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1  I NTRODUZIONE  

 

Il metodo di speciazione degli elementi in traccia basato sullôequilibrio competitivo 

dei leganti con determinazione della frazione labile tramite voltammetria di stripping 

catodico (Competitive Ligand Equilibration ï Cathodic Stripping Voltammetry, CLE-

CSV) è stata introdotto nel 1984 dal professor Constant M. G. van den Berg 

dellôuniversit¨ di Liverpool [1] . 

Lôidea centrale del metodo ¯ di stimare le caratteristiche termodinamiche delle 

specie complessanti attraverso la competizione con un legante artificiale aggiunto 

opportunamente caratterizzato. Il metodo prevede la determinazione della frazione 

labile del metallo, la frazione legata cioè al legante aggiunto, tramite voltammetria 

di stripping catodico: il trattamento dei dati sperimentali attraverso modelli 

termodinamici permette di calcolare la concentrazione dei leganti presenti nel 

campione e la loro costante di stabilità condizionale nei confronti del metallo 

oggetto di studio (si veda il capitolo 2 per la teoria della metodica CLE-CSV). Questa 

fase di indagine dei campioni reali è preceduta da una fase di calibrazione in cui la 

costante di formazione del complesso metallo-legante aggiunto deve essere 

determinata sperimentalmente. 

Questo metodo di speciazione offre numerosi vantaggi come evidenziato in 

letteratura [2-3].  

I bassissimi limiti di rilevabilità spesso inferiori al nanomolare permette la 

determinazioni di concentrazioni analoghe di leganti per molti ioni metallic i: 

prestazioni confrontabili garantite solo dalla titolazione tramite resine che impiega 

come metodo di determinazione tecniche atomiche quali sorgenti al plasma 



 
6 

 

accoppiate a rilevazione spettrofotometrica (ICP-OES) o spettrometria di massa 

(ICP-MS)[3] .  

Allo stato attuale delle conoscenze, queste due metodologie sono le uniche in grado 

di permettere lôanalisi di speciazione degli elementi in traccia in tutte le acque 

naturali. 

Il metodo mostra naturalmente alcune limitazioni [4-8].  

La tecnica, nel caso siano presenti più classi di leganti come accade nelle acque 

naturali, consente di determinare solo una frazione dei leganti presenti, definita 

come la finestra di rilevabilità, o detection window, del metodo stesso. Questo 

concetto ¯ dôaltra parte comune a tutti i metodi di speciazione basati sulla 

equilibrazione competitiva dei leganti (si veda [5, 9]  e la sezione 2.2.5). 

Lôassunzione che tutte le specie metalliche siano in equilibrio chimico ¯ un altro 

aspetto critico della metodica: la possibilità che la cinetica delle reazioni di scambio 

fra metallo e legante sia molto lenta, suscita dubbi sulla applicabilità del metodo e il 

dibattito a questo proposito è ancora aperto [10] . 

Infine, il trattamento dei dati sperimentali e lôeffetto degli errori sui risultati 

rappresentano altri due punti da valutare attentamente per ottenere risultati 

affidabili. 

A fronte di una vasta letteratura, distribuita in un arco temporale di quasi trenta 

anni, emerge con chiarezza la completa assenza di una valutazione sistematica delle 

caratteristiche analitiche del metodo CLE-CSV, ad esempio in termini di accuratezza 

e precisione dei risultati ottenuti. Una valutazione di questo tipo è necessaria, come 

per ogni metodo analitico, per assicurare lôattendibilit¨ dei risultati e consentire il 

confronto con altre metodiche, aspetto di particolare importanza nellôambito delle 

metodiche di speciazione degli elementi in traccia come si vedrà in seguito. 

Lo scopo di questo lavoro è pertanto la valutazione delle performance analitiche 

della procedura CLE-CSV, in particolare in termini di accuratezza e precisione dei 

risultati. Come metodo modello per questo studio si è scelto di utilizzare il protocollo 

di analisi di speciazione dello ione rame proposta da Campos et al.[11] , in quanto si 

tratta di un metodo largamente impiegato per lôanalisi di speciazione dello ione 

rame che ¯, a sua volta, lôelemento la cui speciazione ¯ stata maggiormente 

studiata. 
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1.1  Procedura di validazione proposta  

 

 

 

 

Lo schema a blocchi sopra riportato visualizza la procedura di validazione proposta 

per la valutazione delle performance analitiche del metodo CLE-CSV. 

Vengono qui di seguito introdotti i quattro punti evidenziati nello schema  che 

saranno ampiamente trattati nei restanti capitoli.  

La determinazione del contenuto di metallo totale è un parametro chiave 

indispensabile per le analisi di speciazione. Lôimportanza di questo parametro nella 

elaborazione dei dati delle titolazioni viene ampliamente spiegata nel capitolo 2 

come parte teorica e nel capitolo 5 come applicazione pratica. 

 

La calibrazione del coefficiente alfa  è un altro passaggio essenziale per tutti i 

metodi basati sullôequilibrio competitivo dei leganti, in quanto la conoscenza della 

costante di formazione del complesso metallo - legante artificiale (o del coefficiente 

di reazione collaterale alfa) ¯ necessaria per poter applicare lôanalisi di speciazione. 

I valori di queste costanti sono disponibili per alcuni complessi in database appositi, 

ma si tratta di valori calcolati in condizioni standard, mentre le matrici dei campioni 

CAMPIONI 
REALI

Determinazione 
del contenuto 

di metallo totale

Calibrazione 
coefficiente a

Validazione su 
leganti noti
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reali presentano una variabilità estrema. Per questo motivo il calcolo delle costanti 

di stabilità condizionali deve essere eseguito sperimentalmente per ogni diversa 

matrice analizzata. 

 

Lôapplicazione del metodo validato e ottimizzato a campioni reali  rappresenta lo 

step finale del presente lavoro. Sono stati analizzati campioni di acqua dolce e 

marina provenienti dal continente antartico (campagn a italiana 2006-2007), 

campioni particolarmente difficili a causa delle bassissime concentrazioni presenti 

(sezione 5.2.5). 

Nelle pagine seguenti vengono approfonditi i singoli, evidenziandone le criticità e le 

strategie elaborate durante il periodo di Dot torato di Ricerca per risolverle. 
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DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI METALLO 

TOTALE  

La determinazione del contenuto di metallo totale è stata eseguita utilizzando 

tecniche voltammetriche in stripping catodico (CSV) in quanto nel presente lavoro di 

ricerca sono stati analizzati anche campioni ad alta salinità (campioni antartici, 

campagna 2006-2007) difficilmente analizzabili con altre tecniche come ad esempio 

la spettrometria di massa con sorgente al plasma (ICP-MS). 

La determinazione dei metalli a livello di traccia e ultratraccia richiede una cura 

particolare per evitare la contaminazione del campione. Eô quindi necessario in 

primo luogo operare in ambienti a contaminazione controllata come camere bianche 

classe 100 e cappe a flusso laminare. Molta attenzione deve anche essere dedicata 

alla decontaminazione dei contenitori e dei reagenti impiegati in tutte le fasi del 

protocollo analitico. A questo proposito, durante questo lavoro di dottorato, sono 

stati ottimizzati i processi di produzione degli acidi ult rapuri tramite distillazione 

sotto il punto di ebollizione (si veda il Cap. 3). Lôacido cloridrico e nitrico vengono 

impiegati in diverse fasi del protocollo di speciazione, dalla decontaminazione dei 

contenitori (si veda 3.2.1) alla con la preparazione di reagenti (Cap. 5.2.1), 

seguendo con lôacidificazione dei campioni (Cap. 4.2.4 e successivi), trattamento 

Filtrazione e 
acidificazione

Digestione con 
radiazione 

ultravioletta

Determinazione 
tramite CSV
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necessario prima di effettuare la determinazione delle concentrazioni totali degli 

elementi in traccia per evitare la formazione di idrossidi con conseguente 

precipitazione e adsorbimento sulle pareti dei contenitori. 

Unôulteriore fase critica evidenziata in nella procedura analitica proposta (sezione 

corrente), è rappresentata dalla necessità di rimuovere le sostanze organiche 

naturali dal campione prima di effettuare  la determinazione del contenuto di 

metallo totale tramite tecniche voltammetriche (CSV) [12-15] (Cap. 4)  

Come già noto in letteratura uno dei pretrattamenti più utilizzati per questo scopo è 

la foto ossidazione della componente organica tramite lôutilizzo di digestori UV.  

I comuni digestori UV commercialmente disponibili risultano però avere tempi di 

digestione troppo lunghi e costi elevati in termini di acquisto e manutenzione 

ordinaria. 

Durante questo lavoro di ricerca, è stato progettato ex novo e validato un sistema 

di digestione ultravioletta per ridurre sensibilmente i tempi di trattamento e i costi 

dei digestori attualmente in commercio (Cap. 4 [16] ) 
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La calibrazione del coefficiente di reazione (aTOT ) t ra il legante aggiunto e il metallo 

preso in esame è il primo step previsto dalla procedura CLE-CSV.  

Nonostante lôimportanza di questa procedura, la precisione ottenibile per la 

determinazione del coefficiente alfa non è mai stata studiata in precedenza (un solo 

articolo riporta lôanalisi replicata del coefficiente alfa[17] . 

Durante il presente lavoro di ricerca, è stata effettuata una stima il più accurata 

possibile della precisione dei risultati: lôindagine approfondita condotta ha anche 

permesso di evidenziare quali siano i fattori che controllano la precisione dei risultati 

(si veda Cap. 5). 
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Titolazione di legante 
noto (EDTA o DTPA)

Analisi dei dati

Accuratezza e 
precisione su 

CL e K'CuL

Analisi delle 
fonti di errore

VALIDAZIONE SU LEGANTI NOTI  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lôutilizzo di leganti noti per valutare accuratezza e precisione della procedura CLE-

CSV rappresenta la sezione centrale del lavoro di ricerca. Lôassenza di standard 

certificati in questo settore r ende obbligata la scelta di impiegare leganti artificiali 

con caratteristiche note per valutare le performance del metodo. Uno studio 

approfondito delle fonti di errore nel calcolo delle concentrazioni dei leganti e della 

costante di formazione ha poi permesso di individuare i punti critici e di fornire 

indicazioni utili per il miglioramento della qualità dei risultat i (si veda Cap. 5). 
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Titolazione dei leganti in campioni 
antartici

Analisi dei dati

Precisione 
di CL e K'CuL

Considerazioni 
ambientali

Sviluppi 
futuri

CAMPIONI REALI  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il protocollo CLE-CSV è stato applicato a campioni prelevati nel continente antartico 

durante la campagna 2006-2007 col fine di accertare la presenza di leganti forti a 

livello di tracce per lo ione rame. Tutti i campioni analizzati hanno mostrato la 

presenza di leganti naturali forti a livello di ultratracce (si veda Cap. 5) . 

Questa analisi ha inoltre consentito di valutare la precisione del metodo anche su 

campioni reali, sia per il calcolo della concentrazione dei leganti che della costante 

di formazione del complesso rame-leganti naturali. La valutazione dellôaccuratezza 

dei dati di speciazione nei campioni reali rimane ad oggi un problema ancora 

aperto: un confronto sistematico ed ampio tra diverse tecniche di speciazione 

potrebbe contribuire favorevolmente alla sua soluzione.   

 

Durante il periodo di ricerca svolto presso il dipartimento di Earth and Ocean 

Sciences dellôUniversit¨ di Liverpool, sono stati analizzati con la procedura CLE-CSV 

altri quattro campioni di acqua di mare. Lôobiettivo di questo lavoro ¯ testare un 

nuovo metodo per il calcolo della costante di complessazione condizionale per lo 

ione rame con le sostanze umiche basato su esperimenti di competizione con lo 

ione ferro (si veda Cap. 6). 

 

Alessio Castelletti 
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2  IL METODO DI SPECIAZIONE      

CLE-CSV 

 

2.1   Cenni sulla nascita del metodo  

Lôanalisi di speciazione tramite lôequlibrazione competitiva dei leganti e seguente 

determinazione della frazione labile tramite voltammetria di stripping catodico è 

stata ampiamente utilizzata negli ultimi trenta anni col fine di ottenere informazioni 

analitiche in merito allo stato di compl essazione di elementi in traccia in acque 

naturali[18] , inoltre  rappresenta unôinteressante applicazione delle tecniche 

voltammetriche di stripping catodico sviluppate alla fine degli anni settanta. Infatti 

la tecnica di stripping catodico  è stata sviluppata per determinare la concentrazione 

totale di metallo, e fin dallôinizio ha mostrato le sue potenzialità, tra dei limiti di 

rilevabilit¨ molto bassi (nellôordine dei nM),  lôapplicabilit¨ a matrici complesse come 

quelle ad alta salinità. Lôintroduzione di leganti pi½ specifici e di tecniche di 

scansione più efficaci hanno permesso di migliorare ulteriormente i limiti di 

rilevabilità, arrivando in alcuni casi a determinare concentrazioni di analiti nellôordine 

del pM. Nelle prime applicazioni della tecnica di voltammetria di stripping catodico si 

è notato che la presenza di leganti nella soluzione analizzata causava gravi 

interferenze in quanto i leganti presenti nella matrice competevano per il 

complessante aggiunto per lôanalisi. Il problema ¯ stato risolto distruggendo le 

specie  organiche responsabili di questa interferenza, utilizzando nella maggior 

parte dei casi una digestione con radiazione ultravioletta  prima dellôanalisi. Ad ogni 

modo quello che allôinizio sembrava unôinterferenza per la determinazione del 
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contenuto totale del metallo, rappresenta il punto cardine per gli studi di 

speciazione. Di seguito vedremo come questa competizione può fornire i dati 

sperimentali necessari per conoscere i comportamenti dei metalli e dei leganti in 

matrici ambientali.  

 

2.2  La teoria dei leganti competitivi CLE -CSV 

Il metodo che prevede lôequilibrazione di leganti competitivi e la seguente 

determinazione della frazione labile è un metodo a due step. Il primo step è la 

determinazione sperimentale di a. I l coefficiente di reazione collaterale, con simbolo 

alfa, è definito come il rapporto  [MAL]/[M n+ ] , dove [MAL] è la concentrazione del 

legante aggiunto-metallo complessato e [Mn+ ]  è la concentrazione dello ione libero. 

La costante aMAL dovrebbe essere calcolata nella stessa matrice e tutte le volte che 

una diversa matrice viene studiata. Questa procedura prevede una titolazione con 

quantità crescenti di un legante conosciuto (solitamente EDTA) in presenza di una 

quantità costante di legante aggiunto; vi ene ottimizzata in aliquote di matrice 

sottoposta a digestione UV (senza leganti naturali), così da determinare aMAL nella 

stessa matrice[19] . 

Una volta che il coefficiente alfa tra il legante aggiunto e il metallo investigato è 

noto, il campione viene titolato con aggiunte crescenti di metallo in presenza del 

legante aggiunto. La frazione labile (la frazione di metallo complessata dal legante 

aggiunto più la frazione legata a specie inorganiche) viene quindi analizzata 

misurando il segnale voltammetrico del complesso tra legante aggiunto - metallo. 

Questi dati vengono trattati  in modo tale da ottenere la concentrazione del legante 

naturale e la costante di complessazione condizionale per la formazione del 

complesso tra il legante e il metallo considerati; questi sono i risultati della 

procedura CLE-CSV (solitamente anche il coefficiente alfa a=[ML]/[M n+ ] viene 

calcolato, dove [ML] è il complesso metallo-legante naturale). Numerosi trattamenti 

dei dati vengono sviluppati per ottenere i dati termodinamici dei leganti naturali: 

fitting non lineare (metodo Wilkinson[4, 20] , Scatchard plot[5, 21]  e la linearizzazione 
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proposta da van den Berg e Ruģic[1, 22] . Questôultimo ¯ stato notevolmente 

impiegato e molti papers furono dedicati alle sue performance e ai suoi limiti [4-7].  

2.2.1 Definizioni ed equazioni generali 
 

Per un metallo M e per una specie legante Xj è possibile scrivere una reazione di 

complessazione allôequilibrio 

 

jjɜjj MXXɜM ª+
 

Equazione 1 

 

Da questa reazione è possibile ricavare il valore della costante di stabilità 

condizionale per la formazione del complesso 
jjɜMX  

 

[ ]
[][ ]j

j

jjɜi ɜ
j

jɜ

XM
XM

MX
K

Ö
=¡

 
Equazione 2 

 

2.2.1.1  Coefficiente Alfa  

 
 

Negli studi di speciazione è utile esprimere il grado di complessazione del metallo M 

coinvolto nella reazione di complessazione attraverso il coefficiente alfa il quale 

rappresenta il rapporto tra la concentrazione del complesso MX presente in 

soluzione e la concentrazione di metallo libero in soluzione, che equivale alla 

concentrazione del metallo presente come acquo-ione. 
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[ ]
[]M

MX
Ŭ

j

jjɜ

jɜ

MX =  

Equazione 3 

 

Utilizzando le equazioni 2 e 3 è possibili riscrivere la costante di stabilità 

condizionale per la formazione del complesso MX in funzione di alfa: 

 

[]jnn X

Ŭ
K jjɜ

jj

MX

MX =¡  

Equazione 4 

 

Esprimendo il tutto in funzione di alfa si ottiene  

 

[]j

jjɜjjɜ

ɜ

MXMX XKŬ Ö¡=  

Equazione 5 

Per ogni complesso che il metallo forma con specie inorganiche ed organiche è 

quindi possibile calcolare il coefficiente alfa. In particolare è possibile calcolare una 

coefficiente alfa di tutte le specie inorganiche del metallo M. Lôequazione generale 

per il calcolo è il seguente: 

 

ää ¡+Ö¡+=
¡

=¡
t

t

M(OH)

ɜ

j

jMXM [OH]K][XK1
][

][
Ŭ

t

j

jjɜM

M
 

Equazione 6 

 

Questo parametro, nelle analisi di speciazione, è di solito calcolato attraverso 

software di speciazione, che hanno come input le concentrazioni degli ioni principali 

(Cl-, SO4
--, NO3

-, HCO3
-, PO4

---, é), la temperatura e il valore del pH del campione. 

Utilizzando i database che contengono i valori delle costanti di complessazione, i 

programmi di speciazione fornisco i valori di concentrazioni delle varie specie 

presenti in soluzione in modo da poter calcolare il valore del coefficiente alfa 
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inorganico. Per le specie organiche tutto questo non è possibile visto la diversità dei 

leganti naturali presenti e la mancanza dei valori delle costanti condizionali di 

formazione dei complessi. Utilizzando il metodo dei leganti competitivi che verrà 

spiegato in seguito sarà possibile calcolare i valori dei coefficienti alfa tra i metalli e 

i leganti organici e da questi i valori delle costanti di formazione.  

 

2.2.2 Calcolo delle costanti di stabilità condizionale 

del legante artificiale 
 

Come descritto nei paragrafi precedenti, il metodo CLE utilizzato per la speciazione 

di metalli si basa sullôaggiunta di un legante artificiale e il successivo equilibrio che 

si va a formare in soluzione: i parametri di speciazione, la concentrazione del 

legante e le costanti di stabilità, vengono calcolati attrave rso la competizione con 

questo legante artificiale. Per questo motivo è necessario conoscere le costanti di 

stabilità condizionali, oppure i coefficienti alfa, del legante artificiale con il metallo in 

esame. I valori di queste costanti è possibile recuperarli da manuali appositi come il 

Martell and Smith ma sono valori termodinamici e quindi calcolati in condizioni 

standard, mentre i campioni analizzati in analisi di speciazione hanno valori di 

concentrazioni di metallo molto basse e contenuti ionici estremamente differenti. 

Per questo motivo il calcolo delle costanti di stabilità condizionali viene eseguito 

sperimentalmente per ogni diversa matrice analizzata. In modo particolare il calcolo 

delle costanti è stato eseguito per i complessi formati dal rame con la 

salicilaldossima che è il legante artificiale utilizzando per la speciazione in questo 

lavoro. Si è notato che per avere un segnale analitico in CSV è necessario utilizzare 

concentrazioni di salicilaldossima nellôordine dei ȉM. Questo risulta in 

contrapposizione con gli alti valori di delle costanti di stabilità del complesso Cu-SA 

trovati in letteratura, che dovrebbe portare a una completa complessazione del 

rame a bassi valori di SA. Questo è possibile spiegarlo con il fatto che solo il 

complesso Cu(SA)2 viene assorbito sulla goccia di mercurio e poi successivamente 

ridotto, mentre il complesso CuSA non risulta essere elettrochimicamente attivo. 

