, diventa:

pH =—loga, .) (1)

dove a,., = attivita degli ioni idrogeno.

E importante chiarire subito che la scala di concentrazione di riferimento usata in questo capitolo per
dare i valori di pH ¢ la total hydrogen ion concentration, mentre [’unita di misura adottata ¢ il numero
di moli per kg di acqua di mare (H'/kgy, ). Questa espressione ¢ la pit comunemente adottata in ocea-
nografia ed € raccomandata dai recenti protocolli internazionali (IOC e SCOR) e da Dickson et al., 2007a.

L’esatta definizione dell’espressione della concentrazione di ioni idrogeno adottata deriva dall’uso
dei pH-metri come strumenti di misura del pH e quindi dalla necessita di disporre di una scala che colleghi
il potenziale letto dall’elettrodo a vetro in uno o piu punti fissi con valore noto di pH.

Storicamente sono state usate anche altre scale (esempio quella derivata dall’uso di normali tamponi
commerciali) e unita di misura (vedi prossimo paragrafo). Percio quando si devono confrontare dati storici
o dati provenienti da laboratori diversi ¢ importante accertarsi della scala di riferimento e delle unita di
misura usate prima di procedere al confronto dei valori.

L’acqua di mare ¢ una soluzione tampone il cui valore di pH ¢ mediamente vicino alle 8,0 unita. Il
valore preciso dipende fortemente dall’effetto tampone esercitato dal sistema acido carbonico — carbo-
nati:

CO,(g) 5 CO.(aq) 2)
CO, (aq) + H,0 S H,CO, (aq) A3)
H,CO,(aq) = H" (aq) + HCO; (aq) “)
HCO, (aq) 5 H' (aq) + CO,™ (aq) )

Le reazioni sopra indicate implicano la partecipazione dell’anidride carbonica ad un equilibrio multiplo,
regolato da costanti di equilibrio. Tutti i processi fisici, chimici e biologici che influiscono sulla con-
centrazione di anidride carbonica disciolta (aumentandola o facendola diminuire) possono quindi influire
sul valore finale del pH, tramite quest’equilibrio multiplo.

Per esempio variazioni della temperatura e della salinita della superficie del mare o della pressione
parziale atmosferica di CO, influiscono sulla solubilita dell’anidride carbonica in acqua (solubility pump);
anche i processi di fotosintesi e respirazione del fitoplancton o di ossidazione della materia organica,
sia disciolta che particellata, comportano variazioni dell’anidride carbonica disciolta (biological pump).

Le variazioni di pH indotte da queste reazioni sarebbero molto piu grandi in assenza dell’effetto tam-
pone esercitato proprio dal sistema carbonato. Valori di pH attorno alle 8,5 unita sono stati misurati in
acque superficiali dove la forte attivita fotosintetica consuma CO,, mentre valori piu bassi del valore
medio indicato sono stati osservati al di sotto dello strato eufotico, per effetto della rimineralizzazione
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della materia organica. Valori inferiori a 7,5 sono stati registrati in corrispondenza del minimo di ossigeno
nel Pacifico settentrionale.

Diversi studi hanno messo in evidenza il processo di acidificazione delle acque oceaniche in conse-
guenza dell’aumento di CO, atmosferica (Caldeira e Wickett 2003; Bates, 2007). In questo contesto ¢
chiaro che per potere evidenziare minime variazioni di pH su grandi scale spazio-temporali € necessario
disporre di metodi accurati e sensibili (Feely et al. 2009).

La determinazione del valore del pH di un campione d’ acqua marina puo essere eseguita attraverso
due metodiche che saranno separatamente descritte qui di seguito: quella potenziomentrica e quella spet-
trofotometrica (Byrne ef al., 1988; Clayton e Byrne, 1993; Dickson, 1993).

Nell’esecuzione di queste determinazioni € basilare seguire una metodologia standardizzata secondo
protocolli internazionali (Dickson ef al., 2007b) specialmente in considerazione dell’estrema importanza
dei risultati ottenuti per le tematiche dell’acidificazione dei mari e degli effetti del cambiamento climatico
sul pH e sugli equilibri del sistema carbonato (solubitility pump e biological pump del carbonio).

L’adozione di protocolli internazionali ¢ importante anche quando vi sia la necessita di confrontare
dati ottenuti dai vari laboratori sparsi nel mondo.

4.2 SCALE DI PH

Come precedentemente accennato, quando la grandezza da misurare ¢ diversa da quella determinata
dallo strumento di misura ¢ necessario disporre di una scala che colleghi le due grandezze. Questo ¢ il
caso dei pH-metri che misurano un potenziale elettrico che bisogna poi trasformare in concentrazione
o attivita degli ioni idrogeno. La scala si costruira disponendo di valori potenziale misurato in alcune
soluzioni di riferimento, di cui € noto il valore di pH e di una legge fisica, in questo caso I’equazione
di Nernst, che descrive il tipo di funzione (in questo caso lineare) che collega questi punti.

Il pH secondo la NBS (National Bureau of Standards) scale ¢ definito come:

PH g5 =—loga,, ©

Questa scala che usa i tamponi diluiti del NBS (equivalenti ai tamponi commercialmente disponili)
come valori noti di riferimento per I’attivita protonica a,,, non € pero consigliata per misure in campioni
di acqua di mare a causa della diversa forza ionica fra soluzioni tampone e campioni.

Pertanto per il pH dell’acqua di mare si usano tamponi a forza ionica piu elevata e, a seconda di quale
miscela tampone viene scelta, esistono tre scale diverse (Millero et al., 1993).

La free hydrogen ion scale ¢ definita da:

pH, =—logm(H ") 7)

In cui m ¢ la concentrazione molale di ioni H"
La total hydrogen ion scale tiene conto della presenza dello ione solfato:

pH, =—logm*(H*) (8)

dove m*(H") = m(H") + m(HSO,) = m(H") [1 + m(SO,/)/k(HSO,)],
m(SO,*) ¢ la concentrazione molale del solfato e k(HSO,) ¢ la costante di dissociazione dello ione bi-
solfato.

L’uso di questa scala permette di misurare il pH effettuando la calibrazione con soluzioni contenenti
SO,*, senza quindi dover definire le proprieta fisico-chimiche della costante di dissociazione dello ione
bisolfato (k(HSO,)).
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La seawater scale include nella molalita degli ioni H* sia gli ioni solfato che i fluoruri:

PH g5 =—log m(H+ )SWS )

dove m(H")y,s = m(H") + m(HSO,) + m(HF) =
=m(H") [1 + m(SO,)/k(HSO,) + m(F)/k(HF)],

m(F") ¢ la concentrazione molale del fluoruro e k(HF) la costante di dissociazione dell’acido fluoridrico.

Secondo Dickson, 1993 I’effetto dello ione fluoruro non dovrebbe essere incluso nella definizione
di pH per I’acqua di mare; sarebbe infatti piu semplice considerarlo come specie minore del sistema aci-
do-base, cosi come si tratta lo ione borato.

Le costanti di equilibrio riportate in letteratura sono espresse sia nella seawater scale che nella total
hydrogen ion scale. La conversione del valore di pH da una scala all’altra avviene in base alla relazione:

(10)
i+ mlso, )i k(so,” )|
[1+mls0, ) k(1O )+ m(F~)/ K (HF)]

PH; = pH g5 —log

in cui pH,=pH misurato nella fotal hydrogen ion scale.

Oltre alla scala che si decide usare, ¢ importante esprimere 1’unita di misura scelta. In oceanografia,
infatti, si preferisce esprimere il pH in mol kg, piuttosto che in molalita (mol kg,,,"). Dickson, 1993
fornisce la relazione che permette di convertire un’unita di misura nell’altra:

pH (mol # kg — SW )= pH (mol * kg - H,0) - log(1 - 0.00106S ) (11)

in cui S = salinita del campione

4.3 DETERMINAZIONE DEL PH DELL’ACQUA DI MARE MEDIANTE METODO POTENZIOMETRICO.

La metodica che sara qui descritta si rifa alle procedure standard di lavoro raccomandate dalla Comunita
Scientifica Internazionale (IOC e SCOR) raccolte in Dickson et al., 2007a (SOP 6a).

Si tratta in particolare del metodo per la determinazione potenziometrica del pH dell’acqua di mare
espresso nella fotal hydrogen ion pH scale ed in mol/kg,,.

4.3.1 Principio del metodo

Per definizione il pH ¢ dato dall’attivita di un’unica specie chimica (ioni H") e non ¢ quindi direttamente
misurabile. La misura potenziometrica si basa sull’uso di una cella:

elettrodo soluzione soluzione elettrodo
di riferimento concentrata di KCI campione a vetro

Si assume che ’elettrodo a vetro abbia un comportamento Nernstiano cio¢ lineare rispetto ai valori di
pH. Quindi:

(E” +E, )—E
RT In10/F (12)

dove E,=potenziale di giunzione liquida tra le due semicelle

p(am+) =
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E” =E° + (RT/F) In a(Cl'),

E = potenziale della soluzione campione

R = costante dei gas

T = temperatura assoluta (°K)

F = costante di Faraday
Se questa cella viene usata per misurare sequenzialmente due soluzioni, una campione (X) e una di ri-
ferimento (S), allora:

(H+) (H+) Es —Ey + AE,
e} -pa =
B s e P In10/F  RTIn10/F

dove AE, ¢ il potenziale di giunzione residuo, ovvero la differenza del potenziale di giunzione tra la so-
luzione campione e di riferimento.
L’equazione (7) ¢ la base della definizione operazionale del pH:

Es B Ex
RT In10/F (14)

(13)

PHx) = pHs) +

secondo quanto riportato in [UPAC,1979 e Covington et al.,1985. Secondo questa definizione la cella descritta
in precedenza puo essere usata per misurare differenze di pH mediante potenziometria se si considera tra-
scurabile il potenziale di giunzione residuo. L’approssimare il AE, a zero fa commettere un errore che ¢ mi-
nimizzato se la composizione della soluzione di riferimento ¢ simile a quella del campione di acqua di mare.
Da accurate e precise misure in laboratorio, eseguite usando celle senza giunzione liquida, sono stati assegnati
i valori di pH a diverse soluzioni standard preparate in acqua di mare artificiale (miscele tampone).

4.3.2 Schema delle operazioni in mare

Il prelievo dei campioni dalle bottiglie Niskin va effettuato prima che sia stata prelevata circa meta
dell’acqua contenuta nella Niskin e comunque entro 10 minuti da quando la rosette ¢ a bordo e dieci
minuti dall’inizio delle operazioni di prelievo. Questo accorgimento € necessario per minimizzare la perdita
di CO,dal campione causata dall’ingresso di aria nel corso del prelievo di acqua.

L’avvelenamento con HgCl, (necessario per fermare 1’attivita biologica che altererebbe il contenuto
di CO, e gli equilibri chimici presenti al momento del campionamento) non € necessario per la deter-
minazione del pH se il campione viene raccolto in bottiglie di piccole dimensioni e se ’analisi viene ef-
fettuata immediatamente dopo il prelievo.

4.3.2.1 Attrezzatura

- tubi flessibili in Tygon®, lunghi abbastanza da raggiungere il fondo delle bottiglie in cui viene
raccolto il campione e pretrattati lasciandoli in ammollo in acqua di mare per almeno un giorno
(per evitare la formazione di bolle nel tubo);

- contenitore di misura a chiusura ermetica solitamente bottiglie in vetro tipo BOD (affinché il cam-
pione non sia soggetto a scambi di CO, con I’atmosfera);

- micropipetta a volume variabile (50-250 pl);

soluzione satura di HgCl,.

4.3.2.2 Procedura di campionamento

I campioni devono essere prelevati dalla bottiglia Niskin (o da altro campionatore) subito dopo quelli
dell’ossigeno, utilizzando la stessa tecnica per evitare di fare bolle ed introdurre aria nel campione, se-
guendo lo schema:
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4.

. normalizzare due volte la bottiglia (se non precedentemente lavata);

riempire la bottiglia dal fondo mediante il tubo flessibile e far traboccare almeno meta del volume
totale (meglio I’intero), facendo particolare attenzione ad evitare la formazione di bolle;

. aggiungere una quantita di soluzione satura di HgCl, pari ad almeno lo 0,02% del volume del cam-

pione;
chiudere accuratamente.

4.3.2.3 Conservazione dei campioni

I campioni vanno conservati al buio e in ambiente refrigerato fino al momento dell’analisi (+ 4°C)
ma senza raggiungere mai condizioni di congelamento.

4.3.3 Schema delle operazioni in laboratorio

4.3.3.1 Attrezzatura

Cella di pH (di solito un elettrodo a vetro e di riferimento a calomelano combinati, anche se ['uso
dei due elettrodi separati aumenta la qualita della misura);

pH-metro o altro voltammetro ad elevata impedenza (>10" Q) per la misura dell’e.m.f. della cella.
L’uso di un pH-metro con sensibilita pari a + 0,1 mV rende possibile la discriminazione del valore
del pH alla terza cifra decimale (£ 0,002 unita di pH); I’accuratezza della misura dipende comunque
dall’affidabilita dei valori di pH assegnati alle soluzioni tampone usate;

contenitore di misura a chiusura ermetica;

termometro con accuratezza = 0,05°C (in modo da controllare la temperatura al decimo di grado
durante la misura).

4.3.3.2 Prodotti chimici

NaCl (grado reagente) da essiccare in forno a 110°C;
Na,SO, (grado reagente) da essiccare in forno a 110°C;
KCI (grado reagente) da essiccare in forno a 110°C;
MgCl, (grado reagente);

CaCl, (grado reagente);

HCI di grado suprapur;
2-amino-2-idrossimetil-1,3-propandiolo (“TRIS”);
2-aminopiridina;

acqua deionizzata;

4.3.3.3 Reagenti

acqua artificiale, la cui preparazione richiede:

NaCl;

Na,SO,;

KCI;

soluzione calibrata di MgCl,;

soluzione calibrata di CaCl*

acqua deionizzata.

soluzioni tampone (total hydrogen ion scale), la cui preparazione richiede:
soluzione calibrata di HCI, con concentrazione nota allo 0,1%;
2-amino-2-idrossimetil-1,3-propandiolo (“TRIS”);
2-aminopiridina.
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4.3.3.4 Preparazione dei reagenti

La composizione di una soluzione tampone di TRIS/HCI e di 2-aminopiridina/HCI in acqua di mare
artificiale a salinita 35 ¢ la seguente (Tab. 1):

Tab. 1 - Composizione di un tampone TRIS/HCI e 2-aminopiridina/HCI in acqua di mare artificiale a S=35,00

Costituenti Moli Peso (gr)
NaCl 0,38762 22,6446
KClI 0,01058 0,7884
MgCl, 0,05474 -
CaCl, 0,01075 -
Na,SO, 0,02927 4,1563
HCI 0,04000 -
Uno tra:
2-amino-2-idrossimetil-1,3-propandiolo (“TRIS”)  0,08000 9,6837
2-aminopiridina 0,08000 7,5231
Peso totale della soluzione contenente:
2-amino-2-idrossimetil-1,3-propandiolo (“TRIS”) - 1044,09
2-aminopiridina - 1041,93

Questi valori sono calcolati in base alla composizione di un’acqua di mare artificiale (S = 35) in cui
0,04 mol/kg,,,,di NaCl sono sostituiti da 0,04 mol/kg,,, di HCI e in cui vengono aggiunte 0,08 mol/kg,,,
della base desiderata. La soluzione tampone cosi preparata puod essere conservata a lungo (alcune setti-
mane) in un contenitore sigillato e pieno.

Per calcolare la composizione della soluzione tampone in un’acqua di mare artificiale a salinita diversa
da 35, si usa la relazione:

B 25.5695S
S (1000 -1.0019S

In base a questa si calcola la composizione dell’acqua di mare artificiale (senza alcuna base n¢ HCI) e
poi si corregge il valore di m(NaCl) sottraendogli 0,04 mol/kg,,, e aggiungendo 0,08 mol/kg,,, della base.

(15)

4.3.3.5 Procedura analitica

1. Controllo della cella per verificare che gli elettrodi abbiano effettivamente una risposta ideale in base
all’equazione di Nernst: entrambe le soluzioni tampone (TRIS e 2-aminopiridina) vengono termostatate
a 25°C e se ne misura il potenziale (mV).

La risposta dell’elettrodo (s) ¢ data da:

S = Eave - Erris (16)
pH (S)TRIS - pH (S)AMP

DH (S)es = (11911,08 —18,2499S — 0,03933652 ) [1/(T / K )] -

—366,27059 +0,53993607S +0,00016329S? + (17)

+(64,52243 - 0,084041S )In(T / K) —0,11149858(T / K )

PH (S) ap = (111,35 +5,44875S ) [1/(T / K )]+ 41,6775 - (18)
—0,015683S - 6,20815In(T / K )—log,,(1- 0,00106S )
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Il valore di s cosi calcolato deve essere confrontato con il valore ideale di Nernst (RT In10/F). Se
i due differiscono di piu dello 0,3%, gli elettrodi devono essere sostituiti. Inoltre il potenziale mi-
surato dalla cella dovrebbe essere stabile nel tempo (con un drift < 0,05 mV min™).

2. Misura del potenziale (mV) della soluzione tampone “TRIS” (E;) e del campione (E,) portati alla
stessa temperatura (25°C); ¢ importante cercare di limitare 1’esposizione del campione di acqua
di mare all’atmosfera cosi da minimizzare lo scambio di CO,.

3. Calcolo del pH del campione in base alla relazione:

E, -E
H(X) = pH(S) + —s——*_ (19
PRIX) = PH(S) + =0/

Come gia detto, pH(X) e pH(S) sono espressi nella total hydrogen ion scale, in mol/kg,, e si riferiscono
alla misura del pH a 25 °C.

4.3.3.6 Precisione e accuratezza del metodo

Questa metodica, se applicata con attenzione, permette di raggiungere una precisione di 0,003 unita
di pH. L’accuratezza dipende molto dalla preparazione della soluzione tampone di riferimento, e in par-
ticolar modo dal rapporto reale tra TRIS e HCI nel tampone.

4.4 DETERMINAZIONE DEL PH DELL’ACQUA DI MARE MEDIANTE METODO SPETTROFOTOME-
TRICO.

Recentemente ¢ stato proposto come metodo di misura del valore del pH dell’acqua di mare quello
spettrofotometrico, che consiste nel misurare 1’assorbimento nel visibile di un indicatore colorato di pH
aggiunto al campione d’acqua di mare. La misura ¢ precisa, sensibile, e teoricamente libera dalla necessita
calibrazioni (di rette di taratura), ma la strumentazione ¢ piu costosa ¢ la velocita d’analisi minore rispetto
al metodo potenziometrico (Dickson 1993).

Per confrontare i valori di pH ottenuti da questo metodo con quelli potenziometrici si deve tenere
presente che la scala potenziometrica cui si fa riferimento ¢ la “fotal hydrogen ion concentration pH
scale”, mentre I’unita di misura ¢ il numero di moli H/kg,,.

La procedura che sara qui descritta si rifa alle procedure standard di lavoro raccomandate dalla Co-
munita Scientifica Internazionale (IOC e SCOR) raccolte in Dickson et al., 2007b (SOP 6b).

4.4.1 Principio del metodo

Il metodo si basa sull’assorbimento a tre diverse lunghezze d’onda (730, 578 ¢ 434 nm) di un campione
d’acqua di mare a cui sia stato aggiunto un indicatore colorato; la misura viene eseguita a T costante
(25 °C). L’aggiunta dell’indicatore influisce sul valore di pH del campione, percio si dovra correggere
il suo effetto. Per gli indicatori solfonftaleinici (porpora di m-cresolo nel nostro caso), 1’equilibrio che
interessa ¢ quello della la seconda dissociazione:

HI'(aq) 5 H'(aq) + I*(aq) (20)
poiché I’indicatore ¢ presente ad una bassa concentrazione nel campione, la concentrazione totale di ioni
idrogeno nell’acqua di mare puo essere determinata usando la seguente espressione:
pH = pK (HI') + log [I*] / [HI'] 2n
La determinazione si basa sul fatto che le diverse forme dell’indicatore abbiano spettri di assorbimento

diversi. Cosi le informazioni contenute nello spettro possono essere usate per stimare il rapporto [1*] /
[HI].
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Ad una singola lunghezza d’onda A, I’assorbanza misurata in una cella con un cammino ottico / ¢ data
dalla legge di Lambert-Beer:

AL /1= g\(HD) * [HI] + eM(I>) * [IX] + B+ e (22)

dove BA corrisponde al “background” dell’assorbanza del campione ed “e” ¢ 1’errore dovuto al “noise”
dello strumento. A condizione che i valori dei coefficienti di estinzione eA(HI') e eéA(I*) siano misurati
in funzione della lunghezza d’onda, le misure di assorbanza a due o piu lunghezze d’onda possono essere
usate per stimare il rapporto [1*] / [HI].

Nel caso in cui si usino solo due lunghezze d’onda, ¢ a condizione che il “background” possa essere ef-
fettivamente eliminato da una procedura sottrattiva, I’equazione (3) puo essere ri-arrangiata per dare:

[")/[HI] = (A/A,—e,(HD)/e,(HD))/ (g, (I"/e,(HD)~(A,/A,) *e,(I)/e,(HI)) (23)

inumeri 1 e 2 siriferiscono alle lunghezze d’onda scelte. Per avere una migliore sensibilita le lunghezze
d’onda corrispondono ai massimi assorbimenti delle forme basiche (I*) e acide (HI") usate. I diversi termini
€ sono i coefficienti di estinzione delle specifiche specie alle lunghezze d’onda 1 e 2 rispettivamente.

4.4.2 Schema delle operazioni in mare

4.4.2.1 Attrezzatura

- Celle cilindriche in vetro ottico, con cammino ottico: 10 cm, due colli e tappo in PTFE. Si consiglia
un numero di celle sufficiente a raccogliere tutti i campioni di una stessa calata.

- Tubicino di campionamento (come quelli per ossigeno disciolto) di dimensioni adatte ad essere
inserito nel collo della cella.

4.4.2.2 Procedura di campionamento

Prelevare i campioni dalla bottiglia Niskin (o da altro campionatore) subito dopo quelli dell’ossigeno
usando la stessa tecnica. Si campiona direttamente nella cella cilindrica in vetro ottico:
1. avvinare la cella un paio di volte
2. riempirla lentamente dal fondo, evitando le bolle d’aria; lasciar fuoriuscire abbondantemente il
campione (volume dell’intera cella)
3. tappare la cella subito, evitando di intrappolare bolle d’aria.

4.4.2.3 Conservazione dei campioni

I campioni vanno conservati refrigerati (+ 4 °C) al buio fino al momento dell’analisi, che va eseguita
entro poche ore dal campionamento.

4.4.3 Schema delle operazioni in laboratorio

4.4.3.1 Attrezzatura

- Sistema per la pre-termostatazione (a circa 25 °C) delle celle (stufa ad aria o bagno termostatico)

- Spettrofotometro di ottima qualita, a doppio raggio (eventualmente singolo raggio) con portacelle
termostato

- Sistema per la termostatazione del portacelle con controllo fine della temperatura (+ 0,1 °C), pre-
feribilmente ad effetto Peltier.
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- Cavi per i vari collegamenti
- Carta per pulire le celle
- Micropipetta da 50 pl con puntali per indicatore

4.4.3.2 Reagenti

- Indicatore: porpora di m-cresol (2 mmol 1)
- Soluzione di NaOH 0,1 M
- Acqua milli-Q per il bianco

4.4.3.3 Preparazione dei reagenti

Indicatore

Per preparare una soluzione concentrata (almeno 2 mmol 1) a pH noto, intorno a valore 7,9 + 0,1
unita di pH in modo che abbia un rapporto A,,/A,,, di circa 1,6, pesare con molta accuratezza 0,076488
g di porpora di m-cresol e scioglierli in acqua milli-Q portando a volume in un matraccio tarato da 0,1
1. Controllare il valore del rapporto A,,/A,,, della soluzione ottenuta (usando una cella con cammino
ottico da 0,5 mm). Se non corrisponde al valore voluto di 1,6 che ¢ circa il valore che si ottiene per i
campioni di acqua di mare, portarlo al valore voluto mediante piccole aggiunte di una soluzione di NaOH
0,1 M.

Procedura analitica

Il campione (in cella cilindrica) viene messo a pre-termostatare a 25 °C per circa 10-15 min; quando
¢ pronto la cella viene pulita esternamente ¢ messa nel portacelle termostatato dello spettrofotometro.
Si fanno passare un paio di minuti prima di procedere alla prima lettura dell’assorbanza alle 3 lunghezze
previste: quella a cui I’indicatore non assorbe (730 nm), quella a cui la forma basica (I*) dell’indicatore
assorbe al massimo (578 nm), quella a cui la forma acida (HI') assorbe al massimo (434 nm). Quindi si
aggiungono 50 ul di indicatore, si ri-tappa la cella badando che non si formino bolle d’aria, si agita bene
per mescolare indicatore e campione. Si rimette la cella nel portacelle termostato dove si lascia sviluppare
il colore per 5 minuti prima di eseguire la seconda lettura. I valori di assorbimento devono essere compresi
tra 0,4 ¢ 1,0 per ciascuno dei due picchi di assorbanza. Terminate le letture si potra procedere ad una
nuova misurazione.

4.4.4 Calcoli ed espressione del risultato

4.4.4.1 Correzione delle misure di assorbanza

Per ognuna delle tre lunghezze d’onda, si sottrae I’assorbanza del campione da solo all’assorbanza
del campione contenente 1’indicatore.

L’assorbanza misurata alla lunghezza d’onda di “non-assorbimento” (730 nm) serve anche per mo-
nitorare e correggere un qualsiasi spostamento della linea di base o per errore nel riposizionamento della
cella, o per shift strumentale. Questo significa che la grandezza di qualsiasi spostamento della linea di
base ¢ identico attraverso lo spettro visibile. Sottraendo cosi la misura dello spostamento dal “background”
alle lunghezze d’onda 1 e 2 si ottiene I’assorbanza finale corretta ad ogni lunghezza d’onda.

Questi valori finali sono utilizzati per calcolare A /A, il rapporto di assorbanze che descrive il grado
di protonazione dell’indicatore.
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4.4.4.2 Calcolo del pH dell’acqua + indicatore

Il pH dell’acqua di mare con I’indicatore ¢ dato dalla seguente espressione:
pH = pK,+log ((A/A, — &,(HI) / &,(HD))/(g,(I")/e,(HD)—~(A, / A,)*e,(1")/e,(HI) (24)

pK, ¢ la costante di dissociazione acida per la specie HI (espressa nella scala di concentrazione di ioni
idrogeno totali in mol Kg-soln'), A, e A, sono le assorbanze corrette misurate alle lunghezze d’onda di
massimo assorbimento della forma basica ed acida rispettivamente. [ vari coefficienti di estinzione €
corrispondono ai valori misurati per le specifiche specie alle lunghezze d’onda 1 e 2 rispettivamente. In
cui:

&,(HI) / &,(HI) = 0,00691
g,(I) / g,(HI) = 2,2220
&,(I) / e,(HI') = 0,1331

La costante di equilibrio K, ¢ funzione della salinita (S) e della temperatura (T) e deve essere determinata
in modo accurato sperimentalmente. Per il m-cresol purple ¢:

pK,=1245,69 / (T/K) + 3,8275 + 0,00211 * (35 - S) (25)
dove 293 <T/K <303 ¢ 30 <S <37.