Infatti il c omplesso CuSA risulta avere una carica +1 che impedisce lôadsorbimento 
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del complesso sulla goccia di mercurio, carica che risulta uguale a 0 per il 

complesso Cu(SA)2, come è possibile vedere nel disegno qui sotto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sperimentalmente i coefficienti alfa dei complessi della salicilaldossima con il rame 

vengono calcolate con una titolazione di una soluzione contenente SA e rame con 

EDTA. Infatti si avrà una competizione del rame tra i due leganti e la forza come 

agente complessante della SA viene valutata rispetto allôEDTA di cui si conoscono le 

costanti di complessazione con il rame. Le titolazioni per il calcolo vengono eseguite 

sui campioni sottoposti in precedenza a una digestione ultravioletta in modo da 

distruggere i leganti naturali presenti.  Viene utilizzato lo stesso campione in modo 

che il contenuto degli ioni principali, in modo particolare calcio e magnesio, siano 

uguali alla matrice in esame. Bisogna tenere conto in modo particolare del calcio 

che ha un coefficiente alfa molto grande per  lôEDTA, infatti risulta pi½ grande di 

nove ordini di grandezza rispetto ai cationi monocarica come il potassio e il sodio, 

mentre il valore del coefficiente alfa del magnesio con lôEDTA ¯ cento volte pi½ 

piccolo rispetto al calcio. Per questo motivo nei calcoli illustrati di seguito vengono 

considerati solo i coefficienti alfa tra lôEDTA e il calcio e il magnesio visto che per gli 

altri metalli questi coefficienti si possono considerare trascurabili. Per il calcolo del 

valore del coefficiente alfa tra il rame e la salicilaldossima vengono utilizzate le 

seguenti equazioni di equilibri competitivi 

 

Figura 1: Complesso formato da uno ione  rame e due molecole di salicilaldossima  
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Equazione 9 

 

  

 

[ ][ ][ ][ ]

[ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ][ ]

[ ][ ][ ]( )

[ ][ ][ ]( )

[ ][ ][ ]( )î
î
î
î
î

í

î
î
î
î
î

ì

ë

+Ö=+=

+Ö=+=

+Ö=+=

ÖÖ+ÖÖ+ÖÖ+=

=+++=

++

++

++

+++

CuEDTA

MgEDTA

CuEDTA

CuCuEDTACu

MgMgEDTAMg

CaCaEDTACa

CuEDTAKMgEDTAKCaEDTAKEDTA

CuEDTAMgEDTACaEDTAEDTAE

CuEDTAMgEDTACaEDTA

tot

a

a

a

1[Cu]      4

1[Mg]      3

1[Ca]      2

DTA      1

22

T

22

T

22

T

222

 

Equazione 10  

 

Per risolvere le equazioni e quindi necessario determinare il valore del coefficiente 

alfa tra il rame e lôEDTA, per fare questo è necessario fare delle approssimazioni. La 

prima è considerare il fattore [CuEDTA] trascurabile, questo perché la 

concentrazione di Cu nella soluzione ¯ molto bassa (nellôordine dei nM), la seconda 

è considerare la concentrazione di calcio e magnesio libero uguale alla 

concentrazione di calcio e magnesio totale perché la concentrazione di Ca e Mg è di 

solito 1000 volte superiore alla concentrazione di EDTA utilizzata. In questo modo 

lôequazione 10.1 diventa 



 
22 

 

[ ] [ ][ ] [ ][ ]totMgEDTAtotCaEDTAtot MgEDTAKCaEDTAKEDTA ÖÖ+ÖÖ+=EDTA][  

Equazione 11  

 

Da questa equazione è possibile ricavare il valore di EDTA libero, valore che inserito 

nellôequazione 9 permette di calcolare il valore del coefficiente a tra rame ed EDTA. 

Il calcolo di questo valore è indispensabile per ricavare il valore del coefficiente alfa 

tra rame e salicilaldossima utilizzando le seguenti equazioni dove i è la corrente del 

picco di riduzione del rame nellôanalisi voltammetrica 
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Equazione 12  
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Equazione 13  
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Equazione 14  

 

Da questa ultima equazione è possibile calcolare il valore aCu(SA)2
. 

 

Se invece non si considera più la prima approssimazione effettuata, cioè che la 

quantità di CuEDTA sia trascurabile, lôequazione 11 diventa 

 

[ ] [ ][ ] [ ][ ] ][CuŬMgEDTAKCaEDTAKEDTA[EDTA] 2
totMgEDTAtotCaEDTAtot CuSA

+Ö+ÖÖ+ÖÖ+=  

Equazione 15  

 

Esprimendo il valore di EDTA libero in funzione di aCuEDTA/KCuEDTA lôequazione diventa 
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Equazione 16  

 

Per quanto riguarda la concentrazione di [Cu2+ ] può essere espresso come 

[Cu] tot/(1+ aCuEDTA). Quindi lôequazione dopo vari passaggi può essere scritta come 

segue in modo per calcolare il valore del coefficiente alfa tra Cu e EDTA. 
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Equazion e 17  

 

Come detto in precedenza sostituendo aCuEDTA estrapolato dallôequazione 17 e 

sostituendolo nellôequazione 14 si trova il coefficiente alfa del rame con la 

salicilaldossima. 

 

2.2.3 Principi della Equilibrazione Competitiva dei 

Leganti (CLE) 
 

 

Per le analisi di speciazione il campione viene titolato con soluzione standard di 

metallo; per fare questo quantità crescenti di metallo sono aggiunti al campione e la 

frazione labile viene determinata ad ogni aggiunta. 

Per riuscire ad ottenere questo tipo di informazioni è necessario elaborare i dati 

ottenuti sperimentalmente tramite rielaborazione di equazioni termodinamiche. Il 

metodo matematico utilizzato in questo lavoro è la linearizzazione di van den Berg-

Ruẽic sviluppata nel 1982[1] . Di seguito vengono riportati in sintesi le equazioni e i 

passaggi essenziali relativi a questa procedura. 

 

Lôequazione che regola la reazione tra il metallo e il legante naturale è la seguente:  
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[L][M]

[ML]
K ML

Ö
=¡  

Equazione 18  

 

Dove con L si intende il legante naturale. Lôequazione analoga per il legante 

artificiale espressa utilizzando il coefficiente alfa è la seguente: 

[AL]

Ŭ
K MAL

MAL =¡  

Equazione 19  

 

Aggiungendo il legante artificiale al campione si perturba il naturale equilibrio del 

sistema, e una parte del metallo originalmente legato al legante natural e viene 

rilasciato e complessato dal legante artificiale. Per semplificare la complessità del 

sistema prendiamo in considerazione una matrice che contiene un unico legante 

naturale avente un rapporto di complessazione con il metallo 1:1. In questo modo è 

possibile definire le concentrazioni delle specie coinvolte utilizzando i due equilibri 

simultanei di complessazione e i bilanci di massa per il legante (L) e per il metallo 

(M). 
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Equazione 20  

 

Dove per [Mlabile] si intende la concentrazione di metallo legato al legante artificiale, 

ed è questa la variabile sperimentale da determinare, necessaria per risolvere il 

sistema. Bisogna quindi utilizzare una tecnica e una metodologia analitica capace di 
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determinare selettivamente questa singola specie, e nel nostro caso viene 

determinata mediante un analisi di voltammetria di stripping catodico (CSV).  

Combinando e arrangiando le equazioni 20.1 e 20.2 è possibile ottenere la seguente 

equazione 
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Equazione 21  

 

Per determinare la concentrazione di metallo libero si utilizza lôequazione 20.3 

ottenendo la seguente 
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Equazione 22  

 

Se lôequazione 22 viene sostituita nellôequazione 21 si ottiene 
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Equazione 23  

 

In un grafico, mettendo sullôasse delle ascisse il valore Mlabile/ML e sullôasse delle 

ordinate il valore Mlabile, si ottiene una retta.  
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Figura 2: Esempio di grafico di linearizzazione applicato a un campione reale  

 

Il valore della concentrazione di legante naturale si ottiene facendo lôinverso del 

coefficiente angolare della retta ottenuta facendo il grafico  

 

pendenza
L T

1
][ =  

Equazione 24  

 

Partendo sempre dallôequazione 23 è possibile ricavare anche il valore della 

costante condizionale di complessazione, in modo specifico lôequazione che si 

ottiene per determinare questo valore è la seguente 
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Equazione 25  
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Utilizzando le equazioni 24 e 25 è possibile quindi ricavare tutte le informazioni sul 

legante naturale. Le condizioni per fare questo sono quindi la conoscenza della 

concentrazione del metallo labile e la concentrazione del metallo complessato dal 

legante. Per calcolare questôultimo valore ¯ necessario utilizzare la seguente 

equazione 

 

][M[M][ML] labileT -=  

Equazione 26  

 

Da questa equazione si nota che è necessario in un analisi di speciazione conoscere 

esattamente la concentrazione di metallo totale presente in soluzione in modo da 

calcolare tutti i valori sperimentali necessari per la linearizzazione di van den Berg-

Ruģic. 

 

2.2.4 Determinazione della frazione labile:   

voltammetria di stripping catodico (CSV) 

 

Come descritto nel paragrafo precedente per lôanalisi di speciazione è necessario 

avere una tecnica analitica in grado di determinare selettivamente la frazione labile 

del metallo. In letteratura è possibile trovare vari approcci  per risolvere questo 

problema, come ad esempio lôestrazione con solvente del complesso metallo-

legante artificiale[22] , oppure la separazione attraverso un adsorbente idrofobico e la 

determinazione mediante una tecnica di spettroscopia o utilizzando un legante 

solido[22]. Lôopzione pi½ utilizzata perch® ritenuta la pi½ efficiente per la 

determinazione della frazione labile anche a concentrazioni molto basse è la 

voltammetria di stripping catodico (CSV). Il vantaggio di quest a tecnica è che il 

legante artificiale utilizzato per formare complessi competitivi con i leganti naturali 

forma un complesso che viene adsorbito sullôelettrodo di mercurio per poi ridurre il 

metallo durante una scansione di potenziale, fornendo un segnale analitico. Questo 
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tipo di determinazione del metallo labile ha come vantaggi un trattamento del 

campione molto ridotto, evitando quindi eventuale inquinamento dello stesso, 

unôalta sensibilit¨ nella determinazione e fa affidamento su poche assunzioni. 

Inf atti, le misure sono effettuate direttamente sul campione mentre è richiesta una 

separazione fisica attraverso filtrazioni per i metodi che utilizzano biossido di 

manganese oppure unôestrazione per quelli che utilizzano tale metodo di 

separazione. Questa manipolazione del campione oltre a portare inquinamento dello 

stesso può portare a una separazione incompleta andando a influenzare in maniera 

significativa i dati calcolati. 

Per ottenere dei dati di speciazione corrette è comunque necessario fare alcune 

assunzioni. In primo luogo, il sistema deve trovarsi allôequilibrio chimico al momento 

dellôanalisi. Questa ¯ lôipotesi fondamentale sulla quale si basano tutti i metodi che 

utilizzano la CLE. Infatti nelle equazioni 21 e 22 compaiono le costanti condizionali 

di stabilità dei complessi e queste sono valide e possono essere utilizzate solo 

quando lôequilibrio termodinamico ¯ stato raggiunto. La cinetica delle reazioni è 

molto importante e quindi va studiata per i metalli in esame. Nel caso del rame , ad 

esempio, lavori in letteratura precedentemente svolti hanno mostrato che sono 

necessarie alcune ore per far si che lôequilibrio venga raggiunto[23] , mentre per altri 

metalli come il Nichel, che ha una cinetica di reazione molto lenta, il tempo 

necessario per raggiungere lôequilibrio ¯ di 50-100 ore[23] .  

In secondo luogo bisogna evitare che ci sia competizione tra il complesso MAL con 

altri metalli in traccia presenti in soluzione. A questo scopo il legante art ificiale è 

scelto il più selettivo possibile per il metallo in studio; comunque la concentrazione 

di legante aggiunto è sempre in forte eccesso rispetto alla concentrazione di metallo 

presente in soluzione. 

Una terza condizione che riguarda più direttamente la tecnica di stripping catodico 

per le analisi di speciazione è che in generale i complessi naturali e la rimanente 

componente organica non devono interferire con il processo di adsorbimento. 

Lôadsorbimento competitivo di molecole naturali organiche pu¸ interferire sia in fase 

di stripping sia in fase di analisi. Questo tipo di interferenza è molto più importante 

se per caso il picco di riduzione della sostanza organica adsorbita sulla goccia di 

mercurio si sovrappone con quello di riduzione del complesso MAL, creando 
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problemi nella misurazione dellôaltezza del picco. Infine si assume che il complesso 

naturale, durante il tempo impiegato per la lettura del segnale voltammetrico sia 

inerte. Infatti, un problema può nascere se il complesso naturale è labile  

nellôintervallo di tempo durante il quale avviene la misura. Lôadsorbimento del 

complesso con il legante aggiunto sullôelettrodo causa una diminuzione della 

concentrazione del complesso sullo strato di diffusione che circonda lôelettrodo. La 

distribuzione di M tra il legante naturale e artificiale può quindi essere alterata 

secondo lo schema riportato qui sotto 

 

adsMAL                    

                       

LMALALML

®

+Ú+

 

Equazione 27  

La riduzione del complesso MAL sulla goccia può portare alla formazione di altro 

complesso MAL se la velocità della reazione di scambio di leganti è abbastanza 

elevata: con queste condizioni, la quantità di metallo labile misurato risulterebbe più 

elevata rispetto a quella reale. A ogni modo, il breve tempo di deposizione usato (di 

solito 60 secondi di deposizione) combinato con la lenta cinetica di scambio dei 

leganti che di solito caratterizza queste reazioni, ci permettono di considerare 

questo fenomeno, nella maggior parte dei casi, di importanza trascurabile. 

La misura in CSV fornisce un valore di corrente che può essere correlato alla 

concentrazione del metallo complessato dal legante artificiale, quindi la frazione 

labile, attraverso la seguente relazione 

 

Si][M labile Ö=  

Equazione 28  

 

Dove i è la corrente misurata durante la scansione di potenziale ed S è la sensibilità 

dellôanalisi. Il calcolo di S pu¸ essere eseguito in vari modi ed ¯ importante avere 

una stima precisa di questo valore visto che influenza direttamente tutti i calcoli di 

linearizzazione necessari per calcolare i valori di L e KML. Esistono due modi 
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principali per calcolare S: uno chiamato calibrazione esterna e lôaltro calibrazione 

interna[23] . La calibrazione esterna parte dal presupposto che S è uguale alla 

pendenza (Sref) di un grafico I contro M tot misurato in una soluzione di controllo. Le 

caratteristiche di questa soluzione, di solito sottoposta a un digestione UV, è che 

deve avere la stessa salinità, la stessa concentrazione di legante artificiale e lo 

stesso pH del campione analizzato. Anche in queste condizioni comunque la 

differenza di contenuto di metallo, di solidi disciolti e di altre spe cie 

elettrochimicamente attive possono influenzare il calcolo di S. In particolare i solidi 

disciolti possono causare un valore di S più basso che il valore di Sref di un fattore ŭ 

3 3 ρ ɿ 

Equazione 29  

  

Lôimpossibilit¨ di riuscire a calcolare il valore di ŭ in campioni naturali di acqua ha 

portato allo sviluppo della calibrazione interna o procedure di standardizzazione per 

il calcolo della sensibilità. 

Il metodo più semplice di calibrazione interna permette di  calcolare il valore di Ssic 

dalla regressione lineare di I (intensità di corrente) contro il contenuto totale di 

metallo a concentrazioni elevate di questôultimo, in modo che tutto il legante 

naturale presente è stato titolato e la risposta del segnale analitico risulta essere 

lineare. Il problema di questo metodo è che la titolazione dei leganti naturali è di 

solito incompleta se il campione contiene acidi umici o fulvici causando una risposta 

lineare apparente ad alte aggiunte di metallo. Questo problema si può minimizzare 

andando ad aggiungere una quantità di metallo molto più grande rispetto a quello 

contenuto naturalmente così da ottenere una risposta analitica lineare. 

È possibile inoltre utilizzare un metodo iterativo per il calcolo della sensibilità [23] . Il 

metodo prevede una prima stima di S andando a considerare la pendenza della 

regressione lineare dellôintensit¨ di corrente ad alte concentrazioni di metallo in 

modo da calcolare una prima stima di L e di KML. Una volta conosciuti questi valori 

utilizzando lôequazione 27 si calcola il valore di ML per ogni aggiunta di metallo. In 

seguito con la seguente equazione si va calcolare il valore del metallo labile 
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- - -  

Equazione 30  

 

A questo punto si confronta il valore di M labile con quello calcolato utilizzando la 

prima stima della sensibilit¨ utilizzando lôequazione 28. In particolare se si esegue 

una regressione lineare tra i due valori per tutte le concentrazioni di metallo si può 

calcolare una fattore di correzione della sensibilità. In particolare la nuova sensibilità 

del metodo sarà uguale a 

 

3 3ȾÆ 

Equazione 31  

 

Con il nuovo valore di Sô utilizzando lôequazione 30 si ricalcala il valore di Mlabile e da 

questo la stima di L e KML. Si ripete il ciclo iterativo fino a quando il valore del 

fattore di conversione è circa uguale ad 1, ottenendo così un valore di sensibilità 

sempre più accurato del precedente. 

 

2.2.5 Detection window 

Nelle analisi di speciazione che utilizzano il metodo CLE un parametro molto 

importante per ottenere informazioni sulla speciazione è la detection window, la 

quale definisce lôintervallo misurabile dei parametri di complessazione, che possono 

essere determinati attraverso il metodo preso in considerazione. Con questo valore 

è possibile stabilire quali classi di leganti è possibile determinare mediante lôanalisi 

di speciazione. 

I complessanti naturali nella maggior parte dei casi hanno strutture complesse 

quindi in analisi di speciazione è possibile determinare classi di leganti, cioè leganti 

che hanno delle costanti condizionali di stabilità del complesso molto simili. In un 

campione ambientale si ha la presenza di differenti classi di leganti con differenti 

capacità complessati e concentrazioni[24] ,[25] ,[26] . Tuttavia, in alcuni casi è possibile 

determinare anche un solo legante sempre e solo se i suoi parametri rientrano nella 
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detection window della tecnica utilizzata. Nel metodo CLE con determinazione CSV 

della frazione labile, le aML che possono venire determinate sono legate al valore di 

alfa del legante aggiunto aML e comprese tra circa 0.1 aMAL e 10 aMAL. Infatti, se il 

legante naturale ha un aML molto alto rispetto al coefficiente alfa del legante 

artificiale, si pu¸ determinare solo la capacit¨ complessate. Nellôaltro caso, se aML è 

molto piccola rispetto a aMAL, tutto il metallo risulta essere labile e non è possibile 

ottenere dati di speciazione. La detection window nel metodo CLE-CSV può essere 

modificata, cambiando la concentrazione o la natura del legante aggiunto. 

Cambiando la concentrazione del legante si hanno variazione molto limitate della 

detection windows mentre il cambiamento del legante permette di studiare aML 

molto diversi tra di loro. Questo è un importante vantaggio delle tecniche CLE che 

permette di regolare la detection window in modo semplice e di determinare varie 

classi di leganti naturali. 

  



 
33 

 

 

3  VALUTAZIONE E OTTIMIZZAZIONE 
DEL PROCESSO DI PRODUZIONE DI 

ACIDI ULTRAPURI  

 

3.1  Introduzione  

La valutazione del processo di produzione di acidi ultrapuri viene svolta in quanto 

come spiegato nel Cap.1 vengono utilizzati in numerosi step della procedura 

analitica di speciazione proposta: acidi con tali prerogative vengono utilizzati per 

lôacidificazione dei campioni sui quali si deve determinare la concentrazione totale di 

un metallo, per la preparazione di reagenti, per il lavaggio dei contenitori per 

reagenti e campioni. Essi vengono prodotti partendo da acidi di grado analitico. Gli 

acidi di grado analitico, pur avendo una buona purezza spesso non sono 

direttamente utilizzabili in quanto per lôanalisi di elementi in traccia costituiscono 

una contaminazione. 

Per aumentare il grado di purezza dellôacido di partenza si utilizza un processo di 

distillazione a temperatura inferiore a quella di ebollizione del solvente, noto con il 

termine di sub-boiling. 

La produzione di acidi ad elevato grado di purezza tramite distillazione sub-boiling è 

una tecnica ormai largamente in uso presso molti laboratori, che possono in questo 

modo abbattere i costi di approvvigionamento di tali reage nti, portando ad una 

conseguente diminuzione dei costi per ogni singolo campione. 
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Lôobiettivo di questo lavoro svolto ¯ quello di ottimizzare il metodo di produzione di 

acidi ultrapuri e valutare la contaminazione che una operazione di acidificazione di 

un campione può produrre.  

Un ulteriore vantaggio che si ottiene dalla produzione di acidi tramite sub -boiling è 

quello di impiegare acidi prodotti on -demand, ovvero acidi con livello di 

contaminazione più basso in quanto non vengono stoccati nel tempo. 