4.4.4.3 Correzione del pH dovuta all’aggiunta dell’indicatore

L’aggiunta dell’indicatore al campione di acqua di mare perturba il suo pH (un altro sistema acido-
base ¢ stato aggiunto). Sebbene la perturbazione di pH possa essere calcolata dalla conoscenza degli
equilibri chimici del campione e dell’indicatore, ¢ pit semplice valutare la grandezza della correzione
empiricamente nel seguente modo: viene fatta una coppia di aggiunte di indicatore ad ogni serie di cam-
pioni di acqua di mare con diversi pHs, e il cambiamento del rapporto A,/A,, con la seconda aggiunta
dell’indicatore, ¢ determinato come una funzione del valore A /A, misurato dopo la prima aggiunta. Questa
funzione é&:

(A(A,/A))/V=a+b*(A/A) (26)
dove V ¢ il volume di indicatore aggiunto. Il rapporto finale di assorbanza corretto ¢:

(A Ao = (A A) =V * (@t D™ (A/A,)) 27

Esempio di calcolo (DOE 2007, SOP 6b):

campione seawater S= 38,4508 T, = 25,0 °C pK,=7,9983

analisi
Assorbanze misurate:

campione A,=0,1716 A.=0,1114 A,=0,1224
campione + indicatore A,=0,1726 A,=0,7230 A,,=0,4437

A, /A, =1,8999
che corretto per il volume di indicatore aggiunto, secondo eq. 27 in cui V=0,05 ml, a=0,125 e b=0,147,
dara (A /A= 1,8797

corr
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applicando eq. 24 si otterra il valore di pH,= 7,976

A questo punto per riportare i valori di pH ottenuti a 25 C alla temperatura in situ, si utilizza la relazione
usata da (Millero, 2007), che vale per campioni con temperatura variabile da 0 a 40 °C e salinita compresa
tra 30 e 40:

pH,= pH,,+ A + B (T - 298) + C (T - 298’ (28)

mcut:

A=-2,6492-0,0011019 S +4,9319 x 10° §* + 5,187 X — 2,158 X*
B =0,10265 - 0,20322 X + 0,084431 X + 3,1618 x 10° S
C=4,4528x 107

X =TA/TCO,=1,09

Questa formula dovrebbe fornire valori di pH compresi tra 7,5 e 8,5

4.4.5 Precisione ed accuratezza del metodo

La deviazione standard (precisione) ottenuta ¢ & 0,001 unita di pH.
L’accuratezza ¢ <0.005 unita di pH.
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CAPITOLOS. ALCALINITA TOTALE E CARBONIO INORGANICO TOTALE
P Rivaro, A. Luchetta, G. Catalano, R. Messa

rivaro@chimica.unige.it

5.1 INTRODUZIONE

L’evidenza scientifica dell’aumento in atmosfera della concentrazione di gas a effetto serra, soprattutto
CO,, di questi ultimi decenni ha generato un dibattito all’interno della comunita scientifica internazionale
e nella societa civile, sul ruolo dell’'uomo sui cambiamenti climatici che coinvolgono il pianeta e sul
modo in cui il sistema Terra potra rispondere.

Diversi processi correlati al ciclo biogeochimico del carbonio nell’ecosistema marino, ad esempio
I’acidificazione dei mari o la dissoluzione dei carbonati, risentono dell’aumento atmosferico della CO,.
In questo quadro, misure attendibili e precise di CO, disciolta in mare diventano fondamentali per poter
stimare il flusso netto di C tra oceano e atmosfera e per rendere piu attendibili gli scenari futuri delineati
su basi modellistiche.

Il Carbonio Inorganico Totale (C,), definito anche CO, totale disciolta o DIC (Dissolved Inorganic
Carbon), ¢ la quantita di carbonio inorganico disciolto in un campione d’acqua di mare (Millero et al.,
1993):

C,=[CO," ] + [HCO, ] + [CO.] (M

in cui la specie CO,"(aq) ¢ la somma delle concentrazioni delle due specie CO,(aq) ¢ H,CO, (aq), che
non possono essere determinate individualmente.

Il processo di dissoluzione dell’anidride carbonica in mare (equazione 2) segue la legge di Henry e
dipende quindi dalla pressione parziale in atmosfera della CO,, dalla temperatura del mare e dalla variabile
non termodinamica della salinita.

CO,(g) = CO, (aq) 2)

La CO, (aq) interagendo con il sistema tampone acido carbonico-carbonati prende parte ad una serie
di reazioni che si possono schematizzare con una serie di equilibri termodinamici (equazioni 3 e 4) regolati
da costanti di equilibrio note (equazioni 5, 6, 7):

CO, (aq) + H,O S H,CO, (aq) 5 H' (aq) + HCO, (aq) 3)
HCO, (aq) S H' (aq) + CO,* (aq) “4)
K,=[CO,*]/ f(CO,) (%)
K1 =[H7] [HCO,]/[CO,*] (6)
K, =[HT[CO,*)/ [HCO,] (7

In queste equazioni f(CO,) ¢ la fugacita o pressione parziale reale della CO,in fase gassosa e le specie
del C inorganico sono espresse in termini di concentrazione totale stechiometrica. Le costanti di equilibrio
dipendono da temperatura e salinita dell’acqua di mare e sono state calcolate e riportate in diversi lavori
(Roy et al., 1993; Millero et al., 2002; Millero et al., 2006).

Il sistema dei carbonati ¢ molto importante dal momento che regola il pH dell’acqua di mare e controlla
il ricircolo della CO, tra biosfera, litosfera, atmosfera ¢ oceani.

Le specie coinvolte nel sistema di equilibri non sono tutte direttamente misurabili, ma per poterle
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definire si impiegano 4 parametri: pressione parziale (o fugacita) della CO, (pCO,) disciolta in acqua di
mare, carbonio inorganico totale (DIC), Alcalinita totale (A,) e pH.

Per poter determinare la distribuzione delle diverse specie di C inorganico nel sistema, a una data
temperatura e salinita, occorre misurare in un campione di acqua di mare almeno 2 dei 4 parametri sopra
citati.

11 carbonio inorganico totale, in particolare, si pud determinare sia con misure dirette che con un calcolo
(metodo indiretto) a partire dalla misura di altri due parametri del sistema carbonato.

Sono metodi diretti:

- la misura coulombometrica, gas cromatografica o IR della concentrazione di CO, totale, ottenuta
acidificando il campione ed estraendo 1’anidride carbonica cosi prodotta in corrente di gas inerte
(Skirrow G., 1975; DOE 2007, SOP 2)

- la determinazione potenziometrica in cella chiusa (doppio flesso) eseguita titolando il campione
con HCI (DOE 2007, SOP 3a)

E metodo indiretto il calcolo del carbonio inorganico totale a partire da misure di alcalinita totale e
di pH. Questo calcolo si basa sulla definizione (1) gia data del carbonio inorganico totale

DIC = [HCO,] + [CO,*] + [CO,] (1)

esprimendo le concentrazioni come

[HCO,]= (A, —Z B)/(1+k,*/ [H]) (3)
[CO]=(A,-ZB) k*/[H]+2k* )
[CO,] = {(A -2 B)) [H] /k*} / (1+2k,*/ [H]) (10)
in cui

> B,=[B(OH),] + [SiO(OH),] + [OH] + [HPO,*] + [PO,*]+ [NH,] + [HS] + (specie minori o non
identificate) — [H'],... — [HSO",] — [HF] — [H,PO,] —(specie minori o non identificate).
(11)

Free

k,*, k,*, [H'] sono le costanti di equilibrio e la concentrazione di ioni H" determinate per T, S e P in situ
e sostituendole nell’eq. 1 si ottiene una relazione matematica complessa (descritta in DOE 2007), che
permette di calcolare il DIC dalle misure di A, e pH .

In questo manuale si descrivera il metodo indiretto.

5.2 METODO INDIRETTO

Il metodo qui descritto si rifa alle procedure standard di lavoro raccomandate dalla Comunita Scientifica
Internazionale (IOC e SCOR) raccolte in: DOE, SOP 3b (2007). La concentrazione di carbonio inorganico
disciolto totale si ricava, tramite programmi di calcolo, dalle misure dirette dell’ alcalinita totale (deter-
minata con una titolazione potenziometrica con HCI in cella aperta) e del pH (ricavato per via poten-
ziomentrica o spettrofotometrica).

L alcalinita totale (A,) ¢ definita come “il numero di moli di ioni H' equivalenti necessari a neutralizzare
I’eccesso di accettori di protoni (basi formate da acidi deboli con costante di dissociazione K < 10*° a
25°C e a forza ionica 0) rispetto ai donatori di protoni (acidi con K > 10*°) in 1 kg di acqua di mare”
(DOE 2007).

Secondo la definizione data:
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A, =[HCO,]+2[CO,*] +H[B(OH),] + [SiO(OH),] + [OH] + [HPO,*] + [PO,*]+ [NH,] + [HS] + (specie
minori o non identificate) — [H'],,.. — [HSO-,] — [HF] — [H,PO,] — (specie minori o non identificate) (12).

In realta, come si vede dalla Tab. 1, il valore dell’alcalinita totale ¢ determinato principalmente dal
contributo degli ioni bicarbonato (HCO;) e carbonato (CO,*) (rispettivamente per 1’89,8% e il 6,7%) e
in parte minore da quello dello ione borato [B(OH),] (2,9%). Il contributo delle altre specie ¢ percen-
tualmente trascurabile e viene quindi determinato usando le costanti di dissociazione dei rispettivi acidi
(Millero et al., 1993).

In casi particolari, come in situazioni di anossia, si pud avere un contributo significativo da parte di
altre specie (come NH, e HS).

Tab. 1. - Contributo percentuale delle singole specie all’alcalinita totale.

Specie Contributo% A,

HCO; 89,8
Co. 6,7
B(OH), 2,9
SiO(OH), 0,2
OH 0,1
HPO,> 0,1

L’unita di misura adottata per ’alcalinita totale ¢ pmol H* kg'-SW. I suoi valori sono spesso cor-
relati ai valori di salinita; ¢id non sorprende dal momento che in situazioni normali lo ione bicarbonato
(HCOy) ¢ uno dei costituenti maggiori dell’acqua di mare.

5.3 PRINCIPIO DEL METODO

L’alcalinita totale di un campione di acqua di mare ¢ determinata con una titolazione a cella aperta,
impiegando come titolante HCI diluito, si individua il punto finale per via potenziometrica.

Una quantita nota di acqua di mare viene titolata, a temperatura costante, con una soluzione di HCI
0,1 M. La titolazione ¢ monitorata dall’elettrodo a vetro che misura le variazioni del potenziale della
cella dopo ogni aggiunta di titolante. Il dato di alcalinita € ricavato a partire dai valori dei volumi di
titolante aggiunto e dei rispettivi potenziali misurati, usando un metodo matematico per approssimare
la curva ed individuare il punto di flesso corrispondente alla conversione di tutti gli ioni HCO, in H,CO,.

L’impiego della cella aperta consente di pesare con precisione una quantita definita di acqua di
mare, semplificando la procedura rispetto all’impiego di una cella chiusa che rende difficoltosa la cor-
retta determinazione del volume del campione. Il metodo indicato in questo capitolo utilizza la cella
aperta.

In generale, una quantita nota di acqua di mare viene posta nella cella termostatata a 25°C, e acidificata
con una singola aggiunta di titolante in modo che il pH sia compreso tra 5,5 e 5,8. La soluzione viene
mantenuta in agitazione per almeno 10 minuti per permettere alla CO,, prodotta dall’aggiunta di acido,
di degasare. Successivamente la titolazione prosegue con aggiunte di HCI fino al raggiungimento di un
valore di pH circa 3. Questa procedura in due step permette di valutare il punto finale della titolazione
senza distinguere il contributo delle singole specie del sistema carbonato.

L’acido cloridrico utilizzato come titolante ¢ preparato in una soluzione di NaCl 0,6 M in modo da
approssimare la forza ionica del campione di acqua di mare (pari a circa 0,7 M) e mantenere costanti i
coefficienti di attivita durante la titolazione.
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Una volta determinata 1’alcalinita totale, I’algoritmo di calcolo applicato per derivare il valore di CO,
totale richiede la conoscenza del pH che sara stato determinato con uno dei due metodi (potenziometrico
o spettrofotometrico) riportati nel capitolo specifico di questo manuale.

5.4 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN MARE

5.4.1 Attrezzatura

- bottiglie in vetro borosilicato del tipo BOD, aventi capacita 500 ml
- tubi flessibili in Tygon®;

- micropipetta a volume variabile (50-250 pl);

- soluzione satura di HgCL,.

5.4.2 Procedura di campionamento

Il prelievo del campione dalla bottiglia Niskin successivo a quelli per i gas disciolti, DIC e pH. L’ope-
razione di riempimento della bottiglia con il campione di acqua di mare deve essere fatta con molta at-
tenzione. Dopo aver inserito il tubo in Tygon nel rubinetto della Niskin € necessario sciacquare la bottiglia
con acqua del campione da analizzare. La bottiglia va riempita lentamente e occorre far traboccare almeno
meta del volume totale. Il tubo in Tygon viene sfilato dalla bottiglia lentamente, lasciando scorrere I’acqua
in modo chela bottiglia sia colma fino all’orlo.

Dal campione viene eliminato un piccolo volume d’acqua per creare uno spazio di testa. Uno spazio
di testa pari all’1% del volume totale ¢ ottimale per la raccolta di campioni destinati comunque a non
subire variazioni di temperatura maggiori di 30°C; in questo modo si assicura uno spazio vuoto sufficiente
ad accogliere I’espansione del liquido associata ad un suo eventuale riscaldamento ma abbastanza piccolo
da minimizzare gli scambi di gas tra spazio di testa e campione. Si aggiunge infine una quantita di so-
luzione satura di HgCl, pari ad almeno lo 0,02% del volume del campione (corrispondente a 100 pl per
un volume di campione pari a 500 ml), in modo da fermare I’attivita biologica che altererebbe il contenuto
di CO, e gli equilibri chimici presenti al momento del campionamento.

Il campione cosi trattato va sigillato accuratamente, agitato e conservato al buio in ambiente refrigerato
(+ 4°C). E importante che il campione non subisca congelamento durante la conservazione.

Per il campionamento del pH vedi capitolo specifico.

5.5 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN LABORATORIO

5.5.1 Attrezzatura

La strumentazione per la determinazione dell’ A, ¢ costituita da:

- cella di titolazione (volume interno minimo 100 ml), contenente:

- elettrodo a vetro per la misura del potenziale;

- termometro digitale avente precisione + 0,1 °C;

- tubo capillare per I’introduzione del titolante dalla buretta;

- agitatore magnetico;

- voltametro ad elevata impedenza (precisione strumentale richiesta = 0,1 mV) interfacciato ad un
computer;
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- buretta automatica a pistone (volume 10 ml, precisione richiesta 0,001 ml) interfacciata al com-
puter;

- bagno termostatato per mantenere la cella ad una data T = 0,1°C (in modo che I’E® della cella del
pH e la costante di Nernst non varino significativamente);

- bilancia tecnica con precisione + 0,01 g;

- bilancia di Mohr-Westphal o densimetro di precisione per la determinazione della densita del ti-
tolante (precisione richiesta = 0,02%).

5.5.2 Prodotti chimici

- Acido cloridrico (HCI) grado tecnico 37%;

- cloruro di sodio (NaCl) essiccato per almeno 1 notte in muffola a 110°C;

- carbonato di sodio anidro (Na,CO,) essiccato per almeno 3 ore in muffola a 280°C;
- acqua deionizzata Milli-Q

5.5.3 Reagenti

Soluzione titolante

A partire da HCI 37% (12 M) preparare, per opportuna diluizione, una soluzione di HCI 0,1 M con-
tenente una quantita tale di NaCl da approssimare il valore della forza ionica della soluzione a quello
dell’acqua di mare (0,7 mol kg"'). Per esempio, per la preparazione di 1 litro di titolante, 8,281 ml di
HCI 37% vengono portati a volume con una soluzione di NaCl 0,6M.

Soluzione di background
Soluzione di NaCl 0,7 M, preparata sciogliendo 40,908 g di NaCl in 1 | di acqua Milli-Q.

Soluzioni standard di Na,CO,

11 titolo dell’HCl impiegato per la titolazione puo essere verificato tramite soluzioni standard di Na,CO,.
Allo scopo, sono preparate tre soluzioni di Na,CO, nella matrice di background (soluzione di NaCl 0,7
M) con concentrazioni paria 0,5, 1,0 e 1,25 mmol kg corrispondenti a valori di alcalinita totale di 1000,
2000 e 2500 umol kg™ rispettivamente,.

5.5.4 Procedura analitica

5.5.4.1 Controllo della concentrazione del titolante

Il titolo della soluzione di HCI preparata secondo quanto descritto, puo essere verificato per via cou-
lombometrica o per retro titolazione delle soluzioni standard di Na,CO,. Nel secondo caso, si procede
a titolare le tre soluzioni standard di Na,CO, portate a temperatura costante (25 = 0,1 °C ), mediante ag-
giunte successive di 0,1 ml di HC1 0,1 M fino al raggiungimento di pH circa 3. E necessario registrare
il valore del potenziale stabile in corrispondenza di ogni aggiunta.

LA, di ogni soluzione di calibrazione ¢ dovuta ai seguenti termini:

A, = A (blank) + [2m(Na,CO,)/105,988] * [1/m(Na,CO,-soln)] (13)

dove A (blank) ¢ I’alcalinita totale della soluzione di background di NaCl, m(Na,CO,) la massa del
carbonato di sodio usato per preparare la soluzione, e m(Na,CO,-soln) la massa totale della soluzione
preparata. I valori di A, ricavati dai valori di potenziale misurati durante la titolazione (calcolati assumendo
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un valore approssimato di concentrazione di HCI pari a 0,1 M) sono funzione lineare del contributo all’A,
dato dal Na,CO,.

Se il titolo della soluzione di HCI ¢ esattamente 0,1M, la pendenza della retta di calibrazione (o) ¢
pari a 1, altrimenti la concentrazione dell’acido viene corretta finoachea=1in: C,, =C,/ a

Si ricorda che per ricavare valori accurati di alcalinita totale ¢ indispensabile conoscere la densita
del titolante, nelle condizioni di analisi, con una precisione pari a 0,02%.

5.5.4.2 Analisi di campioni di acqua di mare

Portare il campione di acqua di mare ancora nella bottiglia di campionamento sigillata alla temperatura
di 25° + 0,1 °C in bagno termostatato.

Nel mentre sciacquare diverse volte la cella di misura con acqua Milli-Q per rimuovere residui del
campione e dell’acido aggiunto durante la precedente titolazione. Asciugare accuratamente la cella.

Verificare e registrare la densita del titolante all’inizio di ogni set di misura.

Pesare il campione di acqua di mare da titolare direttamente nella cella, registrare il peso (precisione
+ 0,01 g) e la temperatura a cui ¢ stata effettuata la pesata.

Immergere la cella nel bagno termostatato, inserire un’ancoretta magnetica e immergere nella cella
il capillare della buretta e gli elettrodi di misura.

Mettere in funzione 1’agitatore magnetico, facendo attenzione che 1’agitazione non sia troppo vigorosa
e che I’ancoretta magnetica non urti capillare ed elettrodi.

Iniziare la titolazione con una singola aggiunta di titolante tale da portare il pH del campione ad un
valore compreso tra 3,5 e 4,0 (in caso di un campione mediterraneo pari a 165 g, I’aggiunta iniziale deve
essere di circa 3 ml).

Lasciare il campione acidificato in agitazione per 10 minuti per consentire la fuoriuscita della CO,
e proseguire la titolazione con singole aggiunte di titolante pari a 0,05 ml e fino a pH 3.

Registrare i dati di potenziale corrispondenti a ogni aggiunta. Una volta che la titolazione ¢ completata,
sollevare elettrodi e capillare della buretta dalla cella. Procedere al riempimento della buretta.

Risciacquare elettrodi, capillare e termometro con acqua Milli-Q e asciugare delicatamente con carta
bibula.

5.6 CALCOLI

La curva di titolazione di un campione di acqua di mare (Fig. 1) presenta due punti di flesso che cor-
rispondono alle seguenti reazioni:

H'+ CO,*— HCO, (PEl) (14)

H'+ HCO,— H,CO, (PE2) (15)

L’A; ed il DIC si possono calcolare avendo misurato accuratamente: concentrazione e densita del ti-
tolante, i valori di volume di titolante aggiunto, i corrispondenti valori di e.m.f.

In prima approssimazione il valore di A, e di DIC possono essere ricavati applicando le seguenti for-
mule:

A= v,*C,/peso del campione (16)
DIC = (v,-v,)*C,/peso del campione 17)

dove v, e v, sono i ml di HCI aggiunti in corrispondenza dei punti di flesso PE2 ¢ PE1 ¢ C,, ¢
la concentrazione dell’HCI utilizzato per la titolazione (Millero, 1996).

I risultati cosi ottenuti rappresentano soltanto una stima dei valori, dal momento che il punto cruciale
della precisione dell’analisi € proprio 1’identificazione dei punti di flesso e del punto finale (o punto di
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equivalenza) della titolazione con precisione elevata. Se, per esempio, in accordo con quanto riportato
da Dickson ef al. (2003) o Millero (2007), la precisione desiderata ¢ +1pmol kg'-SW (sulla titolazione
di un campione del peso di 150 g con HCI di concentrazione 0,1 M) il punto di equivalenza essere in-
dividuato con una precisione di + 1 pl. Poich¢ le aggiunte di acido sono nell’ordine di 50 pl, la precisione
ottenuta da un approccio grafico non ¢ sufficiente. Si deve quindi fare ricorso all’ impiego di funzioni
matematiche. L’ A, viene in questo caso ricalcolata sulla base dei valori delle coppie di dati di potenziale
e volume aggiunto di titolante, utilizzando o funzioni di Gran modificate (in cui le equazioni sono riportate
a una forma lineare e successivamente adattate per iterazioni successive attraverso il metodo dei minimi
quadratici) o altri approcci di fitting di curve non lineari. Entrambi i metodi sono basati sulle medesime
relazioni tra bilancio di massa e equilibri. La differenza consiste nel peso assunto dai dati sperimentali
nel fitting dei minimi quadratici.

500 5

EFM

{mV)

400 1 HEOy —  HaCOa

300 4

200 1

ml HCl

Fig. 1 - Esempio di curva di titolazione di un campione di acqua di mare.

Il bilancio protonico corrispondente al punto finale della titolazione deriva dalla definizione di A,
precedentemente data (8) e corrisponde a :

[H'];.. + [HSO, ]+ [HF] + [H,PO,] = [HCO,] + 2[CO;*] + [B(OH), ] + [OH] + [HPO,] + 2[PO,] +
[SIO(OH),] + [HS] + [NH,] (18)

in cui non vengono considerate le specie minori o non identificate.
Ad ogni punto della titolazione, la concentrazione analitica totale degli ioni H" ¢ data dalla seguente

relazione:

C, = [H']y.. + [HSO, ]+ [HF] + [H,PO,] - [HCO,] - 2[CO,*] - [B(OH),] - [OH] - [HPO,*] - 2[PO,"] -
[SIO(OH),] - [HST] - [NH.] (19)

La concentrazione iniziale di H' nel campione corrisponde pertanto al valore negativo di A,. In ogni
punto della titolazione, a seguito dell’aggiunta di una massa m di titolante avente una concentrazione
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C, il valore di concentrazione di ioni H* risulta:
mC-mOA.,
Ci=— (20)
m0 + m
dove m0 corrisponde alla massa in g del campione.
Il valore di C, cosi calcolato puod essere sostituito nella relazione (11) che diventa:

mC-mOA.;

= [H's. T [HSO, ]+ [HF] + [H,PO,] - [HCO,] - 2[CO,*] - [B(OH),] - [OH] -
m0 + m -[HPO,]- 2[PO,*] - [SiO(OH),] - [HS] - [NH,] 1)

Questa equazione rappresenta la base di tutti i calcoli impiegati nel processo di ricalcolo dell” A,. Si
ricorda che la maggior parte dei termini che compaiono nell’equazione ¢ pari a 0, quando viene effettuata
la titolazione di campioni preparati in matrice di NaCl, come nel caso delle soluzioni standard impiegate
per la retta di taratura.

Nel computo dell’alcalinita, oltre all’equazione (13) sono utilizzate I’equazione di Nerst

E = E’- (RT/F)In[H'] (22)

che mette in relazione e.m f. dell’elettrodo e concentrazione totale degli ioni H" (vedi paragrafo Misura
del pH con metodo potenziometrico in questo volume) e le equazioni relative alle concentrazioni totali
singole specie con le appropriate costanti di equilibrio.

Diversi programmi in linguaggio FORTRAN sono stati sviluppati per calcolare i parametri del sistema
carbonato (ad esempio, A, DIC, pH) in soluzioni standard di Na,CO,, tamponi TRIS e campioni di acqua
di mare.

Come detto, i programmi si basano sulle equazioni (13) e (18) e richiedono come dati di input i valori
di salinita del campione, la temperatura a cui ¢ stata effettuata la misura, il volume e la densita del campione
(o la sua massa), la concentrazione e la densita dell’HCI impiegato come titolante, la concentrazione di
fosfati e silicati misurata nel campione. Alcuni programmi (cfr Millero e al., 1993) non considerano tra i
dati di input le concentrazioni dei nutrienti. Tale assunzione, valida per acque superficiali, non incide sul-
I’accuratezza della misura di A, ma solamente sul dato di alcalinita dovuto ai carbonati.

Per ottenere valori di A, attendibili dal computo, ¢ necessario utilizzare almeno 25 coppie di dati di
volume del titolante aggiunto- valori di e.m.f.. misurati.

11 file di output dei programmi fornisce i valori di A,, DIC, E° e di pK,

Maggiori dettagli sui programmi per il ricalcolo dell’ A e per il calcolo del DIC possono essere reperiti
in DOE SOP 3 (1994 Version) e in Millero ef al., 1993 oltre che nei siti http://andrew.ucsd.edu/co2qc/in-
dex.html e http://cdiac.ornl.gov/oceans/co2rprt.html, dal quale ¢ anche possibile scaricare versioni demo
del programma messo a punto da Lewis e Wallace (1998) per derivare il DIC dai dati di pH e di alcalinita
totale.

5.7 PRECISIONE E ACCURATEZZA DEL METODO

L’accuratezza di questo metodo puo essere valutata attraverso analisi di campioni standard di riferi-
mento, con un contenuto di Carbonio Inorganico totale certificato, forniti dal Dr. A. Dickson, Scripps
Institution of Oceanography, U.S.A.

La precisione puo essere determinata attraverso analisi ripetute sia dei campioni standard certificati,
che di repliche di campioni di acqua di mare.

Informazioni sulle caratteristiche e sulla disponibilita dei materiali certificati sono disponibili nel sito
http://andrew.ucsd.edu/co2qc/index.html.
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Questa metodica, se applicata con attenzione, permette di raggiungere una accuratezza pari a + 4 pmol
kg'-SW e una precisione pari a + 3 pmol kg'-SW.

5.8 RACCOMANDAZIONI

Le bottiglie per il campionamento dell’acqua devono essere in vetro borosilicato che, non essendo
permeabile ai gas ed essendo chimicamente resistente, permette di evitare variazioni del pH causate dalla
dissoluzione dell’anidride carbonica che puo essere rilasciata dai vetri normali.

I tubi in Tygon®. per il campionamento devono essere lunghi abbastanza da raggiungere il fondo
delle bottiglie in cui viene raccolto il campione e pretrattati lasciandoli in ammollo in acqua di mare per
almeno un giorno per evitare la formazione di bolle d’aria nel tubo.

Una buretta caratterizzata da elevata riproducibilita (+£0,001 ml) ¢ indispensabile per ottenere risultati
di elevata precisione. Si suggerisce di verificare e calibrare il sistema della buretta automatica prima
dell’analisi dei campioni.

Si suggerisce di effettuare all’inizio della giornata di lavoro una titolazione di una soluzione standard
o di un campione per condizionare il sistema analitico.