Per determinare le condizioni operative migliori, in grado cioè di fornire gli acidi con 

grado di purezza più elevato possibile nel minor tempo possibile, è stato adottato 

un approccio sistematico, investigando gli effetti dei due parametri fondamentali del 

processo di distillazione, la temperatura del processo e il numero di cicli di 

distillazione sub-boiling a cui sottoporre gli acidi.  

Il grado di purezza di questi ultimi è stato determinato tramite analisi ICP -MS con il 

metodo delle aggiunte. 

 

3.1.1 Distillazione sub-boiling 

 

Prende il nome di sub-boiling il riscaldamento di un qualsiasi solvente al di sotto 

della temperatura di ebollizione dello stesso[27] . Si opera un riscaldamento radiativo 

sulla superficie del liquido, in modo tale che durante il processo, questo rimanga 

completamente in quiete non entrando in ebollizione. Adottando questo 

procedimento si evita così la formazione di aerosol e goccioline di liquido originale 

che possano contaminare il distillato. 
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Figura 3: differenze fra distillazione convenzionale e su b-boiling; si può notare la condizione di 
quiete del secondo caso, prerogativa che consente di ottenere un distillato non contaminato 

dalle impurezze del solvente di origine.  

 

Tutti i sistemi che operano questo tipo di distillazione prevedono un apparato p er il 

riscaldamento IR e un sistema di raffreddamento ad acqua per condensare i vapori 

di distillato; la raccolta del condensato avviene in contenitori a base di Teflon PFA 

(perfluoroalcossi fluorocarburo). Questo polimero ha unôelevata resistenza a diverse 

classi di reagenti, fra cui gli acidi; inoltre ¯ adatto per lôuso con metalli in traccia, 

perché il rischio di contaminazione, dopo opportuno trattamento,  da inquinanti 

inorganici è praticamente nullo. 

Lôuso della distillazione via sub-boiling permette d i portare la concentrazione dei 

metalli presenti nellôacido al livello delle ppt (ng/L). 

Lôacido preparato viene utilizzato come reagente per trattare campioni che 

contengono tracce o ultratracce di metalli; ¯ il caso ad esempio dellôacidificazione di 

campioni di acqua e ghiaccio antartico[28-29]. 
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3.1.2 Caratteristiche generali e proprietà chimico-

fisiche degli acidi utilizzati 

 

Acido nitrico  

Lôacido puro ¯ un liquido incolore (Tfus = -41.6 °C; Teb = 82,6 °C) costituito da 

molecole discrete associate mediante legami a idrogeno. 

Lôacido ¯ stabile termodinamicamente nei confronti delle sostanze elementari, ma in 

fase liquida o in soluzione acquosa concentrata subisce una reazione di 

decomposizione che porta alla formazione di acqua, ossido di azoto (IV) e ossigeno, 

secondo la reazione : 

 

2 HNO3 Ÿ 2NO2 + ½ O 2 + H 2O 

 

La reazione ¯ catalizzata dalla luce, per questo lôacido nitrico viene conservato in 

contenitori scuri. La piccola quantità di ossido disciolto nelle soluzioni di acido nitrico 

conferisce alle stesse la tipica tenue colorazione gialla. 

Acido nitrico ed acqua formano una miscela azeotropica che bolle a 123°C e che 

contiene circa il 68% in massa di acido nitrico, approssimativamente la 

concentrazione delle soluzioni commerciali.[10]  

Acido Cloridrico  

Si presenta come un gas incolore (Tfus = -114,7 °C; Teb = -84,2 °C)[30]  dallôodore 

pungente; si comporta come acido forte nei confronti dellôacqua, dove ¯ 

completamente dissociato (pKa = -7). 

Lôacido cloridrico concentrato viene commercializzato in soluzione acquosa al 37%. 
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3.2  Procedur e sperimental i 

3.2.1 Trattamento dei contenitori  

Nel campo dellôanalisi in traccia e ultratraccia un parametro che non può essere 

trascurato ¯ quello della pulizia; per prima cosa, nellôanalisi dei metalli non si pu¸ 

usare il vetro, dato che la sua superficie scambiatrice di ioni rimuove lôanalita dalla 

soluzione. 

Per questo, vengono usati contenitori in polietilene a bassa densità (LDPE), perché 

altre plastiche vengono più facilmente contaminate da metalli, provenienti ad 

esempio da catalizzatori (es. Ti nel caso di polietilene ad alta densità, HDPE). 

Eô per¸ necessaria unôaccurata pulizia anche dei materiali plastici, per rimuovere le 

possibili contaminazioni sia di carattere inorganico che organico, come ad esempio i 

residui di monomero, che possono agire da agenti complessanti, anche qui 

rimuovendo analita. 

Per le analisi sono stati utilizzati barattoli da 60 mL per lôacido nitrico e da 30 mL 

per lôacido cloridrico, entrambi realizzati in LDPE. 

Tutte le manipolazioni e le preparazioni delle soluzioni sono state eseguite sotto 

cappa a flusso laminare che permette di lavorare in atmosfera pulita di classe 100. 

Dopo un accurato risciacquo con acqua ultrapura (Millipore Gradient A10 MilliQ), i 

barattoli sono stati riempiti con una soluzione di un apposito sapone non 

schiumogeno ed esente da fosfati, in quantità di 4 mL/L, e lasciati a bagno per una 

notte.  

Il gio rno successivo i contenitori sono stati svuotati, risciacquati ancora con acqua 

ultrapura e portati sotto cappa a flusso laminare. Qui nei barattoli usati per lôacido 

nitrico sono stati aggiunti 1.5 mL di acido nitrico purificato e riempiti con acqua 

ultrapura, mentre quelli usati per lôacido cloridrico sono stati aggiunti di 200 mL di 

acido cloridrico purificato e riempiti con acqua ultrapura. In questo modo si è 

realizzato il primo lavaggio acido. 

I barattoli sono stati lasciati pieni della soluzione acida per una settimana; 

successivamente, sempre sotto cappa a flusso laminare, sono stati svuotati, 
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risciacquati e si è realizzato un secondo lavaggio acido, con modalità uguale al 

primo. 

Lasciata trascorrere unôulteriore settimana, e dopo ulteriore accurato risciacquo, i 

barattoli sono pronti per lôutilizzo e possono essere considerati adatti per lo scopo.  

 

3.2.2 Distillazione sub-boiling 

Per purificare acido nitrico e cloridrico sono stati svolti diversi cicli di distillazione 

allôinterno di uno strumento Milestone DuoPUR. Per la distillazione si ¯ partiti da 

acido nitrico (69%) e acido cloridrico (37%) di grado analitico forniti dalla Carlo 

Erba Reagenti. 

Il sistema di distillazione è costituito da due caldaie indipendenti, che sono state 

usate, una per acido nitrico, e lôaltra per acido cloridrico. 

 

 

Figura 4: Sistema Mileston DuoPur  
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Figura 5: Milestone DuoPUR - schema descrittivo  

 

Allôinterno della caldaia sono presenti due lampade IR, con diffusori in oro, orientate 

verso la superficie del liquido. Il sistema di raffreddamento è co stituito da un 

cilindro allôinterno del quale viene fatta scorrere acqua di rete. 

Il cilindro di raffreddamento è inclinato verso il basso e diretto verso il contenitore 

di raccolta del distillato in Teflon PFA. 

A differenza del recipiente di raccolta, che come detto è in PFA, tutto il resto della 

caldaia è realizzato in quarzo ad elevata purezza. 

Il sistema comprende inoltre un pannello di controllo, dove è possibile impostare 

quale linea fare lavorare, a che potenza e per quanto tempo. 

Le lampade possono lavorare indipendentemente e sono capaci di erogare ciascuna 

una potenza massima di 680 W. 

Lo strumento ha operato a potenze comprese tra il 20% e il 50%  (corrispondenti a 

temperature tra 56 e 82 °C) ; si è scelto di non sfruttare potenze superiori in quant o 

è riportato in letteratura [31]  che temperature troppo elevate causano la 

decomposizione dellôacido nitrico con formazione di vapori di NO2. Si è quindi deciso 

di limitare lôindagine ad una potenza del 50% (340 W, 82°C) in quanto già a questa 

potenza si è osservata la formazione di ossidi di azoto. 
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Per il processo di distillazione sono stati introdotti 100 ml di acido concentrato di 

grado analitico; per quanto riguarda lôacido nitrico, ¯ stato utilizzato acido nitrico 

Carlo Erba con concentrazione in peso riportata pari al 65%. Lôacido cloridrico, 

sempre di provenienza Carlo Erba, aveva una concentrazione in peso pari al 37%. 

Una volta introdotti nella caldaia i 100 ml di acido grezzo, si operava la distillazione 

alla potenza desiderata, fino a portare completamente a secchezza; a questo punto 

il distillato portato sotto cappa a flusso laminare dove venivano preparati i campioni 

e poi reintrodotto in caldaia. Dopo essere stato rimesso in caldaia, lôacido gi¨ 

purificato veniva distillato ancora fino a secchezza e il distillato usato ancora per 

preparare i campioni da analizzare. 

Lôoperazione di distillazione ¯ stata ripetuta in successione quattro volte per 

ciascuna potenza, al fine di poter monitorare lôandamento delle impurezze di ioni 

metallici in funzione dei cicli di distillazione. 

Secondo quanto reperito in letteratura [32] , dopo il secondo ciclo di distillazione non 

si dovrebbero osservare incrementi significativi nel grado di purezza del distillato. 

Per quanto riguarda lôacido nitrico sono stati preparati campioni al 2.75% in peso di 

acido nitrico; per fare questo unôopportuna quantit¨ (2.54 g) di distillato viene 

pesata su bilancia tecnica versandola direttamente dalla bottiglia in PFA nel 

barattolo per lôanalisi, poi si porta fino alla massa finale (60.00 g) con acqua 

ultrapura. Si preparano in questo modo quattro campioni per ogni singola 

distillazione. Il fatto di ver sare il distillato direttamente nel barattolo senza ulteriori 

passaggi è stato adottato per evitare di creare possibili contaminazioni provenienti 

da ulteriori trasferimenti.  

Per quanto riguarda lôacido cloridrico, sono state preparate soluzioni pi½ diluite, a 

pH circa 1 (200 mL di distillato in 30 mL di acqua ultrapura). La concentrazione 

doveva necessariamente essere pi½ bassa perch® nel nebulizzatore dellôICP-MS 

possono essere introdotte soluzioni con una concentrazione in ioni cloruro pari al 

massimo a 3 g/L; con queste condizioni operative si ha una concentrazione poco 

inferiore (2.8 g/L).  tutti i campioni sono stati preparati in barattoli decontaminati 

secondo la procedura descritta in precedenza. 
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Lôaccorgimento usato di preparare quattro campioni per ogni ciclo di distillazione 

serve per effettuare una valutazione statistica corretta dei risultati, consentendo la 

stima della variabilità intra-gruppo.  

 

3.2.3 Analisi ICP-MS 

3.2.3.1  Preparazione degli standard  

I l contenuto degli elementi in traccia presenti nelle soluzioni è stato determinato 

tramite analisi ICP-MS. Si è scelto di operare con questa tecnica perché la matrice è 

compatibile con il tipo di strumento e, soprattutto, perché i limiti di rilevabilità sono 

compatibili con le concentrazioni attese. Gli standard sono stati preparati da 

soluzioni certificate (Merck) per diluizione con acqua ultrapura e acidificati. I punti 

di calibrazione sono stati preparati per aggiunta dellôopportuna quantit¨ di soluzione 

standard a una soluzione acida preparata come i campioni. Allôinterno dello 

standard gli elementi presenti risultavano essere, in ordine alfabetico:  

Al, Ag, As, Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Cs, Ga, In, Li, Mg, Mn, Ni, Pb, Pt, Sr, Tl, V, U e 

Zn.  

Dopo alcune prove, è risultato opportuno suddividere gli elementi in tr e blocchi di 

calibrazione, in modo da avere le concentrazioni dei diversi analiti comprese fra 

quella minima e quella massima del rispettivo standard. Le concentrazioni risultano 

essere quindi le seguenti: 

 

Standard 0.1-0.5-1.0 

ng/L 

Standard 1.1-5.5-11 

ng/L 

Standard 10.1-50.5-101 

ng/L 

Ag, As, Ba, Be, Bi, Cr, 

Cu, Cs, Hg, In, Li, 

Pb,Pt, Se, Sr, Tl, V, U 

Cd, Co, Ga Al, Fe, Mg, Mn, Ni, Zn 

 
Tabella 1: concentrazioni degli elementi nei differenti standard di calibrazione  
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Le soluzioni con concentrazioni dellôordine dei ng/l sono poco stabili, quindi queste 

soluzioni madre e i singoli standard sono stati preparati ogni volta che veniva 

effettuata lôanalisi. 

 

3.2.3.2   Determinazione tramite ICP -MS 

Le analisi sono state svolte con uno strumento ICP Thermo X SeriesII   Plasma Lab 

con autocampionatore. Per assicurare lôassenza di effetto memoria dovuto ad analisi 

precedenti, ogni volta che sono stati analizzati campioni di acido purificato, 

venivano utilizzati coni dedicati puliti: lôeffettiva pulizia del sistema è stata inoltre 

garantita da un ciclo di lavaggi di unôora con una soluzione di acido purificato. 

Oltre a questi accorgimenti riguardanti la pulizia di tutto il sistema, ogni giornata di 

analisi veniva effettuato il controllo della sensibilità  e la calibrazione delle masse, in 

modo da avere la sensibilità adatta alle concentrazioni di analiti da determinare. 

La deviazione standard relativa su dieci misure ¯ compresa fra lô1.5% e il 150% per 

lôanalisi dei campioni in matrice di acido nitrico; il secondo caso si è osservato solo 

per concentrazioni molto basse, dellôordine di grandezza di 1*10-3 ng/L. 

Nel caso dellôacido cloridrico, il range in cui sono compresi questi valori va dallô 1% 

al 250%. Il secondo si realizza però solo nel caso del platino, la cui concentrazione 

misurata arriva a essere dellôordine di grandezza di 1 pg/L. 

Calcio e ferro sono due elementi che non vengono monitorati nel presente studio in 

quanto soggetti ad interferenze isobariche. Nel caso del calcio, la determinazione di 

quasi tutti gli isotopi è difficoltosa; 40Ca+  è mascherato 40Ar+ , mentre 44Ca+  è 

coperto da 12C16O2
+ . Anche la determinazione del cromo a basse concentrazioni è 

resa difficoltosa dalla interferenza di 52ArC su 52Cr. Per quanto riguarda il ferro, 

lôisotopo 56Fe+  è nascosto da 40Ar16O+, mentre lôisotopo 57Fe è troppo poco 

abbondante per le quantità in gioco in questo lavoro.  Inoltre Arsenico e vanadio 

non sono stati determinati in matrice di acido cloridrico a causa delle note 

interferenze isobariche 75ArCl+  su 75As+  e 51ClO+  su 51V+ . 

Per abbattere questi ioni molecolari si potrebbe utilizzare una cella di collisione: 

tuttavia il suo utilizzo causa una notevole diminuzione di sensibilità dello strumento, 

circostanza che non ne consente lôutilizzo per il presente studio. 
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3.2.4 Campionamento di acque naturali e loro 

trattamento  

Al fine di testare lôinfluenza dellôaggiunta di acidi purificati in campioni reali, sono 

stati prelevati dei campioni di acqua di fusione glaciale dal torrente Mallero, in 

Valmalenco (SO). I camp ionamenti sono stati effettuati nei pressi del rifugio Gerli 

Porro ad una quota di 1960 metri.  

I campioni sono stati prelevati ogni due ore, per monitorare lôandamento delle 

concentrazioni dei metalli in traccia durante lôarco della giornata. I campioni sono 

stati raccolti in contenitori in LDPE da 250 mL, trattati come descritto nella sezione 

3.2.1. 

Per campionare, i barattoli sono stati svuotati, sciacquati e avvinati con lôacqua del 

torrente.  

Una volta in laboratorio, lôacqua ¯ stata filtrata su filtri di acetato di cellulosa con 

diametro dei fori di 0.45 mm e addizionati con HNO3 purificato, distillato per tre 

volte al 30%, fino ad avere un campione con una percentuale di acido pari al 2%.  

I campioni sono poi stati analizzati allôICP-MS impiegando una retta di calibrazione 

esterna. 
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3.3  Presentazione e discus sione dei risultati  

 

Saranno presentati i risultati relativi alla ottimizzazione del procedimento di 

produzione dei due acidi, iniziando dalla resa di produzione di distillato e dalla sua 

concentrazione per terminare con le caratteristiche di purezza degli acidi stessi. 

Dato che la mole di risultati ottenuta è davvero ingente, verranno riportate solo le  

informazioni più significative: i risultati sono riportati per esteso in Appendice 

sezione 8.1. 

 

3.3.1 Resa oraria di produzione 

Uno dei parametri di certo più significativi è la quantità di distillato prodotta nel 

tempo dallôapparato di distillazione. 

Come ci si può facilmente aspettare, aumentando la potenza cui viene fatta operare 

la lampada, aumenta anche la capacit¨ di produzione lôandamento osservato ¯ 

pressoché lineare. 

I valori di seguito presentati sono valori mediati, in quanto si è osservato un 

graduale decremento della velocità di distillazione al diminuire della superficie di 

evaporazione del liquido. 

Si può notare anche come vari la velocità di distillazione in funzione dellôacido; 

lôacido nitrico, che ¯ pi½ altobollente, ha una resa inferiore a parità di potenza, 

rispetto allôacido cloridrico.  

3.3.1.1  Acido nitrico  

Di seguito è riportata la resa oraria di produzione espressa come volume distillato 

nellôunit¨ di tempo rispetto alla potenza. Il volume usato è sempre di 100 mL e 

quindi il dato finale è stato ottenuto rapportando il volume totale al tempo 

complessivamente impiegato. 
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Potenza % Potenza W 
Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(h) 

Resa 

(mL/h) 

20 136 56 9 11 

30 204 65 6.5 15 

40 272 73 5.5 18 

50 340 82 4.5 22 

Tabella 2: potenze operative, tempi e resa oraria per lôacido nitrico 

 

La resa di produzione ha un andamento lineare rispetto alla potenza di utilizzo. 

 

 

3.3.1.2   Acido cloridrico  

 

Sono qui riportati i dati riguardanti la resa di distillazione dellôacido cloridrico; il 

metodo utilizzato è lo stesso usato per il nitrico. Si può osservare la maggiore resa a 

parità di potenza, legata al più basso punto di ebollizione della miscela acqua/acido. 

 

Potenza  

(%) 
Potenza (W) 

Temperatura 

(°C) 
Tempo (H) 

Resa  

(mL/h) 

20 136 56 8 13 

30 204 65 6 17 

40 272 73 5 20 

50 340 82 4 25 

Tabella 3: potenze operative, tempi e resa oraria per lôacido cloridrico. 

 

3.3.2 Concentrazione del distillato 

Di seguito sono riportati i dati riguardanti la quantità di acido presente nel distillato; 

come riferimento per lôacido di origine sono stati usati i range di concentrazione 

dichiarati. 
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3.3.2.1  Acido nitrico  

Lôacido nitrico Carlo Erba, grado analitico, usato come reagente di partenza per le 

prove, riporta un range di concentrazione in acido, espresso come percentuale in 

peso, che oscilla in un intervallo compreso fra 69.1 e 69.9 %.  

Si può osservare, in tutti i casi, una diminuzione del titolo del distill ato rispetto 

allôacido originario. Si può inoltre evidenziare che la concentrazione dellôacido 

diminuisce allôaumentare della potenza alla quale si effettua la distillazione, 

diminuzione causata dalla crescente decomposizione dellôacido nitrico allôaumentare 

della temperatura. 

La tabella di seguito riporta i valori ottenuti per le differenti prove e, evidenziato, il 

valore medio, il tutto per le varie potenze e cicli di distillazione.  

 

Temperatura 56°C 65°C 73°C 82°C 

1 distillazione 68.1 67.4 66.3 64.1 

2 distillazione 68.6 65.5 66.3 65.0 

3 distillazione 66.8 65.6 66.2 64.5 

4 distillazione 66.0 66.3 66.5 64.9 

Tabella 4: valori medi di percentuale in peso di acido rispetto a potenze e distillazioni 
consecutive per lôacido nitrico. 

 

3.3.2.2   Acido cloridrico  

A differenza del caso dellôacido nitrico, si pu¸ osservare un trend discendente del 

titolo di acido, sia col crescere della potenza, che col susseguirsi dei cicli di 

distillazione. 

La tabella di seguito riporta i valori ottenuti per le  differenti prove e, evidenziato, il 

valore medio, il tutto per le varie potenze e cicli di distillazione.  