Il metodo qui descritto ¢ utilizzabile per campioni aventi valori di alcalinita tra 2000 e 2800 pmol
kg, ". Valori inferiori si possono ritrovare in acque costiere e polari. In tal caso si suggerisce di ridurre
il volume dell’aggiunta iniziale di titolante in modo da portare il pH del campione all’inizio della tito-
lazione a un valore di circa 3,5 unita.
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CAPITOLO 6. METODI AUTOMATICI DI ANALISI DEI NUTRIENTI
V. Saggiomo, G. Catalano, F. Corato, M. Ribera D’Alcala

vincenzo.saggiomo@szn.it

6.1 INTRODUZIONE

Sin dai lavori pioneristici di Atkins e Cooper, nelle prime decadi del secolo scorso (consultare Mills,
1989 sia per la storia che per i riferimenti bibliografici), la determinazione delle concentrazioni dei nutrienti
(nitriti, nitrati, ammonio, ortosilicati ed ortofosfati) in acqua di mare ¢ sempre stata considerata un’attivita
essenziale per lo studio della dinamica del plancton marino. Di conseguenza, esiste una letteratura va-
stissima che qui riportiamo solo in piccola parte, per ragioni di spazio e talvolta di rappresentativita.

I metodi per I’analisi dei nutrienti possono essere, molto schematicamente, classificati in metodi ma-
nuali, semi-automatici ed automatici in relazione al ruolo dell’operatore ed in metodi colorimetrici, spet-
troscopici, elettrochimici, etc. in relazione alla metodica analitica utilizzata ed al sistema di rivelazione
del composto target. In questo capitolo si discuteranno i metodi colorimetrici che oltre ad essere i piu
utilizzati garantiscono un ottimo rapporto costi-qualita dei risultati. Per ambienti particolari e/o concen-
trazioni al di fuori dei tipici intervalli oceanografici esistono metodi specifici che possono essere ricercati
nella letteratura scientifica.

Per un numero molto ridotto di campioni, le procedure manuali sono, in via teorica, ancora praticabili,
ma se la determinazione dei nutrienti disciolti € inserita in attivita periodiche ¢ essenziale attrezzarsi con
un sistema automatico.

I metodi manuali sono descritti in Innamorati ef al. (1990) e rivisti ed aggiornati nelle schede raccolte
nel volume “Metodologie analitiche di riferimento” prodotte dall’ICRAM nel 2001 per il Ministero del-
I’ Ambiente e della Tutela del Territorio — Servizio Difesa Mare, nell’ambito del programma di monito-
raggio per il controllo dell’ambiente marino costiero. I metodi automatici si basano, quasi sempre, sulle
stesse reazioni utilizzate nei metodi manuali ma con il vantaggio che 1’aggiunta dei reagenti, il mesco-
lamento ¢ la lettura colorimetrica vengono effettuate con dispositivi che ne permettono 1’automazione.
Tale sistema, oltre ad essere affidabile e preciso, ha innumerevoli vantaggi tra cui: consentire ’analisi
di un numero elevato di campioni in tempi molto ridotti, ridurre il numero di operatori, evitare possibili
errori quali la misura sistematica di volumi, operare su volumi molto ridotti riducendo drasticamente la
possibilita di contaminazione del campione durante la fase di campionamento, condurre analisi, conte-
stualmente, su tutti i nutrienti, etc..

Le apparecchiature automatiche disponibili, basate su metodi colorimetrici, possono essere distinte
in sistemi a flusso continuo e sistemi automatici discreti (Spandrio, 1985). In questo manuale verranno
riportate soltanto le schede relative a sistemi automatici a flusso continuo (SFA) redatte da autori che
hanno maturato, in questo ambito, una conoscenza trentennale su vari strumenti ma che non hanno espe-
rienza specifica su sistemi automatici discreti.

I sistemi a flusso continuo, basati sulle tecniche di segmented flow analysis (SFA) e di flow injection
analysis (FIA), sono stati e sono tuttora ampiamente utilizzati per le analisi dei nutrienti di acque marine
e la bibliografia che li riguarda ¢ molto ampia (tra gli altri Gray et al., 2006; Crompton, 2006 e riferimenti
ivi inclusi). Queste apparecchiature consentono di ottenere risultati rapidi, precisi e accurati, ma sono
complesse dal punto di vista idraulico, richiedendo personale tecnico esperto nel loro uso ed in grado
di gestire i problemi che talora si presentano (flusso irregolare del campione e/o dei reattivi, rottura delle
bolle d’aria nel caso della SFA, etc. - vedi nel seguito).
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Nonostante esistano numerose metodiche anche per i sistemi FIA (ad es. Hales et al., 2004) essi non
hanno mai raggiunto la diffusione dei sistemi SFA, perché molto piu delicati sia nell’uso che nelle pro-
cedure.

6.2 METODI A FLUSSO CONTINUO (SFA)

Un analizzatore automatico ¢ composto generalmente da: campionatore, pompe peristaltiche, serpentine
di reazione, registratori e computer. Il sistema di reazione (manifold) ¢ costituito da serpentine, iniettori
e bollatori. Le serpentine normalmente sono di vetro pyrex e hanno un diametro di pochi millimetri, la
loro funzione ¢ quella di facilitare il mescolamento del campione con il reagente (Fig. 1) mentre il numero
di spire ¢ legato al tempo di residenza necessario alla reazione chimica che deve aver luogo.

Fig. 1 - Serpentina.

Il numero di serpentine, iniettori ¢ bollatori da utilizzare, per assemblare un manifold, varia in base
al tipo di parametro che si intende analizzare.

La curvatura della serpentina, unita all’attrito del fluido sulle pareti, produce il mescolamento del
campione con i reagenti. Le reazioni vengono inoltre favorite dall’effetto parete in quanto il rapporto
superficie volume ¢ piuttosto alto in relazione ai ridotti diametri delle serpentine (ca. 1-2 mm). Per limitare
un eccessivo mescolamento del campione con 1’acqua di lavaggio che viene pompata tra un campione
e I’altro, il flusso viene segmentato con bolle di gas, di solito aria. Poiché una parte del liquido aderisce
temporaneamente alla parete, il mescolamento tra un segmento e ’altro si verifica comunque e da luogo
al cosiddetto carryover, che ¢ la ragione per la quale si genera la caratteristica forma dei picchi in sistemi
SFA. Alla fine della serie di serpentine la soluzione entra in una cella a flusso di cammino ottico tra 1,5
e 5 cm, dove € misurata ’attenuazione ottica alla lunghezza d’onda di massimo assorbimento del composto
prodotto. Poiché la presenza di gas produrrebbe continue variazioni dell’attenuazione ottica per la rifra-
zione della luce, esistono due metodi per neutralizzare il disturbo:

1. la debollazione del campione mediante un raccordo a T. In questo caso il flusso della miscela pom-
pata attraverso la cella ¢ leggermente piu basso del flusso della miscela (campione + reattivi +
gas) pompata nel circuito, per cui sia il gas che una frazione della miscela sono forzati verso la
gamba della T rivolta verso 1’alto, evitando 1’ingresso delle bolle nella cella;

2. un debollatore elettronico. In questo caso, ad intervalli regolari corrispondenti al passaggio delle
bolle nella cella la lettura dell’attenuazione viene elettronicamente interrotta e viene registrata solo
quando la cella contiene solo la miscela.

Bisogna infine considerare che, specie per I’acqua di mare, I’indice di rifrazione della miscela ¢ diverso
da quello della miscela di acqua ultrapura con i reagenti, differenza che puo essere accentuata dalla cur-
vatura delle parti terminali della cella a flusso. Poiché¢ il cosiddetto bianco deve basarsi sull’attenuazione
dell’acqua ultrapura, va misurata separatamente 1’attenuazione dovuta alla rifrazione dell’acqua salata.
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Per lo stesso motivo si preferisce utilizzare come acqua di lavaggio, acqua di mare sintetica o con bas-
sissimo contenuto di nutrienti (ad es. acqua di mare prelevata in superficie al largo in stagioni di strati-
ficazione). Questo evita la presenza di picchi spuri tra i campioni e I’acqua di lavaggio, dovuti sempli-
cemente alla variazione dell’indice di rifrazione.

I colorimetri devono essere del tipo ad amplificazione variabile, essere predisposti in modo da poter
ottenere uno zero e dotati di filtri monocromatori intercambiabili in funzione delle lunghezze d’onda
che si intendono utilizzare. Esistono anche spettrofotometri con celle a flusso disegnate per sistemi SFA,
ma ovviamente hanno costo superiore.

Un registratore ¢ un componente utile del sistema, anche quando i calcoli vengono effettuati su dati
digitali forniti da un convertitore A/D. Benché i registratori contengono anche una parte di meccanica
di precisione, per cui il loro costo puo essere consistente, se ne consiglia 1’uso perché essi permettono
la conservazione delle informazioni su un supporto cartaceo e, soprattutto, offrono la possibilita all’ope-
ratore di visualizzare I’andamento delle analisi (forma dei picchi, presenza di picchi spuri, etc.) e, quindi,
di intervenire in caso di problemi. Nei sistemi piu recenti, la visualizzazione avviene tramite lo stesso
PC che gestisce il sistema. Il computer ha il compito di elaborare il segnale analogico proveniente dal
colorimetro, convertendolo con un apposito convertitore A/D in informazione digitale, e di fornire, di-
rettamente, i valori delle tensioni di uscita dei fotometri per poi trasformarle in concentrazione degli
ioni di NO,, NO,, NH,, PO, ed SiO, esaminati.

Il grado di automazione dei sistemi varia da marca a marca con una tendenza ad un’automazione
sempre piu spinta. Per quanto le soluzioni totalmente automatiche siano molto attraenti nei lavori di rou-
tine, la loro relativa rigidita puo spesso creare problemi di operativita. Pertanto, sara I’operatore, in base
alle sue esigenze ed alla sua esperienza, che dovra decidere fino a che punto avvalersi delle procedure
automatiche.

Per quanto detto in precedenza, 1’ottimizzazione di una metodica si basa su alcuni semplici criteri.

Un’alta salinita della miscela accentua il problema della rifrazione, di contro, una bassa salinita, ot-
tenibile con reagenti a bassa concentrazione e quindi con una notevole diluizione del campione per opera
dei reagenti, abbassa la sensibilita del metodo. Per questo motivo deve essere necessariamente individuato
il giusto compromesso tra la portata dei flussi di reagenti e quello del campione, in relazione all’intervallo
di concentrazione da analizzare.

La portata complessiva del flusso, in ogni sezione del circuito, e quindi il rapporto tra sezione dei
tubi della pompa peristaltica e numero di spire delle serpentine, deve essere commisurato al tempo della
reazione che deve avvenire in quella sezione del circuito.

La portata del flusso nella cella deve essere sufficientemente alta da garantire un buon lavaggio della
cella e, quindi, compensare per il carryover, ma sufficientemente basso da prevenire 1’ingresso delle
bolle di gas nella cella o le fluttuazioni di flusso dovute alla compressibilita dell’aria.

Come sopra accennato, la molteplicita dei metodi riportati in letteratura riflette piu 1’ottimizzazione
delle metodiche per diversi ambienti che una significativa differenza nelle reazioni utilizzate. Nelle sezioni
dedicate alle singole metodiche si fara cenno ad alcuni aspetti specifici.

Sui principi generali dei sistemi SFA, oltre alla documentazione fornita dalle case produttrici (si veda
ad es. http://www.seal-analytical.com/Markets/SeawaterAnalysis/tabid/116/Default.aspx) si puo fare ri-
ferimento ai classici manuali di Strickland e Parsons (1965) e Grasshoff et al. (1999). Altrettanto numerosi
sono i rapporti tecnici dei vari laboratori prodotti per omogeneizzare le metodiche nell’ambito di pro-
grammi internazionali come JGOFS o WOCE. Tra gli altri segnaliamo Folkard (1978), Whitledge et al.
(1981), Gordon et al. (1993) ed il sito di ALOHA, la serie temporale nei pressi delle Hawaii (http://ha-
hana.soest.hawaii.edu/hot/methods/results.html).

I principi chimici ed analitici dei metodi sono descritti in pit 0 meno grande dettaglio nella bibliografia
segnalata che spesso riporta a quella originale. In Innamorati et al. (1990) c’¢ anche una sintetica di-
scussione su metodi alternativi. Nel seguito riportiamo in un’unica sezione le indicazioni relative alle
procedure comuni a tutti i parametri ¢ nelle successive quelle specifiche dei vari metodi.
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6.2.1 Campionamento e conservazione dei campioni

Questo ¢ uno degli aspetti tuttora controversi in letteratura, nonostante ciascun operatore supponga
di avere prove consistenti a supporto della propria procedura ed appaia superfluo sottolineare che 1’analisi
dei campioni, direttamente dopo il prelievo sarebbe, in ogni caso, la soluzione ottimale. L’esperienza
degli scriventi ¢ ricca al punto da poter dire che nei casi in cui la cattiva qualita dei risultati potrebbe
essere stata causata dalle procedure di campionamento e conservazione, non sempre ¢ stato possibile at-
tribuirne le cause alle procedure di conservazione. L’unica via per mitigare il rischio della perdita di in-
formazione per degradazione dei campioni ¢ quello di disporre di repliche. E sempre buona norma pro-
cessare lo stesso campione di acqua piu volte in modo da disporre di repliche sin dal campionamento.
Infatti, per un reale controllo sarebbe preferibile chiudere due distinte bottiglie di campionamento alla
stessa quota. Purtroppo, non sempre ¢ possibile concedersi questo lusso, soprattutto per i costi operativi
delle operazioni in mare, per cui € comunque consigliabile prelevare piu di un campione dalla stessa
bottiglia Niskin.

I fattori che incidono sull’alterazione dei campioni, possono essere di tipo meccanico, fisico, chimico,
biologico e sistematico. Si puo in parte ovviare a questi inconvenienti, utilizzando i seguenti accorgimenti:

1. il campione puo essere conservato in fiale monouso del tipo da scintillazione, in polietilene ad
alta densita, con tappo idoneo ad assicurare una perfetta chiusura. Il polietilene ha il vantaggio di
essere resistente agli agenti chimici e alle variazioni termiche, ha una maggiore resistenza meccanica
e, da prove sperimentali, si ¢ visto che non cede e non assorbe sostanze;

2. il problema biologico puo essere in parte attenuato adottando alcune precauzioni:

- filtrare il campione mediante siringhe dotate di swinnex contenente filtri in fibra di vetro con
poro passante < 1 um preventivamente sciacquati con abbondante acqua DDW e poi, di volta
in volta, con 1’acqua del campione stesso;

- utilizzare un’unica fiala per determinare la concentrazione dei sali nutritivi che si intendono
analizzare;

lavare i contenitori con HCI al 10%;

sciacquare poi con acqua DDW e, infine, con il campione stesso;

5. il campione deve essere prelevato direttamente dalla bottiglia da campionamento e conservato al
buio ad una temperatura di +4°C se viene analizzato entro le 24 ore. Se il campione non viene
analizzato entro tale termine, deve essere congelato ad una temperatura di -20°C avendo cura di
lasciare la fiala in posizione verticale;

6. la fiala deve essere riempita per non piu dei 3/4 del volume.

Soprattutto su navi oceanografiche di piccole dimensioni, al fine di evitare la contaminazione del
campione di acqua di mare con gas di scarico, ¢ consigliabile campionare direttamente dal beccuccio
dalla bottiglia Niskin utilizzando una siringa da 50 ml. In questo caso la siringa dovrebbe essere dotata
di swinnex e rubinetti a doppia via per facilitare le operazioni di lavaggio della siringa stessa. La distri-
buzione dei campioni in fiale da scintillazione per la conservazione pud essere fatta nei
laboratori/ambienti della nave non contaminati da gas di scarico.

Il vantaggio delle fiale da scintillazione, oltre alla praticita dell’organizzazione delle fiale stesse in
supporti appositamente disegnati, ¢ nella rapidita del congelamento, che ¢ tuttora considerata la migliore
procedura di conservazione. Altre soluzioni per la preservazione dei campioni vanno dal congelamento
rapido in azoto liquido o in ghiaccio secco alla conservazione a +4°C dopo aggiunta di un agente anti-
batterico, che deve essere selezionato in relazione alle normative vigenti sull’uso dei citostatici. Alcuni
operatori hanno verificato che 1’uso di fiale gia utilizzate riduce i casi di contaminazione. Altri risciacquano
le fiale con una soluzione diluita di HCI (0,1 M) e lasciano asciugare le fiale capovolte. In sintesi, una
procedura normalmente affidabile ¢ quella di utilizzare contenitori anche nuovi, ma precedentemente
protetti dalla polvere o da altre possibili contaminazioni, che vanno lavati piu volte con il campione e
riempiti non completamente in modo da evitare che la dilatazione del liquido durante il congelamento
forzi le brine fuori del contenitore.

Rl
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Il congelamento deve avvenire con le fiale in posizione verticale mentre lo scongelamento, preferi-
bilmente, a temperatura ambiente con ripetute agitazioni del contenitore. Gli attuali campionatori per-
mettono di alloggiare direttamente i contenitori, anche quelli da 50 cm’, evitando cosi le operazioni di
travaso e minimizzando ulteriori contaminazioni. Questo aspetto orienta anche la scelta del campiona-
tore.

6.2.2 Calcoli delle concentrazioni

Come detto in precedenza, molti sistemi automatici di analisi dei nutrienti sono dotati di software
che permette, con algoritmi pit 0 meno sofisticati, di determinare 1’altezza del picco e di fornire la con-
centrazione dei singoli campioni avendo in precedenza determinato la curva di calibrazione ed il valore
del bianco dei reagenti. Per quanto il software possa essere sofisticato, non sempre ¢ in grado di gestire
eventi anomali, per cui ¢ consigliabile un continuo monitoraggio del funzionamento dello strumento.

E opinione degli scriventi, soprattutto considerando I’attuale disponibilita di programmi di calcolo
come i fogli elettronici, che la soluzione migliore sia quella di ottenere dall’analizzatore i valori dei tre
componenti necessari al calcolo delle concentrazioni, ovvero il valore del bianco, quella della linea di
base in vicinanza dei campioni e quella dei singoli campioni. La procedura suggerita nel seguito non ¢
certamente 1’unica possibile e, ancora una volta, sara compito dell’operatore decidere quali percorsi se-
guire.

In rapida sintesi, la concentrazione dei campioni viene determinata in base alla legge di Lambert-
Beer che lega I’assorbanza del campione alla concentrazione del colorante prodotto dalle reazioni, che
¢ a sua volta proporzionale alla concentrazione della specie chimica di interesse. Come in tutte le procedure
colorimetriche, I’assorbanza ¢ la somma di quella prodotta dal colorante piu quella prodotta dai reagenti
sia per il loro colore intrinseco che per la presenza nei reagenti e nell’acqua di lavaggio della specie
chimica di interesse o di altre impurita potenzialmente interferenti. E quindi necessario determinare 1’as-
sorbanza dovuta ai soli reagenti con acqua ultrapura (cio¢ il bianco, DDW) e, successivamente, 1’assor-
banza della soluzione di lavaggio, di solito acqua di mare sintetica o acqua di mare a basso contenuto
di nutrienti (ovvero la linea di base, OSW), utile pero a seguirne la deriva nel tempo. In precedenza si
¢ detto che deve essere misurata 1’attenuazione dovuta alla diversa rifrazione tra il bianco e la linea di
base ed i campioni.

Operativamente, una possibile procedura ¢ la seguente. Si stabilizza lo strumento con i reagenti e
acqua ultrapura (DDW) per 15-20 minuti. Si verifica che I’idraulica sia stabile (bolle regolari e linea di
base stabile). Si procede quindi alla determinazione dell’indice di rifrazione campionando in continuo
prima I’acqua ultrapura (DDW) e successivamente 1’acqua di lavaggio (OSW), avendo sostituito uno
dei reattivi, di solito quello con minore portata, con acqua ultrapura. Si registra la differenza di lettura
che corrisponde al finto assorbimento dovuto alla rifrazione. Si reinserisce il reagente sostituito e si ri-
stabilizza la linea di base con DDW. Quando si € pronti per I’analisi dei campioni si sostituisce la DDW
con OSW (di fatto, si sposta 1’ago di pescaggio da un contenitore ad un altro) e si attende che la linea
di base si ristabilizzi. Poi si attiva il campionatore disponendo i campioni in gruppi (di solito una o piu
stazioni) e avendo cura di intervallare i gruppi con una lettura di OSW. In questo modo ogni gruppo di
campioni ¢ inserito tra due letture di OSW, che permettono un buon controllo della deriva della linea di
base. E buona norma anche analizzare periodicamente una serie di soluzioni a concentrazione nota (i
cosiddetti standard) che vanno sempre preparati giornalmente. Usualmente si inserisce almeno una serie
di standard a concentrazione crescente all’inizio della serie di campioni ed una alla fine. Se la serie di
campioni e’ molto lunga si possono inserire ulteriori serie di standard intermedie. Gli standard devono
essere a concentrazioni crescente in modo che la differenza fra il piu basso ed il piu alto includa il range
di concentrazioni atteso per i campioni da analizzare. Questa procedura permette sia di determinare la
linearita di risposta alla legge di Lambert-Beer (determinare cio¢ la pendenza o coefficiente angolare
della retta di estinzione/concentrazione degli standard crescenti che, in assenza di bianco, dovrebbe passare
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per ’origine degli assi) nel range di concentrazione atteso, sia di determinare eventuali variazioni nel-
I’efficienza del metodo (gain) che verrebbe evidenziata da significative variazioni di tale pendenza con
il prosieguo della serie analitica. Infatti, quasi mai la pendenza della retta di standardizzazione iniziale,
cio¢ il suo coefficiente angolare ed il suo valore reciproco F, coincideranno con quelli degli standard
finali ¢/o intermedi. La soluzione piu semplice a questo problema ¢é quella di fare la media fra F iniziale,
finale e/o intermedio ed usare questo F_ medio nella formula di calcolo di seguito riportata. Appare ovvio
che questa procedura comportera degli errori per i primi ed ultimi picchi di ogni serie, tanto piu significativi
in funzione della differenza fra F iniziale ed F finale. La procedura piu corretta, ma pit complicata, consiste
nel determinare il “gain” sequenziale di lettura campione dopo campione, similmente a quanto viene
fatto per il calcolo della deriva della linea di base, e moltiplicare il valore di lettura di ogni campione
per il proprio F cosi determinato. Terminata ’analisi dei campioni, ¢ buona norma rimisurare la lettura
della DDW e lavare il circuito senza i reagenti.

Per il calcolo delle concentrazioni si possono quindi introdurre le seguenti grandezze (i valori sono
nell’unita in uso, c¢m se si legge sul tracciato di un registratore o conte digitali se si lavora sulle uscite
del convertitore A/D):

V,ow = valore della lettura della DDW al momento della determinazione del bianco
Voswo = Vvalore della lettura del’OSW successiva al bianco (DDW)

R = variazione della linea di base OSW in mm per indice di rifrazione

Voswi = Vvalore della lettura dell’OSW che precede il primo dei campioni del gruppo
Noswi = numero sequenziale della lettura di OSW che precede il gruppo di campioni
Voswa = Vvalore della lettura dell’OSW che segue 1’ultimo dei campioni del gruppo

Noswa = numero sequenziale della lettura di OSW dopo I’ultimo dei campioni del gruppo
Ve = valore della lettura del campione

Nc = numero sequenziale della lettura del campione

D = deriva

F, = fattore medio ricavato dalle curve standard (il reciproco della pendenza o coefficiente

angolare della retta lettura-concentrazione dei campioni di calibrazione)
C = concentrazione del campione

la concentrazione del campione ¢ data dall’equazione:
C = [Ve-D(Nc- Nogwd) = Voswit (Voswo = Voow) = RIF
dove la deriva (D) ¢ data da: D=( V yewn = Vosw)’( Noswn = Noswi)
L’indice di rifrazione ¢ riferito allo spostamento della linea di base in assenza di reattivi dovuto alla
differenza di salinita fra I’acqua distillata deionizzata (DDW) e ’acqua oligotrofica (OSW).

6.3 DETERMINAZIONE DELL’AMMONIACA

6.3.1 Principio del metodo

Il metodo proposto si basa su una serie di reazioni, catalizzate fotochimicamente, che portano alla
formazione del blu di indofenolo. La concentrazione del composto viene poi dosata per via colorimetrica.
La prima applicazione analitica della formazione di indofenolo, a partire da fenolo e ipoclorito, risale a
Berthelot (1859).
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Solo di recente sono stati approfonditi alcuni aspetti dei vari stadi della reazione (Patton e Crouch,
1977), che rimangono comunque non completamente chiariti.
Il primo stadio consiste nella formazione della monoclorammina secondo la reazione:

NH, + HOC! — H,NCI + H,0

La formazione della monoclorammina predomina, rispetto a quella della di- e triclorammina, per valori
di pH superiori a 7,5. In dettaglio, il massimo della velocita di formazione di questo composto intermedio
si ha a pH 8, ma il pH ottimale per ottenere la massima concentrazione stabile risulta essere circa 10,5.
A pH inferiori, infatti, la monoclorammina si decompone abbastanza rapidamente, mentre a pH superiori
a 11,5 la sua formazione ¢ troppo lenta per poter essere sfruttata in una metodica analitica (Patton e Crouch,
1977). Inoltre, a pH superiore a 11, I’ipoclorito ossida I’ammoniaca a nitrito (Richards e Kletsch, 1964).

Lo stadio successivo della reazione consiste nell’attacco della monoclorammina sull’anello
benzenico del fenolo per formare, probabilmente, cloramminochinone.

Questo ¢ lo stadio piu lento, e tuttora poco noto, della reazione. Lubochinsky e Zalta (1954) intro-
dussero per primi I’uso di nitroprussiato, per accelerare la reazione.

Patton e Crouch (1977) affermano che la specie chimica attiva non ¢ il nitroprussiato, bensi I’acqua-
pentacianoferrato, che si forma dal nitroprussiato o dal ferricianuro, ambedue comunemente usati per
questa metodica. Questo sembra confermato dall’effetto catalizzatore della luce (Liddicoat et al., 1975),
perché 1’acquapentacianoferrato si forma anche per irraggiamento ultravioletto del ferricianuro (Patton
e Crouch, 1977; Catalano, 1987).

Infine il chinone, o comunque I’intermedio formatosi, produce indofenolo per copulazione con un
altro fenolo. Questo stadio ¢ strettamente dipendente dal pH, in quanto OH- entra direttamente nella rea-
zione. Il valore del pK di formazione oscilla intorno a 8+9 (Koroleff, 1969) per cui per una buona resa
¢ necessario, anche in questo caso, mantenere il pH al di sopra di 10. Per questo motivo, tutti i metodi
che utilizzano fenolo e ipoclorito richiedono un ambiente avente pH intorno a 10,5 (Ivancic e Degobbis,
1984). Va rilevato che a questo pH gli ioni bivalenti presenti in acqua di mare precipitano in forma di
idrossidi, rendendo necessaria la loro chelazione con un complessante, che di solito ¢ citrato trisodico
(Solorzano, 1969).

Vi ¢ inoltre da dire che un’eccessiva quantita di nitroprussiato, in presenza di luce, induce reazioni col-
laterali che portano alla formazione di indofenolo anche in assenza di ammoniaca (Gravitz e Gleye, 1975).

Infine, data I’importanza del controllo del pH nello sviluppo della reazione (Sasaki e Sawada, 1980),
il significativo effetto salino (differente resa della reazione in acqua dolce o salata) che si manifesta in
questa metodica (Koroleff, 1983a) dipende in larga misura dalla capacita tampone della matrice del cam-
pione. Per tale motivo il metodo pud essere applicato a campioni raccolti in ambienti estuariali, dove
sono forti le variazioni di alcalinita, tamponando adeguatamente la soluzione (Mantoura e Woodward,
1983).

Massimo di assorbanza: 630 nm

6.3.1.1 Reagenti

1. Il primo reagente ¢ un tampone composto da 120 g di trisodiocitrato, sciolto in 500 ml di acqua
distillata deionizzata (DDW), e poi portata al volume di un litro. A questa soluzione va addizionato
dell’idrossido di sodio in percentuale tale da portare il pH della soluzione al valore di 11. Questo
reagente va conservato in bottiglia di vetro, ed € molto stabile.

2. Fenolo + sodio-nitroprussiato (35 g di fenolo + 0,40 g di sodo nitroprussiato). Dissolvere in 800
ml di acqua DDW, portare poi a 1000 ml. Questo reagente ¢ stabile per 24 ore.

3. Ipoclorito. Sciogliere 5 g di idrossido di sodio + 1 g di dicloroisocianurato in 400 ml di acqua
DDW, portare a 500 ml. Conservare in bottiglia di vetro, alla temperatura di +4°C. Stabile per
una settimana.
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6.3.1.2 Standard

Fare essiccare circa 2 g di cloruro di ammonio in stufa alla temperatura di 100°C controllando che
il peso del sale rimanga costante nel tempo. Riporre, poi, i sali in un essiccatore con gel di silice per
altre 24 ore. Compiute queste operazioni, fare sciogliere in acqua grado reagente in proporzione tale da
ottenere una concentrazione di 2 mmol dm".

Tale standard ¢ utilizzato nella procedura quotidiana per la preparazione di 5 standard a
concentrazione minore.

La concentrazione degli standard minori viene scelta in base alla quantita di sali di NH, che ci si
aspetta di trovare, in modo che il set di sub-standard copra tutto 1’intervallo di concentrazioni previsto.
Dai 5 standard viene ricavato un fattore di moltiplicazione necessario al calcolo delle concentrazio-
ni.

6.3.1.3 Manifold

Il manifold (Fig. 2) € composto da tre iniettori, tre serpentine da 10 spire ognuna, un bagno termostatico
e una trappola contenente acido cloridrico al 10%. Il primo iniettore (A), ¢ fornito di 3 ingressi: il primo
¢ per il campione, il secondo provoca la bollazione, mediante la quale il liquido viene diviso in tanti
segmenti tutti uguali, onde evitare che i campioni in esame possano mescolarsi tra di loro. Il terzo ingresso
provvede all’immissione del primo reagente. Subito dopo ci sono 2 serpentine composte da 10 spire ognu-
na: nella prima avviene il mescolamento del liquido con il tampone; nella seconda, introdotto da un iniet-
tore posto alla fine della prima serie di spire (B), il reagente si mescola con il campione complessato.
Al punto (C) viene inserito il terzo reagente. Per accelerare la produzione blu di indofenolo la soluzione
viene fatta passare in una serpentina immersa in un bagno termostatato (D) alla temperatura di 75°C.
All’uscita del bagno, al punto (E) si trova [’ultima serpentina entro la quale avviene il raffreddamento
della soluzione.

Hcl 10% iI i ®

©) ARIA
W (C)W_(Bw ® | CAMPIONE
| reacente
q REAGENTE
6 S
S
SCARICO
COLORIMETRO

Fig. 2 - Manifold per il dosaggio di NHy.
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Laria per la bollazione viene immessa nel circuito attraverso una trappola (F) contenente HCI al 10%.
Questo accorgimento ¢ stato adottato per far si che vengano eliminati gli eventuali vapori di ammoniaca
contenuti nell’aria del laboratorio.

6.3.1.4 Raccomandazioni ed eliminazione dei problemi

controllare che la linea di base non abbia oscillazioni in quanto se si notassero anche piccole va-
riazioni significherebbe che si ¢ formato del flocculato nel campione causato dal fenolo non piu
stabile;

inserire i reagenti uno alla volta, in ordine rigoroso dal primo al terzo;

il lavaggio del circuito va effettuato con la progressiva eliminazione dei reattivi dal terzo al pri-
mo;

osservare se si forma del precipitato vicino all’iniettore dell’ipoclorito, perché cio segnalerebbe
che il circuito ¢ sporco oppure il tampone non funziona;

se all’accensione dell’apparecchio si presentasse una linea di base non stabile in assenza di reagenti,
lavare il circuito con NaOH e poi con HCI al 10% mediante gli aghi di pescaggio del campione;
se durante 1’analisi si verificasse un evidente aumento della linea di base pulire immediatamente
la celletta di lettura del colorimetro iniettando dell’acido cloridrico al 50% direttamente nella celletta
senza fermare il circuito;

usare acqua DDW deionizzandola, possibilmente, direttamente nel contenitore di prelievo dello
strumento;

se la temperatura ambiente fosse superiore a +20°C aggiungere un dispersore di calore alla ser-
pentina di raffreddamento;

se fosse necessario variare componenti del circuito (iniettori, bollatori) riequilibrare il circuito cam-
biando le portate dei tubi;

usare contenitori idonei ai diversi reagenti da utilizzare. Il tappo del contenitore deve essere fornito
di piccoli fori nei quali inserire capillari (aghi, etc.) per il prelievo del reagente;

in caso di preparazione di standard misti, non unire mai nello stesso matraccio standard NO, con
standard NH,;

usare acqua povera di nutrienti, ovvero acqua oligotrofica (OSW) come acqua di lavaggio tra un
campione ¢ I’altro. E* bene che I’OSW abbia valori di salinita simili al campione da analizzare.

6.4 DETERMINAZIONE DEI NITRATI

6.4.1 Principio del metodo

Il metodo proposto per I’analisi dei nitrati si basa sulla loro riduzione, in fase eterogenea, a nitriti e
sul successivo dosaggio dei nitriti totali utilizzando una metodica colorimetrica. Il metodo € stato introdotto
da Morris e Riley (1963), ma solo successivamente la dinamica delle reazioni implicate ¢ stata studiata
approfonditamente (Nydhal, 1976; Grasshoff, 1983). Le reazioni principali su cui si basa la procedura
analitica, in ambiente basico, sono:

NO, + H,0 + 2e— NO, +20H

NO, + 5H,0 + 6e — NH, + 70H

63



L’ulteriore riduzione di N(III) risulta sfavorita in condizioni di pH elevato. Il riducente utilizzato ¢
il cadmio, il cui potenziale di semicoppia ¢:

Cd — Cd* +2e (E=-0,403)
Il cadmio viene parzialmente ricoperto da rame con potenziale di semicoppia pari a:
Cu — Cd**+ 2e (E=-0,337)

per cui il potenziale riducente totale risulta essere pari a -0,740 V.

Un aspetto spesso trascurato ¢ I’ossidazione del cadmio e del rame per effetto non tanto della riduzione
dell’azoto, quanto di quella dell’ossigeno disciolto. Infatti, mentre la concentrazione di nitrato ¢ dell’ordine
delle pmol dm?, la concentrazione dell’ossigeno disciolto € pari a circa 0,25 mmol dm?, per cui la quantita
di cadmio ossidato dall’ossigeno risulta maggiore di almeno un ordine di grandezza.

La principale reazione in cui ¢ coinvolto il cadmio risulta essere la seguente:

2Cd + 0, + 2H,0 — 2Cd(OH),

Il prodotto di solubilita dell’idrossido di cadmio in acqua pura ¢ 6*10"° per cui in acqua distillata,
con valori di pH pari a 8,5, I’idrossido di cadmio inizia a precipitare, depositandosi sulla superficie del
reattore ed alterandone le caratteristiche. Per ovviare alla precipitazione dell’idrossido di cadmio e ridurre
al minimo la possibilita di un’ulteriore riduzione dei nitriti, si tampona la soluzione a pH 8,5 con un
tampone ammonio-cloruro di ammonio che complessa il cadmio, spostandolo dall’equilibrio di preci-
pitazione. I fattori che influenzano maggiormente il tempo di contatto dei nitrati con il cadmio, e, quindi,
I’efficienza della reazione, sono: le caratteristiche della superficie del reattore, I’entita della superficie
attiva del reattore stesso, il tempo di residenza della soluzione nel reattore e di conseguenza le caratte-
ristiche del flusso.

L’uso di cadmio granulare presenta il vantaggio di essere facilmente disponibile ed economico e di
avere un eccellente rapporto superficie/volume. Il principale inconveniente risiede nella variabilita nel
tempo delle caratteristiche del riduttore. La progressiva dissoluzione del cadmio elimina, infatti, i granuli
di dimensione minore, alterando lo spettro di grandezza dei granuli stessi. E opportuno quindi utilizzare
cadmio con una ristretta gamma di misura dei granuli.

Un’altra variabile da considerare ¢ il tempo di contatto fra cadmio, nitrato e nitrito. Un tempo di contatto
eccessivamente lungo favorisce la riduzione del nitrito, per cui la lunghezza della colonna di riduzione,
a parita di sezione, deve essere ottimizzata al fine di ottenere una riduzione totale del nitrato e una minima
riduzione del nitrito.

Nella procedura proposta, le dimensioni della colonna e la velocita di flusso suggerite sono adatte
per analisi di campioni con concentrazioni di nitrato nell’intervallo 0+10 gmol dm e prevedono I’uso
di cadmio in granuli da 0,25+0,42 mm di diametro (60+40 mesh). Queste caratteristiche vanno even-
tualmente modificate sulla base delle misure di efficienza della colonna. Va infine segnalato che gli ioni
cloruro rallentano, per cause ancora poco chiare, la reazione di riduzione, che pertanto ha efficienza diversa
in acqua di mare e in acqua dolce. Il metodo proposto ¢ sostanzialmente quello illustrato da Grasshoff
(1983).

Massimo di assorbanza: 550 nm

6.4.1.1 Reagenti

1. Il primo reagente ¢ un tampone composto da 10 g di ammonio cloruro, sciolto in 700 ml di acqua
distillata deionizzata (DDW), e poi portata al volume di un litro. Alla soluzione va aggiunto 1 ml
di Brij e idrossido di sodio in percentuale tale da portare il pH della soluzione al valore di 8,5.
Molto stabile.
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2. Sulfanilamide. Sciogliere 10 g di sulfanilamide in 100 ml di HCI concentrato e portare ad un litro
in acqua DDW. La soluzione va conservata in bottiglia di vetro marrone ed ¢ stabile per almeno
un mese.

3. Etilendiaminadiidrocloruro. Sciogliere 1 g di reagente in 1 litro di acqua DDW. La soluzione va
conservata in bottiglia di vetro scuro ed ¢ stabile per almeno 1 mese.

6.4.1.2 Standard

Fare essiccare circa 2 g di KNO, in stufa alla temperatura di 100°C controllando che il peso del sale
rimanga costante nel tempo. Riporre, poi, i sali in un essiccatore con gel di silice per altre 24 ore. Compiute
queste operazioni, fare sciogliere in acqua grado reagente in proporzione tale da ottenere una concen-
trazione di 5 mmol dm”.

Tale standard ¢ utilizzato nella procedura quotidiana per la preparazione di 5 standard a
concentrazione minore.

La concentrazione degli standard minori viene scelta in base alla quantita di sali di NO, che ci si
aspetta di trovare, in modo che il set di sub-standard copra tutto I’intervallo di concentrazioni previsto.
Dai 5 standard viene ricavato un fattore di moltiplicazione necessario al calcolo delle concentrazioni.

6.4.1.3 Il riduttore

Il riduttore € composto da un tubo di vetro pyrex lungo 20 cm con diametro interno di 2 mm e piegato
ad U.

Nel tubo vengono inseriti dei granuli di cadmio preparati precedentemente secondo la procedura ri-
portata di seguito.

- Setacciare del cadmio granulare e ricavare una frazione di granuli compresi tra 0,42 ¢ 0,60 mm,

lavare poi con HCl al 10% e poi con acqua DDW.

- Sciogliere in 100 ml di acqua DDW 2 g di solfato di rame, immergere nella soluzione il cadmio
e agitare fino alla scomparsa del colore.

- Lavare il cadmio fino all’eliminazione totale del rame colloidale legato al cadmio e controllare
che i granelli acquisiscano un colore argenteo.

- Riempire il tubo di vetro con dell’acqua DDW e inserire i granuli prelevandoli dalla beuta con
una pipetta Pasteur. Riempito il riduttore inserire della lana di vetro alle estremita cosi da non
permettere al cadmio di fuoriuscire.

Esistono alternative all’uso del cadmio granulare come 1’utilizzo di serpentine di cadmio o con pareti
interne ricoperte di cadmio o 1’utilizzo di serpentine di polietilene con un filo di cadmio all’interno. In
tutti i casi I’attivazione del cadmio con la soluzione di solfato di rame ¢ necessaria (vedi Innamorati et
al., 1990 per una discussione). In alcune procedure il solfato di rame viene aggiunto in continuo col
tampone.

6.4.1.4 Manifold

Il manifold (Fig. 3) ¢ composto da tre iniettori e cinque serpentine, una da 5 spire e quattro da 10
spire e un riduttore. Il primo iniettore (A), ¢ fornito di tre ingressi: il primo ¢ per il campione, il secondo
¢ per la bollazione ed il terzo ingresso provvede all’immissione del primo reagente. Subito dopo ¢’¢ una
serpentina composta da 5 spire nella quale avviene il mescolamento del liquido con il tampone. All’estre-
mita della serpentina troviamo un debollatore che ha la funzione di eliminare la bolla dal circuito onde
evitare che entri aria nel riduttore che ¢ collegato al bollatore stesso al punto (B). Al punto (C) dopo il
riduttore, troviamo il secondo iniettore fornito di tre ingressi: il primo ¢ per il campione ridotto da NO,
ad NO,, il secondo serve per ripristinare la bollazione ed il terzo provvede all’immissione del secondo
reagente. Subito dopo ci sono 4 serpentine composte da 10 spire ognuna: nelle prime 2 avviene il me-
scolamento col secondo reagente, nelle altre 2 quello del terzo reagente introdotto al punto (D) mediante
un iniettore.
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Fig. 3 - Manifold per il dosaggio di NO.,.

6.4.1.5 Raccomandazioni ed eliminazione dei problemi

Non far passare aria attraverso il riduttore.

Controllare I’efficienza del riduttore confrontando lo standard di nitrato con quello dei nitriti secondo
la metodologia descritta nei punti che seguono.

Preparare due standard di nitrato: uno alla concentrazione di 5 pumol dm™ I’altro a 10 pmol dm™ e
verificare che al raddoppio della concentrazione corrisponde un effettivo raddoppio della lettura.
Preparare uno standard nitrato alla concentrazione di 5 pmol dm? ed un altro di nitrito sempre alla
stessa concentrazione. Far passare i due standard nello stesso circuito preparato per i nitrati e ve-
rificare che diano lo stesso valore di lettura; cio per accertarsi che non si sia verificata una riduzione
della concentrazione di nitriti nella colonnina di cadmio.

Regolare la bollazione del circuito, ogni volta che il riduttore viene sostituito agendo sulle portate
dei tubi;

Attivare il riduttore facendo passare nel circuito uno standard NO, con concentrazione di 25 pmol
dm™ ogni volta che questo viene sostituito.

Se all’accensione dell’apparecchio si presentasse una linea di base non stabile in assenza di reagenti,
lavare il circuito con HCI al 10%.

Se durante I’analisi si verificasse un evidente aumento della linea di base pulire immediatamente
la celletta di lettura del colorimetro iniettando dell’acido cloridrico al 50% direttamente nella celletta
senza fermare il circuito.

Usare acqua DDW deionizzandola, possibilmente, direttamente nel contenitore di prelievo dello
strumento.

Se necessitasse variare componenti del circuito (iniettori, bollatori) riequilibrare il circuito cambiando
le portate dei tubi.

Usare contenitori idonei ai diversi reagenti da utilizzare. Il tappo del contenitore deve essere fornito
di piccoli fori nei quali inserire capillari (aghi, etc.) per il prelievo del reagente.

Nella formazione degli standard misti non unire mai standard NO, né con standard NH, né con
standard NO,.

Usare acqua povera di nutrienti, ovvero acqua oligotrofica (OSW), come acqua di lavaggio tra un
campione e ’altro. E* bene che ’OSW abbia valori di salinita simili al campione da analizzare.
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- Controllare che lo standard NO,, passato attraverso la colonna di riduzione dei nitrati, abbia lo

stesso valore di lettura dello standard NO, analizzato nel circuito per i nitriti.

Poiché la concentrazione dei nitrati viene determinata dopo la loro riduzione a nitriti, vanno tenuti
presenti alcuni aspetti. Il cadmio ramato non ha un’efficienza di riduzione del 100% ed in talune condizioni
riduce anche il nitrito. Pertanto se fosse necessario discriminare i due ioni bisognerebbe determinare ac-
curatamente 1’efficienza del riduttore sia per il nitrito con una soluzione a concentrazione di solo nitrito
e del nitrato con una soluzione a concentrazione nota di solo nitrato. Per i campioni naturali, nota la
concentrazione di nitrito determinato in un altro canale, va sottratta alla concentrazione di nitrito+nitrato
in forma di nitrito, determinato nel canale dei nitrati, la concentrazione del nitrito nel campione corretta
per I’eventuale riduzione ed il valore va a sua volta corretto per 1’efficienza della colonna. In molti casi
il dato utile ¢ semplicemente la concentrazione di nitrito+nitrato, che a meno del possibile piccolo errore
dovuto alla riduzione del nitrito, € il valore calibrato ricavato dal canale del nitrato. In altri casi si sottrae
semplicemente alla concentrazione del nitrato+nitrito la concentrazione del nitrito determinata indipen-
dentemente. Per una discussione piu dettagliata si veda Innamorati et al. (1990).

6.5 DETERMINAZIONE DEI NITRITI

6.5.1 Principio del metodo

Il metodo proposto si basa su una serie di reazioni che portano alla formazione di un composto diazoico
colorato che viene dosato per via colorimetrica. Questa procedura, tra le piu sensibili tra le analisi co-
lorimetriche dirette, ¢ specifica per i nitriti € non presenta alcuna variazione di efficienza in relazione
alla forza ionica della soluzione.

Il metodo originale, proposto da Griess-llosvay (Ilosvay, 1889), ¢ stato successivamente modificato
da Shinn (1941) ed applicato all’analisi dell’acqua di mare da Bendschneider e Robinson (1952).

La procedura analitica consiste nella formazione, in ambiente con pH inferiore a 2 e temperatura non
superiore a 40°C, di un sale di diazonio (cloruro di diazosulfanilammide) che reagisce successivamente
con naftiletilendiammina per generare un colorante diazoico.

Massimo di assorbanza: 550 nm

6.5.1.1 Reagenti

1. Sulfanilamide. Sciogliere 10 g di sulfanilamide in 100 ml di HCI concentrato e portare ad un litro
in acqua DDW. La soluzione va conservata in bottiglia di vetro scura. Stabile almeno 1 mese.

2. Etilendiaminadiidrocloruro. Sciogliere 1 g di reagente in 1 1 di acqua DDW. La soluzione va con-
servata in bottiglia di vetro scura. Stabile almeno 1 mese.

6.5.1.2 Standard

Fare essiccare circa 2 g di NaNO, in stufa alla temperatura di 100°C controllando che il peso del sale
rimanga costante nel tempo. Riporre, poi, i sali in un essiccatore con gel di silice per altre 24 ore. Compiute
queste operazioni, fare sciogliere in acqua grado reagente in proporzione tale da ottenere una concen-
trazione di 2 mmol dm”.

Tale standard ¢ utilizzato nella procedura quotidiana per la preparazione di 5 standard a
concentrazione minore.

La concentrazione degli standard minori viene scelta in base alla quantita di sali di NO, che ci si
aspetta di trovare, in modo che il set di sub-standard copra tutto I’intervallo di concentrazioni previsto.
Dai 5 standard viene ricavato un fattore di moltiplicazione necessario al calcolo delle concentrazioni.
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6.5.1.3 Manifold

Il manifold (Fig. 4) € composto da due iniettori e quattro serpentine da 10 spire ognuna.

Il primo iniettore (A), € fornito di 3 ingressi: il primo ¢ per il campione, il secondo ¢ per la bollazione
e il terzo ingresso provvede all’immissione del primo reagente. Subito dopo ci sono 4 serpentine composte
da 10 spire ognuna: nelle prime 2 avviene il mescolamento del primo reagente, nelle altre 2 quello del
secondo reagente introdotto al punto (B) mediante il secondo iniettore.
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W ® W ® | CAMPIONE
REAGENTE
REAGENTE
COLORIMETRO
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Fig. 4 - Manifold per il dosaggio di NO,.

6.5.1.4 Raccomandazioni ed eliminazione dei problemi

- Seall’accensione dell’apparecchio si presentasse una linea di base non stabile in assenza di reagenti,
lavare il circuito con HCI al 10%.

- Se durante I’analisi si verificasse un evidente aumento della linea di base pulire immediatamente
la celletta di lettura del colorimetro iniettando dell’acido cloridrico al 50% direttamente nella celletta
senza fermare il circuito.

- Usare acqua DDW deionizzandola direttamente nel contenitore di prelievo dello strumento.

- Se necessitasse variare componenti del circuito (iniettori, bollatori) riequilibrare il circuito cam-
biando le portate dei tubi.

- Usare contenitori idonei ai diversi reagenti da utilizzare. Il tappo del contenitore deve essere fornito
di piccoli fori nei quali inserire capillari (aghi, etc.) per il prelievo del reagente.

- Usare acqua povera di nutrienti, ovvero acqua oligotrofica (OSW), come acqua di lavaggio tra i
campioni. E bene che I’OSW abbia salinita simile ai campioni.

6.6 DETERMINAZIONE DEGLI ORTOFOSFATI

6.6.1 Principio del metodo

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso fosfomolibdico di colore blu (del gruppo dei blu
di molibdeno) la cui concentrazione viene misurata per via colorimetrica (spettrofotometro o
colorimetro) (Deniges, 1920). Gli aspetti rilevanti per lo sviluppo del complesso fosfomolibdico sono
di seguito schematizzati.

Lo ione molibdato MoO,* ed i suoi polimeri formano, in ambiente acido, eteropoliacidi stabili con
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elementi del IV e V gruppo (Boltz e Mellon 1947; Cotton e Wilkinson, 1968). L’acido fosfomolibdico
¢ un complesso di colore giallo. La riduzione del molibdato da Mo(VI) a Mo(V) in questo complesso
produce un eteropoliacido di colore blu. Il picco massimo di assorbanza varia in base al tipo di riducente
adoperato, probabilmente in relazione al variare del rapporto tra Mo(VI) e Mo(V) nel complesso e al
tipo di aggregazione delle unita base nella soluzione.

Murphy e Riley (1962) introdussero, nella procedura per la determinazione dei fosfati nell’acqua
di mare, 1’uso di un sale di antimonio trivalente, che entra nell’eteropoliacido in un rapporto di circa
1:1 con il fosforo. Questa modificazione induce uno spostamento del massimo di assorbanza verso I’in-
frarosso, con un incremento del coefficiente di estinzione molare e un drastico aumento nella velocita
di formazione. Le proprieta ottiche di questa classe di composti sono state esaminate da Going e Ei-
senreich (1974). La successiva riduzione avviene per opera dell’acido ascorbico, eliminando cosi di-
pendenze dalla forza ionica (effetto salino) e dalla temperatura (Harvey, 1948; Murphy e Riley, 1958,
1962; Jones e Spencer, 1963).

Per minimizzare |’interferenza di altri ioni che reagiscono in maniera analoga con i molibdati ¢ ne-
cessario mantenere il pH della soluzione finale al di sotto di 1, condizione nella quale la formazione di
eteropoliacidi con Si e As ¢ decisamente sfavorita (Koroleff, 1983b). La metodologia proposta ¢ quella
di Murphy e Riley (1962) nella versione riportata da Strickland e Parsons (1968).

Massimo di assorbanza: 880 nm

6.6.1.1 Reagenti

1. Molibdato d’ammonio. Sciogliere 10 g di molibdato in 800 ml di acqua distillata deionizzata
(DDW), e poi portare al volume di un litro. La soluzione ¢ stabile per almeno un mese.

2. Antimonio potassio tartrato (KAT). Sciogliere 2,5 g di KAT in 800 ml di acqua distillata deionizzata,

e poi portare al volume di 1 1. Conservare in bottiglia di vetro, stabile per almeno un mese.

Acido solforico concentrato.

4. Acido ascorbico.

98]

6.6.1.2 Soluzioni d’uso

- Reagente misto. Miscelare in un cilindro di vetro graduato da 250 ml, ed agitando dopo ogni ag-
giunta, 100 ml di stock molibdato+25 ml di KAT+30 ml di H,SO, conc.+1 ml di SLS (Sodio-Lau-
ril-Solfato) e portare a 250 ml. Il reagente ¢ molto stabile e va conservato in bottiglia di vetro.

- Acido ascorbico. Sciogliere 1,8 g di acido ascorbico in 100 ml di DDW.

6.6.1.3 Standard

Fare essiccare circa 2 g di KH,PO, in stufa alla temperatura di 110°C controllando che il peso del
sale rimanga costante nel tempo. Riporre, poi, i sali in un essiccatore con gel di silice per altre 24 ore.
Compiute queste operazioni, fare sciogliere in acqua grado reagente in proporzione tale da ottenere una
concentrazione di 2 mmol dm™.

Tale standard ¢ utilizzato nella procedura quotidiana per la preparazione di 5 standard a
concentrazione minore.

La concentrazione degli standard minori viene scelta in base alla quantita di sali di PO, che ci si aspetta
di trovare, in modo che il set di sub-standard copra tutto I’intervallo di concentrazioni previsto. Dai 5
standard viene ricavato un fattore di moltiplicazione necessario al calcolo delle concentrazioni.

6.6.1.4 Manifold

Il manifold (Fig. 5) ¢ composto da due iniettori e tre serpentine da 10 spire ognuna.
I1 primo iniettore (A), € fornito di 3 ingressi: il primo ¢ per il campione, il secondo ¢ per la bollazione
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e il terzo ingresso provvede all’immissione del primo reagente. Subito dopo ci sono 3 serpentine composte
da 10 spire ognuna: nella prima avviene il mescolamento del primo reagente, nelle altre 2 quello del se-
condo reagente introdotto al punto (B) mediante il secondo iniettore.
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Fig. 5 - Manifold per il dosaggio di PO,.

6.6.1.5 Raccomandazioni e eliminazione dei problemi

Se all’accensione dell’apparecchio si presentasse una linea di base non stabile in assenza di reagenti,
lavare il circuito con NaOH e poi con HCI al 10%.

Se durante I’analisi si verificasse un evidente aumento della linea di base pulire immediatamente
la celletta di lettura del colorimetro iniettando dell’acido cloridrico al 50% direttamente nella celletta
senza fermare il circuito.

Usare acqua DDW deionizzandola, possibilmente, nel contenitore di prelievo dello strumento.
Se necessitasse variare componenti del circuito (iniettori, bollatori) riequilibrare il circuito cam-
biando le portate dei tubi.

Usare contenitori idonei ai diversi reagenti da utilizzare. Il tappo del contenitore deve essere fornito
di piccoli fori nei quali inserire capillari (aghi, etc.) per il prelievo del reagente.

Usare acqua povera di nutrienti, ovvero acqua oligotrofica (OSW), come acqua di lavaggio tra un
campione e I’altro. E* bene che ’OSW abbia valori di salinita simili al campione da analizzare.
Per temperatura inferiore ai 10°C aggiungere al manifold un bagno termostatato alla temperatura
di 40°C.

Se si formasse del precipitato nel reagente del molibdato, scartare.

In caso di preparazione di standard misti non unire mai nello stesso matraccio standard PO, con
standard SiO,.

Usare come celletta di lettura per il colorimetro un modello che sia provvisto di un ingresso molto
stretto onde evitare disturbi di rifrazione.

Usare fototubi di lettura ad alta sensibilita per letture di 880 nm.
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6.7 DETERMINAZIONE DEI SILICATI

6.7.1 Principio del metodo

La determinazione dei silicati disciolti viene effettuata inducendo la formazione di un poliacido si-
licomolibdico che viene successivamente ridotto a blu di molibdeno. Il composto finale ha un massimo
di assorbanza a 810 nm, e viene dosato per via colorimetrica.

La catena di reazioni ¢ fortemente influenzata da variazioni anche minime delle condizioni di reazione
a causa della molteplicita dei prodotti intermedi e della loro instabilita. Presentiamo percio solo un quadro
sintetico del processo utilizzato e dei fattori che influenzano le reazioni implicate.