Temperatura 56°C 65°C 73°C 82°C 

1 distillazione 36.6 33.9 35.1 33.4 

2 distillazione 35.6 34.3 33.2 33.6 

3 distillazione 34.5 35.3 34.0 31.9 

4 distillazione 34.0 33.2 33.2 31.4 

Tabella 5: valori di percentuale in peso di acido rispetto a potenze e distillazioni consecutive per 

lôacido cloridrico. 
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3.3.3 Purificazione dellôacido nitrico 

Sono di seguito riportati i dati ottenuti d allôanalisi ICP-MS dei campioni di acido 

nitrico. Questi sono stati raccolti in tre gruppi: effetto delle successive distillazioni, 

effetto dellôaumento della potenza e differenze rispetto al reagente di origine. 

I dati completi possono però essere consultati nella sezione Appendice sezione 8.1. 

3.3.3.1   Effetto delle successive distillazioni  

Per ogni singola potenza cui ha operato lo strumento sono stati svolti quattro cicli di 

distillazione, e per ciascuno di questi sono stati preparati quattro campioni.  

Per valutare se i successivi cicli di distillazione portino ad un effettivo miglioramento 

nella purezza del distillato prodotto, i risultati relativi ad ogni ciclo di distillazione 

sono stati mediati dopo aver eliminato eventuali valori anomali. Come si può 

osservare in Figura 6 (riportata nella pagina seguente),  le concentrazioni degli 

elementi analizzati non mostrano alcun andamento in funzione dei cicli di 

distillazione successivi, in quanto i valori di concentrazione non sono statisticamente 

distinguibili. Un andamento analogo si riscontra anche per gli altri tre valori di 

potenza indagati: i valori e i grafici relativi possono essere consultati in appendice. 
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Figura 6: Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 40% (la  barra di errore 
corrisponde a 1 deviazione standard).  
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3.3.3.2   Effetto dellôaumento della potenza 

Come già riportato, la distillazione degli acidi è stata operata a differenti potenze di 

esercizio della lampada, corrispondenti a differenti velocità di distillazione. 

Per comprendere lôeffetto della potenza sulla concentrazione degli analiti indagati, i 

risultati delle quattro distillazioni successive per ogni potenza sono stati mediati: i 

valori medi e le relative deviazioni standard sono riportate per ogni element o in 

Figura 7 nella pagina seguente. 
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Figura 7: Andamento delle co ncentrazioni in funzione della temperatura  impiegata nella 
distillazione (le barre di errore corrispondono ad 1 deviazione standard).  
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In generale, la concentrazione degli elementi non mostra andamenti specifici in 

funzione della potenza impiegata per la distillazione.  

La differenza tra i valori ottenuti non risulta infatti statisticamente significativa, se 

non nel caso di litio, alluminio, rame e cadmio (tes t ANOVA, significatività p<0.007).  

Nel caso dei primi tre elementi si osserva un aumento delle concentrazioni, mentre 

per il cadmio lôandamento ¯ decrescente. Nelle figure seguenti vengono riportati 

grafici esemplificativi per ogni caso. In ascissa è riportata la potenza operativa dello 

strumento, espressa in percentuale, in ordinata la concentrazione, espressa in ng/L; 

le serie rappresentano la stessa distillazione. 
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Figura 8: Andamento delle concentrazio ni di litio in funzione della temperatura impiegata per la 

distillazione  
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Figura 9: Andamento delle concentrazioni di cadmio in funzione della temperatura  impiegata per 

la distillazione.  

  

3.3.3.3  Grado di purif icazione  

Scopo del lavoro ¯ quello di ottimizzare il metodo per la purificazione dellôacido, per 

ottenere un prodotto con tenore in contaminanti inorganici più basso rispetto al 

reagente di partenza. La tabella seguente riporta le concentrazioni misurate nei 

campioni preparati con lôacido ottenuto dalle distillazioni effettuate alla potenza 

scelta come ottimale. Si riportano inoltre le concentrazioni misurate nel reagente di 

partenza (acido nitrico Carlo Erba, grado analitico) e la variazione percentuale 

rispetto alle stesse. Nelle caselle evidenziate sono riportate le variazioni che 

risultano superiori al 100%, quindi corrispondono a concentrazioni maggiori rispetto 

a quelle presenti nel reagente di origine. 
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Tabella 6: Concentrazioni medie delle quattro di stillazioni svolte alla potenza ottimale e 

variazione percentuale rispetto allôacido nitrico di partenza. 

 

Ottimi risultati si osservano per Litio, Magnesio, Zinco, Stronzio, Bario e Piombo, 

dove la concentrazione degli stessi nel distillato scende al di sotto del 10% rispetto 

a quella nellôacido di origine. Per quasi tutti gli altri elementi i risultati sono 

comunque soddisfacenti,  con concentrazioni inferiori rispetto al reagente di 

partenza che oscillano fra i decimi e le decine di ng/L (le concentrazioni si 

riferiscono sempre al campione preparato diluendo lôacido distillato al 2.75%). 

Per alcuni elementi si è invece osservato un andamento opposto, ovverosia un 

aumento della concentrazione rispetto a quella dellôacido nitrico di partenza. Questo 

comportamento probabilmente è dovuto a contaminazioni avvenute durante i vari 

Potenza (50%), 82°C 

  Nitrico Carlo Erba media variazione % 

Li 19.9 4.5 22.5 

Be 0.2 0.1 36.5 

Mg 2557.0 263.3 10.3 

Al 579.0 1199.9 207.2 

V 16.9 18.2 107.6 

Mn 84.8 175.8 207.4 

Co 1.4 6.3 436.8 

Ni 57.3 31.5 55.0 

Cu 54.8 50.3 91.8 

Zn 1241.0 30.2 2.4 

Ga 0.9 9.9 1172.4 

Sr 94.2 7.7 8.2 

Ag 2.2 1.2 53.7 

Cd 0.3 1.2 427.7 

In 0.5 0.1 10.6 

Ni 57.3 31.5 55.0 

Cs 0.2 0.1 38.6 

Ba 49.7 1.5 3.1 

Pt 0.1 0.0 10.6 

Tl 0.0 0.0 48.2 

Pb 13.9 0.4 2.7 

Bi 0.4 0.0 8.3 

U 0.1 0.0 33.0 
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passaggi. Questi valori di concentrazione rappresentano i livelli di contaminazione 

ambientale e/o operativa più bassi raggiungibili nelle condizioni attuali.  

 

3.3.4 Purificazione dellôacido cloridrico 

Sono di seguito riportati i dati ottenuti dallôanalisi ICP-MS dei campioni di acido 

cloridrico. Questi sono stati raccolti in tre gruppi: effetto delle successive 

distillazioni, effetto dellôaumento della potenza e differenze rispetto al reagente di 

origine. 

Anche in questo caso, i dati completi sono riportati in Appendice sezione 8.1. 

3.3.4.1   Effetto delle successive distillazioni  

Per ogni ciclo di distillazione, svolto ad ogni potenza, sono stati preparati quattro 

campioni. 

Come si può osservare in Figura 10 (riportata nella pagina seguente), con i 

differenti cicli di distillazione non si osservano particolari andamenti delle 

concentrazioni degli elementi, perché queste non sono statisticamente distinguibili 

fatto salvo per pochi casi probabilmente riconducibili a contaminazioni ambientali 

verificatasi nel giorno di preparazione dei campioni. 

Lo stesso tipo di andamento si osserva per tutte le potenze (temperature)  indagate: 

i grafici e i dati relativ i possono essere consultati in Appendice sezione 8.1. 



 
55 

 

Figura 10 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 20% (temperatura 56°, la 
barra di errore corrisponde a 1 deviazione standard).  
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3.3.4.2  Effetto dellôaumento della potenza 

Come già riportato, la distillazione degli acidi è stata operata a differenti potenze di 

esercizio della lampada, corrispondenti a differenti velocità di distillazione. 

Per comprendere lôeffetto della potenza sulla concentrazione degli analiti indagati, i 

risultati delle quattro distillazioni successive per ogni potenza sono stati mediati: i 

valori medi e le relative deviazioni standard sono riportate per ogni elemento in 

Figura 11 nella pagina seguente. 
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Figura 11 : Andamento delle concentrazioni in funzione  della temperatura  impiegata nella 
distillazione (le barre di errore corrispondono ad una deviazione standard).  
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Nel caso dellôacido cloridrico, come per lôacido nitrico, la concentrazione degli 

elementi non mostra andamenti specifici in funzione della potenza impiegata. La 

differenza fra i valori ottenuti risulta in alcuni casi significativa, come per litio, zinco 

e argento (test ANOVA, significatività in ogni caso p<0. 04) e si può osservare che 

gli stessi mostrano concentrazioni più basse a potenze più alte. 

Di seguito ¯ riportato un grafico che mostra lôandamento dello ione litio. Eô riportata 

in ascissa la potenza cui sono state operate le distillazioni, espresse in percentuale, 

mentre in ordinata sono riportate le concentra zioni misurate, espresse in ng/L. Le 

serie collegano i risultati ottenuti nella stessa distillazione, ma a diverse potenze. 
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Figura 12 : Andamento della concentrazione del litio in funzione della temperatura impiegata per 
la distillazion e. 
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3.3.4.3  Grado di purificazione  

Scopo del lavoro ¯ quello di ottimizzare il metodo per la purificazione dellôacido, per 

ottenere un prodotto con tenore in contaminanti inorganici inferiore rispetto al 

reagente di partenza. 

La seguente tabella riporta le concentrazioni misurate nei campioni preparati con 

lôacido distillato ottenuto alle quattro diverse potenze. Si riportano in oltre le 

concentrazioni misurate nel reagente di partenza (acido cloridrico Carlo Erba, grado 

analitico) e la variazione percentuale rispetto alle stesse. 

Nelle caselle evidenziate sono riportate le variazioni che risultano superiori al 100%, 

quindi corrispondono a concentrazioni maggiori rispetto a quelle presenti nel 

reagente di origine. 

 

Potenza (50%), 82°C 

  Cloridrico Carlo Erba media variazione % 

Li 10.5 4.5 43.3 

Be 0.0 0.0 ND 

Mg 173.8 16.3 9.4 

Al 1429.0 31.2 2.2 

Mn 48.7 28.7 59.0 

Co 1.6 0.3 17.0 

Ni 33.6 53.1 157.9 

Cu 14.9 3.4 23.0 

Zn 73.4 25.2 34.3 

Ga 5.4 5.4 100.5 

Sr 4.3 0.1 2.6 

Ag 11.4 0.1 0.5 

Cd 3.5 0.2 4.5 

In 0.1 0.0 28.3 

Cs 0.1 0.0 11.4 

Ba 8.7 0.2 1.8 

Pt 0.0 0.0 9.8 

Tl 0.4 0.1 15.1 

Pb 704.6 0.3 0.0 

Bi 0.7 0.3 17.0 

U 0.0 0.0 6.7 

Tabella 7: concentrazioni medie delle quattro distillazioni e variazione percentuale rispetto 
allôacido cloridrico di partenza.  
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Valori anomali si osservano per il nichel, probabilmente a causa dellôusura dei coni, 

forgiati in quel metallo.  

Gli altri casi, ad eccezione di quello del gallio, potrebbero essere associati ad 

oscillazioni strumentali, comprensibili a concentrazioni così basse. 

In questa matrice ottimi risultati si sono ottenuti per piombo e alluminio, la cui 

concentrazione nel distillato scende fino al 2% rispetto a quella di origine.  

Per tutti gli altri elementi, ad esclusione delle già elencate eccezioni, sono stati 

ottenuti risultati comunque molto soddisfacenti, con concentrazioni che non 

superano mai le decine di ng/L. 

 

3.3.5 Risultati sui campioni di acqua di fusione 

Di seguito sono mostrate le concentrazioni di metalli misurate nei campioni di acqua 

di fusione, dopo che sono stati acidificati con lôacido nitrico purificato. 

Il lavoro ha lo scopo di mostrare un caso pratico dellôuso dellôacido purificato con il 

metodo sopra descritto. 

Lôinterferenza dellôacidificazione si osserva tramite la sottrazione del bianco di 

analisi: se lôacido purificato non interferisce con il segnale del campione la 

sottrazione non produce valori negativi. 

La tabella seguente riporta i valori ottenuti dallôanalisi, espressi in ng/L, mettendo in 

evidenza il valore misurato nei campioni prelevati a differenti ore del giorno.  

 

ora del 
giorno Li 

(ng/L) 

Na 
(ng/L) 

Mg 
(mg/L) 

Al  
(µg/L) 

Ca 
(µg/L) 

Sc 
(ng/L) 

Cr 
(ng/L) 

Mn 
(ng/L) 

Fe 
(µg/L) 

Co 
(ng/L) 

 
6 75.8 764 1.14 3.23 18.2 19.4 44.2 245 3.49 50.8 

8 52.6 652 0.97 3.79 11.8 15.2 28.4 275 3.03 57.9 

10 105 838 1.24 3.79 30.2 21.1 68.1 303 4.91 59.4 

12 56.9 730 1.04 5.09 11.2 17.2 34 384 3.54 74.1 

14 65.4 727 1.05 4.55 15.7 16.8 37.6 329 4.04 61 

16 97 800 1.16 4.57 24.9 18.9 57.6 354 5.13 67.5 

18 113 886 1.23 4.14 35.0 24.1 87.6 341 6.03 66.1 

20 60.8 714 1.04 4.65 13.2 18.1 35.2 337 3.74 69.3 

22 81.5 740 1.08 3.63 21.3 17.4 44.9 265 3.88 54.7 

24 49.3 694 1.01 3.56 10.2 17.6 29.2 253 2.62 57.2 
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ora del 
giorno 

Ni 
(µg/L) 

Cu 
(ng/L) 

Zn 
(µg/L) 

Ga 
(ng/L) 

Sr 
(µg/L) 

Ag 
(ng/L) 

Cd 
(ng/L) 

Cs 
(ng/L) 

Ba 
(ng/L) 

Pt 
(ng/L) 

6 7.64 157 1.66 7.7 9.56 0.83 0.79 1.7 536 0.5 

8 7.18 107 1.60 6.5 8.84 0.27 1.53 2.1 517 0.26 

10 7.23 116 1.04 7.6 10.9 0.38 0.85 2.2 603 0.65 

12 7.86 115 1.79 8.6 8.97 0.19 1.13 2.3 537 0.4 

14 6.87 97 1.15 6.1 9.29 <LOD 0.49 1.8 545 0.27 

16 7.01 85 0.71 7 10.2 0.18 0.67 2 584 0.62 

18 7.73 101 0.76 8.6 11.1 0.47 0.59 2 609 0.25 

20 7.83 138 1.22 7.3 9.02 0.32 0.87 1.6 522 0.08 

22 7.30 153 0.78 7 9.72 0.1 0.64 1.5 570 0.24 

24 8.99 735 2.15 8.5 8.93 1.05 0.76 1.7 525 0.41 

 

ora del 

giorno 

Tl Pb Bi U 

6 0.24 5.9 0.36 0.46 

8 0.31 7.0 0.38 0.50 

10 0.42 6.6 0.22 0.56 

12 0.37 8.0 0.65 0.63 

14 0.29 7.8 0.08 0.56 

16 0.26 8.3 0.02 0.56 

18 0.33 7.4 0.14 0.52 

20 0.28 8.8 0.69 0.51 

22 0.28 6.7 0.27 0.56 

24 0.18 288.1 0.61 0.54 

Tabella 8: Andamento temporale della concentrazione dei metalli monitorati.  
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3.4  Conclusioni  

Il lavoro svolto ha permesso di capire che è possibile ottenere acidi distillati che 

possono essere sfruttati per lôanalisi in traccia ed ultratraccia in tempi ragionevoli 

facendo lavorare lôapparato di distillazione a potenze anche elevate. 

Lôutilizzo di questa tecnica ¯ molto vantaggioso perch® permette di ridurre 

notevolmente i costi di approvvigionamento di acido ultrapuro, il  cui prezzo, per 

acidi con contenuto di ioni metallici prossimo a quelli ottenuti (massimo decine di 

ng/L), si aggira  sui 400 ú/L, mentre lôacido usato come materia prima costa circa 2 

ú/L. 

Oltre allôottimo grado di purezza ottenuto, bisogna considerare che lôacido distillato 

si può preparare nella quantità desiderata quando se ne ha la necessità, ottenendo 

sempre lo stesso risultato, mentre usando acido stoccato in bottiglia, il grado di 

purezza pu¸ decrescere con lôutilizzo. 

Possibili sviluppi futuri riguardano lôatmosfera in cui viene fatto operare lo 

strumento. 

Tutte le prove riportate in questo lavoro, ad eccezione d ella preparazione dei 

campioni, che è stata effettuata sotto cappa a flusso laminare (accorgimento atto 

ad evitare possibili contaminazioni esterne), sono state svolte in laboratorio, in 

assenza di atmosfera protetta. Per ottenere una maggiore purezza degli acidi 

distillati, si potrebbe trasferire lôintero sistema di distillazione in una camera pulita e 

a contaminazione controllata. 

Un ulteriore fattore che pu¸ contribuire allôaumento della purezza dei prodotti ¯ 

rappresentato dalla pulizia della caldaia. Attualmente infatti si reintroduce lôacido 

distillato direttamente nella caldaia per effettuare le successive distillazioni. La 

pulizia della caldaia (ad esempio con acqua ultrapura) tra una distillazione e lôaltra 

porta ad un effetto positivo delle successive distillazioni. 

Un altro possibile sviluppo è quello che riguarda la valutazione del contributo 

dellôacqua ultrapura; questôultima viene preparata da un sistema Millipore Gradient 

A10 MilliQ, che fornisce un prodotto con una resistività superiore a 18 Mǹ, indice di 

un contenuto ionico bassissimo, che però alle concentrazioni con cui si è lavorato 

potrebbe essere non trascurabile. 
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4  SVILUPPO E VALIDAZIONE DI UN 
DIGESTORE UV AD ALTA 

EFFICIENZA  

 

4.1  Introduzione  

Lôirraggiamento UV di campioni acquosi ¯ conosciuto come il pretrattamento 

migliore per lôanalisi voltammetrica di metalli in traccia[12-16, 33-46] in quanto consente 

una rimozione efficace della componente organica presente. Il  primo utilizzo della 

foto ossidazione UV di campioni acquosi è riportato  da Armstrong[47]  nel 1966. 

Armstrong utilizzò la foto ossidazione per la distruzione della componente organica 

in soluzione validando poi la sua efficacia mediante analisi di metallo totale, azoto, 

carbonio e fosforo. Unôapplicazione di questo pretrattamento venne introdotto  nel 

1975 da Frimmel e Winkler[48] : questo lavoro ha dato il via al lo studio da parte degli 

elettrochimici del processo di digestione UV per la successiva analisi di metalli in 

campioni acquosi. 

Per chiarezza è opportuno evidenziare che i metodi tradizionali di digestione[49]  

prevedono invece un attacco acido (es: acido perclorico) ad alta temperatura e 

pressione per favorire la disgregazione della componente organica e un trattamento 

in ultrasuoni finale per consentire il rilascio del metallo adsorbito.  

Questo tipo di digestione, come la gran parte dei trattamenti conosciuti come ñwet 

digestionò[14, 50 -51], richiedono lôuso di reagenti che possono essere fonte di 

inquinamento del campione. Per le analisi in traccia e ultratraccia è buona norma 

limitare tutte quelle fasi che possono causare unôalterazione del contenuto di 
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metallo totale del campione, pertanto è altamente consigliato scegliere sistemi di 

pretrattamento alternativi.  

La rimozione delle specie organiche presenti è indispensabile per la determinazione 

totale di metalli in traccia tramite tecniche voltammetriche . La letteratura riporta 

infatti  come i composti organici ostacolino la determinazione voltammetrica tramite 

due meccanismi ben definiti[13] .  

Innanzitutto possono complessare gli elementi impedendo la loro riduzione sulla 

superficie dellôelettrodo in voltammetria di stripping anodico (ASV) o la loro 

complessazione per mezzo di un legante artificiale appositamente aggiunto durante 

la procedura voltammetrica di stripping catodi co (CSV). 

In secondo luogo i composti naturali possono essere assorbiti allôelettrodo di 

lavoro[52]  bloccando lôaccesso agli ioni in analisi o loro complessi.  

Anche la norma DIN38406[53]  descrive la fotolisi come uno dei metodi certificati per 

il pretrattamento di campioni acquosi destinati ad analisi voltammetriche.      