Lo ione molibdato in ambiente acquoso da luogo alla formazione di numerosi poliacidi polisomeri.
Con il diminuire del pH, le forme pit abbondanti seguono una sequenza di equilibri del tipo:

(Mo0O,)” = (Mo,0,)" = (HMo,0,)* = (H;Mo,0,))*

rendendo il pH una variabile essenziale nel determinare il tipo di polimero molibdico presente in mag-
giore quantita (Garrett e Walker, 1964).

L’acido silicomolibdico si forma con differente velocita in relazione al grado di polimerizzazione del
silicato. I trimeri, infatti, hanno un tempo di formazione circa cento volte pit lungo dei monomeri (Mullin
e Riley, 1955). Il grado di polimerizzazione dipende a sua volta dal pH, aumentando in ambiente acido,
e dal trattamento subito dalla soluzione.

L’acido silicomolibdico esiste in almeno due isomeri o e 3 (Strickland, 1952 a, b, ¢c; Morrison e Wilson,
1963 a, b, c; Garrett ¢ Walker, 1964; Scott, 1975; Truesdale e Smith, 1975), di cui il primo ¢ termodi-
namicamente piu stabile ma sfavorito cineticamente a valori di pH minori di 2.

Secondo Grasshoff (1964) la reazione di formazione ¢ una reazione reversibile che procede secondo
I’equilibrio:

SiO,H, + 2 H, (H,M0,0,) S H, (SiMo,,0,,) + 6H,0

11 prodotto di reazione dipende fortemente dal pH e dalle concentrazioni dei reagenti in quanto il tipo
di cinetica muta anche in relazione alla concentrazione del molibdato (Garrett e Walker, 1964). Inoltre
la forma f si trasforma lentamente nella forma o anche a pH bassi.

I due isomeri a ¢  dell’acido silicomolibdico presentano un picco di massima assorbanza nella parte
blu dello spettro, ma con coefficienti di estinzione piuttosto diversi, nessuno dei quali particolarmente
elevato. Per le ragioni dette in precedenza, inoltre, essi non garantiscono sufficiente stabilita nel tempo.
Questa affermazione ¢ perd contraddetta da Grasshoff (1964), che suggerisce un metodo per produrre
I’isomero o in condizioni da mantenerlo stabile per almeno 24 ore. La successiva riduzione dell’isomero
B per opera del solfato di p-metilamminofenolo (metolo) in ambiente acido e in presenza di solfito produce
un blu di molibdeno stabile per almeno 2 ore dal completamento della reazione (Mullin e Riley, 1955).

Anche in questo processo ¢ importante il controllo del pH per evitare una riduzione diretta del mo-
libdato in eccesso per opera del metolo.

Tutte le reazioni sopra schematizzate dipendono sia dalla forza ionica della soluzione che dalla presenza
di specifici ioni, specie quelli bivalenti; pertanto la concentrazione del prodotto finale e forse anche la
sua estinzione molare dipendono dalla concentrazione salina del miscuglio di reazione e, di
conseguenza, del campione. La formazione di poliacidi con il molibdato, infatti, ¢ caratteristica anche
di altri ioni, in particolare fosfato e arseniato (Boltz ¢ Mellon, 1947; Cotton ¢ Wilkinson, 1968); per
evitare le interferenze dei fosfomolibdati, questi possono essere eliminati con acido ossalico (Strickland
e Parsons, 1968).

Massimo di Assorbanza: 8§20 nm
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6.7.1.1 Reagenti

1. Cloruro Stannoso. Sciogliere 20 g di cloruro stannoso in 12,5 ml di HCI concentrato + 27,5 ml
di acqua DDW. Il reagente viene sciolto alla temperatura di 70°C.

2. Acido tartarico. Sciogliere 100 g di acido tartarico in 1 I di DDW.

3. Molibdato d’ammonio. Sciogliere 40 g di molibdato in 800 ml di DDW, e poi portare al volume
dillL

6.7.1.2 Soluzioni d’uso

- Molibdato. Miscelare 50 ml di HCI al 10% + 40 ml di molibdato +15 ml di DDW.
- Cloruro Stannoso. Miscelare 2,5 ml di cloruro stannoso + 48 ml di HCI1 al 10% + 50 ml di DDW.

6.7.1.3 Standard

Fare essiccare circa 2 g di Na,SiF, in stufa alla temperatura di 105°C fino a giungere ad un peso costante
nel tempo. Riporre, poi, il sale in un essiccatore con gel di silice per altre 24 ore. Compiute queste ope-
razioni, fare sciogliere in acqua grado reagente in proporzione tale da ottenere una concentrazione di 10
mmol dm?.

Tale standard ¢ utilizzato nella procedura quotidiana per la preparazione di 5 standard a
concentrazione minore.

La concentrazione dei sub-standard viene scelta in base alla quantita di SiO, che ci si aspetta di trovare,
ma in modo da coprire tutto I’intervallo di concentrazioni previsto. Dai 5 standard viene ricavato il fattore
di moltiplicazione per il calcolo delle concentrazioni.

6.7.1.4 Manifold

Il manifold (Fig. 6) € composto da tre iniettori e sei serpentine da 10 spire ognuna. Il primo iniettore
(A), ¢ fornito di 3 ingressi: Il primo ¢ per il campione, il secondo ¢ per la bollazione e il terzo ingresso
provvede all’immissione del primo reagente. Subito dopo ci sono 6 serpentine composte da 10 spire ognu-
na: nelle prime due avviene il mescolamento del primo reagente, nelle seconde due quello del secondo
reagente introdotto al punto (B) mediante un secondo iniettore, ed infine nelle ultime due viene mescolato
il terzo reagente introdotto al punto (C).

ARIA
(B)J\N »w | CAMPIONE
© REAGENTE
REAGENTE
REAGENTE
COLORIMETRO
1
SCARICO

Fig. 6 - Manifold per il dosaggio di SiO,.
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6.7.1.5 Raccomandazioni e eliminazione dei problemi

- Seall’accensione dell’apparecchio si presentasse una linea di base non stabile in assenza di reagenti,
lavare il circuito con NaOH e poi con HCI al 10%.

- Se durante I’analisi si verificasse un evidente aumento della linea di base pulire immediatamente
la celletta di lettura del colorimetro iniettando dell’acido cloridrico al 50% direttamente nella celletta
senza fermare il circuito.

- Usare acqua DDW deionizzandola, possibilmente, direttamente nel contenitore di prelievo dello
strumento.

- Se necessitasse variare componenti del circuito (iniettori, bollatori) riequilibrare il circuito cam-
biando le portate dei tubi.

- Usare contenitori idonei ai diversi reagenti da utilizzare. Il tappo del contenitore deve essere fornito
di piccoli fori nei quali inserire capillari (aghi, etc.) per il prelievo del reagente.

- Usare acqua povera di nutrienti, ovvero acqua oligotrofica (OSW), come acqua di lavaggio tra un
campione e 1’altro. E bene che ' OSW abbia valori di salinita simili al campione da analizzare.

- Se si formasse del precipitato nel reagente del molibdato, scartare.

- Usare come celletta di lettura per il colorimetro un modello che sia provvisto di un ingresso molto
stretto onde evitare disturbi di rifrazione.

- Usare fototubi di lettura ad alta sensibilita per letture a 820 nm;

- Seinserendo i reagenti si notasse una colorazione blu del campione, all’uscita dalla seconda serie
di serpentine, cio indicherebbe che 1’acido tartarico ¢ da scartare.
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CAPITOLO 7. DETERMINAZIONE DEL CARBONIO ORGANICO DISCIOL-
TO NELL’ACQUA MARINA

M. Giani, C. De Vittor, F. Savelli, C. Santinelli

mgiani@inogs.it

7.1 INTRODUZIONE

La sostanza organica disciolta (DOM) in mare ¢ definita come il pool di molecole organiche che passa
attraverso un filtro di 0,2-1 um.

Circa il 90% della DOM ¢ costituito dal carbonio organico disciolto (DOC). Esso nelle acque oceaniche
presenta una concentrazione di 60-90 umol C I in superficie e 35-45 umolCl"' nelle acque profonde
(Benner, 2002). In acque costiere di bacini con elevata produzione primaria, le concentrazioni possono
essere comprese tra 100 e 280 pumol C 1" (Pettine ef al., 2001; Cauwet et al., 2002; Giani et al., 2005;
De Vittor et al., 2008).

11 carbonio totale (TC) presente nell’acqua di mare ¢ costituito dal carbonio inorganico disciolto (DIC),
dato dall’insieme di bicarbonati, carbonati e CO, e particellato (PIC), e dal carbonio organico disciolto
(DOC, volatile e non volatile) e particellato (POC) schematizzando:

TC = DIC + PIC + DOC

+ DOC + POC

volatile non volatile

I1 DOC puo essere determinato per differenza tra il carbonio totale disciolto, misurato mediante la
tecnica di combustione ad alta temperatura e la frazione inorganica determinata come CO,. Tale metodo
¢ utilizzato nelle acque dolci meno ricche in carbonati (APAT-IRSA CNR, 2004).

In acqua di mare, dove il DIC ha una concentrazione 25-50 volte maggiore rispetto al DOC, si procede
prima all’eliminazione del carbonio inorganico mediante aggiunta di acido cloridrico o fosforico e suc-
cessiva rimozione della CO, liberata attraverso il gorgogliamento di aria pura nel campione ed, in seguito,
alla determinazione del carbonio organico disciolto. La fase di gorgogliamento puo rimuovere anche il
carbonio organico volatile che, in determinati casi, pud rappresentare fino al 5% del DOC iniziale, per
cui, I’analisi permette di determinare soltanto la componente non volatile del carbonio organico disciolto
(Avril, 2002).

La determinazione del DOC richiede molta attenzione sia nella fase di campionamento, in quanto ¢
relativamente facile contaminare il campione durante il prelievo, che in quella di manipolazione ed analisi
in laboratorio. Ulteriori errori nella determinazione del DOC possono essere causati da una rimozione
incompleta dei carbonati oppure da un’ossidazione soltanto parziale della sostanza organica disciolta
(Hedges et al., 1993; Urbansky, 2001; Aiken et al., 2002).

7.2 CAMPIONAMENTO

I campioni d’acqua di mare per la determinazione del DOC possono essere prelevati utilizzando bot-
tiglie Niskin (le migliori sono quelle con molle teflonate, o-rings di silicone e rubinetti di nylon, oppure
Niskin con tutte le rifiniture in PVC) oppure bottiglie Go-Flo; quest’ultime hanno il vantaggio di aprirsi
a circa 10 m di profondita e quindi di attraversare la superficie dell’acqua chiuse, diminuendo cosi la
probabilita di contaminazione da parte di sostanze eventualmente presenti in superficie. In generale, piu
le bottiglie sono grandi minore ¢ la probabilita di contaminazione. I campioni vengono prelevati a varie
profondita durante la risalita del sistema CTD/Rosette. Prima di iniziare le operazioni di campionamento,
le bottiglie devono essere pulite e condizionate con acqua di mare, I’ideale sarebbe riempirle con acqua
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prelevata in mare-aperto qualche ora prima del campionamento. E di fondamentale importanza non uti-
lizzare solventi organici per pulire le bottiglie prima del campionamento. I campioni per 1’analisi del
DOC devono avere un’alta priorita nell’ordine di campionamento e, al fine di ridurre la potenziale con-
taminazione da parte dei fumi della nave e/o della manipolazione delle bottiglie, dovrebbero essere pre-
levati subito dopo i campioni per i gas disciolti. Devono, inoltre, essere prelevati evitando il contatto
con il rubinetto delle bottiglie della Rosette (Sharp ef al., 1993) e utilizzando guanti senza polvere. |
campioni devono preferibilmente essere raccolti in bottiglie in vetro, anche se sono accettabili bottiglie
in policarbonato, polipropilene o polisulfone, lavate con acido. Per minimizzare la contaminazione ¢ la
perdita di DOC per adsorbimento sulle pareti delle bottiglie di campionamento ¢ di fondamentale im-
portanza precondizionarle tramite avvinamenti ripetuti. Sono consigliate bottiglie di vetro scuro, in quanto
permettono di evitare cambiamenti e perdite di DOM dovuti al “fotobleaching” (Santinelli et al., 2002,
2006, 2008; Seritti et al., 2003; Vignudelli et al., 2004).

7.3 FILTRAZIONE

I campioni devono essere filtrati, immediatamente dopo il campionamento, attraverso filtri in fibra di
vetro Whatman o Millipore GF/F (porosita nominale 0,7 um) precombusti (450°C per 4 ore) montati su
un porta filtro metallico, o filtri in acetato di cellulosa sterili 0,2 um (p. es. Sartorius). La filtrazione ha
la funzione di rimuovere dal campione il particellato sospeso ed i microorganismi che potrebbero causare
un cambiamento nella concentrazione della DOM. Mediante filtrazione su 0,2 um si ottiene, ovviamente,
una maggiore rimozione della popolazione batterica presente nel campione. D’altra parte la filtrazione
¢ una potenziale sorgente di errore a causa di: (1) rilascio di DOM dal filtro stesso, (2) rottura delle cellule
durante la filtrazione, (3) adsorbimento di una frazione del DOC sul filtro (Moran et al., 1999). E con-
sigliabile utilizzare lo stesso filtro per piu campioni avvinandolo ogni volta con il campione. Prima di
utilizzarlo per la prima volta deve essere lavato abbondantemente con acqua di mare. In alternativa, se
la concentrazione del POC ¢ trascurabile (<5% del DOC) ¢ possibile non filtrare i campioni. Poiché una
differenza di pressione eccessiva tra le due facce del filtro pud determinare la rottura delle cellule sia in
depressione (pompe da vuoto) che in pressione positiva (filtrazione con siringa o sotto pressione di N,)
¢ consigliabile mantenere la differenza di pressione inferiore a 80-100 mm Hg (Taguchi e Laws, 1988;
Stockner et al., 1990).

7.4 CONSERVAZIONE

Per preservare i campioni ¢ possibile aggiungere dell’acido (HCI ultrapuro per arrivare a pH 2) o un
veleno adatto ad inibire ’attivita batterica (soluzione di HgCl,, Thomas et al., 1995) e mantenerli a 4
°C, oppure si possono congelare. L’acidificazione puo determinare: produzione di sostanze volatili dal-
I’idrolisi della DOM, adsorbimento di ammonio e altre ammine volatili dall’atmosfera ed, in acque co-
stiere, la precipitazione degli acidi umici.

Il congelamento ¢ il metodo migliore per la conservazione a lungo termine dei campioni (Sharp et
al., 1993).

7.5 METODI DI ANALISI
I metodi contemporanei di determinazione del DOC si basano sulla rimozione delle specie del carbonio

inorganico presenti nell’acqua marina, sull’ossidazione della sostanza organica a biossido di carbonio
e sulla quantificazione del biossido di carbonio prodotto.
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7.5.1 Rimozione del carbonio inorganico

Al fine di rimuovere il carbonio inorganico, i campioni vengono acidificati, immediatamente prima
dell’analisi, con HCI 2N o H,PO, al 50% fino ad ottenere un pH<2 (Williams et a/., 1993). La CO,, de-
rivante dai carbonati e bicarbonati disciolti, viene eliminata tramite gorgogliamento ottenuto con un flusso
continuo (150 ml min")di ossigeno o aria ad alta purezza per 10 min. Alcuni recenti strumenti (ad esempio
SHIMADZU VCSH) permettono di eseguire tale fase automaticamente.

7.5.2 Metodi di ossidazione per via umida

I primi metodi utilizzati per la misura del carbonio organico nell’acqua di mare si basavano sull’os-
sidazione della sostanza organica a bassa temperatura con persolfato (Menzel e Vaccaro, 1964, Williams,
1969). I metodi di ossidazione per via umida e quelli per combustione ad alta temperatura se applicati
correttamente forniscono risultati comparabili (Benner e Hedges, 1993; Cauwet, 1999).

7.5.3 Metodo di combustione ad alta temperatura (HTO)

La tecnica HTO prevede I’ossidazione ad alta temperatura del campione e la successiva rivelazione
all’infrarosso della CO, prodotta.

La tecnica ¢ basata sull’iniezione diretta (100 pl per campioni di acqua di mare con concentrazioni
entro le 200 pmol C I, volumi inferiori per concentrazioni superiori) in un tubo di combustione in quarzo,
impaccato con un catalizzatore (in genere Pt su ossido di alluminio o quarzo), posto verticalmente in
una fornace a 680°C e mantenuto in un’atmosfera di gas puro (aria o ossigeno). La siringa per 1’auto-
campionamento, viene sciacquata automaticamente piu volte, con il campione da analizzare, prima di
procedere all’iniezione in fornace.

La sostanza organica presente nel campione viene ossidata sul catalizzatore a CO, e portata dal gas
ad un deumidificatore (elettronico basato sull’effetto Peltier, o magnesio perclorato) e quindi ad un trappola
per alogeni (Cu) prima di arrivare al rivelatore. Le iniezioni vengono abitualmente ripetute 4-5 volte per
campione ed il risultato ¢ ritenuto accettabile soltanto quando il coefficiente di variabilita tra le misure
¢ inferiore al 2%.

Sebbene, potenzialmente, la strumentazione che utilizza il sistema HTO sia in grado di misurare di-
rettamente il carbonio organico totale (disciolto + particellato) presente in un campione d’acqua non fil-
trato, tale tipo di analisi viene sconsigliata per campioni in cui la concentrazione di POC non sia trascu-
rabile. Ad esempio con concentrazioni di DOC di 100 pmol C I'' e precisione analitica pari al 5%, il
valore accettabile di POC dovrebbe essere < 5 pmol C 1" (Sharp ef al., 1993). Lavori piu recenti (Aiken
et al., 2002) riportano che il POC non puo essere adeguatamente misurato con il sistema HTO a causa
di problemi legati all’efficienza di ossidazione.

7.5.3.1 Rivelatori

La CO,, risultante dall’ossidazione catalitica ad alta temperatura del carbonio organico presente nel
campione d’acqua, viene misurata mediante un rilevatore sensibile nella regione degli infrarossi (NDIR-
rivelatore infrarosso non dispersivo) che fornisce un segnale proporzionale alla concentrazione istantanea
della CO, presente nel gas di trasporto. La risposta strumentale, ad ogni iniezione, ¢ visualizzata su monitor
sottoforma di un picco la cui area sottesa ¢ proporzionale alla concentrazione di DOC presente nel cam-
pione. L’acqua derivante dall’evaporazione del campione e in parte anche dalla reazione di ossidazione
deve essere rimossa. Ci sono vari metodi per rimuovere 1’acqua, uno di essi, usato negli analizzatori
TOC Shimadzu, utilizza un deumidificatore termoelettrico basato sull’effetto Peltier che raffredda ed
essicca il gas di combustione.
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Esistono anche strumenti dotati di rivelatori a ionizzazione di fiamma (FID) (Urbansky, 2001). In
questo caso la CO, viene ridotta a CH,. Questo sistema ¢ piu sensibile rispetto ai sistemi basati sui rivelatori
NDIR ma piu complesso e di costo elevato.

7.5.3.2 Catalizzatori

Per le acque marine vengono impiegati preferenzialmente catalizzatori in quarzo platinato (quarzo-
Pt) oppure catalizzatori a base di allumina-Pt che hanno un’efficienza analoga a quella del quarzo-Pt
(Cauwet, 1994) ma determinano bianchi piu elevati (Benner e Strom, 1993; Cauwet, 1994; Dafner ¢
Wangersky, 2002). I catalizzatori in commercio, sono costituiti da platino (1,2%) supportato su piccole
sfere da 1-2 mm in allumina o da 3 mm in silice (catalizzatori a bassa sensibilita), nel caso in cui il cam-
pione da analizzare abbia concentrazioni di DOC non inferiori a 17 umol C "', o da lana di quarzo (ca-
talizzatori ad alta sensibilita) per concentrazioni minori. L’utilizzo di quest’ultimo tipo di catalizzatore
¢ sconsigliato se le concentrazioni di DOC, nel campione d’acqua, superano il valore di 83 pmol C 1.

Il catalizzatore, prima di essere impaccato nella colonna di ossidazione, deve essere pretrattato per
eliminare eventuali impurita organiche. Il trattamento consiste in una serie di lavaggi con acido (HCI
2N per 1-2 ore), risciacqui con acqua ultrapura e trattamenti in muffola a 500 °C per 6 ore.

In ogni caso, per minimizzare il bianco del sistema dopo il pretrattamento del catalizzatore ed il suo
impaccamento nella colonna di ossidazione, bisogna effettuare iniezioni ripetute di acqua ultrapura finché
non venga raggiunta la piu bassa e stabile area d’integrazione (<1000 unita). Possono essere necessarie
anche piu di 100 iniezioni.

7.5.3.3 Gas di trasporto

Laria pura da utilizzare come gas di trasporto non deve contenere piu di 1 parte per milione (ppm) di
biossido di carbonio (CO,), monossido di carbonio (CO), ed idrocarburi (HC) (Shimadzu Corporation,
1997). In alternativa all’aria puo essere utilizzato anche ossigeno a purezza >99,999%. Il gas puo venir
fatto passare attraverso una trappola riempita con ascarite per la rimozione finale della CO,.

7.5.3.4 Preparazione degli standards

Come standard analitici vengono utilizzate soluzioni di ftalato acido di potassio (C;H,KO,, KHP).
Per la preparazione della soluzione madre (1 g C I"' equivalenti a 83 mmol C I''), 0,2125 g di KHP, ac-
curatamente pesati su bilancia analitica, vengono sciolti in acqua ultrapura a basso contenuto di carbonio
e portati a volume in matraccio tarato da 100 ml. La soluzione ottenuta deve essere conservata al buio
a 4°C ed ¢ stabile per 1 mese. Dalla soluzione madre si ottengono per diluizione almeno 4 standards in
modo da coprire I’intervallo di concentrazioni atteso per i campioni.

Nel caso dell’acqua di mare si usano 4 soluzioni con concentrazione compresa tra 0,0 € 2,5 mg C I
! (equivalenti a208,14 umol C I').

La concentrazione in carbonio viene determinata attraverso curve di calibrazione a 4 punti. Ciascun
valore di concentrazione viene determinato con un minimo di tre iniezioni con un coefficiente di variazione
inferiore al 2%. Repliche di pitt campioni hanno evidenziato dispersioni comprese tra 1,5 e 4 % (Giani
et al., 2005; De Vittor et al., 2008).

7.5.4 Bianco del sistema

Il bianco del sistema ¢ dato dal bianco strumentale e dal bianco dell’acqua e dei reagenti utilizzati
per gli standards.

Il bianco del sistema deve essere misurato ogni giorno all’inizio ed alla fine della serie di analisi uti-
lizzando acqua a basso contenuto di carbonio (~5-6 umol C I"") che puo essere acquistata assieme al ma-
teriale certificato di riferimento dall’University of Miami (FL, USA).
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7.6 CALCOLI

La concentrazione del DOC viene calcolata come riportato da Thomas et al. (1995), utilizzando I’equa-
zione:

DOC (umol C )= area campione-area del b.ianc.o di §istema ..1000
pendenza della retta di calibrazione* 12,011

*si intende che la retta di calibrazione sia stata determinata come risposta strumentale in funzione delle
concentrazioni espresse in mg C 1.

7.7 CONTROLLO DI QUALITA

Un enorme passo in avanti nella determinazione del DOC ¢ stato reso possibile grazie alla realizzazione
di campioni di acqua di mare di riferimento a concentrazione nota (University of Miami, FL, USA, Sharp
et al., 2002). Tali campioni consentono di valutare la “bonta” delle misure e di intercalibrarsi con gli
altri laboratori (Sharp et al., 2002). L’accuratezza della misura viene valutata tramite I’analisi giornaliera
di tali campioni di riferimento. Il valore misurato deve essere nel range del valore atteso = 2 umol C I
"altrimenti le analisi vanno interrotte, deve essere fatto un controllo dello strumento con eventuale so-
stituzione di colonna e catalizzatore o delle guarnizioni e una volta che i bianchi sono accettabili si deve
fare una nuova curva di calibrazione (Santinelli et al., 2002).

7.8 POSSIBILI FONTI DI ERRORE

Si riassumono di seguito alcuni dei problemi analitici che piu frequentemente sono fonte di errore
nei metodi HTC:

- contaminazione nel campionamento/conservazione dei campioni;

- rimozione non completa dei carbonati;

- variazioni meccaniche nell’iniezione del campione;

- variazioni del bianco di sistema (effetto memoria, derive della linea di base);

- variazioni nell’efficienza dell’ossidazione anche in seguito alla deposizione di sale.
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CAPITOLO 8. AZOTO E FOSFORO TOTALI E TOTALI DISCIOLTI

S. Cozzi, F. Margiotta, V. Saggiomo

stefano.cozzi@ts.ismar.cnr.it

8.1 INTRODUZIONE

Per concentrazione totale di azoto (TN) e fosforo (TP) presente in un campione d’acqua marina si
intende la somma delle moli di questi elementi per unita di volume, presenti in forma chimica combinata,
sia organica o inorganica sia disciolta o particellata (Fig. 1). Nel caso dell’azoto, non viene pero inclusa
nel TN la forma molecolare gassosa disciolta (N,) la quale, sebbene sia la piu abbondante nell’ambiente
marino (=95% dell’azoto totale), presenta un’eccezionale inerzia chimica che la rende difficilmente uti-
lizzabile dagli organismi viventi, esclusi i batteri azotofissatori (Butcher et al., 1992).

L’azoto inorganico combinato ¢ presente nell’acqua di mare principalmente sotto forma di nitrato,
nitrito ed ammonio, insieme ad ulteriori forme gassose meno abbondanti (N,O,). Il fosforo inorganico
¢ costituito essenzialmente da ortofosfato e polifosfati, questi ultimi soprattutto di origine antropica. Le
frazioni organiche di entrambi questi elementi sono invece un insieme complesso di composti disciolti
a vario peso molecolare, colloidi, particelle detritali organiche e plancton. I composti organici disciolti
presenti nell’ambiente marino derivano essenzialmente dalla decomposizione del materiale di origine
cellulare e dai prodotti d’escrezione degli organismi viventi. [.’azoto organico disciolto (DON) ¢ contenuto
nei gruppi amminici degli amminoacidi, proteine e polipeptidi, mentre il fosforo organico disciolto (DOP)
¢ presente nei fosfolipidi e fosfonucleotidi (Lee e Wakeham, 1989; Wotton, 1990; Wada e Hattori, 1991;
Handa et al., 2000; Hansell e Carlson, 2002).

La concentrazione dell’azoto inorganico disciolto (DIN) varia da valori prossimi allo zero, in corpi
d’acqua dove 1 nutrienti sono stati esauriti dall’assimilazione biologica, fino a circa 45 uM nelle acque
oceaniche. Le zone estuarine possono essere perd ulteriormente arricchite in DIN (<200 uM) a causa
degli apporti di nitrato di origine continentale. Il DON varia nell’ambiente oceanico da 2-5 uM nelle
acque profonde, a 1-13 uM in quelle superficiali. Acque costiere (3-19 uM) e zone estuarine (5-60 pM)
presentano concentrazioni superiori di DON, come conseguenza dei processi di produzione in situ e degli
apporti alloctoni. Le concentrazioni di ortofosfato variano da valori <0,01 uM nelle acque superficiali
esaurite di nutrienti, a circa 2 uM nelle acque oceaniche profonde. Al contrario del DON, il DOP ¢ presente
in un intervallo di concentrazione generalmente piu costante (0,05-0,3 uM).

Le frazioni particellate dell’azoto (PN) e fosforo (PP) non costituiscono in genere la parte predominante
di questi elementi nelle acque oligotrofiche ed oceaniche (Loh e Bauer, 2000). Elevate quantita di PN
e PP possono, tuttavia, essere trovate nelle acque costiere ed estuarine. Nell’ambiente marino non soggetto
ad apporti continentali diretti, il PN e PP sono essenzialmente costituiti da materia organica quale cellule
planctoniche, detriti costituiti da tessuti di microrganismi e residui fecali. La presenza di azoto e fosforo
inorganici nel particellato marino puo essere principalmente ristretta a ioni adsorbiti sulla superficie delle
particelle organiche o inclusi in esse (Wotton, 1990).

La distinzione tra azoto e fosforo totali (TN e TP) ed azoto e fosforo totali disciolti (TDN e TDP)
viene effettuata operazionalmente sulla base di una separazione in classi dimensionali a 0,45 pum, gene-
ralmente ottenuta per filtrazione. Tale distinzione ¢ pero largamente arbitraria, in quanto la frazione <0,45
um non contiene soltanto composti dell’azoto e fosforo realmente disciolti, ma anche colloidi e quantita
variabili di particellato submicroscopico, picoplancton e femtoplancton.
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Fig. 1 - Schematizzazione delle frazioni dell’azoto e fosforo presenti nell’ambiente marino.

8.2 PRINCIPIO DEL METODO

L’analisi del TN e TP (TDN e TDP) richiede un primo stadio d’ossidazione per ridurre tutte le frazioni
organiche di questi elementi a forme specifiche di azoto e fosforo inorganici, la cui concentrazione pud
essere successivamente determinata nel campione. Tra i diversi gruppi di metodi utilizzati per questo
scopo, I’ossidazione in soluzione con perossodisolfato di potassio (PO) e la fotoossidazione con radiazione
ultravioletta (UV) permettono la determinazione del TN e TP mediante analisi manuale, con un ridotto
utilizzo di apparati sperimentali. L'utilita di altri gruppi di metodi quali la digestione Kjeldahl, I’ossidazione
ad alta temperatura in presenza (HTCO) o assenza (HTO) di catalizzatori e 1’incenerimento/idrolisi
(Ash/Hyd) viene discussa alla fine del presente capitolo.

8.2.1 Ossidazione in soluzione con perossodisolfato (PO)

L’ossidazione con perossodisolfato (PO), per la simultanea determinazione di TN e TP, ¢ una variazione
proposta da Valderrama (1981) alle metodiche originali di Koroleff (1976 a, b) che prevedevano la de-
terminazione dell’azoto e fosforo totali su differenti subcampioni. Infatti, mentre i composti organici
del fosforo possono essere facilmente trasformati in ortofosfato mediante ossidazione in ambiente acido,
una completa ossidazione dei composti azotati necessita di un ambiente alcalino. Con questo metodo il
pH della miscela parte da 9,7 e diminuisce progressivamente fino a 5-6 al termine del processo. Tali
condizioni si realizzano con 1’aggiunta al campione di un tampone, basato sulla coppia acido borico-
borato, unitamente al proseguire delle reazioni d’idrolisi coinvolte nel processo stesso.

L’agente ossidante utilizzato ¢ il perossodisolfato di potassio (K,S,0,), che si decompone a caldo se-
condo la reazione:

K,S,0, + H,0 — 2 KHSO, + 4 O,
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Nel corso del processo d’ossidazione, che avviene in autoclave ad elevata temperatura e pressione, I’au-
mento della concentrazione di KHSO, determina la diminuzione desiderata del pH. Per ottenere un’ossi-
dazione quantitativa della materia organica, I’agente ossidante (O,) che si produce per idrolisi del K,S,O,
deve essere circa 10 volte in eccesso.

La resa della reazione d’ossidazione varia a seconda dei composti azotati presenti. Ad esempio, nitriti,
ammoniaca, urea, diversi amminoacidi alifatici e proteine si ossidano in modo quantitativo. I composti con
un legame semplice N-N si ossidano piu difficilmente, mentre quelli con doppio legame N=N risultano
quasi recalcitranti all’ossidazione (Nydahl, 1978).

Modifiche apportate a tale metodo permettono anche la determinazione simultanea dell’azoto e fosforo
particellati (Pujo-Pay e Raimbault, 1994) o del DOC, DON e DOP (Raimbault et al., 1999). Infine, per le
acque dolci ¢ stata proposta una digestione in microonde (Johnes e Heathwaute, 1992) che permette la ri-
duzione dei tempi di reazione mantenendo comungque alta 1’efficienza d’ossidazione del metodo.

8.2.2 Fotoossidazione (UV)

In questo gruppo di metodi, I’ossidazione del fosforo ed azoto organici presenti nel campione avviene
grazie a processi fotochimici, indotti dalla radiazione ultravioletta in presenza di piccole quantita di un
reagente ossidante. La specie ossidante che si utilizza piu comunemente ¢ il radicale idrossile, che si
forma in soluzione in seguito alla decomposizione del perossido di idrogeno (H,0,) sottoposto a radiazione
UV (Golimowski e Golimowska, 1996). Nel caso dell’ossidazione di campioni d’acqua di mare, la pre-
senza di elevate concentrazioni di carbonio inorganico disciolto mantiene, durante 1’irraggiamento, il
pH del campione a valori compresi tra 7 e 9, che sono generalmente raccomandati. Per 1’ossidazione di
campioni costituiti da acque dolci, ¢ stata suggerita I’aggiunta di NaHCO, come tampone per stabilizzare
il pH a valori alcalini (Koroleff, 1983).

L’irraggiamento viene condotto per 2 ore nel caso del fosforo e per 20-24 ore nel caso dell’azoto.
Per ogni campione ¢ percio necessario preparare due repliche, una per 1’analisi del fosforo ed una per
I’analisi dell’azoto. Alla fine dello stadio d’ossidazione, le provette vengono lasciate raffreddare, ed i
campioni vengono analizzati entro breve tempo, rispettivamente come ortofosfato ed azoto inorganico
disciolto, usualmente mediante metodo colorimetrico.

Il metodo di fotoossidazione UV ¢ stato descritto da Armstrong et al. (1966) e Armstrong e Tibbitts
(1968), e successivamente rivisto da Walsh (1989) e Bronk et al. (2000). Esso utilizza dei fotoreattori
che sono spesso apparati personalizzati, di tipo non commerciale. Essi sono costituiti da un corpo cilindrico
in acciaio, dove vengono alloggiate le provette di quarzo contenenti i campioni, sono muniti di una lam-
pada a vapori di mercurio ad alta pressione (900-1200 W) e di un sistema di alimentazione elettrico. Le
provette sono poste ad una distanza di circa 10 cm dalla lampada e mantenute durante 1’irraggiamento
alla temperatura di 80-85°C grazie ad un sistema di ventilazione forzata. A causa della grande varieta
di fotoreattori esistenti, le condizioni operative ottimali di utilizzo di ogni apparato sperimentale devono
essere testate singolarmente. Sono state descritte in letteratura diverse varianti dei metodi UV, utilizzabili
a seconda delle caratteristiche della matrice del campione e dell’intervallo di concentrazione
considerato. Alcune di esse utilizzano come reagente ossidante il perossodisolfato di potassio, in sosti-
tuzione del perossido di idrogeno (Cozzi e Giani, 2007 e riferimenti inclusi).

Sono stati sviluppati anche sistemi automatici che permettono 1’analisi in continuo di campioni, ge-
neralmente filtrati, mediante ossidazione UV seguita da dosaggio colorimetrico. Essi si basano sullo svi-
luppo di analizzatori a flusso segmentato (Collos e Mornet, 1993; Aminot e Kérouel, 2001) o a flusso
continuo (McKelvie e Hart, 1989; Kroon, 1993; Oms et al., 2003).

89



8.3 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN MARE

8.3.1 Attrezzatura

- Contenitori plastici in polietilene ad alta densita (HDPE), in teflon o in vetro borosilicato con tappo
a tenuta per la raccolta dei campioni, di volume sufficiente per 1’avvinamento dei contenitori da
laboratorio utilizzati durante lo stadio d’ossidazione e durante ’analisi colorimetrica finale del
fosforo reattivo ed azoto inorganico disciolto (20-200 ml);

- Tubi di campionamento in silicone o teflon;

- Congelatore, per la conservazione dei campioni a -20°C.

Per il campionamento delle frazioni disciolte dell’azoto e fosforo (TDN e TDP) sono inoltre necessari:

- Filtri in microfibra di vetro borosilicato di porosita nominale 0,7 um (GF/F da 25 0 47 mm di dia-
metro) trattati precedentemente in muffola a 450°C per 24 ore;

- Portafiltri e siringhe di campionamento in materiale inerte, equivalente a quello utilizzato per la
raccolta dei campioni.

8.3.2 Prodotti chimici

- Acido cloridrico 37%, reagente puro;
- Acqua ultrapura da laboratorio, grado reagente.

8.3.3 Procedura di campionamento

Tutti i contenitori e le attrezzature da laboratorio utilizzate per il campionamento del TN e TP devono
essere lavati accuratamente, trattati con acido cloridrico diluito (10%) e risciacquati con acqua ultrapura
da laboratorio, grado reagente.

Nel caso dell’analisi del TN e TP, il campione viene raccolto direttamente dalla bottiglia primaria di
campionamento (ad esempio, dalle bottiglie Niskin montate sul sistema di profilazione tipo Rosette) ed
introdotto in quella di conservazione, dopo aver avvinato 2-3 volte questa ultima con il campione stesso.
1l sub-campionamento deve avvenire entro breve tempo, per evitare la sedimentazione all’interno della
bottiglia primaria di campionamento, la quale causerebbe una raccolta di subcampioni non omogenei e
non rappresentativi dell’ambiente acquatico studiato.

Nel caso si vogliano analizzare le frazioni disciolte ¢ necessario operare una filtrazione dei campioni
utilizzando filtri in microfibra di vetro borosilicato di diametro pari a 25 0 47 mm, a seconda della quantita
di particellato sospeso presente nell’ambiente acquatico. I filtri devono essere trattati in precedenza in
muffola (450°C per 24 ore) allo scopo di rimuovere i possibili contaminanti organici adsorbiti sulla loro
superficie.

In questo caso, i campioni vengono prelevati dalle bottiglie del sistema di profilazione alla fine della
calata e filtrati entro breve tempo. E preferibile che la filtrazione dei campioni avvenga direttamente
dalla bottiglia primaria di campionamento, senza operare subcampionamenti che possono aumentare il
rischio di contaminazione dei campioni. A questo scopo, si puo utilizzare un sistema filtrante a caduta
costituito da un portafiltro munito di un tubo di campionamento, oppure una siringa dosatrice automatica
munita di portafiltro, che deve essere collegata al rubinetto della bottiglia primaria mediante un tubetto.
Utilizzando questi sistemi si raccoglie un volume opportuno di campione filtrato nel contenitore di con-
servazione. E necessario sciacquare ripetutamente il filtro ed il contenitore con il campione filtrato prima
del prelievo definitivo, allo scopo diminuire il rischio di contaminazione.
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I filtri devono essere sostituiti quando la filtrazione comincia ad essere difficile per occlusione dello
stesso. Filtri a diversa porosita selezionano frazioni di azoto e fosforo organici diverse e forniscono con-
centrazioni di DON e DOP non confrontabili.

Nel caso si vogliano determinare le frazioni organiche totali (ON, OP) o quelle organiche disciolte
(DON e DOP) ¢ necessario prelevare dalla stessa bottiglia primaria un’altra replica del campione per
I’analisi dei nutrienti inorganici disciolti (NO,, nitrato; NO,, nitrito; NH,, ammonio; PO,, ortofosfato),
le cui concentrazioni saranno utilizzate per determinare per differenza le frazioni organiche totali:

ON = TN - (NO, + NO, + NH,)
OP = TP - PO,

o organiche disciolte:

DON = TDN - (NO, + NO, + NH,)
DOP = TDP - PO,

In ambienti ad elevata trofia, anche la determinazione dei nutrienti inorganici disciolti deve avvenire
in campioni d’acqua filtrati in modo analogo al quelli di TDN e TDP, allo scopo di ottenere valori di
concentrazione comparabili.

8.3.4 Conservazione dei campioni

Una volta raccolti, i campioni di TN e TP (TDN e TDP) vengono congelati immediatamente a —20°C,
fino all’analisi in laboratorio. La loro conservazione pud protrarsi anche per diversi mesi senza causare
alterazione dei risultati. Trasformazioni interne al campione tra le frazioni organiche ed inorganiche del-
I’azoto e del fosforo non influenzano 1’accuratezza dell’analisi, ammesso che il successivo stadio d’os-
sidazione sia esaustivo.

Altri metodi riportati in letteratura per la conservazione dei campioni sono la refrigerazione (+4°C)
al buio, I’avvelenamento con cloruro di mercurio e la pastorizzazione. Tuttavia, il loro utilizzo non ¢
comune e non appare essere piu affidabile del congelamento (Cozzi e Giani, 2007).

8.4 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN LABORATORIO

8.4.1 Ossidazione in soluzione con perossodisolfato (PO)

8.4.1.1 Attrezzatura

- Attrezzatura per I’analisi del “Nitrato” e “Ortofosfato” (vedere capitoli relativi);
- Autoclave;

- Bagno termostatico o forno a microonde;

- Pipetta a bolla da 50 ml;

- Pipetta da 5 ml.

8.4.1.2 Prodotti chimici

- Potassio perossodisolfato K,S,O, (contenuto in azoto <0,001%);
- Sodio idrossido (NaOH; contenuto in azoto <0,001%);
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- Acido Borico (H,BO,);
- Reagenti per I’analisi del “Nitrato” e “Ortofosfato” (vedere capitoli relativi).

8.4.1.3 Preparazione dei reagenti

Il reagente ossidante viene preparato sciogliendo 50 g perossodisolfato di potassio e 30 g di acido
borico in 1 1di soluzione di idrossido di sodio 0,375 mol 1" (15 g di NaOH sciolti e portati a volume a
1 1 con acqua ultrapura da laboratorio, grado reagente).

Il reagente ¢ stabile per diversi mesi se conservato a temperatura ambiente in bottiglie ambrate al
riparo dalla luce diretta.

8.4.1.4 Procedura analitica

- Scongelare i campioni in un bagno termostatato a 37°C o in forno a microonde, prelevare 50 ml
di acqua con una pipetta a bolla, avvinata almeno tre volte con il campione, e trasferire nel con-
tenitore di reazione, anch’esso preventivamente avvinato con il campione.

- Inoculare 5 ml di reattivo ossidante dispensato con una pipetta. Dopo aver inoculato il reattivo
nel campione chiudere ermeticamente il tappo e procedere alla reazione di ossidazione entro 48
ore, in quanto tempi maggiori possono determinare una diminuzione della concentrazione del-
I’azoto. Una volta avvenuta la reazione d’ossidazione le concentrazioni dei nitrati e dei fosfati
prodotti rimangono costanti anche per tre mesi (Valderrama, 1981). Se si ha la certezza di poter
autoclavare il campione entro tempi brevi ¢ possibile effettuare 1’inoculo del reattivo ossidante al
momento del campionamento, evitando il congelamento del campione.

- Mettere in autoclave i campioni per almeno 30 minuti (T = 120°C, P = 2 bar) .

- Portare i campioni a temperatura ambiente. Alcuni autori suggeriscono di verificare che non sia
avvenuta una variazione del volume del campione (Valderrama, 1981; Genchi, 1990) e di aggiun-
gere acqua ultrapura da laboratorio, grado reagente, nel caso si osservi una diminuzione dello stesso.
Tuttavia, questa operazione rischia d’inquinare il campione, pertanto se ne sconsiglia I’uso. In caso
di una diminuzione evidente, si suggerisce di misurare il volume finale del campione tenendone
conto nel calcolo delle concentrazioni.

- Al termine della fase d’ossidazione tutto 1’azoto presente nel campione dovrebbe essere stato con-
vertito in nitrato ed il fosforo in ortofosfato. Procedere dunque alla determinazione della concen-
trazione di questi analiti come riportato nei rispettivi capitoli del presente volume.

8.4.1.5 Determinazione del bianco dei reagenti e controllo dell’efficienza della soluzione ossidante

Poiché i reattivi utilizzati per la preparazione della soluzione ossidante possono contenere impurezze
d’azoto e fosforo tali da determinare un sovrastima del TN e TP nei campioni, € necessario determinare
il bianco dei reagenti. A tal fine si preparano 3 campioni di “bianco’:

- trasferire 50 ml di acqua ultrapura da laboratorio, grado reagente in 3 contenitori di reazione, ed
inoculare 5 ml di reagente ossidante in ciascuno di essi;
- autoclavare i tre bianchi seguendo la stessa procedura utilizzata per i campioni.

Prima di utilizzare il reagente ossidante ¢ consigliabile verificarne I’efficienza analizzando standard
di riferimento artificiali, costituiti da soluzioni di composti organici di sintesi, contenenti azoto e fosforo
a concentrazioni note. Una dettagliata descrizione dell’utilizzo di tali composti ¢ riporta in un paragrafo
specifico seguente.

La verifica dell’efficienza della soluzione di perossodisolfato deve essere effettuata per assicurarsi
che questa sia massima, e non per correggere rese d’ossidazione non quantitative di campioni naturali.
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Infatti, un ridotto potere ossidante si pud manifestare in modo variabile a seconda della diversa compo-
sizione della materia organica coinvolta nella reazione. Se si osserva un ridotta efficienza d’ossidazione
OCCoITe preparare un nuovo reagente.

8.4.1.6 Calcoli

Al termine della fase d’ossidazione si determinano le concentrazioni di nitrato (C,,,) ed ortofosfato
(C,,,) nei campioni di acqua di mare. Si calcola il bianco dei reagenti per ’azoto (B,) e per il fosforo
(B,;) come media delle concentrazioni di nitrato e ortofosfato determinate nei tre campioni di “bianco”.

La concentrazione di TN e TP si calcola come:

CTN = (CNO3_BN)*f
CTP = (CPO4_BP)*f

dove f ¢ il fattore di diluizione pari a 1.1 (se sono stati addizionati 5 ml di soluzione ossidante a 50 ml
di campione).

8.4.2 Fotoossidazione (UV)

8.4.2.1 Attrezzatura

- Forno a microonde;

- Muffola;

- Omogenizzatore ad ultrasuoni per campioni liquidi;

- Fotoreattore UV, dotato di lampada a vapori di mercurio ad alte pressione (= 1200 W) e sistema
di raffreddamento ad aria;

- Provette di quarzo per 1’ossidazione dei campioni munite di tappo a tenuta;

- Vetreria da laboratorio, matracci tarati e bilancia analitica per la preparazione di soluzioni a con-
centrazione nota;

- Micropipetta di precisione di volume compreso tra 25-200 pl;

- Attrezzatura per 1’analisi del “Nitrato”, “Nitrito”, “Ammonio” e “Ortofosfato” (vedere capitoli
relativi);

8.4.2.2 Prodotti chimici

- Perossido di idrogeno (H,0,) in soluzione acquosa 30%, reagente puro;

- Acido cloridrico 37%, reagente puro;

- Acqua ultrapura da laboratorio, grado reagente;

- Cloruro di sodio ed altri composti organici di sintesi, reagenti puri, contenenti azoto e fosforo per
il controllo dell’efficienza dello stadio d’ossidazione (vedere il paragrafo seguente);

- Reagenti per I’analisi del “Nitrato, Nitrito ed Ammonio” e “Ortofosfato” (vedere capitoli relati-
vi).

8.4.2.3 Procedura analitica

I campioni congelati vengono rapidamente disciolti utilizzando un forno a microonde, evitando pero
il loro riscaldamento eccessivo. I campioni possono essere poi trattati con un omogenizzatore per liquidi
ad ultrasuoni, allo scopo di distruggere I’eventuale particellato organico formatosi nel campione, o sulle
pareti dei contenitori, durante la conservazione. La presenza di tale particellato potrebbe portare a perdite
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di azoto e fosforo dalla matrice acquosa durante 1’analisi (Ogawa et al., 1999).

Le provette di quarzo da utilizzare nel fotoreattore devono essere lavate accuratamente, trattate con
acido cloridrico diluito (10%) e risciacquate con acqua ultrapura grado reagente. Prima del loro utilizzo,
un ulteriore trattamento in muffola (550°C, 24 ore) ¢ indicato per rimuovere eventuali contaminanti or-
ganici adsorbiti sulla loro superficie.

Una aliquota precisa di campione, sufficiente per la successiva analisi colorimetrica, viene introdotta
nelle provetta di quarzo insieme al perossido di idrogeno. La provetta viene tappata ed inserita nel fotoreattore.
E necessario preparare due repliche per ogni campione, una per I’analisi del TN ed una per 1’analisi del
TP. Le aliquote di campione utilizzate sono generalmente comprese tra 5 a 25 ml, mentre ’aggiunta di pe-
rossido di idrogeno varia da 25 a 200 pl, a seconda dalle caratteristiche del fotoreattore.

La fotoossidazione decorre a 85°C per 2 ore nel caso del fosforo e per 20-24 ore nel caso dell’azoto.
Alla fine dello stadio di ossidazione, i campioni vengono estratti dal fotoreattore e lasciati raffreddare.
I1 TDP viene analizzato come ortofosfato, ed il TDN viene analizzato come somma di nitrato, nitrito ed
ammonio, utilizzando le medesime tecniche descritte nel presente volume per 1’analisi dei nutrienti inor-
ganici disciolti.

8.4.2.4 Determinazione del bianco sperimentale e controllo dell’efficienza di fotoossidazione

Il metodo UV ha valori di bianco sperimentale generalmente bassi (Walsh, 1989; Bronk ef al., 2000;
Sharp et al., 2002). Tuttavia, il perossido di idrogeno aggiunto al campione puo contenere impurezze di
azoto e fosforo, che incrementano la concentrazione di TN e TP nei campioni. E necessario stimare il
valore del bianco sperimentale attraverso 1’analisi di campioni artificiali di acqua ultrapura da laboratorio
o di acqua di mare artificiale (37 g I"' NaCl reagente puro in acqua da laboratorio), addizionati con pe-
rossido di idrogeno e trattati con la stessa procedura utilizzata per I’analisi dei campioni naturali. Il valore
di concentrazione ottenuto, se osservabile, va sottratto alla concentrazione di TP ¢ TN del campione.

Lefficienza d’ossidazione del fotoreattore UV pud variare nel tempo durante un periodo prolungato
d’analisi, a causa di variazioni nelle condizioni ambientali di utilizzo dell’apparato o per usura della lam-
pada a vapori di mercurio. Per assicurare una migliore riproducibilita dei risultati dovrebbero essere ana-
lizzati insieme ad ogni gruppo di campioni anche degli delle soluzioni standard di riferimento naturali
o artificiali.

Standard di riferimento naturali sono costituiti da repliche omogenee del medesimo campione d’acqua
naturale, dolce o marina, che vengono raccolte in una volta sola e conservate congelate a -20°C. Esse
vengono poi analizzate di volta in volta seguendo la stessa procedura dei campioni. Standard di riferimento
artificiali sono soluzioni di composti organici di sintesi, contenti azoto e fosforo a concentrazione nota,
preparate in acqua ultrapura da laboratorio o in acqua di mare artificiale. Per loro utilizzo fare riferimento
al paragrafo seguente.

8.4.2.5 Calcoli

Nel metodo UV, i campioni sottoposti ad irraggiamento vengono analizzati come nitrato, nitrito ed
ammonio nel caso del TN, e come ortofosfato reattivo nel caso di TP, secondo la procedura descritto
nei relativi capitoli del presente manuale. Il valore del bianco sperimentale, se osservabile, deve essere
sottratto alle concentrazioni finali di TN e TP.

8.5 UTILIZZO DI COMPOSTI ORGANICI DI SINTESI COME MODELLI D’OSSIDAZIONE DELLA MA-
TERIA ORGANICA NATURALE

Tutti i metodi d’analisi del fosforo ed azoto totali o organici disciolti considerano I’utilizzo di soluzioni

a concentrazione nota di composti organici di sintesi, allo scopo di valutare nel tempo 1’efficienza d’os-
sidazione dell’apparato sperimentale. Queste soluzioni standard devono essere preparate utilizzando rea-
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genti ultrapuri e devono avere concentrazioni confrontabili a quelle dei campioni naturali. In letteratura
sono stati testati molti composti organici utili a questo scopo, soprattutto tra quelli la cui presenza € nota
nelle acque naturali, alcuni dei quali vengono elencati in Tab. 1.

Tuttavia, € necessario evidenziare che nessun composto organico specifico ha la medesima resistenza
all’ossidazione dei campioni naturali, dal momento che questi ultimi contengono un insieme complesso
di materia organica disciolta a vario peso molecolare (biopolimeri e geopolimeri), materia colloidale e
particellata (vivente e non vivente). Per questo motivo, nessun standard artificiale puo essere considerato
un composto modello assoluto della materia organica presente negli ambienti acquatici. Alcuni composti
organici di sintesi sono, infatti, noti recalcitranti, che presentano percentuali d’ossidazione significati-
vamente inferiori al 100% rispetto a tutti i metodi d’ossidazione utilizzati.

Per questo motivo, soluzioni di standard artificiali dovrebbero essere impiegate principalmente per
controllare I’efficienza nel tempo del sistema d’ossidazione, ma non per ottenere fattori di correzione
da applicare alla determinazione di campioni naturali in caso d’ossidazioni non quantitative.

8.6 RACCOMANDAZIONI

I contenitori di reazione utilizzati nel metodo PO devono essere conservati pieni di una soluzione di
HCI 10%, e risciacquati accuratamente con acqua ultrapura da laboratorio, grado reagente, prima del-
I’utilizzo.

Per evitare una sottostima del valore di TN nella determinazione UV di diversi composti organici
naturali e di sintesi, € necessario determinare la concentrazione finale dell’azoto inorganico disciolto
non solo come somma del nitrato e nitrito, ma anche come ammonio. E noto infatti, che diversi composti
azotati tra cui I’acido etilen-diammino-tetracetico (EDTA), I’antipirina (C,,H,N,O) e I’'urea (CO(NH,),)
possono rilasciare un certa quantita d’ammonio residuo dopo la fotoossidazione.

8.7 PROBLEMI POSSIBILI

Nel metodo PO, soprattutto per quanto riguarda la determinazione dell’azoto, possono sorgere alcuni
problemi dovuti alle impurezze presenti nei reattivi. Pertanto ¢ necessario utilizzare reattivi a basso con-
tenuto di azoto, o utilizzare la tecnica di ricristallizzazione descritta da Nydahl (1978) per la loro puri-
ficazione. E importante controllare sempre la qualita dell’acqua ultrapura in uso, per cui & preferibile
utilizzare sempre acqua da laboratorio di produzione recente.

Infine, affinché la reazione porti alla completa ossidazione di tutti i composti azotati, |’ossigeno deve
essere circa 10 volte in eccesso rispetto all’azoto nel campione. Pertanto, se si attendono concentrazioni
molto elevate di TN ¢ indispensabile aumentare la quantita di reagente ossidante aggiunto ai campioni.

L’aumento eccessivo del tempo d’irraggiamento nel metodo UV durante 1’analisi del fosforo non mi-
gliora la resa ossidativa ma, al contrario, potrebbe determinare problemi a causa del progressivo rilascio
di silicato nel campione da parte delle provette di quarzo. Elevate concentrazioni in soluzione di silicato
possono interferire con I’analisi dell’ortofosfato, in quanto entrambi questi nutrienti sono determinati
mediante la reazione colorimetrica del complesso blu di molibdeno.

Per migliorare la resa del metodo UV verso composti resistenti alla fotoossidazione sono stati proposti
in letteratura sistemi automatici d’ossidazione in sequenza in ambienti acido e basico (Collos € Mornet,
1993), o I'utilizzo nel metodo UV del reagente perossodisolfato (Kroon, 1993).
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Tab. 1 — Efficienza d’ossidazione (%) riportata in letteratura per alcuni composti organici di sintesi con-
tenenti azoto e fosforo, rispetto ai metodi d’ossidazione con perossodisolfato (PO), fotoossidazione (UV),
ossidazione ad alta temperatura (HTO) ed incenerimento/idrolisi in presenza di MgSO, (Ash/Hyd), in
matrice d’acqua di mare artificiale (SW) o dolce (DW).