Il principio sul quale si basa questo tipo di pretrattamento del campione è ben 

descritto in letteratura, la quale riporta diversi metodi di attacco del campione [13-14, 

37, 54]  che prevedono lôutilizzo di radiazione ultravioletta per innescare le reazioni 

radicaliche che portano alla distruzione dei composti organici. Il meccanismo di 

distruzione del DOM (dissolved organic matter) è ben descritto da J.Golimowski[13]  il 

quale studiò lôefficacia di eventuali iniziatori radicalici aggiunti (come acqua 

ossigenata, persolfato o biossido di titanio ) e la formazione di sostanze ossidanti in 

soluzione (ozono, radicale idrossile, radicali superossidi ecc..). Osservando le 

performance dei più comuni dispositivi di attacco ultravioletto e comparandoli al 

loro costo si nota, ad oggi, che spesso gli elevati costi dellôapparecchiatura abbinati 

a tempi di trattamento talvolta eccessivi (2 o più ore) [13]  non soddisfanno appieno le 

richieste di un laboratorio analitico. La tabella riporta le condizioni sperimentali 

descritte in letteratura [13] .  
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La letteratura riporta casi in cui lôutilizzo di digestori UV commerciali con potenze di 

500W[34]  richiedono minimo 1 ora di trattamento per distruggere il contenuto 

organico di campioni acquosi. I tempi di trattamento talvolta si allungano 

notevolmente raggiungendo anche le tre ore[13] . Bisogna inoltre considerare i costi 

di acquisto, che variano tra gli 8000 e i 12000 euro, e dei consumabili, con costi 

delle lampade UV superiori a 1000 euro. Partendo da queste considerazioni, si è 

deciso di sviluppare e validare un sistema di attacco ultravioletto home made a 

basso costo e ad alta efficienza[16]  in grado di ridurre i tempi di trattamento e i costi 

di acquisto e manutenzione dello stesso. 

Lôefficacia di questo sistema di uvizzazione ¯ stata valutata monitorando il 

contenuto di carbonio organico totale come NPOC (non purged organic carbon, 

Shimadzu TOC 5000) in campioni acquosi e analizzando successivamente la 

concentrazione di metallo totale (rame, uranio e platino) in Ad-CSV  e confrontando 

i risultati con quelli ott enuti da unôanalisi in ICP-MS, tecnica riconosciuta come 

riferimento. 

 

  

Tabella 9: schema riassunt ivo digestori UV commerciali  
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4.2  Procedur e Sperimental i 

4.2.1 Realizzazione del dispositivo 

 

Figura 14 : Schema elettrico del sistema di digestione UV  

 

Lo strumento di digestione ultravioletta è costituito da tre componenti principali: in 

figura 13 si nota, da destra, il sistema di controllo (power supply) che permette 

Figura 13 : Digestore UV  
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lôaccensione della lampada, il monitoraggio della temperatura di lavoro tramite una 

termocoppia collegata a un Gefran1000 (Gefran, Italy)  che viene inserita in una 

provetta di controllo . Il Gefran1000 gestisce il raffreddamento in base alla 

temperatura che viene impostata, inoltre è possibile regolare la potenza della 

ventola di raffreddamento tramite un potenziostato allocato di fianco al Gefran1000.  

Il secondo componente dello strumento è costituito dal reattore.  

 

Il cuore di questa parte dello strument o è la lampada a vapori di mercurio. Per la 

realizzazione del digestore ultravioletto è stata utilizzata una lampada a vapori di 

mercurio a media pressione con una potenza di 400 W. Questa lampada è stata 

ricavata da una comune lampada da illuminazione stradale Quella utilizzata nel 

dispositivo è una lampada standard da illuminazione stradale (Philips HPLN 400 E40 

Socket) dopo rimozione del bulbo fluorescente. Il vantaggio nellôutilizzo di questa 

lampada è il suo basso costo, attorno ai 60 euro, e la sua durata: a questo 

Figura 15 : Lampada UV, porta provette e ventola  
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riguardo, non è possibile effettuare una stima accurata nelle condizioni di utilizzo 

impiegate, tuttavia la lampada è stata fino ad oggi impiegata per circa 300 ore 

senza mostrare perdita di efficienza. La lampada si trova nella parte centrale di un 

carosello porta provette che la circonda e ospita sia le provette in quarzo contenenti 

i campioni sia la provetta che ospita la termocoppia. 

La ventola (ebm-papst modello 7214 N 24V 500mA) di raffreddamento è posta 

sotto al carosello e permette così lôaspirazione dellôaria fredda dal basso e lôuscita 

dellôaria calda dalla parte superiore del digestore. 

Lo strumento di attacco ultravioletto  è provvisto di messa a terra tramite un 

collegamento alla cover per evitare un possibile corto circuito, inoltre la cablatura 

dei componenti ¯ stata creata con lôintenzione di evitare che la lampada possa 

essere accesa senza che la cover sia in posizione. Sono stati adottati alcuni 

accorgimenti per evitare la degradazione per ossidazione dei contatti : ad esempio 

un tondino in teflon protegge i contatti elettrici della lampada dallôesposizione 

diretta al flusso dôaria che porta lôozono formatosi a contatto con essi. 

La terza parte che costituisce lo strumento di digestione UV è la cover. Essa è 

costruita in alluminio, materiale leggero che in caso di manutenzione al digestore 

permette la sua rimozione con estrema facilità. Il sistema di ingresso dellôaria fredda 

dalla parte inferiore della cover è studiato per consentire un adeguato 

raffreddamento del digestore evitando la trasmissione della radiazione UV. 

La parte superiore della cover è provvista di un coperchio in grado di permettere 

lôuscita dellô aria calda mantenendo un buon grado di contenimento della radiazione. 

Il coperchio è stato creato per facilitare il  posizionamento e il prelievo dei campioni.  

 

4.2.2 Campionamento e pretrattamento del 

campione 

La scelta dei campioni è iniziata con uno screening generale sulla composizione 

delle acque dei torrenti e  fiumi limitrofi  con lôintento di prelevare campioni che 

abbiano un carico organico sufficiente da essere rilevato strumentalmente. In 
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aggiunta, uno dei requisiti del campione da esaminare è la presenza di elementi in 

traccia scelti ad-hoc per questo studio, Cu, U, Pt. 

I campioni sono quindi stati prelevati dal fiume Cosia, un immissario del Lago di 

Como: per quanto concerne il campionamento relativo alle analisi del carbonio 

organico totale sono stati utilizzati due barattoli  in vetro pirex da 500 mL mentre 

per i campioni relativi alle analisi di metallo totale si utilizzano barattoli in LDPE, 

trattati  come descritto nella sezione 3.2.1. 

Per le analisi di TOC sono stati raccolti due campioni il giorno 11-7-2008 mentre per 

le analisi di metallo totale sono stati raccolti sei campioni. 

Relativamente allo studio sul contenuto di metallo totale e col fine di avere dei 

campioni significativamente diversi è stata monitorata e registrata  la conducibilità 

di ogni singolo campione nei giorni pi½ vicini allôevento piovoso dei giorni 11/ 14 

Luglio 2008. 

Sono stati raccolti sei campioni, il primo il giorno 11 luglio 2008 cioè 

immediatamente prima dellôevento piovoso e su questo campione sono state 

condotte sia la quantificazione del carbonio organico totale (TOC) sia le analisi di 

metallo totale (per Cu, U, Pt); il secondo e il t erzo sono stati raccolti il 14 luglio 

2008 rispettivamente alle ore 10.00 e alle ore 15.00 mentre gli altri tre campioni 

sono stati prelevati alle ore 10.00 dei giorni 15, 16 e  17 Luglio. 
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Figu ra 16  

 

Figura 17  

 

Le foto riportate in figura 16 e 17 mostrano il torrente  Cosia nei giorni 11/7/2008 

(pre evento piovoso) e 14/7/2008 (post evento piovoso) : si nota come, tra il primo 

campionamento e il secondo oltre ad un incremento della portata sia evidente un 

aumento della torbidità.  I campioni sono stati filtrati con membrane con porosità 

0.45 µM . Il campione filtrato viene quindi suddiviso in due aliquote di cui una viene 

acidificata a pH 2 con HCl (Analytica, 36%) e lôaltra a pH 2 con HNO3 (Analytica, 

67%)  per verificare lôinfluenza dellôacidificazione sullôefficacia della digestione UV. La 

filtrazione e lôacidificazione sono state effettuate sotto cappa a flusso laminare per 

evitare contaminazioni ambientali. 

I campioni vengono conservati in frigorifero ad una temperatura di 3°C. 
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12 mL di campione da analizzare vengono per cui trasferiti sotto cappa a flusso 

laminare nellôapposita cuvetta in quarzo, quindi sottoposti a digestione ultravioletta 

per un tempo di 30 minuti  (tempo ottimale di trattamento, si veda sotto). Cu, Pt e 

U totale presenti nei campioni così pretrattati verranno analizzati in voltammet ria di 

stripping catodico (CSV), come descritto in seguito. 

 

4.2.3 Prove di digestione ultravioletta. Analisi del 

carbonio organico totale 

Lôefficacia del processo di irraggiamento ultravioletto ¯ stata studiata misurando la 

concentrazione del carbonio organico totale. Sono stati valutati diversi tempi di 

trattamento , due diverse acidificazioni (in acido cloridrico e in acido nitrico), lôeffetto 

dellôaggiunta di un iniziatore radicalico come lôacqua ossigenata. I tempi di 

trattamento studiati sono di 0, 15, 30, 60, 90, 180 minuti, tutti i campioni sono 

acidificati a pH 2 e lôacqua ossigenata (30%, Carlo Erba) viene aggiunta nella 

misura di 50 µL in 12 mL di campione. Tutte le prove vengono svolte alla 

temperatura di 90±2°C . 

Il campione ut ilizzato per questo studio è quello relativo al campionamento prima 

dellôevento piovoso (11072008) in quanto presenta un con tenuto di carbonio 

organico totale più alto per lôassenza di diluizione da pioggia. 

Le analisi del carbonio organico totale vengono svolte utilizzando lo strumento TOC 

5000 (Shimadzu) e il contenuto di carbonio organico totale (TOC) viene letto come 

non purgeable organic carbon (NPOC): questo tipo di  analisi si basa sul principio 

che il carbonio inorganico presente come CO3
2- e HCO3

- viene completamente 

eliminato acidificando a pH 2 e insufflando nel campione aria ultrapura o azoto per 

un tempo definito (5 minuti).  Una volta effettuato il degasaggio si procede con 

lôanalisi. Il sistema utilizza un catalizzatore ad alta sensibilità a base di Pt e Pd. La 

procedura di analisi prevede un volume di iniezione di 1mL, 5 minuti di degasaggio, 

tre cicli di lavaggio t ra i campioni e tre letture per ogni campione.  

La quantificazione viene svolta tramite calibrazione esterna utilizzando standard a 0; 

0.2; 0.5; 1 mg/L di ftalato acido di potassio (KPH Shimadzu) acidificati a pH 2 (in 
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HCl e in HNO3) ottenuti per diluizione  di una soluzione madre a 1000 ppm, 

preparata sciogliendo il sale solido.  

La retta di calibrazione viene ricavata per ogni sessione di analisi a partire da 

standard nuovi per ovviare a eventuali variazioni di sensibilità strumentale tra giorni 

di analisi diversi.  

Per completezza vengono riportati due esempi di calibrazione, la prima in HCl e la 

seconda in HNO3: la retta ottenuta con standard acidificati in  acido nitrico ha 

equazione y = 31714x + 5213.3; R² = 0.9987 mentre la retta ottenuta  con 

standard acidificati in acido cloridrico ha equazione y = 31804x + 2377.6; R² = 

0.9984. 

 

4.2.4 Determinazione voltammetrica del metallo 

totale tramite stripping catodico (CSV) 

4.2.4.1  Strumentazione  

Le analisi di metallo totale sui campioni sottoposti a irraggiamento ultravioletto  sono 

state condotte lavorando in stripping catodico con un polarografo Metrohm 757 VA 

Computrace, equipaggiato con un elettrodo di lavoro a goccia di mercurio 

rinnovabile (HDME), un elettrodo di platino (o di grafite per le analisi condotte sul 

Pt) come elettrodo ausiliario e un elettrodo ad Ag/AgCl come riferimento. Una cella 

in politetrafluoroetilene viene usata per minimizzare gli effetti di adsorbimento sulle 

pareti. 

4.2.4.2  Preparazione delle soluzioni  

Rame:   

La soluzione di salicilaldossima (ossima della 2-idrossibenzaldeide, SA, Aldrich 98%) 

viene preparata sciogliendo 0,0275g di SA in 166 µL di acido cloridrico concentrato 

(Analytica, Ultrapure 36%) e portata a volume fino a 20 mL c on acqua ultrapura. La 

concentrazione finale è 0.01 M in SA e 0.1 M in HCl. La soluzione va conservata in 

frigo a una temperatura di 4 °C, perché la SA, se lasciata a temperatura ambiente 
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per un periodo di tempo elevato, va incontro a fenomeni di decomposizione, che 

renderebbero inutilizzabile il complessante. 

Prima di preparare questa soluzione è stato necessario ricristallizzare la SA in modo 

da eliminare eventuali tracce di rame presenti nel solido. Per fare questo si è 

preparata una soluzione satura di SA in etanolo al 99,8%. A questa soluzione è 

stato aggiunto un volume equivalente di acido cloridrico 1:10, il tutto messo in frigo 

ad una temperatura di 4°C per una notte, per facilitare la precipitazione della 

salicilaldossima. 

In seguito si è provveduto a filtrare la soluzione: il filtrato è stato posizionato su un 

vetrino di orologio e messo in essiccatore per eliminare completamente il solvente.  

Sono state preparate due soluzioni standard di rame, 1 e 10 µM. La soluzione 10 

µM è stata preparata diluendo lo standard a 1000 mg/L di rame (Fluka, 0,05M 

HNO3) mentre quella 1 µM è stata preparata per diluizione 1:10 da quella 10 µM, 

aggiungendo prima acido cloridrico e poi lo standard di rame per evitare la 

precipitazione del metallo. 

La soluzione tampone ¯ stata preparata sciogliendo lôacido  N-(2-idrossietil)-

piperazin-Nô-(2-etansolfonico) (HEPES, Sigma ï Aldrich 99,5%) in una soluzione di 

ammoniaca (Carlo Erba, ultrapura 20%). La soluzione finale avrà una 

concentrazione 1 M in HEPES e 0,5 M in NH3. 

 

Uranio:  

Si prepara una soluzione madre a 0,957 mg/L per diluizione 1:1000 dello standard 

di Uranio certificato a 957mg/L ( Aldrich) acidificando a pH 2 in HNO3 (Analytica, 

analpure 67%). 

La soluzione ottenuta viene utilizzata per la preparazione di soluzioni standard a 0.2 

e 0.5 mg/L di uranio, acidificate a pH 2 in HNO3. 

La soluzione complessante di acido cloranilico (PM: 208,98 g/mol)  viene preparata 

sciogliendo lôopportuna quantit¨ di solido in 40 mL di acqua ultrapura MilliQ 

(Millipore, MilliQ Gradient A10) ottenendo una concentrazione finale di 2.5 mM. 
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Platino:  

Si prepara una soluzione madre a 1 mg/L per dilui zione 1:1000 dello standard di 

platino certificato a 1000 mg/L ( Fluka, 1 g/L) acidificando a pH 2 in HCl (Analytica, 

Ultrapure 36%) . 

La soluzione ottenuta viene utilizzata per la preparazione di una soluzione standard 

a 0.5 µg/L di uranio, acidificate a pH 2 in HCl. 

Lôelettrolita di base viene preparato diluendo 5 mL di acido cloridrico al 37% e 1 mL 

di formaldeide (37%, ACS, Merck): le concentrazioni finali sono HCl 0.6M e CH2O 

0.13M. 

La soluzione complessante viene preparata in acqua ultrapura diluendo lôappropriata 

quantità di idrazina solfato (ACS, Merck) per ottenere una concentrazione finale di 

0.1M. 

4.2.4.3  Procedura di analisi CSV e parametri strumentali  

I principali parametri strumentali impiegati per le analisi sono riportati n ella 

seguente tabella: 

 
Tabella 10 : Parametri strume ntali CSV 

Le procedure dettagliate di analisi per ogni analita sono riportate di seguito.  

DEPOSIZIONE Cu Pt U 

Potenziale di deposizione (V) -0.1 -0.7 -0.4 

Tempo di deposizione (s) 60 60 60 

Tempo di equilibrazione (s) 10 10 10 

SCANSIONE    

Potenziale iniziale (V) -0.1 -0.7 -0.4 

Potenziale finale (V) -0.5 -1 0.8 

Step di potenziale (V) 0.005 0.002 0.007 

!ƳǇƛŜȊȊŀ ŘŜƭƭΩƛƳǇǳƭǎƻ (V) 0.025 0.04 0,05 

Durata impulso (s) 0.04 0.04 0.04 

Durata step potenziale (s) 0.25 0.3 0.3 

Velocità scansione (V/s) 0.02 0.0067 0.023 
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Rame:  

10 mL di campione pretrattato come descritto al paragrafo precedente vengono 

trasferiti con una pipetta con puntale in plastica nella cella voltammetrica.  Alla 

soluzione vengono aggiunti 10 µL di NH3 (ultrapura 20%) necessari per 

neutralizzare lôacido cloridrico, 50 ÕL di soluzione tampone HEPES/ NH3 e 30 µL di 

SA. La concentrazione finale in HEPES è 5 mM mentre quella della SA è 30 µM. Il 

trasferimento del campione e lôaggiunta di tutti i reagenti sono effettuati sotto 

cappa a flusso laminare. 

Nella cella viene fatto gorgogliare azoto per 300 secondi, per eliminare lôossigeno 

presente nella soluzione. Terminato il degasaggio il complesso Cu(SA)2 viene 

depositato sullôelettrodo a -0.1V, quindi viene effettuata la scansione di potenziale 

fino a -0.5V, questo procedimento viene ripetuto per tre volte. In seguito si 

aggiunge per due volte una quantità nota di standard ripetendo per tre volte la 

scansione per ogni aggiunta. Terminata lôanalisi il sistema viene lavato 

abbondantemente prima con una soluzione di acido cloridrico 0.01M e in seguito 

con acqua ultrapura. 

Per la determinazione dellôanalita ¯ stato utilizzato il metodo delle aggiunte 

standard: le concentrazioni di rame, con le relative incertezze, sono state calcolate 

direttamente dal software che controlla lo strumento.  

Uranio :  

Le analisi vengono condotte su 10 mL di campione acidificato a pH 2 in HCl 

aggiungendo alla soluzione 80 µL di Acido Cloranilico 2.5 mM. 

Prima di effettuare le analisi sui campioni si svolge una pulizia della cella in teflon 

che contiene il campione sciacquandola più volte con una soluzione a pH1 in HCl e 

analizzando un bianco di prova come verifica. Il bianco analizzato si prepara 

esclusivamente aggiungendo 80 µL di Acido Cloranilico a 10 mL di acqua ultrapura. 

Il  tempo di deposizione è stato modificato in relazione alla concentrazione prevista 

nel campione in esame: campioni con basse concentrazioni di uranio come il 

14/7/2008h10 e 14/7/ 2008h15 (post evento piovoso) necessitano tempi di 

deposizione di 120 secondi mentre per campioni come 11/07/2008 (pre evento 

piovoso) si utilizza un tempo di deposizione di 60 secondi. 
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Platino:  

Vengono analizzati 10 mL di campione ai quali vengono aggiunti 1.5 mL di 

elettrolita di base e 15 µL di agente complessante (idrazina solfato). La 

quantificazione si ottiene con il metodo delle aggiunte standard: si aggiungono 

volumi di soluzioni standard che permettano di avere una concentrazione di Pt in 

cella dopo lôaggiunta di 2 ng/L. 

 

4.2.5 Determinazione del metallo totale tramite   

ICP-MS 

4.2.5.1  Strumentazione  

Come tecnica di riferimento per lôanalisi di metallo totale viene utilizzata la 

spettrometria di massa con sorgente di ionizzazione al plasma e quadrupolo come 

analizzatore (Thermo Electron, ICP-MS X-Series II ) gestito dal software PlasmaLab  

2.5.3.280. 

4.2.5.2  Preparazione delle soluzioni  

Si preparano tre soluzione standard rispettivamente a 0.1, 1 e 3 µg/L in U e Cu e 

0.01, 0.1 e 0.3 µg/L in Pt. Tutte le soluzioni sono acidificate a pH 1 in HCl 

utilizzando HCl al 36% ultrapuro (Analytica, ultrapure 36%) e preparate per 

diluizione delle soluzioni standard a 1000 mg/L di Cu, U e Pt; anche questa 

soluzione viene acidificata a pH 1 in HCl. La soluzione di lavaggio utilizzata per lo 

strumento ICP-MS viene preparata al 2% in HCl (pH 1). 

4.2.5.3  Procedura di quantificazione   

Per la quantificazione degli analiti è stato utilizzato il metodo delle aggiunte 

standard. 

A tale scopo si preparano due soluzioni: a 30 mL di campione si aggiungono 

rispettivamente 20 e 40 µL di soluzione standard precedentemente preparata. Le 

concentrazioni finali saranno per la prima aggiunta di 0.666 µg/L di Cu e U e 0.0666 
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µg/L di Pt mentre per la seconda aggiunta saranno di 1.33 µg/L di Cu e U e 0.133 

µg/L di Pt.  