STANDARD CONTENENTI AZOTO ORGANICO

Composto Concentrazione |Matrice |Efficienza ossidazione (%) Riferimento
Nome uM PO vy HTO

Urea 10 SW - 83,3 100,2 Walsh, 1989
Urea 5 DW 98,7 101,1 96,7 Bronk et al., 2000
Urea 25 SW 96,8 76,5 96,8 Bronk et al., 2000
Solfato d’ammonio 40 SW - 99,5 100,2 Walsh, 1989
Solfato d’ammonio 25 SW 104,2 67,4 93,8 Bronk et al., 2000
Glicina 20 SW - 95,5 99,6 Walsh, 1989
EDTA 40 SW - 95,7 100,5 Walsh, 1989
EDTA 5 DW 87,1 87,9 93,0 Bronk et al., 2000
Antipirina 40 SW - 50,9 101,1 Walsh, 1989
Antipirina 40 DW 68,1 46,6 69,8 Bronk et al., 2000
Acidi umici 11 DW 94,8 91,6 59,9 Bronk et al., 2000

STANDARD CONTENENTI FOSFORO ORGANICO

Composto Concentrazione| Matrice | Efficienza ossidazione (%)| Riferimento

Nome uM PO uy Ash/Hyd

Ac. 1-amminoetilfosfonico | 1 SW 98 94 - Thomson-Bulldis e Karl, 1998
Ac. fosfoglicerico 1 SW 99 89 - Thomson-Bulldis e Karl, 1998
Ac. Ribonucleico 10 SW 95,0 - 98,7 Monaghan e Ruttenberg, 1999
Adenosina-5’-trifosfato 1 SW 108 35 - Thomson-Bulldis e Karl, 1998
Adenosina-5’-trifosfato 10 SW 95,0 - 95,3 Monaghan e Ruttenberg, 1999
Glucosio-1-fosfato 1 SW 98 96 - Thomson-Bulldis e Karl, 1998
Glucosio-6’-fosfato 1 DW 101 102 - Kérouel ¢ Aminot, 1996
Glucosio-6’-fosfato 1 SW 92 89 - Kérouel ¢ Aminot, 1996
Glucosio-6’-fosfato 10 SW 98,8 - 99,0 Monaghan e Ruttenberg, 1999
Guanosina-5’-monofosfato | 1 DW 100 101 - Kérouel e Aminot, 1996
Guanosina-5’-monofosfato | 1 SW 94 88 - Kérouel e Aminot, 1996
Guanosina-5’-monofosfato | 10 SW 93,8 - 95,8 Monaghan e Ruttenberg, 1999
Polifosfato (n = 3) 10 SW 98,4 - 97,5 Monaghan e Ruttenberg, 1999
Polifosfato (n =91) 1 SW 88 26 - Thomson-Bulldis e Karl, 1998
Ribosio-5-fosfato 1 DW 103 101 - Kérouel e Aminot, 1996
Ribosio-5-fosfato 1 SW 95 89 - Kérouel e Aminot, 1996
Timidina-5’-monofosfato | 1 SW 110 96 - Thomson-Bulldis e Karl, 1998
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8.8 ALTRI METODI

La digestione Kjeldahl ¢ un metodo APHA, AWWA e WPCF (Clesceri et al., 1998), che si basa sulla
conversione dell’azoto organico in ammonio, durante una digestione del campione ad alta temperatura
(360-380°C; 1-2 ore), in presenza di acido solforico concentrato e solfato di potassio. Sono riportate in
letteratura diverse varianti del metodo, che includono I’utilizzo di procedure manuali o automatiche, adatte
all’analisi dell’azoto organico a diversi livelli di concentrazione (Elkei, 1976; Bowman e Delfino, 1982;
Rohwedder e Pasquini, 1991; Mitamura, 1994; Doval et al., 1997; Su et al., 1997). Il metodo determina
I’azoto organico presente nello stato d’ossidazione -3, incluso I’ammonio inizialmente presente nel cam-
pione (azoto totale Kjeldahl; TKN). Tuttavia, la digestione Kjeldahl non ¢ quantitativa nella
determinazione dell’azoto presente negli altri stati d’ossidazione ed implica una procedura manuale com-
plessa. Inoltre, il metodo ha una scarsa sensibilita, una bassa precisione e bianchi elevati.

Un altro importante gruppo di metodi per la determinazione dell’azoto organico si basa sulla com-
bustione ad alta temperatura, in assenza (HTO) o presenza (HTCO) di catalizzatori. Il metodo ¢ stato
inizialmente utilizzato su sistemi sperimentali (Gordon e Sutcliffe, 1973; Sharp, 1974; Suzuki et al., 1985),
ed in seguito sviluppato su analizzatori commerciali che sono stati oggetto di esperimenti d’intercali-
brazione e confronto con gli altri metodi (Walsh, 1989; Hansell, 1993; Hedges et al., 1993; Bronk et al.,
2000; Sharp et al., 2002; Sharp et al., 2004). L’ossidazione dell’azoto organico presente in un campione
acquoso avviene in una colonna di combustione ad alta temperatura (900-1100°C), oppure a temperatura
inferiore (650-900°C) in presenza di un catalizzatore, costituito generalmente da platino metallico sup-
portato su AL, O,. Tuttavia, sono stati utilizzati anche altri catalizzatori quali AlSiO,, PtCl,, MnO,, ossidi
di cromo e cobalto. Il principale prodotto azotato presente nella miscela di gas combusti ¢ I’ossido nitrico
(NO), la cui concentrazione viene determinata per chemiluminescenza. Il metodo ¢ accurato, sensibile
e permette la contemporanea determinazione del carbonio organico.

Un metodo manuale d’incenerimento ed idrolisi ¢ stato sviluppato da Solorzano e Sharp (1980) per
I’analisi del TP in campioni acquosi. I campioni liquidi vengono essiccati in presenza di MgSO, e suc-
cessivamente posti in muffola a 450-500°C per 2 ore. Il residuo secco, ripreso e riscaldato con HCl ac-
quoso, puo essere analizzato come ortofosfato mediante metodo colorimetrico. Successive versioni del
metodo hanno incluso 1’utilizzo di Mg(NO,), come catalizzatore e diverse condizioni sperimentali d’in-
cenerimento (Ormaza-Gonzales e Statham, 1996; Monaghan e Ruttenberg, 1999). Il metodo garantisce
una elevata efficienza d’ossidazione del fosforo organico, ed ¢ adatto all’analisi del fosforo particellato
raccolto su filtri in microfibra di vetro. Tuttavia, esso implica una laboriosa procedura manuale e pud
essere affetto da perdite di fosforo in campioni di matrice non salina.

8.9 CONFRONTO TRA I METODI

Il metodi d’ossidazione con perossodisolfato PO e di fotoossidazione UV sono stati largamente im-
piegati negli studi ad alta risoluzione in ambiente marino, anche se la loro efficacia ¢ stata dibattuta in
letteratura senza raggiungere un accordo definitivo (Walsh, 1989; Hedges et al. 1993; Bronk ef al., 2000;
Sharp et al., 2002; Sharp et al., 2004). La scelta del metodo analitico piu adatto dovrebbe percio con-
siderare vari aspetti come le caratteristiche della matrice dei campioni, I’intervallo di concentrazione,
la presenza nei campioni di elevate quantita di particellato, la presenza di materia organica di origine
naturale o antropica e I’esperienza pratica del laboratorio.

Il metodo PO ¢ riconosciuto avere una efficienza d’ossidazione molto elevata verso la maggior parte
dei composti organici presenti nell’ambiente marino. L’aggiunta al campione di un reagente ossidante
concentrato puo, tuttavia, portare a bianchi sperimentali elevati o variabili (Bronk et al., 2000; Sharp et
al., 2002). Per questi motivi, il suo utilizzo ¢ particolarmente indicato in acque costiere caratterizzate
da elevate concentrazioni di TN e TP, anche di origine antropica.

Aspetti positivi del metodo UV sono i bassi valori di bianco sperimentale e la semplicita di manipo-
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lazione dei campioni. Tuttavia, I’efficienza d’ossidazione verso alcune classi di composti specifici € meno
elevata rispetto al metodo PO. Il suo utilizzo appare percio piu conveniente in mare aperto, soprattutto
in acque oligotrofiche non interessate da apporti continentali (Walsh, 1989; Sharp et al., 2002).

Nel caso dell’analisi dell’azoto totale, i metodi HTO-HTCO risultano essere molto efficaci. Essi ne-
cessitano pero dell’acquisto di costosi analizzatori commerciali, le cui condizioni operative devono essere
attentamente valutate, per quanto concerne le procedure sperimentali per ottenere bianchi analitici stabili
ed efficienze d’ossidazione costanti delle colonne di combustione (Hedges et al., 1993; Sharp et al., 2002;
Sharp et al., 2004).
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CAPITOLO 9. CARBONIO ORGANICO ED AZOTO TOTALE PARTICELLATI
(POC E PTN)

A. Boldrin, M. Giani, L. Langone , F. Margiotta , P. Povero, V. Saggiomo

alfredo.boldrin@jismar.cnr.it

9.1 INTRODUZIONE

Il materiale particellato sospeso nella colonna d’acqua ¢ definito come la frazione compresa nell’in-
tervallo dimensionale 0,45 — 300 um. Tale frazione riveste un ruolo rilevante in tutti gli ecosistemi ac-
quatici e, pertanto, I’analisi della composizione e della distribuzione del particellato ¢ di fondamentale
importanza per lo studio dei principali cicli biogeochimici (C, N e P) in quanto la produzione, la de-
composizione e la sedimentazione delle particelle influenzano profondamente la distribuzione di questi
elementi negli oceani.

La sostanza particellata organica in ambiente acquatico ¢ costituita principalmente da organismi viventi,
autotrofi ed eterotrofi (fitoplancton, batteri, microzooplancton), e da una frazione, spesso considerevole,
di particelle detritiche ed aggregati organici (ad es. marine snow).

Lungo la colonna d’acqua ¢ possibile distinguere tre zone in cui la composizione del particellato ed
i processi che lo coinvolgono sono di natura differente:

- lo strato superficiale (zona eufotica) in cui il particellato ¢ composto soprattutto dagli organismi

viventi e nel quale ¢ riciclata gran parte della frazione detritica;

- gli strati profondi in cui il biota ¢ costituito essenzialmente da batteri e nei quali avvengono lenti
fenomeni di rimineralizzazione e rilevanti processi chimici di scambio tra sostanza particellata e
disciolta;

- TDinterfaccia acqua-sedimento dove la materia organica sedimenta lentamente per poi essere sot-
toposta nel sedimento ad ulteriori trasformazioni.

Anche la composizione chimica del materiale particellato varia lungo la colonna d’acqua. In generale,
per ambienti di mare aperto, il rapporto C/N varia da 5-8 in superficie a 10-12 in profondita, indicando
che il materiale proteico ¢ riutilizzato piu velocemente dei carboidrati. Infatti, la sostanza organica perde
prima I’azoto, il fosforo e I’ossigeno in quanto 1’energia necessaria per la rottura dei legami C-C e C-
H ¢ sensibilmente piu alta rispetto ai legami C-N, C-P e C-O.

Le interazioni tra sostanza organica particellata e disciolta possono essere molteplici: la
decomposizione microbica, la dissoluzione delle particelle sospese o che sedimentano possono rilasciare
elementi associati con la frazione labile della sostanza disciolta e, d’altra parte, le particelle possono ad-
sorbire elementi in traccia dalla fase disciolta, favorendo il loro trasferimento ai sedimenti.

Per la determinazione del carbonio organico particellato (POC) ed azoto particellato totale (PTN) si
possono applicare sia metodi di ossidazione per via umida (Strickland e Parsons, 1972; Raimbault e Sla-
wyk, 1991) che metodi di ossidazione ad alta temperatura (Menzel e Vaccaro, 1964; Gordon, 1969; Stric-
kland e Parsons, 1972). In questo capitolo viene descritto il metodo analitico mediante combustione ad
alta temperatura che rappresenta il metodo attualmente piu diffuso.

Il metodo proposto puo essere utilizzato per stimare la biomassa in carbonio per il fitoplancton e lo
zooplancton e, con opportune modifiche, viene spesso usato per analizzare il carbonio organico, il carbonio
totale e I’azoto totale nei sedimenti e nei campioni da trappola di sedimentazione.
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9.2 PRINCIPIO DEL METODO

Per la determinazione delle concentrazioni di POC e PTN tipiche degli ambienti marini (POC 5 - 500
ug CI'e PTN 0,5 - 100 pug N 1) il metodo attualmente piu diffuso si basa su analizzatori elementali CHN.
Questo metodo descritto da Gordon (1969) e Kerambrun e Szekielda (1969) ¢ stato successivamente mi-
gliorato da Sharp (1974) e Hedges e Stern (1984). Sono stati pubblicati protocolli operativi per I’applicazione
in ambiente marino (JGOFS, 1994; Ehrhardt e Koeve, 1999). Un confronto tra le varie metodiche ¢ le pro-
blematiche relative alla determinazione del carbonio organico particellato ¢ stato recentemente effettuato
da Gardner et al. (2003), mentre per 1’azoto particellato da Cozzi e Giani (2007).

Gli analizzatori elementali CHN in commercio sono costituiti essenzialmente da: un
autocampionatore, una colonna di combustione (reattore), una colonna di riduzione, un sistema di se-
parazione gas-cromatografico o criogenico, un’unita di rilevamento (detector), un sistema computerizzato
di controllo dello strumento e di registrazione dei risultati analitici.

Il campione viene posto in una capsula metallica (in genere di alluminio, stagno o argento) ed immesso,
mediante I’autocampionatore, nel reattore di combustione mantenuto ad una temperatura compresa tra 970°C
e 1050°C. La reazione esotermica di ossidazione delle capsule di metallo utilizzate per introdurre i campioni
determina una flash combustion che innalza ulteriormente la temperatura fino a circa 1700-1800°C (Pella
e Colombo, 1973). In alcuni analizzatori elementali che utilizzano capsule ceramiche per ’introduzione
dei campioni la temperatura del reattore di combustione viene mantenuta a temperature comprese tra 1300
e 1500°C. Dalla combustione del campione si ottengono H,O, CO,, N, e ossidi di N (NO,). I gas derivanti
dal processo di combustione sono trasportati mediante elio, o pit raramente argon, attraverso un catalizzatore,
generalmente composto da ossidi di cromo e di cobalto, al fine di rendere completa 1‘ossidazione di C e
N. Nella colonna di riduzione, mantenuta a 640-650°C, costituita da granuli di rame ridotto puro, avviene
la riduzione degli ossidi di azoto a N, e 1’eliminazione dell’eccesso di ossigeno mediante formazione di
ossidi di rame. L’acqua che si forma nella combustione viene rimossa usando come adsorbente una trappola
contenente magnesio perclorato anidro in forma granulare. I gas prodotti sono separati mediante una colonna
gascromatografica e, successivamente, rilevati e quantificati attraverso un rivelatore di conducibilita termica
(Thermal Conductivity Detectors - TCD).

Attraverso ’analisi elementale si determinano le concentrazioni di carbonio e azoto complessivamente
presenti nel campione, senza differenziare la loro origine organica o inorganica. Quindi, il carbonio inor-
ganico eventualmente presente sul filtro viene misurato insieme al carbonio organico. In acqua di mare
il C inorganico disciolto ¢ generalmente presente in forma di CO,*, HCO, e CO,. Queste forme possono
precipitare come carbonati durante 1’essiccazione del filtro e contribuire in misura variabile alla deter-
minazione del C, in dipendenza dal tipo e grandezza del filtro; es. fino a 2,5-3,0 pg C per i filtri da 24
mm di diametro e 7,0 ug C per filtri da 42,5 mm (Sharp, 1974). Un’altra possibile sorgente di C inorganico
¢ costituita dalla frazione carbonatica nel particellato che puo provenire dagli scheletri di organismi marini
(es. coccolitoforidi) oppure dai minerali carbonatici veicolati dai fiumi.

Per determinare la frazione organica del C ¢ necessario eliminare la componente inorganica prima
dell’analisi, mediante trattamento acido del campione e volatilizzazione della CO, prodotta. La frazione
inorganica del carbonio particellato si pud determinare per differenza fra la concentrazione del C totale
particellato (campione senza trattamento acido) e la concentrazione del POC (campione decarbonatato).
L’azoto presente nel campione non ¢ influenzato dal trattamento acido e, quindi, I’analisi proposta fornisce
la stima del contenuto di N totale. Tuttavia, la frazione inorganica dell’azoto ¢ molto ridotta in gran parte
degli ambienti marini, pertanto la concentrazione di azoto particellato totale in pratica ¢ uguale a quella
dell’azoto particellato organico. La quantita di N inorganico che si puo trovare su un filtro da 24 mm ¢
stata stimata essere inferiore a 0,06 pg N (Sharp, 1974).
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9.3 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN MARE

9.3.1 Attrezzatura

- Sistema di campionamento dell’acqua a quote determinate con bottiglie tipo Niskin o GO-FLO
in genere posizionate su un carosello (Rosette) o pompa per filtrazioni in situ.

- Bottiglie di campionamento in polietilene di capacita variabile a seconda del volume da filtrare.

- Tubi per il campionamento in silicone o tygon.

- Sistema di filtrazione a vuoto con rampe a piu posizioni per filtrazioni in depressione dotate di
portafiltri da 25 mm di diametro, di polmone di raccolta del filtrato e di pompa elettrica da vuoto
a membrana, centrifuga o peristaltica.

- Filtri da 25 mm di diametro, precombusti a 450°C per 4-5 ore, usualmente in fibra di vetro.

- Pinzette di acciaio inossidabile.

- Capsule portafiltro.

- Stufa per I’essiccazione dei filtri e/o congelatore a —20°C.

9.3.2 Procedura di campionamento

I campioni di POC/PTN sono raccolti a quote standard e/o a quote scelte in base alla struttura ter-
mo-alina e ai profili dei parametri ottici (torbidita, trasmittanza, fluorescenza in situ) della colonna d’ac-
qua.

Per il campionamento normalmente si utilizzano bottiglie di prelievo tipo Niskin o GO-FLO montate
su rosette interfacciata con sonda multiparametrica CTD. Questo sistema consente una chiusura delle bottiglie
alla profondita desiderata. Un ulteriore metodo di campionamento ¢ rappresentato dai sistemi in situ con
pompa sommersa che consente la filtrazione di grandi volumi (100-1000 1). E stata osservata una significativa
differenza fra i due sistemi in presenza di basse concentrazioni (POC < 5 umol C 1) in quanto il sistema
a basso volume con bottiglia di prelievo tende a sovrastimare la concentrazione di POC a causa dell’as-
sorbimento di DOC nel filtro (Moran ef al., 1999). Per minimizzare questo errore si raccomanda di filtrare
un volume elevato di acqua (Moran et al., 1999; Gardner ef al., 2003). In questa sezione sara descritto
esclusivamente il metodo mediante bottiglia di prelievo per la sua ampia diffusione, rimandando alla bi-
bliografia gia citata per i particolari relativi alla filtrazioni di grandi volumi.

I campioni d’acqua per la determinazione di POC/PTN sono raccolti dalla bottiglia di prelievo dopo
i campioni per le analisi di ossigeno disciolto, CO, e di altri parametri idrochimici (DOC, nutrienti, ecc),
quindi dopo circa 15-30 min dall’arrivo in superficie del campionatore multiplo (Rosette). Questo in-
tervallo deve essere il piu breve possibile poiché la sedimentazione delle particelle sospese potrebbe creare
distribuzioni non uniformi all’interno della bottiglia di prelievo (Gardner, 1977). Per ottenere un campione
rappresentativo, soprattutto in condizioni particolari (es. durante bloom algali, plume fluviali), puo essere
indispensabile agitare la bottiglia di prelievo immediatamente prima della raccolta del subcampione da
analizzare.

Per il prelievo di acqua dalle bottiglie di campionamento viene utilizzato un tubo in silicone o tygon
e bottiglie in polipropilene accuratamente pulite e preventivamente avvinate con una frazione di acqua
del campione.

Per le misure di POC/PTN, vengono generalmente filtrati da 1 a 4 1 di acqua in relazione alla con-
centrazione di materiale sospeso stimata. In ambienti con concentrazioni molto elevate di particellato
(es. ambienti lagunari od estuarini) il volume si puo ridurre a 0,1- 0,5 1 mentre in ambienti fortemente
oligotrofici questi volumi dovranno essere aumentati a 8 - 10 L

In presenza di concentrazioni elevate di organismi dello zooplancton o di grosse particelle detritiche
puo essere effettuata una prefiltrazione del campione mediante retino da 250-300 pm. Tale operazione
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si effettua inserendo nel tubo per il prelievo dalle bottiglie di campionamento un sistema di filtrazione
on-line dotato di retino preventivamente trattato con HCI diluito e lavato con acqua distillata. La pre-
filtrazione tuttavia pud comportare diversi inconvenienti come la perdita di frazioni rappresentative del
campione in presenza di aggregati. Risulta quindi generalmente preferibile non effettuare la
prefiltrazione ma eliminare manualmente organismi di grandi dimensioni eventualmente presenti sul fil-
tro.

9.3.3 Filtrazione

Immediatamente dopo la raccolta, il campione viene filtrato, avendo cura di evitare contaminazioni
esterne. [ filtri utilizzati devono necessariamente essere di materiali inorganici privi, per quanto possibile,
di ogni contaminazione da C o da N. I filtri maggiormente usati in ambienti marini sono in fibra di vetro
da 25 mm di diametro. Questi filtri sono disponibili in varie porosita, ma generalmente si utilizzano filtri
con porosita nominale di 0,7 - 1 pm. I filtri piu usati sono i Whatman GF/F (porosita 0,7 pm) o GF/C
(porosita 1 pm). Una valida alternativa a questi filtri ¢ rappresentata dai filtri Poretics (GF-75), sempre
in fibra di vetro e porosita analoghe ma con concentrazioni di C e N nel filtro piu basse (Pike e Moran,
1997). Oltre ai filtri in fibra di vetro vengono utilizzati, anche se meno frequentemente, filtri in micro-
quarzo, filtri in ossido di alluminio (Altabet, 1990) e filtri a membrana di argento (Gordon e Sutcliffe,
1974).

I filtri vanno preventivamente trattati in muffola a 450°C per 4-5 ore per eliminare le eventuali tracce
di composti organici. Trattamenti in muffola a temperature o tempi superiori sono sconsigliati in quanto
possono modificare le caratteristiche fisiche dei filtri. I filtri devono essere conservati in capsule di al-
luminio coperti da fogli di alluminio precombusti per eliminare tracce di materiale organico e mantenuti
in ambiente controllato fuori da ogni contaminazione fino al loro utilizzo.

Per le operazioni di filtrazione possono essere utilizzati apparati di diversa tipologia. In presenza di
elevati volumi da filtrare e per evitare contaminazioni sono utilizzati sistemi di filtrazione on line. Questi
sistemi sono costituiti da un portafiltri in linea che si applica da un lato direttamente alla bottiglia di
campionamento e dall’altro ad un recipiente di raccolta mantenuto sotto vuoto. I sistemi di filtrazione
utilizzati possono essere assemblati con elementi reperibili in commercio secondo le diverse esigenze.
Per volumi ridotti, si possono utilizzare sistemi di filtrazione integrati completi di recipiente di carico,
di portafiltro e beuta di raccolta. In tutti i casi, il volume filtrato deve essere misurato con accuratezza.

La filtrazione del campione deve avvenire sotto vuoto moderato <80-100 mm Hg (Taguchi e Laws,
1988; Stockner et al., 1990), per evitare la possibile rottura delle cellule del plancton con la conseguente
fuoriuscita di protoplasma e/o la rottura del filtro in presenza di valori piu elevati di vuoto.

Il risciacquo del filtro con acqua distillata, dopo la filtrazione, per rimuovere le sostanze contenenti
carbonio (DOC, carbonati) non ¢ consigliato in quanto ¢ stata dimostrata la parziale perdita di campione
durante questa operazione (Hurd e Spencer, 1991). Alla fine della filtrazione il filtro viene parzialmente
essiccato mantenendo il vuoto per circa 30 sec. Per stimare 1’entita del bianco del filtro e per controllare
’assenza di contaminazione nella procedura di pretrattamento del campione, ogni 5-10 campioni si prepara
un bianco procedurale, cio¢ un filtro risciacquato con acqua di mare filtrata e poi trattato e conservato
come un normale campione.

9.3.4 Conservazione dei campioni

Dopo la filtrazione, i campioni vengono riposti in capsule portafiltro pulite (capsule Petri). Se possibile,
vengono essiccati in stufa a bassa temperatura (40-60°C) e conservati chiusi in essiccatore. In alternativa,
vengono posti immediatamente a -20°C ed essiccati prima dell’analisi (Lorrain ef al., 2003). Non sono
state osservate differenze significative nei due metodi di conservazione dei filtri per un periodo di tempo
fino a 100 giorni (Zimmermann et al., 1997). Come regola generale, i campioni devono essere maneggiati
il meno possibile durante le varie operazioni.
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9.4 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN LABORATORIO

9.4.1 Attrezzatura

- Analizzatore elementale CHN.

- Elettrobilancia analitica con risoluzione a 1 pg al minimo valore di fondo scala (1-2 mg).
- Muffola.

- Stufa per I’essiccamento dei filtri.

- Fogli di stagno circolari da 30 mm di diametro o capsule per analisi elementare.

- Pinzette in acciaio.

- Pressa per incapsulare i filtri nei dischi di stagno (opzionale).

9.4.2 Prodotti chimici

- Acido cloridrico HCI concentrato, grado reagente.

- Acqua ultrapura da laboratorio.

- Standard per microanalisi certificato.

- Catalizzatori per 1’ossidazione e riduzione ed altri prodotti indicati nei manuali d’uso degli ana-
lizzatori elementali.

- Elio (o altro gas inerte) e Ossigeno ad elevato grado di purezza.

9.4.3 Procedure analitiche

9.4.3.1 Trattamento dei campioni e decarbonatazione

In laboratorio dopo scongelamento ed essiccazione dei campioni (a 40-60 °C per due ore), il filtro ¢
sottoposto ad un trattamento con acido per 1’eliminazione del carbonio inorganico che puo avvenire se-
condo due diverse procedure:

- Eliminazione del C inorganico mediante esposizione in essiccatore a vapori di acido cloridrico
per 12 ore a temperatura ambiente (Hedges e Stern, 1984). I filtri, collocati su vial o capsule, pre-
ventivamente trattate con acido e precombuste a 450° per 2 ore, sono posti per circa 12 ore al-
I’interno di un essiccatore mantenuto saturo di vapori ottenuti ponendo un contenitore aperto con
HCI concentrato, grado reagente, nel compartimento inferiore dell’essiccatore. Dopo questo trat-
tamento i filtri sono nuovamente essiccati. Questo metodo ¢ adatto per campioni contenenti una
quantita di carbonati superiore al 50% del peso secco. Il metodo di acidificazione per esposizione
ai vapori acidi ha lo svantaggio principale di poter causare una contaminazione dei campioni evi-
denziata da valori del bianco elevati (Ryba e Burgess, 2002).

- Trattamento del filtro con alcune gocce di HCl al 25% (Niewwenhuize et al., 1994) o IN (Lorrain
et al., 2003), seguito da una ulteriore essiccazione dei campioni sempre a 50°C. Questo ultimo
trattamento sembra garantire valori di filtri bianco piu bassi. Lo svantaggio principale del tratta-
mento di acidificazione diretta, ¢ rappresentato da una possibile perdita di azoto nei campioni di
particellato sospeso, in relazione al tipo di acido utilizzato e alla sua concentrazione (Cutter e Rad-
ford-Knoery, 1991; King et al., 1998; Lohse et al., 2000; Ryba e Burgess, 2002; Lorrain et al.,
2003).