Nel presente lavoro a causa di una evidente differenza nella composizione della 

matrice tra il campione 11072008 (pre  pioggia) e i campioni post pioggia si è 

provveduto ad analizzare il campione 11072008 facendo una calibrazione ad hoc 

mentre per il set di campioni post pioggia la calibrazione viene effettuata sul 

1407h10. 
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4.3  Presentazione e discussione dei risultati  

 

Il presente lavoro ha avuto come obiettivo principale lo sviluppo e la validazione di 

un sistema di digestione ultravioletta ad alta efficien za. 

Il campionamento del torrente  Cosia in giorni antecedenti  e seguenti allôevento 

piovoso dellô11-7-2008 ha permesso di raccogliere campioni con caratteristiche 

matriciali differenti, come dimostrato dalla variazione della conducibilità elettrica 

riportata nella tabella e nella figura seguente.  

 

 

 

 

 

 

 

Tabella 11 : Conducibil i tà elettric a dei campioni prelevati  
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Figura 18 : Andamento della conducibilità durante il campionamento  

 

CAMPIONE CONDUCILBILTÀ (µS/cm) 

11-07-2008 562 

14-07-2008 h 10.00 377 

14-07-2008 h 15.00 407 

15-07-2008 459 

16-07-2008 501 

17-07-2008 530 

Andamento della 

conducibilità elettrica nel 

set di campioni prelevati dal 

fiume Cosia. 
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La procedura di validazione dellôefficacia della digestione UV sui campioni trattati ¯ 

suddivisa in tre step ben distinti:  il primo step riguarda lôanalisi del carbonio 

organico totale (TOC) a diversi tempi di trattamento, con o senza aggiunta di acqua 

ossigenata come iniziatore radicalico. Questo lavoro ha permesso di ottenere, come 

riportato  in seguito, le informazioni necessarie sul tempo ottimale di trattamento UV 

sul campione in esame. 

Valutati i tempi ottimali di esposizione alla radiazione ultravioletta ci siamo 

preoccupati di determinare il contenuto di metallo totale (Cu, U, Pt) tramite 

voltammetria di strip ping catodico nei campioni pretrattati secondo i parametri 

ottimali ricavati.  

Nella terza parte della procedura di validazione sono stati analizzati gli stessi 

campioni tramite uno spettrometro di massa con sorgente al plasma e quadrupolo 

come analizzatore. Lô ICP-MS è infatti riconosciuta come la tecnica di riferimento per 

questo tipo di analisi e nellôesposizione dei risultati si riporter¨ la correlazione fra 

CSV e ICP-MS per rame, uranio e platino. 

4.3.1 Efficacia del processo di digestione UV 

Il primo parametro indagato per valutare lôefficacia del trattamento con radiazione 

ultravioletta è il tempo di esposizione alla radiazione ultravioletta. Sono stati valutati 

tempi di esposizione variabili tra 15 e 180 minuti.  Il campione in esame corrisponde 

ad acqua del torrente Cosia (immissario del lago di Como) immediatamente prima 

dellôevento piovoso del 11 Luglio 2008: la concentrazione di carbonio organico 

totale in questa matrice è di 5 mg/L.   

Il secondo parametro studiato ¯ lôeffetto della presenza di un iniziatore radicalico 

come lôacqua ossigenata. Per osservare lôeffettiva azione di generatori di radicali 

aggiunti come lôacqua ossigenata sono state condotte diverse analisi sia sui 

campioni tal quale sia sui campioni ai quali viene aggiunta acqua ossigenata (vedi 

parte sperimentale).  

Infine, si ¯ valutato lôeffetto della differente tipologia di acido aggiunto per evitare la 

precipitazione dei metalli presenti: il campione è stato suddiviso in due aliquote che 

vengono acidificate a pH 2 con HCl e HNO3. 
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Unico parametro fisso è la temperatura di esercizio dello strumento che resta 

costante a 90°C perché, come riportato in letteratura , la distruzione della 

componente organica è migliore se svolta ad alta temperatura. Le concentrazioni di 

carbonio organico totale in funzione dei parametri indicati vengono riportati nei 

grafici seguenti, per campioni acidificati rispettivamente con acido nitrico e acido 

cloridrico. 
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Figura 19  
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Figura 20  

 

I grafici sopra riportati mostrano come  lôacidificazione non influisce in modo 

significativo sulla digestione ultravioletta del campione. 

Inoltre, al contrario di ciò che è riportato in letteratura [13] , nel presente lavoro non 

si sono osservati miglioramenti significativi aggiungendo acqua ossigenata al 

campione per favorire la reattività radicalica in fase di trattamento ai raggi 

ultravioletti. Questo è probabilmente dovuto alla elevata temperatura di esercizio e 

alla potenza della lampada che garantiscono la generazione di sufficienti quantità di 

radicali anche in assenza di apporti ulteriori.  

Questo è un enorme vantaggio qualora si effettuino analisi di metalli in traccia o 

ultratraccia in quanto costituisce una possibile contaminazione, che viene pertanto 

evitata. 

Per quanto riguarda la cinetica di decomposizione della materia organica, il sistema 

di digestione ultravioletta  proposto garantisce unôelevata efficienza in quanto 

permette una riduzione del contenuto di carbonio organico totale di circ a il 90% 

impiegando un tempo di trattamento di soli 30 minuti.  Nel presente lavoro è stato 

dimostrato che il TOC residuo è ininfluente sulla determinazione del contenuto di 



 
82 

 

metallo totale, probabilmente perché il TOC rilevato strumentalmente anche dopo 

lunghi tempi di digestione è relativo a frammenti organici che comunque non sono 

più in grado di complessare. Un altro dato che si ottiene da questo studio  riguarda il 

contenuto di TOC dopo digestione UV per 180 min: il TOC non raggiunge lo zero, 

questo potrebbe fare pensare alla presenza di sostanze organiche presenti che 

ancora possono complessare i metalli in soluzione.  

 

4.3.2 Determinazione del contenuto di metallo 

totale  

Come riportato nel paragrafo precedente, il sistema di digestione proposto 

garantisce una riduzione del contenuto di carbonio organico totale del 90% dopo 

soli 30 minuti di irraggiamento. Si è quindi deciso di utilizzare questo tempo di 

irraggiamento per pretrattare i campioni destinati allôanalisi di metallo totale  tramite 

voltammetria di str ipping catodico.  

Lôefficacia dei parametri di digestione proposti è stata verificata confrontando i 

risultati ottenuti tramite CSV e spettrometria di massa con sorgente al plasma. 

Di seguito vengono riportati i dati relativi alla determinazione dei metall i scelti in 

questo lavoro. 

 

 

Rame: 

CAMPIONE 
ICP-MS 

(MDA1407H10) 
dev std CSV dev.std p % 

11_07 2.09 0.04 2.02 0.03 <1 

14_07 ore 10 1.27 0.01 1.20 0.03 <1 

14_07 ore 15 1.07 0.02 1.04 0.02 <1 

15_07 1.19 0.04 1.23 0.02 <1 

16_07 1.03 0.01 1.07 0.02 <1 

17_07 1.09 0.01 1.06 0.06 <1 

Tabella 12  
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Uranio: 

CAMPIONE 
ICP-MS 

(MDA1407H10) 
dev.std CSV dev.std p % 

11_07 1.05 0.03 1.06 0.02 <1 

14_07 ore 10 0.238 0.002 0.25 0.01 <5 

14_07 ore 15 0.315 0.007 0.31 0.02 <1 

15_07 0.476 0.006 0.51 0.02 <1 

16_07 0.622 0.006 0.61 0.01 <1 

17_07 0.762 0.009 0.74 0.03 <1 

Tabella 13  

Platino: 

CAMPIONE 
ICP-MS 

(MDA1407H10) 
dev.std CSV dev.std p % 

11_07 1.70 0.23 1.11 0.05 NP 

14_07 ore 10 1.08 0.14 1.14 0.09 < 1 

14_07 ore 15 0.31 0.08 0.56 0.13 NP 

15_07 0.98 0.14 1.42 0.18 NP 

16_07 2.75 0.25 2.63 0.12 < 1 

17_07 2.11 0.22 2.08 0.26 < 1 

Tabella 14  

Come già spiegato in precedenza, il campione 11072008 è stato analizzato tramite 

ICP-MS costruendo una retta con il metodo delle aggiunte sullo stesso mentre il set 

di campioni post-pioggia sono stati quantificati riferendosi alla taratura con il 

metodo delle aggiunte sul campione 1407h10. Lôultima colonna delle tabelle riporta 

i risultati del test t tra l e due medie sperimentali. Per quanto riguarda rame e uranio 

non sono state rilevate differenze statisticamente significative (test -t a due code, 

livello di significatività 5%). I risultati del test -t relativi al Platino mostrano per tre 

casi su sei differenze significative. Queste differenze possono essere attribuite alla 

limitata precisione dei dati ottenuti dallôanalisi ICP-MS: i livelli di concentrazione del 

platino sono infatti nel range 0.3 ï 2.7 ng/L, ovvero da 2 a circa 20 volte il limite di 

rilevabilità (0.11 ng/L, come riportato in tabella 1 5).  

 Rame ng/L Platino ng/L Uranio ng/L 

CSV 11 0.021 61 

ICP-MS 6.6 0.11 0.02 

Tabella 15 : Limiti di rilevabilità per le due tecniche calcolati in accordo con le raccomandazioni 
IUPAC [55]  
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4.4  Conclusioni  

Il presente lavoro ha permesso lôassemblaggio e la validazione di un sistema di 

digestione ultravioletta ad alta efficienza in grado di abbattere significativamente il 

contenuto di carbonio organico totale in circa trenta minuti di irraggiamento a 90°C 

senza lôaggiunta di iniziatori radicalici il cui effetto risulta ininfluente.  

I parametri strumentali proposti permettono di utilizzare questo sistema di 

digestione come pretrattamento per lôanalisi di metalli in traccia tramite tecniche 

voltammetriche. 

Il sistema proposto, data lôeconomicit¨ di produzione, si propone perciò come una 

valida alternativa ai comuni digestori in commercio in quanto consente di 

pretrattare il campione senza contaminazioni da metallo rilevabili a livelli di tracce. 

Il digestore ultravioletto realizzato costituisce unôimportante vantaggio nella 

procedura di speciazione oggetto della presente tesi di dottorato in quanto 

permette di pretrattare i campioni destinati allôanalisi di metallo totale tramite 

tecniche voltammetriche in tempi ridotti e senza contaminazione degli stessi, anche 

a concentrazioni a livello di tracce.  
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5  VALUTAZIONE DI A CCURATEZZA E 
PRECISIONE DELLA TE CNICA DI 

SPECIAZIONE CLE -CSV 

 

5.1  Introduzione  

Lôobiettivo del presente lavoro è la valutazione delle performance analitiche in 

termini di accuratezza e precisione della procedura CLE-CSV descritta al Cap. 2. 

Lôimportanza di questo lavoro trae origine dalla difficoltà nel valutare accuratezza e 

precisione del metodo CLE-CSV impiegando standard certificati. Tali standard (ad 

esempio soluzioni standard di leganti a concentrazione e costante di formazione 

note), non sono commercialmente disponibili in quanto lôelevata eterogeneit¨ dei 

leganti naturali esistenti e la difficile conservabilità delle loro soluzioni impediscono 

la riproduzione delle caratteristiche di complessazione dei leganti contenuti . Si è 

pertanto deciso di valutare le performance del metodo applicandolo a soluzioni di 

un legante avente concentrazione e costante di formazione note per il metallo 

studiato.  

Unôulteriore novit¨ dello studio condotto riguarda la valutazione dellôintero 

protocollo partendo dal calcolo del coefficiente alfa tra legante artificiale e lo ione 

rame, metallo scelto per questo studio, con la annessa valutazione di precisione e 

accuratezza sui risultati ottenuti (si veda anche il Cap.1). Accuratezza e precisione 

del metodo di speciazione CLE-CSV vengono, come già riportato, valutate titolando 

soluzioni modello di acqua naturale con aggiunte crescenti di legante modello 

avente concentrazione e caratteristiche termodinamiche note. 
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Infine, il protocollo analitico di speciazione viene applicato a campioni prelevati nel 

continente Antartico con lo scopo di indagare come la complessità di una matrice 

reale possa deteriorare le performance del protocollo analitico. 
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5.2  Procedure  Sperimental i 

5.2.1 Strumentazione e reagenti 

Le analisi di stripping catodico sono state condotte utilizzando la strumentazione e 

la metodica descritte nel paragrafo 4.2.4.   

Per la preparazione delle soluzioni è stata utilizzata acqua ultrapura (18.2 Mǹ cm 

resistività, TOC < 5 ppb)  purificata da un sistema MilliQ (Millipore). Lôacido cloridrico 

ultrapuro viene preparato per distillazione sub boiling in caldaie di quarzo (DuoPur, 

Milestone. Si veda il Cap.3 per lôottimizzazione della procedura di purificazione). 

Per la preparazione delle soluzioni di salicilaldossima, del tampone HEPES/NH3 e 

degli standard di rame si veda la sezione 4.2.4.  

Le soluzioni di acido etilentriammino tetra acetico (EDTA) vengono preparate 

sciogliendo la corretta quantità di solido Na2EDTAĀ2H2O  (Aldrich) in acqua 

ultrapura: la stessa procedura ¯ stata seguita per lôacido 

dietilentriamminopentaacetico (DTPA, Fluka). 

Infine, la soluzione sintetica di acqua dolce viene preparata sciogliendo le giuste 

quantità di solido di KNO3 (Carlo Erba) e CaCl2Å6H2O (Fluka) in acqua ultrapura. Le 

concentrazioni finali sono 0.1M KNO3 e 1mM calcio. 

 

5.2.2 Calibrazione del coefficiente alfa per il legante 

aggiunto 

La prima parte della valutazione di accuratezza e precisione della procedura CLE-

CSV viene condotta in una soluzione simulata di acqua dolce, 0.1M in KNO3 e 1 mM 

in calcio. Il coefficiente alfa p er la formazione del complesso rame ï salicilaldossima 

in questa matrice viene determinato tramite equilibrazione con quantità crescenti di 

EDTA: i dettagli di questa procedura vengono brevemente descritti di seguito[11]. 

100 mL di acqua dolce artificiale vengono trasferiti in una bottiglia precondizionata 

(Nalgene, LDPE). La soluzione tampone HEPES/NH3 e la soluzione standard di rame 

vengono aggiunte fino ad avere una concentrazione finale di 5 mM in HEPES (pH 
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finale 7.4) e 20 nM in rame. Il coefficiente alfa viene determinato su tre livelli di 

salicilaldossima, uno, due e venti micro molare: adeguati volumi di soluzione 

standard di SA vengono aggiunti per avere la concentrazione finale richiesta. Sei 

aliquote di 10 mL di questa soluzione vengono trasferiti in sei barattoli tipo Sterilin  

(30 mL, polistirene). Aliquote crescenti di EDTA vengono quindi aggiunte in ogni 

barattolo. Le concentrazioni di EDTA variano tra 0 e 50 nM quando si usa 1mM SA, 

tra 0 e 100 nM con 2 mM SA  e tra 0 e 1000 nM EDTA con 25 mM SA. Le soluzioni 

vengono equilibrate durante la notte (18 ore) dopodiché il segnale relativo al 

complesso Cu ï SA viene misurato in voltammetria di stripping catodico ( CSV) 

seguendo lôordine crescente delle aggiunte di EDTA. I barattoli utilizzati vengono 

equilibrati per 5 volte con la procedura appena descritta prima di essere usati per la 

calibrazione del coefficiente alfa. Una volta condizionati i barattoli la procedura 

viene ripetuta quattro (1mM SA), sei (2mM SA) e tre volte (25mM SA) per valutare la 

precisione dei risultati. 

I dati ottenuti dallôequilibrazione con aggiunte crescenti di EDTA vengono trattati 

come segue[11] .  

Il rapporto tra il segnale con (i) e senza (i 0) EDTA può essere espresso come: 

 

É

É

ɻ
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Equazio ne 32  

 

Dove: 
2Cu(SA)CuSAuCTOT ŬŬŬŬ ++= ¡ e aCuô è il coefficiente alfa dovuto alla 

complessazione da specie inorganiche. 

Lôespressione per aCuEDTA viene calcolata  risolvendo lôequazione di secondo grado 

che segue dal riarrangiamento di equazioni di bilancio di massa e dallôespressione 

della costante di equilibrio per la complessazione di rame e calcio con EDTA[56] . 
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Dove CA indica la concentrazione totale di A e KôCuEDTA e KôCaEDTA la costante di 

formazione per i complessi CuEDTA2- and CaEDTA2-, rispettivamente.  

I valori per logKCuEDTA e logKCaEDTA sono rispettivamente 18.9 e 10.73 (dati ottenuti 

dal database IUPAC, SC-Database, Academic Software). È interessante notare come 

lôequazione sopra sia invariante rispetto al coefficiente di attività  e al pH. Solo una 

soluzione di questa equazione ha significato fisico: sostituendo la soluzione per 

CuEDTAa  nella equazione i/i0 permette di avere una equazione in cui i/i 0 è espresso 

come funzione di CEDTA. Il parametro aTOT è ottenuto tramite fitt ing di questa 

equazione non-lineare utilizzando il software Origin V8 pro che permette di ottenere 

anche una stima dellôerrore standard di questo parametro. 

 

5.2.3 Titolazione di soluzioni contenenti un legante 

noto 

Allôacqua dolce sintetica viene aggiunto un legante noto in traccia e titolato 

seguendo la procedura CLE-CSV.  

In particolare, sono stati utilizzati tre livelli (5, 20 e 50 nM) di acido 

etilendiamminotetraacetico (EDTA) e un livello (10nM) di acido 

dietilentriamminopentaacetico (DTPA): la procedura sperimentale viene spiegata nel 

seguente paragrafo. 

100 mL di acqua dolce simulata (KNO3 0.1M e 1 mM Ca) vengono trasferit iti in un 

barattolo di plastica e tamponati a pH 7.4  con tampone HEPES (concentrazione 

finale 5 mM). Vengono quindi aggiunte adeguate quantità di soluzione standard di 

legante noto (EDTA o DTPA) e di salicilaldossima (si veda tabella 16 di seguito). La 

soluzione cosi ottenuta viene divisa in aliquote da 10 mL nei barattoli Sterilin 

condizionati cinque volte; lo standard di rame viene aggiunto in modo da avere una 

concentrazione finale tra 0 e 30 nM per 5nM EDTA, tra 5 e 80 nM per 20 nM EDTA, 

tra 20 e 250 per 50 nM EDTA e tra 0 e 40 nM per 10 nM DTPA.  
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Le soluzioni vengono equilibrate durante la notte e le aliquote vengono analizzate in 

ordine crescente di aggiunte standard per minimizzare la contaminazione. Ogni 

aliquota viene analizzata tre volte.  

Un ñbiancoò e il livello 5 nM EDTA sono stati analizzati anche in acqua dolce 

simulata dopo trattamento di unôora con radiazione ultravioletta (vedi[16]  e Cap.4 

per i dettagli sulla costruzione e sulle performance). Tutte le titolazioni  vengono 

ripetute dalle tre alle quattro volte per valutare lôaccuratezza. 

Il metodo di van den Berg-Ruģic[57-58] è stato utilizzato per ottenere la 

concentrazione del legante e la sua costante di complessazione condizionale dai dati 

ottenuti dalla titolazione  
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Equazione 34

 
 

Dove Culabile è la concentrazione di rame complessato dal legante aggiunto SA e CL 

la concentrazione del legante noto (EDTA o DTPA). La sensibilità del metodo viene 

stimata dalla pendenza degli ultimi punti di titolazione: lôutilizzo del metodo 

iterativo [8]  per stimare la sensibilità ha portato a risultati inconsistenti e non è stato 

per cui utilizzato. 

Le costanti di stabilità[11]  e il coefficiente di reazione collaterale attesi vengono 

ricavati usando le costanti riportate nel IUPAC Stability Constants Database, SC-

Database, Academic software: il valore medio di  logKCuEDTA e logKCaEDTA riportati in 

letteratura sono 18.90 e 10.73, mentre logKCuDTPA e logKCaDTPA sono rispettivamente 

21.31 e 10.70. 
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5.2.4 Applicazione a campioni antartici 

5.2.4.1  Campionamento  

Un totale di sette campioni sono stati prelevati durante la campagna in Antartide 

nel 2006/2007 (Spedizione italiana 22S alla stazione italiana situata nella baia di 

Terra Nova). Sono state raccolte due differenti tipologie di campione : acqua di lago 

superficiale (Edmonson Point - lago 15a e lago Tarn Flat) e acqua di mare (Gerlache 

Inlet, Lat. 74Á 39ô 020ôôS - Long. 164Á 07ô 020ôô E). I campioni di acqua di mare sono 

stati prelevati ad una profondità di 4m al di sotto del ghiaccio marino  due volte alla 

settimana. Per permettere il prelievo del campione il ghiaccio marino è stato 

perforato da un carotatore e lôacqua prelevata tramite una bottiglia GO-FLOW 

(General Oceanics) da 10 L. Lo studio ha lo scopo di valutare la speciazione del 

rame e dei leganti naturali durante lôestate australe, specialmente in relazione allo 

scioglimento del ghiaccio. I campioni sono quindi stati trasferiti in barattoli di  

polietilene puliti, trasportati alla base Italiana e filtrati sottovuoto sotto cappa  a 

flusso laminare (diametro dei pori 0.45 mm).  

A questo punto i campioni sono stati immediatamente congelati a -20 °C e trasferiti 

tramite un freezer container ai laboratori f acenti parte del progetto.  

5.2.4.2  Determinazione del rame totale  

La concentrazione del rame totale è stata determinata tramite voltammetria di 

stripping catodico usando salicilaldossima come legante complessante, 

analogamente a quanto precedentemente spiegato nella sezione 4.2.4 e in [11] . 

Le analisi sono state replicate dalle tre alle sei volte per ogni campione. Il limite di 

rilevabilità del metodo è 11 ng/L (0.17 nM) come calcolato in accordo con le 

raccomandazioni IUPAC[59] . 

5.2.4.3  Titolazioni  

Tutte le operazioni sui campioni antartici sono state condotte in camera bianca (ISO 

5) col fine di evitare possibili contaminazioni esterne. La strumentazione impiegata 

è stata inoltre decontaminata con una scrupolosa pulizia e trasferita anchôessa in 

camera bianca. Le titolazioni sono state condotte in accordo con la procedura 
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riportata precedentemente (5.2.3) utilizzando salicilaldossima 5 mM. La 

concentrazione di rame usata rientra nel range dai 2 ai 40 nM. Il coefficiente aTOT 

calcolato in [56]  è stato usato per i campioni di acqua dolce (la concentrazione dello 

ione calcio nel range 1 mM o minore non influenza aTOT). La stima del coefficiente 

alfa per i campioni di acqua di mare è stata ricavata da [11] . 

 

5.2.5 Calcolo delle incertezze 

Il calcolo delle incertezze è stato svolto utilizzando lôapproccio standard della 

propagazione degli errori: se la variabile t è funzione f di n variabili xi, la sua 

deviazione standard può essere approssimata dalla seguente relazione: 
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Equazione 35  

 

In relazione alla linearizzazione di van den Berg ï Ruģic [57-58], la concentrazione del 

legante naturale e la sua costante di complessazione condizionale possono essere 

calcolate come: 
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Equazione 36  
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Equazione 37  

 

Dove m è la pendenza della funzione lineare ottenuta dalla linearizzazione di van 

den Berg ï Ruģic e q lôintercetta (si veda capitolo 2). 
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Utilizzando lôequazione standard riportata sopra per la propagazione degli errori ¯ 

possibile stimare la deviazione standard della concentrazione del legante (
LCs ) e 

della costante di complessazione condizionale Kô (sKô):  
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Equazione 38
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Equazione 39  

 

Dove sm, sq e 
TOTŬs  sono le deviazioni standard della pendenza, intercetta e del 

coefficiente di correlazione collaterale, aTOT . 

Ognuno dei tre termini nellôequazione relativa al calcolo sKô rappresenta il contributo 

allôincertezza dei tre parametri  aTOT, q e CL allôincertezza di Kô. 

Nella prima parte di questo studio la varianza e la deviazione standard in Kô 

vengono stimate usando solo gli ultimi  due termini nellô equazione relativa a sKô con 

lo scopo di poterli paragonare con i dati presenti in letteratura.  Lôeffetto degli errori 

in aTOT  nella precisione di Kô verr¨ discussa al paragrafo 5.3.3. 
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5.3  Presentazione e discussi one dei risultati  

5.3.1 Calibrazione del coefficiente alfa 

La calibrazione del coefficiente di reazione tra il legante aggiunto e il metallo preso 

in esame aTOT è il primo step previsto dalla procedura CLE-CSV.  

Il parametro alfa è stato determinato per tre li velli di legante artificiale aggiunto in 

acqua dolce simulata. La procedura per il calcolo di alfa è stata così ripetuta diverse 

volte per avere una stima della precisione dei risultati. Deve essere evidenziato che 

uno studio della precisione del coefficiente alfa non è mai stat o studiato prima né 

da un punto di vista teorico né da un punto di vista sperimentale.  A prova di questo 

un solo articolo riporta misure replicate nel calcolo del coefficiente alfa[17] . I risultati 

verranno presentati sia per le singole misurazioni sia per il valore medio ottenuto da 

più determinazioni. Lo scopo è quello di permettere il confronto con i dati in 

letteratura che riportano singole misurazioni e mostrare i benefici della misurazione 

replicata. I dati sperimentali  i/i0 vs CEDTA sono riportati nella figura 21.  

Figura 21 : determinazione sperimentale del parametro alfa, la linea continua 
rappresenta il fitting della equazione 32 ottenuta con il valore alfa medio.  
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Riguardo alla precisione, le deviazioni standard relativa percentuale (RDS%) 

associata alle singole misurazioni per SA 1 e 2 µM sono alte, con una mediana del 

55%, variabile tra 34 e 121% (n=10).  

Errori inferiori vengono invece ottenuti per i l livello di salicilaldossima più alto, con 

RSD% per la singola determinazione compresa tra 13 e 17%. Questo 

comportamento potrebbe essere dovuto alla maggior precisione che si ottiene 

quando vengono usate concentrazioni maggiori di legante artificiale aggiunto. Il 

valore medio di aTOT e la sua incertezza viene riportato nella tabella seguente. 

 

SA (mM)  

aTOT 

(Media ± deviazione 

standard )  

RSD%  
RSD% della 

media  

1 751± 264 (n=4)  35% 18% 

2 1797± 552 (n= 6) 31% 13% 

25 (30± 7.1)Ā103 (n=3) 24% 14% 

Tabella 16 : aTOT per 1 e 2 micromolare SA: lôaccuratezza viene riportata come deviazione 

standard, deviazione standard relativa percentuale (RSD%) e deviazione standard relativa 
percentuale della media.  

 

 

Replicando la determinazione di aTOT dalle tre alle sei volte si otti ene una precisione 

nel range compreso tra 24 e 35% come stimato dalla deviazione standard relativa 

percentuale, RSD%. Valori attorno al 15% sono ottenuti quando viene calcolata la 

deviazione standard relativa percentuale della media. 

Queste valutazioni evidenziano come sia sconsigliabile utilizzare il valore del 

coefficiente alfa ottenuto da una sola determinazione in quanto, in relazione alla 

bassa precisione relativa a questa procedura, può portare a grandi errori quando 

vengono usate basse concentrazioni di legante aggiunto.  

In ogni caso, lôanalisi in pi½ replicati ¯ altamente raccomandata al fine di avere una 

migliore accuratezza e precisione nella determinazione del coefficiente di reazione 

collaterale. 
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5.3.2 Titolazione di soluzioni di leganti noti 

Accuratezza e precisione nella titolazione del metallo in esame vengono valutate 

analizzando soluzioni di leganti noti: sono stati studiati tre concentrazioni di EDTA a 

livello di ultratracce (5, 20 e 50 nM),  un livello di DTPA (10 nM) pi½ un ñbiancoò (si 

veda parte sperimentale per i dettagli).  

Deve essere inizialmente evidenziato che usare EDTA per la calibrazione e per la 

titolazione ¯ lôunica via percorribile per determinare accuratezza e precisione nella 

determinazione della costante di complessazione condizionale indipendentemente 

dallôincertezza del valore relativo alla costante di formazione. Questôultimo 

parametro attualmente mostra una precisione limitata, come evidenziato dai valori 

riportati in letteratura: per esempio,  la letteratura riporta  valori per KôCuEDTA compresi 

tra 5.0* 1018 [60]  e 1.7* 1019 [1] . Questo problema viene chiaramente evitata usando 

sempre lo stesso legante (EDTA) per la calibrazione e per la titolazione.  

Come ulteriore verifica è stato analizzato anche un legante differente (DTPA) per 

escludere interazioni indesiderate tra EDTA e il legante aggiunto.  

Tutti i risultati di questa analisi  vengono riportati nella tabella seguente. 
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Tabella 17 : Risultati sperimentali e attesi per tit olazioni di soluzioni a legante noto.   

Concentrazione 
legante noto  

(nM)  

SA 

(mM)  

Concentrazione 

legante 

sperimentale  
(nM) ± SD  

Cost. Di 

stabilità 

condizionale 
sperimentale  

Coefficient e 

alfa 

sperimentale  
(RSD%)  

Coefficiente 

alfa atteso  

 

Titolazioni dei bianchi  

0 1 1.5±0.10 (n=3)  

(8.8±6.0) 
1011 

(legante non 
noto) 

929 (4%)  - 

0 
(dopo 

digestione UV) 
1 

0.18, 0.58, 0.13 
(n=3) a n.a.b - - 

 

EDTA ( CuEDTAK'
 
atteso: 1.48 1011) 

5 1 6.0±0.21 (n=5)  (1.7±0.49) 10 11
 926 (31%)  741 

5 
(dopo 

digestione UV) 
1 4.6±0.45 (n=4)  (1.6±0.9 0) 1011

 735 (53%)  741 

20 2 21±3.6 (n=4)  (2.4±0.99) 10 11
 4430 (33%)  2961 

50 2 49±1.4 (n=4)  (1.6±0.7 0) 1011
 7771 (43%)  7401 

 

DTPA ( CuDPTAK'  atteso 4.28 1013) 

10 25 
10.1±0.46 

(n=4)  
(1.6±1.1) 10 13 

158 103 
(70%)  

428 103 

 

a vengono riportati i tre risultati sperimentali per completezza sebbene questi valori siano troppo 

bassi per essere realmente determinati (vedere anche b). 
b sono stati ottenuti valori negativi di Kô dalla procedura di linearizzazione. 

 

I risultati at tesi sia per KôCuEDTA e KôCuDPTA che per aCuEDTA e aCuDTPA vengono riportati 

per confronto. I valori relativi alla costante di formazione condizionale vengono 

presi dallo IUPAC Stability Constants Database, SC-Database, Academic software 

(vedere sezione 5.2.2 per i valori aggiornat i). 
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Inizialmente verranno discussi i risultati ottenuti per la  concentrazione del legante 

mentre quelli relativi a Kô verranno discussi successivamente: per entrambi i 

parametri verranno considerate accuratezza e precisione. 

Lôanalisi dei risultati non mostra differenze statisticamente significative tra i dati 

sperimentali e quelli attesi per la misura della concentrazione di EDTA e DTPA con 

un livello di significatività del 5% ( test-t a due code).  

Lôerrore assoluto percentuale è compreso tra 1% e 10%.  

Per quanto riguarda la precisione, le misure singole (non mostrate) hanno una 

deviazione standard relativa percentuale tra 2.4% e 34%  (n=22, mediana 5.6%), 

valori calcolati utilizzando lôequazione 38 relativa al calcolo di sCL. 

È tuttavia interessante notare come la titola zione del bianco e della concentrazione 

più bassa di EDTA (5nM) mostrino deviazioni sistematiche dai valori attesi: un 

legante non identificato (1.5 ± 0.1 nM) è stato rilevato nel bianco tramite la 

medesima procedura nella detection window del metodo comportando misure più 

alte di quelle attese per il livello più basso di EDTA (6.0±0.21  nM contro un valore 

atteso di 5 nM; per i livelli più alti di EDTA questa possibile contaminazione non è 

distinguibile, se presente, dagli errori sperimentali) .  

Lôorigine di questa inattesa capacità complessante è stata attribuita  alla presenza di 

tracce di composti organici con proprietà complessanti nei sali usati per la 

preparazione delle soluzioni. Questa ipotesi viene confermata titolando la soluzione 

di acqua dolce simulata dopo irraggiamento ultravioletto per unôora: sotto queste 

condizioni, il bianco di titolazione mostra proprietà complessanti trascurabili e la 

titolazione della soluzione contenente EDTA 5 nM restituisce risultati statisticamente 

non differenti dai val ori attesi (si veda tabella 17). 

Dôaccordo con questi risultati, tutte le soluzioni artificiali preparate in relazione ad 

analisi di speciazione devono essere preventivamente trattate tramite irraggiamento 

ultravioletto  al fine di rimuovere tracce di poten ziali specie complessanti. 

Riguardo alla determinazione della costante di complessazione condizionale e del 

coefficiente alfa aCuEDTA , i risultati non sono affetti da errori sistematici (test -t a due 

code, livello di significatività 5%). Gli errori assoluti relativi rientrano nel range 8% - 

65% (mediana 13%).  
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Il test -t applicato a KCuDTPA evidenzia differenze sistematiche ad un livello di 

confidenza del 95% (t=4.87, tcritical 3.18 per tre gradi di libertà, 64% errore 

percentuale assoluto); risultati simili  sono stati ottenuti per il coefficiente di reazione 

collaterale. Lôerrore non può essere attribuito con certezza ad un errore sistematico 

nella procedura CLE-CSV: come gi¨ evidenziato allôinizio di questa sezione, la 

costante di complessazione condizionale è affetta da unôelevata incertezza.  

In particolare, il range di valori riportati per KCuDTPA and KCaDTPA copre un ordine di 

grandezza, rispettivamente da 3.16·1020 a 3.55·1021 e da 9.55·109 a 7.76·1010, (dati  

ricavati da IUPAC Stability Constants Database, SC-Database, Academic software). 

A causa dellôincertezza della conoscenza delle costanti di complessazione, la 

differenza tra il dato sperimentale e quello atteso non è quindi significativa. 

Riguardo alla precisione ottenibile nella determinazione della costante di 

complessazione condizionale, le deviazioni standard sulla singola misura sono state  

determinate in accordo con il secondo e il terzo termine dellôequazione 39 come nei 

dati di letteratura: il contributo dellôincertezza su  aTOT  verrà discussa in seguito. La 

deviazione standard relativa percentuale copre lôintervallo tra 12% e 71% (media na 

26%, n=22, si veda sezione 5.3.5 per il confronto  con i dati di letteratura ).  

È evidente che lôaccuratezza e la precisione ottenibili per la costante di 

complessazione condizionale siano inferiori rispetto a quelle relative alla 

concentrazione di legante.  

Tuttavia è stato dimostrato che il metodo è accurato per la determinazione sia del 

coefficiente di correlazione collaterale sia per la costante di complessazione 

condizionale; perlomeno quando vengono analizzate soluzioni di legante noto. 

Come note finali, la costante di complessazione condizionale, il coefficiente di 

complessazione collaterale e le loro deviazioni standard vengono riportate in un 

semplice grafico (non logaritmico) nel presente lavoro.   

Il cambio scala alla logaritmica, nonostante sia utile per una più chiara 

visualizzazione dei risultati, può portare a degli errori di lettura dei dati. 

Innanzitutto, quando gli errori vengono riportati in s cala logaritmica deve essere 

chiaramente dichiarato. La corretta prassi per la conversione dei valori è quella 

prevista dalla procedura standard della propagazione degli errori (vedi equazione 

35). In secondo luogo gli errori in scala logaritmica appaiono artificialmente bassi: 
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un errore nella forma ±0.1  rappresenta un errore relativo percentuale del 23 % 

mentre errori come  ±0.5 esprimono un incertezza maggiore del 100% (vedi anche 

equazione 34). 

 

5.3.3 Contributi allôincertezza totale per la costante 

di complessazione condizionale 

Il calcolo della costante di complessazione condizionale è il parametro più critico 

nelle analisi CLE-CSV in quanto affetto da alti errori. Per questo motivo è stata 

effettuata una ricerca sistematica delle fonti che causano lôerrore e il contributo che 

esse hanno sullo stesso. Il contributo della costante di complessazione alla varianza 

totale è stato calcolato in accordo con lôequazione 39: questa equazione mostra 

come gli errori nei risultati della procedura di linearizzazione (coefficiente angolare 

m e intercetta q) e lôerrore sul calcolo del coefficiente di reazione collaterale del 

legante aggiunto aTOT influenzino la precisione del calcolo di Kô. Ĉ stata usata la 

varianza in quanto permette di osservare il contributo dei singoli te rmini valutati. In 

particolare il contributo di saTOT non è mai stato studiato prima (la precision e del 

coefficiente di reazione collaterale è stata valutata solo in un articolo[17]  ma le sue 

conseguenze sulla precisione di Kô non sono state discusse). Lôequazione 39 è stata 

applicata ai dati ottenuti dalle titolazioni di soluzioni contenenti un legante noto in 

quanto la precisione del coefficiente di reazione collaterale è disponibile solo per 

questo tipo di titolazioni.  

Queste analisi mostrano che il contributo alla varianza di Kô è suddiviso in tre fonti : 

il termine contenente s2
aTOT contribuisce per il 68%, il termine contenente s2

q per il 

31% e il termine contenente s2
CL (il coefficiente angolare nella linearizzazione) per il 

2%. I valori per s2
aTOT sono stati presi dalla tabella 16. 

Questi contributi mostrano alcuni gradi di va riazione: i range osservati sono 26%-

84%, 13% -74% e 0.3%-7% per il contributo degli errori in aTOT , intercetta e 

concentrazione del legante rispettivamente. Malgrado questa variabilità, il 

contributo degli errori su aTOT e sullôintercetta della trasformazione lineare dei dati 

sono predominanti mentre il contributo degli errori sul calcolo della concentrazione 
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del legante è pressoché trascurabile. I  dati suggeriscono che  ӏ della varianza in Kô 

sono dovuti alla varianza nel valore del coefficiente di reazione collaterale del 

legante aggiunto. Di conseguenza, ci si potrebbe aspettare unôaumento della 

varianza in Kô di un fattore tre, con deviazione standard che aumenterebbe di un 

fattore 1.7. In luce dei risultati ottenuti, dovrebbe essere calcolato un accurato 

valore di aTOT se si vogliono ottenere valori più precisi e accurati di Kô. 

 

5.3.4 Analisi di campioni antartici 

Il protocollo CLE-CSV è stato applicato a campioni prelevati nel continente antartico 

durante la campagna 2006/2007 col fine di accertare la presenza di leganti forti a 

livello di tracce: sono pertanto stati analizzati due campioni di acqua dolce (lago) e 

cinque campioni di acqua marina. 

Il primo step della procedura prevede la determinazione della concentrazione di 

metallo totale nei vari campioni e solo in secondo luogo si continua con la 

titolazione del metallo.  

A tale scopo si ricorda come sia importante ottenere misure accurate e precise sul 

valore di metallo totale, come evidenziato nei capitoli 3 e 4.  

Le concentrazioni di rame totale sono riportate nella tabella che segue (tabella 18) 

come media ±  deviazione standard su tre replicati indipendenti di analisi. 

 

 

Tabella 18 : Concentrazione di rame totale nei campioni antartici analizzati.  

Le concentrazioni di rame rilevate nei campioni sono in accordo con quelle 

precedentemente ottenute in letteratura [61] . 

   Rame totale (nM) 

Acqua di 

lago 

Tarn flat 4.1±0.10 

Edmonson point 15a 1.8±0.16 

Acqua 

marina 

03112006 7.0±0.30 

07112006 2.02±0.06 

11112006 2.8±0.19 

16112006 1.8±0.10 

22112006 1.9±0.19 



 
102 

 

È importante notare che la concentrazione dello ione Rame sotto il ghiaccio marino 

mostra un certo grado di varietà nel tempo.  

È già stato evidenziato come la parte alta della colonna dôacqua al di sotto del 

ghiaccio marino sia soggetta a forti variazioni nelle concentrazioni di rame durante 

lôestate australe[62] , sebbene una dettagliata spiegazione di questi trend sia ancora 

mancante.  

I risultati ottenuti dalle analisi di speciazione sui campioni indagati vengono riportati 

nella tabella seguente come media ±  deviazione standard su risultati di duplicati di 

titolazione. 

 

   CL (nM) ± SD K'CuL± SD logaCuL 

Acqua di lago 
Tarn flat *  3.6±0.26 (1.1±0.34) 10

13
 1.88 

Edmonson point 15a 4.6±0.35 (2.44±0.30) 10
12

 3.84 

Acqua marina 

03112006 *  1.92±0.07 (4.4±3.4) 10
13

 0.60 

07112006 6.30±0.07 (3.0±1.9) 10
13

 4.40 

11112006 4.91±0.04 (6.9±0.64) 10
13

 4.46 

16112006 2.41±0.07 (7.8±6.3) 10
13

 3.96 

22112006 3.09±0.02 (5.59±1.8) 10
13

 4.15 

Tabella 19 : Risultati delle analisi di speciazione sui campioni antartici.  