Durante il trattamento acido vi ¢ la trasformazione dei carbonati di calcio in altri composti (ad es. in
presenza di HCI si formano cloruri di calcio), questo determina una variazione nel peso dei campioni
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durante la decarbonatazione, con conseguenti errori nelle pesate di eventuali subaliquote effettuate dopo
il trattamento.

I filtri bianco vengono trattati allo stesso modo dei filtri-campioni.

Dopo I’acidificazione, i filtri sono collocati in dischi o capsule di stagno, precedentemente lavati con
esano grado reagente e quindi opportunamente impaccati al fine di ottenere dimensioni ridotte del cam-
pione necessarie per I’immissione nello strumento. Questa operazione puo essere effettuata manualmente
mediante pinzette anche se richiede una certa dose di abilita e di pratica, o agevolata da una piccola
pressa che si puo reperire in commercio.

9.4.3.2 Analisi strumentale

I1 C e N contenuti nel filtro sono determinati mediante un analizzatore elementale CHN. Diversi stru-
menti con caratteristiche adeguate sono reperibili in commercio, quindi per le corrette procedure analitiche
¢ necessario fare riferimento alle specifiche tecniche della ditta costruttrice. Le operazioni di manutenzione
ordinaria e straordinaria dello strumento di analisi sono definite nei manuali delle ditte produttrici. In
generale, gli interventi per la manutenzione ordinaria dello strumento riguardano la sostituzione del rac-
coglitore di resti incombusti di capsule, dischi e filtri, e la sostituzione delle colonne di combustione e
di riduzione. La frequenza di questi interventi dipendono dalla tipologia dei campioni e 1’esaurimento
delle colonne ¢ correlato alla concentrazione di C e N nei campioni analizzati. Le operazioni di manu-
tenzione ordinaria vengono di norma effettuate dall’operatore seguendo le indicazioni specifiche descritte
nel manuale dello strumento. Per quanto riguarda la manutenzione straordinaria, si suggerisce una re-
visione annuale dello strumento da parte dei tecnici della ditta produttrice.

Il range di misura di un analizzatore elementale ¢ tipicamente compreso tra 0,001-3,6 mg C e 0,001—
6,0 mg N con una precisione del 0,2 %. A seconda dello strumento utilizzato il tempo necessario per
un’analisi ¢ compreso tra 4 e 6 min.

Ogni giorno, prima di analizzare i campioni, devono essere effettuate le procedure di calibrazione e
di standardizzazione dello strumento di misura. Per la calibrazione, vengono effettuate una serie di repliche
di analisi senza campioni per la verifica del bianco strumentale fino alla costanza dei valori per almeno
3-5 repliche. Di seguito viene effettuata la standardizzazione mediante analisi di un materiale di riferimento
per microanalisi con concentrazione elementare di C, N e H certificata. In Tab. 1 sono riportati alcuni
standard usati nell’analisi elementale con la loro composizione chimica, espressa come frazione percen-
tuale. Uno standard con caratteristiche adeguate per le analisi elementali € rappresentato dall’ Acetanilide
(CH,CONHC H,) - Standard Reference Material per microanalisi del NIST — National Institute of Stan-
dards and Technology del Department of Commerce (US).

Tab. 1 - Standard per microanalisi e loro composizione chimica percentuale.

Standard N% C% H% S% 0%
Acetanilide 10,36 71,09 6,71 - 11,84
Atropine 4,84 70,56 8,01 - 16,59
BBOT 2,5 bis (5-ter-butyl-

benzoxazol-2-yl) thiophene 6,51 72,53 6,09 7,44 7,43
Cyclohexanone 2,4-dinitropheny-

lhydrazone 20,14 51,79 5,07 - 23,00
Nicotinamide 22,94 59,01 4,95 - 13,10
Sulphanilamide 16,27 41,84 4,68 18,62 18,58
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Per la standardizzazione vengono effettuate almeno tre analisi dello standard intervallate da un’analisi
senza campione ciascuna. Gli standard sono pesati in capsule di stagno lavate con esano, la pesata ¢ ef-
fettuata con bilancia analitica con risoluzione di 1 pg. Usando come standard 1’ Acetanilide, approssi-
mativamente si utilizza una quantita di standard compresa tra 0,3 e 0,8 mg. Si consiglia di utilizzare una
quantita di standard con concentrazioni di C e N prossime a quelle previste per i campioni, tenendo pre-
sente che ad alte concentrazioni la risposta dei rivelatori a termoconducibilita puo deviare dalla linearita.
I valori ottenuti dall’analisi dello standard vengono mediati e rappresentano i valori di riferimento per
le analisi dei campioni.

E particolarmente utile durante una sessione giornaliera di lavoro, analizzare ad intervalli regolari
standard primari o standard di laboratorio, rappresentato da un campione di sedimento ben
omogeneizzato con concentrazione nota di carbonio ed azoto, per avere un costante controllo di qualita
e ottenere utili indicazioni sulle variazioni delle performance strumentali (variazione nell’efficienza della
combustione o riduzione).

Una volta effettuata la calibrazione e standardizzazione dello strumento ¢ possibile iniziare 1’analisi
dei campioni. La sequenza di analisi prevede 1’esecuzione di 5 campioni seguiti da un bianco del filtro
e da un bianco strumentale per il controllo dello stato dell’analizzatore. I segnali dei rivelatori sono ge-
neralmente raccolti e registrati in un sistema informatico computerizzato.

11 bianco strumentale viene sottratto ai valori relativi di tutte le analisi; questa correzione ¢ generalmente
effettuata direttamente dal programma di utilizzo dello strumento. Il bianco del filtro o procedurale dipende
da molti fattori (ad es. il tipo di filtro, il trattamento, ecc). I valori di bianco del filtro sono tipicamente
molto bassi per 1’azoto (inferiori a 1 pg N), mentre per il C possono raggiungere i 10 ug C. La media
del contenuto in C e N dei filtri bianchi viene sottratta ai valori misurati sui campioni. Quindi, i valori
di C e N in peso, determinati nelle analisi e corretti per il bianco strumentale, vengono espressi in con-
centrazione di C e N in massa su volume, calcolata come:

C=(S-B)/V

dove:
C= concentrazione in pg C I e ug N 1
S = risultato per il filtro campione in ug C o pg N
B = bianco del filtro in pg C o pg N
V = volume filtrato (litri)

Le concentrazioni di POC e PTN sono espresse in pug I o in pmol 1, il rapporto C/N ¢ espresso ge-
neralmente in rapporto molare. La conversione fra le unita di misura ¢ la seguente:

“mol C l_l = LCI-I
12,0107
“mol N 1'1 = ug—l\ll_l
14,0067

9.4.3.3 Raccomandazioni e possibili problemi

E da evitare ogni contaminazione dei filtri, dei vari contenitori ed & necessario utilizzare reattivi puri.

Bisogna impiegare particolare attenzione nella standardizzazione dello strumento e nella verifica fun-
zionale durante le analisi.

Pur essendo provvisto di autocampionatore, si raccomanda di controllare con continuita 1’analizzatore
durante le analisi, sia per possibili malfunzionamento dello stesso, sia per possibili derive della risposta
strumentale.
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In presenza di campioni con elevate concentrazioni di C e N ¢ preferibile alternare una o piu analisi
a vuoto tra i campioni per evitare I’eventuale effetto memoria nell’analisi successiva. Questo puo avvenire
con maggiore probabilita nelle analisi di biomassa fitoplanctonica ma soprattutto zooplanctonica. In questo
ultimo caso si deve prestare particolare attenzione anche a non superare i limiti di rilevabilita del C.

9.5 BIBLIOGRAFIA

ALTABET M.A. (1990) - Organic C, N, and stable isotopic composition of particulate matter collected on glass-
fiber and aluminium oxide filters. Limnol. Oceanogr., 35: 902-909.

COZZI1S., GIANI M. (2007) - Determination of organic nitrogen and urea. In: Nollet L. (ed.), Handbook of Water
Analysis, CRC Press, Boca Raton Fl.: 367-392.

CUTTER G.A., RADFORD-KNOERY J. (1991) - Determination of carbon, nitrogen, sulfur and inorganic sulfur
species in marine particles. In: Hurd D.C., Spencer D.W. (eds.), Marine particles: analysis and characterization.
Geophysical Monograph: 63. American Geophysical Union, Washington DC: 57-63.

EHRHARDT M., KOEVE W. (1999) - Determination of particulate organic carbon and nitrogen. In: Grasshoff
K., Kremling K., Ehrhardt M. (eds), Methods of seawater analysis. Third Edition. Wiley VCH, Weinheim: 437-
444,

GARDNER W.D. (1977) - Incomplete extraction of rapid settling particles from water samplers. Limnol. Oceanogr.,
22: 764-768.

GARDNER W.D., RICHARDSON M.J.,, CARLSON C.A., HANSELL D., MISHONOV A.V. (2003) -
Determining true particulate organic carbon: bottles, pumps and methodologies. Deep Sea Res., 50: 655-674.

GORDON D.C. Jr. (1969) - Examination of methods of particulate organic carbon analysis. Deep Sea Res., 16:
661-665.

GORDON D.C. JR., SUTCLIFFE W.H. JR. (1974) - Filtration of seawater using silver filters for particulate nitrogen
and carbon analysis. Limnol. Oceanogr., 19: 989-993.

HEDGES J.I.,, STERN J.H. (1984) - Carbon and nitrogen determination of carbonate-containing solids. Limnol.
Oceanogr., 29: 657-663.

HURD D.C., SPENCER D.W. (1991) - Marine Particles: Analysis and Characterization. Geophysical Mono-
graph: 63, American Geophysical Union, Washington DC: 472 pp.

JGOFS (1994) - Report Nr. 19, Protocols, Chapter 15. Determination of Particulate Organic Carbon and Particulate
Nitrogen. http.//usjgofs.whoi.edu/protocols_rpt_19.html, 123-125.

KERAMBRUN P., SZEKIELDA K.H. (1969) - Composition élémentaire (C, H, N) de Sphaeroma serratum et S.
hookeri (Crustacea: Isopoda). Mar. Biol., 4: 352-356.

KING P, KENNEDY H., NEWTON P.P., JICKELLS T. D., BRAND T., CALVERT S., CAUWET G., ETCHEBER
H., HEAD B., KHRIPOUNOFF A., MANIGHETTI B., MIQUEL J.C. (1998) - Analysis of total organic carbon
and total nitrogen in settling oceanic particles and a marine sediment: an interlaboratory comparison. Mar. Chem.,
60: 203-216.

LOHSE L., KLOOSTERHUIS R.T., DE STIGTER H.C., HELDER W., VAN RAAPHORST W., VAN WEERING
T.C.E. (2000) - Carbonate removal by acidification causes loss of nitrogenous compounds in continental margin
sediments. Mar. Chem., 69: 193-201.

LORRAINA., SAVOYE N., CHAUVAUD L., PAULET Y-M., NAULET N. (2003) - Decarbonation ad preservation
method for the analysis of organic C and N contents and stable isotope ratios of low-carbonated suspended
particulate material. Anal. Chim. Acta, 491: 125-133.

MENZEL D.W., VACCARO R F. (1964) - The measurement of dissolved organic and particulate carbon in seawater.
Limnol. Oceanogr., 9: 138-142.

MORAN S.B., CHARETTE M.A., PIKE S.M., WICKLUND C.A. (1999) - Differences in seawater particulate
organic carbon concentration in samples collected using small- and large-volume methods: the importance of
DOC adsorption to the filter blank. Mar. Chem., 67: 33—-42.

NIEUWENHUIZE J., MAAS Y.E.M., MIDDELBURG J.J. (1994) - Rapid analysis of organic carbon and nitrogen
in particulate materials. Mar. Chem., 45: 217-224.

PELLA E., COLOMBO B. (1973) - Study of carbon, hydrogen and nitrogen determination by combustion-gas
chromatography. Mikrochimica Acta, 61: 697-719.

PIKE S. M., MORAN S.B. (1997) - Use of Poretics’ 0.7 um pore size glass fiber filters for determination of par-

108



ticulate organic carbon and nitrogen in seawater and freshwater. Mar. Chem., 57: 355-360.

RAIMBAULT P, SLAWYK G. (1991) - A semiautomatic, wet-oxidation method for the determination of particulate
organic nitrogen collected on filters. Limnol. Oceanogr., 36: 405-408.

RYBA S.A., BURGESS R.M. (2002) - Effects of sample preparation on the measurement of organic carbon, hy-
drogen, nitrogen, sulfur, and oxygen concentrations in marine sediments. Chemosphere, 48: 139-147.

SHARP J. H. (1974) - Improved analysis for “particulate” organic carbon and nitrogen from seawater. Limnol.
Oceanogr., 19: 984-989.

STOCKNER J.G., KLUT M.E., COCHLAN W.P. (1990) - Leaky filters: a warning to aquatic Ecologists. Can. J.
Fish. Aquat. Sci., 47: 16-23.

STRICKLAND J.D. H., PARSONS T.R. (1972) - A practical manual of sea water analysis. J. Fish. Res. Bd. Can.,
167: 310 pp.

TAGUCHI S., LAWS E.A. (1988) - On the microparticles which pass through glass fiber filter type GF/F in coastal
and open waters. J. Plankton Res., 10: 999-1008.

ZIMMERMANN C.F., KEEFE C.W., BASHE J. (1997) - Determination of carbon and nitrogen in sediments and
particulates of estuarine/coastal waters using elemental analysis - Method 440.0. National Exposure Research
Laboratory, Office of Research and Development, U.S. Environmental Protection Agency: 10 pp.
www.epa.gov/nerlcwww/m440_0.pdf.

109






CAPITOLO 10. MICRONUTRIENTI (FRAZIONE BIODISPONIBILE DI FER-
RO E RAME)

P. Rivaro, M. L. Abelmoschi, R. Frache

rivaro@chimica.unige.it

10.1 INTRODUZIONE

Gli elementi presenti in acqua di mare con concentrazioni inferiori a 50 uM sono definiti elementi
minori o in tracce. A seconda della funzione assunta nei processi biologici,vengono distinti in metalli
essenziali (ad esempio Fe, Cu, Mn, Se, Mo) e non essenziali (Hg, Cd). I metalli essenziali sono detti
anche micronutrienti e di fatto, nonostante il modesto fabbisogno da parte dell’organismo, sono fonda-
mentali in diversi processi, quali la fotosintesi, la glicolisi e il metabolismo delle proteine (Libes, 1992;
Falkowski et al., 1998).

La biodisponibilita dei metalli (ovvero la facilita di assunzione da parte degli organismi) dipende for-
temente dalla loro speciazione, cio¢ dalla forma chimica con cui si trovano in acqua, che a sua volta di-
pende da diverse variabili, alcune riguardanti 1’elemento stesso (configurazione elettronica e concentra-
zione) e altre peculiari dell’ambiente marino (pH, potenziale redox, temperatura, quantita e tipo di liganti
inorganici e organici, interazioni all’interfaccia aria-acqua o acqua-sedimento o acqua-particellato) (Muller
et al.,2003).

La determinazione di Fe e Cu in acqua di mare ¢ un problema analitico molto complesso a causa
delle basse concentrazioni dei metalli e della presenza della matrice salina, che puo causare forti inter-
ferenze nelle misure strumentali. I limiti di rivelabilita delle tecniche spettroscopiche impiegate per 1’analisi
di metalli in tracce richiedono una preconcentrazione del campione, generalmente ottenuta mediante 1’im-
piego di resine chelanti, estrazione con solventi o precipitazione.

L’impiego di resine chelanti, rispetto agli altri metodi di preconcentrazione, offre il vantaggio di fornire
informazioni utili anche per uno studio della speciazione del metallo in esame, poiché le resine chelano
la sua frazione libera e quella debolmente complessata, vale a dire le sue forme piu biodisponibili (Pe-
savento et al., 1993; Biesuz et al., 2006). Questo dato associato al contenuto totale di elementi in tracce
¢ molto utile nell’interpretazione dei processi che regolano il bloom fitoplanctonico, o lo sviluppo di un
particolare popolamento algale (Hutchins ef al., 1998; 1999).

10.2 PRINCIPIO DEL METODO

Le tecniche di preconcentrazione su fase solida (resine chelanti) sono utilizzate per 1’analisi di metalli
in tracce in acqua di mare sia in “batch off-line” sia “on-line” grazie a opportuni sistemi di analisi ad
iniezione in flusso, noti con I’acronimo inglese FIA (Flow Injection Analysis). I1 FIA ¢ preferibile al si-
stema in “batch off-line”, poiché richiede minore manipolazione della resina e tempi piu brevi di lavaggio,
riducendo il rischio di contaminazione del campione. Le fasi solide sono costituite da una parte chimi-
camente inerte (reticolo polimerico a base di vinil e divinil benzene) che conferisce rigidita e stabilita
meccanica alla fase, su cui sono legati chimicamente gruppi funzionali imminodiacetici che
rappresentano i siti attivi. La selettivita spiccata di tali gruppi nei confronti dei metalli di transizione ¢
dovuta alla formazione di un legame di coordinazione tra la coppia elettronica dell’azoto e gli orbitali
d vuoti dei metalli. Tuttavia, I’impiego di una resina imminodiacetica non rimuove completamente I’effetto
della matrice salina a causa di una sua certa affinita per Na‘', K* e soprattutto per Ca** e Mg*. La co-
eluizione di questi elementi maggiori contemporaneamente agli analiti di interesse costituisce una po-
tenziale interferenza nella successiva determinazione strumentale mediante tecniche spettroscopiche quali
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assorbimento atomico con atomizzazione elettrotermica del campione (ETA-AAS). Diversi approcci sono
impiegabili per ridurre il problema delle interferenze basati sul tipo di calibrazione strumentale, sull’
impiego di modificatori di matrice o sull’ eliminazione della matrice mediante eluizione selettiva degli
elementi maggiori (Grotti et al., 2000; 2001; 2002).

Nell’ottimizzazione del metodo di preconcentrazione di metalli con resine chelanti devono essere con-
siderati diversi parametri quali: quantita, tipo e forma di resina; volume di campione, velocita del flusso
e volume di pre-eluizione e di eluizione.

Particolare attenzione deve essere dedicata alla determinazione del bianco della procedura per ridurre
i detection limits strumentali, fondamentale requisito per la determinazione di elementi quali il Ferro in
campioni di acqua di mare di altura.

Infine, per quanto riguarda la determinazione strumentale, I’ ETA-AAS ha rappresentato una delle
tecniche analitiche maggiormente utilizzate per la determinazione di elementi a livello di concentrazioni
del pg 1. Recentemente si preferisce impiegare la spettrometria simultanea di emissione atomica (ICP-
AES), di analoga sensibilita, ma piu veloce e versatile.

10.3 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN MARE

10.3.1 Attrezzatura

- Tubo in gomma trasparente da collegare alle bottiglie di campionamento.

- Bottiglieda 1 o0 2 | in polietilene (Nalgene®) opportunamente lavate e conservate come suggerito
nel paragrafo Raccomandazioni:

- Filtri in policarbonato porosita nominale 0,45 uM (Millipore®) pre—pesati ¢ pre—lavati.

- Apparato per la filtrazione del campione.

- Congelatore a -20°C.

10.3.2 Procedura di campionamento

- Sciacquare i contenitori con acqua Milli-Q al momento dell’uso e normalizzarli con aliquote del
campione di acqua di mare.

- Spillare dalle bottiglie di campionamento 2 | di campione.

- Filtrare i campioni d’acqua raccogliendo direttamente in bottiglie di polietilene il campione di acqua
filtrato.

- Congelare i campioni di acqua a -20°C.

10.4 SCHEMA DELLE OPERAZIONI IN LABORATORIO

10.4.1 Attrezzatura

- Micro colonne riempite con 200 mg di resina supportata su di un letto di volume complessivo di
1,5 ml IC-Chelate, Alltech, Deerfield, IL, USA.

- Pompa peristaltica a 16 canali Watson-Marlow pump 205-S.

- Tubi pompa tygon (Watson-Marlow @ mm 0,88 arancio/arancio).

- Cappa a flusso laminare.
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- Bottiglie di polietilene lavate secondo la procedura riportata nelle Raccomandazioni.
- Provette tipo Falcon da 15 ml.
- Vetreria da laboratorio lavata secondo la procedura riportata nelle Raccomandazioni.

10.4.2 Prodotti chimici

- Soluzioni standard Cu, Fe, Lu 1000 mg I'' per AA/ICP calibration (Sigma-Aldrich).
- Acido nitrico 65% grado di purezza Suprapur (VWR).
- Sodio carbonato grado di purezza Suprapur (VWR).

- Acido acetico glaciale grado di purezza Ultrapur (Sigma-Aldrich).

- Ammoniaca 25%, grado di purezza Ultrapur (Sigma-Aldrich).
- Acido nitrico 65% grado di purezza Ultrapur (Sigma-Aldrich).
- Acqua MQ di grado Ultrapuro (Millipore).

10.4.3 Materiali di riferimento standard certificati (CRMs)

Un materiale di riferimento certificato (CRM) € un materiale o sostanza per il quale una o piu delle
sue proprieta sono note e certificate tramite procedure tecnicamente valide ed € accompagnato dalla relativa
documentazione di queste caratteristiche emessa da un Ente Certificante. | CRMs possono essere impiegati
per diverse ragioni, tra cui la calibrazione delle apparecchiature, la validazione e il confronto di metodiche
e la valutazione dell’accuratezza di un metodo.

I CRMs scelti per il nostro scopo sono campioni di acque naturali, opportunamente prelevati e sub-
campionati in condizioni di contaminazione controllata, il cui contenuto in metalli ¢ stato accuratamente
determinato in diversi laboratori internazionali mediante tecniche analitiche indipendenti. A seconda dei
valori di salinita dei campioni e degli intervalli di concentrazione dei metalli possono essere impiegati
i seguenti CRM, distribuiti dal National Research Council Canada:

1. NASS-5 (Acqua di mare oceanica).
2. CASS-3 (Acqua di mare costiera).
3. SLEW-3 (Acqua di estuario).

4. SLRS-1 (Acqua di filume).
5. SLRS-3 (Acqua di fiume).

In Tab.1 sono riportati i valori certificati per Cu e Fe nei CRMs citati.

Tab. 1 — Valori certificati di Cu e Fe in diversi CRMs.

CRM Salinita Cu (pgl) Fe (ng1?)
NASS-5 30,4 0,297 £0 ,046 {0,207 + 0,035
CASS-4 30,7 0,592 +£ 0,055 {0,713 + 0,058
SLEW-3 15,0 1,55+0,12 0,586 + 0,059
SLRS-1 3,58 £ 0,30 31,5+2,1
SLRS-3 1,35+ 0,07 103 +5
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10.4.4 Preparazione delle soluzioni

Le soluzioni per il trattamento delle resine vanno preparate al momento e direttamente in contenitori
in polietilene precedentemente lavati. Questa procedura va eseguita con particolare cura. utilizzando tutti
gli accorgimenti per limitare al massimo le contaminazioni (utilizzo di reattivi ultrapuri e relativa ma-
nipolazione sotto cappa a flusso laminare. utilizzo guanti in polietilene etc..)

Soluzione tampone di ammonio acetato 1 M:

Miscelare 38,5 ml di NH, grado ultrapur al 25% con 29,5 ml di CH,COOH glaciale grado ultrapur
in bottiglia di PE da 500 ml. Controllare il pH e portarlo a 5,5 mediante aggiunte goccia a goccia di NH,
o CH,COOH concentrati u/trapur. Portare a volume finale con acqua MQ.

Soluzione di acido nitrico 1 M:

35 ml di acido concentrato, grado di purezza ultra o suprapur in bottiglie di PE da 500 ml portati a
volume con acqua MQ.

10.4.5 Preparazione della resina

La resina ¢ fornita commercialmente in forma Na' e richiede un pretrattamento tale da garantire la
minore contaminazione possibile. Prima di ogni analisi. la resina impaccata nelle colonne e i tubi della
pompa peristaltica che trasportano i campioni devono quindi essere lavati e testati.

I lavaggi vengono effettuati con soluzioni acide che portano la resina in forma H' e hanno lo scopo
di eliminare le impurezze presenti con particolare riguardo ai metalli in tracce, i cui livelli di concen-
trazione sono non trascurabili nei reattivi utilizzati.

Durante le operazioni di lavaggio delle colonne cosi come nelle operazioni di pre concentrazione e
di eluizione viene mantenuta una velocita di flusso pari a 2 ml min” ottenuta utilizzando 1 tubi indicati
e impostando la velocita della pompa a 56 rpm.

11 flusso per ogni tubo ¢ costante nel tempo, ma possono esserci piccole differenze tra un tubo e I’altro.
Si possono uniformare i volumi calcolando precisamente il tempo di percolamento del liquido attraverso
la resina per tutti i tubi. In questo modo il rapporto tra volume di campione passato attraverso la colonna
e volume di eluato finale € costante per tutti i tubi; questo rapporto rappresenta il valore del fattore di
preconcentrazione a cui ¢ stato sottoposto il campione.

I1 tempo di inizio viene registrato con I’ausilio di un timer dal momento in cui le colonnine iniziano
a gocciolare, dopo aver svuotato i tubi dalla precedente soluzione. Alternativamente il fattore puo essere
calcolato attraverso il rapporto tra la quantita di campione fluita attraverso la resina e la quantita di eluato
raccolta, determinati per pesata. In questo caso ¢ necessario tenere conto della densita dei campioni reali

Il primo lavaggio dei tubi e delle colonnine viene effettuato impiegando una soluzione 1M di HNO,
grado di purezza suprapur, facendo fluire 240 ml di soluzione acida per ogni colonna (tempo richiesto
circa 120 min).

Un secondo lavaggio viene effettuato utilizzando 40 ml di una soluzione 1M di HNO, grado ultrapur
subito prima dell’utilizzo delle colonne (tempo richiesto 20 min).

L’efficienza di questa procedura di lavaggio della resina va testata di volta in volta in quanto essa
dipende da fattori variabili (stato di conservazione/pulizia/utilizzo/ della resina e di tutti i tubi di con-
nessione), per cui occorre sempre verificare il livello di “bianco reattivo” mediante determinazione stru-
mentale dei livelli di metalli in tracce, sia degli acidi di lavaggio utilizzati sia dell’eluato raccolto dopo
il lavaggio stesso.

10.4.6 Preparazione del campione

Scongelare a temperatura ambiente i campioni di acqua di mare.
Tutte le operazioni di preparazione e di trattamento del campione devono essere condotte sotto cappa
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a flusso laminare. Gli standard certificati commerciali sono conservati a pH 2: € necessario quindi neu-
tralizzare I’acidita con carbonato di sodio per portare il pH a valori ottimali per la chelazione (~ 6,5).
Allo scopo aggiungere 180 mg di carbonato di sodio ogni 100 ml di acqua nel caso di CRM CASS-
3 ¢ NASS-5; 140 mg ogni 100 ml di acqua nel caso di CRM SLEW-3. SLRS-1 e SLRS-3.
Controllare il pH su un’aliquota di campione dopo la dissoluzione totale del carbonato.

I campioni di acqua di mare, il cui pH ¢ mantenuto a circa 8,0 da un sistema tampone naturale, non
necessitano di trattamenti di neutralizzazione.

10.4.7 Procedura di pre concentrazione del campione e del CRM

Laresina viene utilizzata in forma ammonio a un pH che permette lo scambio tra ioni NH," e il metallo
in soluzione. La forma NH," permette I’impiego della resina anche su campioni di acqua naturale prive
di proprieta tamponanti (per esempio acque estuarine. campioni di ghiaccio marino o di neve) garantendo
comunque un pH di lavoro ottimale per la chelazione.

Per la sostituzione sui gruppi funzionali degli ioni H* con ioni NH," occorre impiegare tampone am-
monio acetato 1M grado ultrapur pH compreso tra 5 e 5,5. Circa 10 ml di tampone sono fatti fluire at-
traverso ciascuna colonna (tempo occorrente 5 min). La resina ¢ cosi pronta per la pre concentrazione
di metalli presenti in acque naturali.

Il campione viene pre concentrato sulla resina aspirandolo direttamente dalle bottiglie con una velocita
d