* Il coefficiente alfa aCuL è fuori dalla detection window indagata  

 

Dai dati ottenuti è opportuno sottolineare che leganti forti possono essere rilevati in 

tutti i campioni analizzati  con una precisione sulle singole misure nel range 1- 11% 

per la capacità complessante (concentrazione del legante naturale) e 11 ï 73% per 

la costante di stabilità condizionale (mediana 54%).  

La precisione è stata calcolata in accordo con lôequazione 38 per la concentrazione 

del legante e con lôequazione 39 per la costante di stabilità condizionale con lo 

scopo di permettere un confronto con i dati di letteratura.  

Una nota da non trascurare riguarda il fatto che quando gli errori nel coefficiente 

alfa sono presi in considerazione sono attesi valori più alti . (Vedere sezione 5.3.3). 

Si è così dimostrato che il rame è completamente complessato dai leganti naturali 

con un coefficiente di reazione collaterale (alfa) vicino a 104 , eccetto per due casi. 
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Il primo campione di acqua dolce (Tarn Flat) e di acqua marina (data di 

campionamento 3 Novembre 2006) mostrano una concentrazione di legante vicina 

o più bassa della concentrazione totale dello ione rame rendendo problematica la 

valutazione dei parametri riguardanti il legante nella detection window definita dalla 

concentrazione del legante aggiunto (SA). I dati vengono riportati per completezza 

ma la letteratura esistente suggerisce di aspettarsi una grande incertezza[6] . 

A prescindere dallôincertezza che ci si aspetta per i parametri di complessazione per 

il primo campione di acqua marina (3 Novembre 2006), questo mostra la più bassa 

concentrazione di legante naturale presente e la più alta concentrazione dello ione 

rame: questa caratteristica è possibilmente dovuta allo scioglimento del ghiaccio 

marino allôinizio dellôestate che provoca un rilascio di rame non complessato 

nellôacqua di mare[63-64].  

Ulteriori studi saranno svolti per meglio capire e caratterizzare la speciazione dello 

ione rame in questi campioni. Sebbene la precisione dei risultati sia facilmente 

determinabile, per quanto riguarda lôaccuratezza dei parametri di speciazione nei 

campioni reali potrebbe essere valutata solo confrontando i risultati con quelli 

ottenuti da altri metodi  di speciazione in quanto standard di riferimento non sono 

commercialmente disponibili in questo campo (nessun tipo di acqua naturale è mai 

stata certificata in termini di concentrazione di leganti presenti e loro costante di 

stabilita condizionale con lo ione rame). In particolare, la titolazione per mezzo di 

resine potrebbe essere suggerita a questo scopo dato che permette la 

determinazione dei parametri termodinamici del legante a livello di tracce come il 

protocollo CLE-CSV [3] . 

 

5.3.5 Confronto con i dati di letteratura  

Uno studio sistematico dei dati di letteratura è stato sviluppato col fine di avere una 

chiara indicazione di come sono stati riportati i dati in termini di precisione e 

accuratezza negli ultimi 10 anni (per i dati precedenti si veda [18] ). 

Tra i venti articoli riguardanti analisi di speciazione dello ione rame in acque naturali 

tramite il protocollo CLE-CSV, circa la metà riportano gli errori sia per la 

concentrazione del legante sia per la costante di stabilit¨ condizionale Kô [56, 65 -72], 
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due stimano solo lôerrore relativo alla capacit¨ complessante (CL) 
[73-74], uno riporta 

una stima teorica[75]  mentre tutti gli altri sono carenti di una valutazione relativa alla 

precisione[17, 76 -82]. 

Come emerge da queste analisi riportare una stima dellôincertezza sui parametri di 

speciazione ¯ tuttavia una prassi ancora ben lontana dallôessere universalmente 

accettata. 

Tra gli articoli che riportano errori in almeno uno dei due parametri di speciazione in 

oggetto (concentrazione del legante e/o costante d i complessazione condizionale), 

la linearizzazione di van den BergïRuẽic[57-58] è il metodo più comunemente 

utilizzato per il calcolo dei due parametri sopra citati [56, 70, 72 -73, 76, 83]  sebbene sono 

stati utilizzati un fitting non lineare [65, 67] , la trasformata di Scatchard[71]   e un fitting 

iterativo con due leganti [66] . 

Nessuno dei lavori citati riporta invece come gli errori sono stati calcolati, eccetto 

per un caso, dove le titolazioni sono state svolte due volte e gli errori riportati  come 

la metà dei range dei valori ottenuti [70] . 

La valutazione dei dati di letteratura è quindi  limitata dal diverso modo di trattare i 

dati ottenuti:  tuttavia tutti i lavori  riportano anche gli errori come deviazione 

standard rendendo possibile unôanalisi nella distribuzione degli errori. 

Gli errori sulla concentrazione del legante e il loro confronto con i dati ricavati dalla 

letteratura verr¨ discusso per primo, mentre lôincertezza sulla costante di stabilità 

condizionale sarà oggetto della sezione successiva. 

Dagli articoli citati si ricavano 140 valori calcolati per la concentrazione del legante 

con la loro incertezza. Questi valori vengono riportati in figura 22 dove in asse x si 

trova la concentrazione del legante e in asse y la sua incertezza. 

Le deviazioni standard sembrano essere pressoché costanti a basse concentrazioni 

e aumentano ad alte concentrazioni. Il fitting lineare della concentrazione del 

legante vs. la deviazione standard mostra un significante livello di correlazione 

(n=140, r=0.47, p<0.01) con una pendenza di 0.1 ±0.016 e unôintercetta non 

distinguibile da zero. 

Una piccola parte dei dati esercita una forte influenza sulla regressione, come può 

essere graficamente osservato in figura 22. 
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Nonostante ci¸, lôesclusione di otto punti (cerchio pieno in fig.22) in relazione al loro 

alto valore e/o residuo, influenza lôinterpolazione lineare con una pendenza dello 

0.075 ±  0.012 e, ancora, unôintercetta non significativamente diversa da zero 

(n=132, r=0. 47, p<0.01) . 

Questa analisi mostra che, a parte la valutazione appena fatta (i.e trattamento dei 

dati disomogeneo), gli errori relativi alla concentrazione del legante sono pressoché 

proporzionali (i.e. aumentano proporzionalmente al crescere della concentrazione di 

legante). 

I risultati mostrano anche che le deviazioni standard sono circa il 10% del valore 

sulla concentrazione del legante: la mediana della deviazione standard relativa 

percentuale (RSD%) calcolata per tutti i 140 dati è 7.7%, in buon accord o con i dati 

di regressione. 

Figura 22 : dati di letteratura per la concentrazione del legante e loro deviazione standard 

(n=140). Linea piena: interpolazione lineare di tutti i 140 dati; Linea tratteggiata: 
interpolazione di tutti i punti eccetto quelli evidenziati con  cerchio pieno (outliers e/o 

valori ad alta influenza nella regressione). I dati da  non sono inclusi in quanto riportati 
solo graficamente.  
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RSD% maggiori dovrebbero essere tuttavia attese per concentrazioni di legante più 

basse di 10nM, come evidenziato in figura 23. La figura 23 riporta un confronto tra i 

dati di letteratura e i risultati ottenuti nel presente lav oro: vengono inclusi sia i 

risultati dei leganti noti sia quelli relativi ai campioni reali.  

 

Le deviazioni standard percentuali sono state confrontate in quanto le 

concentrazioni di legante misurate presentano una diffusione non trascurabile. 
La RSD% per le singole misure è in buon accordo con gli errori riportati in 

letteratura sia per i leganti noti sia per i campioni reali analizzati.  

In particolare, si sottolinea che la lôincertezza relativa a soluzioni artificiali o a 

campioni reali non è stata fino ad oggi sufficientemente evidenziata e questo si 

riflette sulla carenza nella valutazione della robustezza del metodo rispetto 

allôaumento della complessit¨ dei leganti in soluzione e al cambio di matrice. 

Replicando n volte la misura si riduce la deviazione standard di un fattore Ѝὲ, come 

la corretta valutazione della deviazione standard della media suggerisce. 

Figura 23 : Deviazione standard relativa percentuale per la concentrazione del 
legante ca lcolata nei dati di letteratura e nel presente lavoro. I bordi del box si 
riferiscono al 25 e al 75 percentile, la linea centrale la mediana e gli estremi il 

10 e il 90 percentile (dati relativi al [68 ]  e a due campioni antartici non sono 
inclusi, vedi tes to).  
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La valutazione degli errori nella costante di stabilità condizionale riportate in 

letteratura è senza dubbio più complicata. 

Innanzitutto si osserva una dispersione dei valori per un range di sei gradi di 

grandezza (1010 ï 1016), inoltre le deviazioni standard associate sono troppo poco 

conosciute per poter avvalere qualsiasi tipo di considerazione quantitativa.  

Gli errori in Kô sono solitamente riportati in scala logaritmica (log) come di solit o 

vengono riportate le costanti e, nella maggior parte dei casi, con una sola cifra 

significativa (i.e. ±0.1, ±0.2 e simili ). 

Un aspetto molto importante da evidenziare riguarda la conversione dellôerrore (SD) 

da scala logaritmica a percentuale (RSD%): il valore ±0.1 nella deviazione standard 

in scala logaritmica corrisponde infatti a 23% di errore come deviazione standard 

relativa percentuale (RSD%), ±0.2 in 46% e cosi via.  

Per finire, come già scritto, non viene mai riportato come gli errori sono stati 

calcolati. 

Nel presente lavoro, le deviazioni standard nella forma logaritmica sono convertite 

nella normale forma di deviazione standard in accordo con lôequazione: 

 

logK'
logK'

K' s10ln(10)s ÖÖ=  

Equazione 40  

Questa equazione è la diretta derivazione della formula che esprime la 

propagazione degli errori (equazione 35). 

Questa procedura assume chiaramente che le deviazioni standard in scala 

logaritmica nel presente lavoro siano calcolate in accordo alla equazione 40, 

informazione non ricavabile dai dati di letteratura in quanto tutti i lavori mancano di 

questo dato. 
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Figura 24 : Distribuzione degli errori di Kô nei dati di letteratura, grafico log - log  

La figura sopra illustra le deviazioni standard vs. le costanti di stabilità condizionale 

riportate in letteratura in un g rafico log-log in quanto la dispersione dei valori è 

troppo alta per plott are i dati in una scala lineare: una forte correlazione è evidente  

e suggerisce che le incertezze in Kô sono proporzionali, come nel caso della capacit¨ 

complessante (CL). Questa correlazione potrebbe essere parzialmente dovuta alla 

bassa precisione con cui le Kô vengono calcolate (vedi sezione precedente). 

Le RSD% calcolate rientrano nel range 7 ï 276%, con una mediana del 46% 

(n=123, due dati outlier circa 530% e 1200% non sono stati considerati).  

Lôincertezza nella costante di complessazione condizionale ¯, in accordo a quanto 

estrapolato dalla letteratura, più grande rispet to a quella relativa alla capacità 

complessante e arriva a raggiungere valori del 50% nella gran parte dei casi. 

Un confronto tra i dati di letteratura e quelli ottenuti nel presente lavoro vengono 

riportati nella figura 25, che segue. 

 



 
109 

 

 

Figura 25 : RSD% per la costante di stab ilità condizionale   

 

I  campioni antartici mostrano errori ( RSD%) simili a quelli riportati in  letteratura su 

campioni analoghi: è stato cosi calcolata una mediana del 48% (come detto nella 

sezione precedente i campioni Tarn Flat e il primo relativo al campionamento di 

acqua marina non sono stati considerati). 

La mediana della RSD% per i leganti noti è stata determinata in 26%, la metà di 

quella registrata nei campioni reali. 

Questi dati indicano chiaramente che spostandosi da soluzioni semplici contenenti 

leganti noti a soluzioni più complesse (come i campioni reali) contenenti più classi di 

leganti causa un netto peggioramento nella precisione con cui la costante di 

complessazione Kô viene determinata. 
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5.4  Concl usioni  

La valutazione dellôintero protocollo CLE-CSV e una valutazione critica della 

letteratura recente ha portato a concludere quanto segue. 

Innanzitutto il protocollo CLE-CSV è una tecnica reale utile a determinare leganti 

noti a livelli di tracce (10 -9M) con le relative caratteristiche di complessazione. 

In secondo luogo, quando si lavora a livello di tracce la pratica usuale che prevede 

la determinazione del coefficiente alfa solo una volta è soggetta a larghi errori data 

la bassa precisione associata a questa procedura. In ogni caso, è raccomandato 

replicare lôanalisi pi½ volte per avere unôaccuratezza e una precisione migliore nel 

calcolo del coefficiente collaterale di reazione (alfa).  

La determinazione della costante di stabilità condizionale è senza dubbio più critica 

di quella della concentrazione del legante e mostra unôincertezza associata 

maggiore. 

Lôanalisi della fonte di questi errori mostra che il coefficiente collaterale di reazione 

(alfa) del legante aggiunto è il maggior contribuente alla  varianza totale 

sullôincertezza in Kô. Spostandosi da soluzioni semplici contenenti leganti noti a 

campioni reali causa un deterioramento nella precisione con cui la costante di 

stabilità condizionale viene determinata, mentre simili incertezze si osservano per il 

calcolo della concentrazione del legante.  

La valutazione dellôaccuratezza nei campioni reali, invece, ¯ ancora oggi lôargomento 

soggetto di dibattito nelle analisi di speciazione: un sistematico e ampio range di 

confronto tra metodi di speciazione differenti potrebbe contribuire favorevolmente 

alla risoluzione di questo problema. 

È però opportuno sottolineare che si possono ottenere buoni risultati nel confronto 

tra metodi diversi solo se entrambi i metodi lavorano in condizioni per cui le 

detection window osservate siano il più vicino possibile fra loro. Questo è 

importante in quanto si ha la maggior probabilità di analizzare la stessa classe di 

leganti, dôaltro canto lavorando in detection window diverse si analizzano differenti 

classi di leganti con proprietà termodinamiche diverse.  
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6  COMPETIZIONE  TRA RAME E FERRO 
PER GLI  ACIDI UMICI IN ACQUA DI 

MARE 

 

6.1  Introduzione  

I metalli presenti nelle acque naturali tendono ad essere complessati dalla materia 

organica disciolta. La natura di questi legant i è ancora poco conosciuta ma dôaltro 

canto è noto che le sostanze umiche (acidi umici e fulvici, HS) giocano un ruolo 

fondamentale nelle acque naturali in relazione alla loro abbondanza. Questo ha 

portato ad unôampia pubblicazione a riguardo, nellôordine di circa 103 articoli 

scientifici.  

Per sostanze umiche HS si intende una miscela di macromolecole con una struttura 

di complessazione di difficile caratterizzazione, la quale deve essere ancora descritta 

nonostante la loro composizione elementare sia ben nota[84-85]. Essi includono una 

complessa miscela di strutture carbossiliche e fenoliche che si pensa siano siti di 

complessazione forti rispetto ai metalli [86] . 

La costante acida Ka per le HS mostra due gruppi distinti: 1) gruppi carbossilici con 

pKa di circa 3.8 (FA) e 4.4 (HA)[85, 87]  ; 2) gruppi fenolici con pKa di 8.60 (FA) e 

7.98 (HA)[88] . Questo chiarisce che nonostante la eterogeneità (differenze nel 

rapporto tra gruppi carbossilici e fenolici) delle sostanze umiche di diversa 

provenienza, la costante di acidità è relativa ai gruppi carbossilici e fenolici. Gli 

stessi gruppi hanno infatti  un ruolo cruciale anche nella complessazione dei metalli 

e la stabilità delle specie metallo-HS è stata determinata usando diversi metodi. 
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Esempi recenti includono lavori svolti dal gruppo di Buffle tramite lôutilizzo di 

elettrodi iono-selettivi (ISE)[89] , ma studi volti a investigare la relazione tra metalli 

con le sostanze umiche HS sono ancora in via di sviluppo[90] . Con il tempo i metodi 

si sono raffinati ma come principio teorico il metodo ISE è forse quello migliore in 

quanto misura la concentrazione del metallo libero senza influenzare gli equilibri in 

soluzione. Tuttavia questa metodologia mostra limiti di rilevabilità molto alti ed è 

quindi applicabile solo per concentrazioni lontane da quelle tipiche dei campioni 

reali.  

Data lôeterogeneit¨ delle sostanze umiche naturali, ci si può aspettare un intervallo 

piuttosto ampio di costanti di stabilità per i complessi con ogni singolo metallo. 

Durante una titolazione con aggiunte di metallo vengono dapprima saturati i siti di 

complessazione forti, mentre quelli deboli vengono saturati a più alte concentrazioni 

di metallo aggiunte.  Questa è la causa della diversità dei valori di costante di 

complessazione ottenuti da tecniche che lavorano con differenti detection 

window[91-92]. La detection window viene definita dai coefficienti a del legante 

competitore nella tecnica CLE-CSV e dal coefficiente a del complesso naturale (a 

concentrazione fissa di metallo e legante) sul quale avviene la misurazione. Questo 

spiega perché metodi che usano alte concentrazioni di metallo e le sostanze umiche 

determinavano valori di costanti di complessazione bassi (ad esempio logKô per il 

rame 5-6), mentre trascurano un basso numero di siti di complessazione forti. 

Misure più recenti ad alte detection window t rovano siti di complessazione forti 

come ad esempio valori di log Kô di 1011 e 108 per le sosta in acqua di fiume 

rispettivamente con cadmio e rame. 

Pochi esperimenti sono stati condotti sulle interazioni tra metalli e le sostanze 

umiche in acqua di mare. Questo non sorprende dato che le sostanze umiche 

terrestri tendono a precipitare negli estuari[93] , suggerendo che solo una piccola 

parte raggiunge il mare aperto o r esta dissolta in acqua. Inoltre, lavori recenti che 

hanno usato HS estratti dallôacqua di mare indicano che la complessazione con 

metalli in traccia (Mn, Co, Cu, Zn, Cd, Hg) segue lôordine di complessazione di 

Irving -Williams: tale complessazione è però debole in quanto soffre della 

competizione da parte di Ca e Mg. Si può così concludere che al massimo un 10% 

del rame in acqua di mare può essere legato e una frazione insignificante di altri 
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metalli[94] . Quindi, anche se una parte di HS sfuggisse alla sedimentazione 

nellôestuario, non sarebbe ancora capace di legare i metalli. Gli acidi fulvici marini 

possono giocare un ruolo importante nella complessazione di metalli in traccia, 

legando lo zinco più fortemente del rame[95] , e più recenti esperimenti hanno 

evidenziato che gli HS terrestri formano complessi forti con rame[96]  e ferro in acqua 

di mare[97]  con log Kô di 10-12 per il rame e 11 per il ferro. 

Che il ferro leghi le sostanze umiche a basse concentrazioni nelle acque costiere e 

nel oceano profondo è ora noto con certezza e la sua concentrazione viene 

stabilizzata dalla formazione di composti solubili tipo Fe-HS[97] . 

Il complesso tra il Ferro e HS (Fe-HS) dà un segnale voltammetrico in presenza di 

bromato dovuto allôeffetto catalitico che esso ha nella riduzione del complesso Fe-

HA[98] . Gli HA e FA terrestri e gli HS marini producono la stessa risposta CSV 

indicando che tutti legano il ferro allo stesso modo. Confronti tra il metodo CSV e 

un metodo in spettrofotometria UV [97-98] mostrano una buona correlazione 

indicando che il ruolo del ferro nella complessazione è parte fondamentale della 

complessazione che avviene su FA e HA terrestri e HS marini. 

In questo lavoro perciò si è valutata la competizione tra ferro e rame per gli stessi 

siti forti di complessazione delle sostanze umiche in acqua di mare. 

La metodologia sviluppata permette di determinare la costante di stabilità dello ione 

rame con acidi umici naturalmente presenti in acqua di mare a pH 8.  Il metodo è 

basato sulla competizione dello ione rame con lo ione ferro, per il quale la cost ante 

di stabilità condizionale è stata preventivamente calibrata t ramite titolazioni CLE-

CSV con salicilaldossima come legante competitore. 

Un lavoro simile è già stato condotto dal gruppo del Prof. van d en Berg 

dellôUniversit¨ di Liverpool nellôanno 2009[52]  ma data la difficoltà nel rilevare in 

stripping catodico (CSV) il picco del complesso Fe-HA naturale (dove per HA si 

intende acidi umici naturalmente presenti nel campione, quindi a concentrazioni 

basse) è stato scelto di utilizzare standard di acidi umici aggiunti in concentrazione 

nota ad una matrice di acqua di mare preventivamente sottoposta a irraggiamento 

ultravioletto.  

Lôimportanza di questo lavoro sta nel poter calcolare per la prima volta la costante 

di complessazione condizionale dello ione rame tramite esperimenti di competizione 



 
114 

 

con lo ione ferro monitorando la diminuzione del picco catodico che lo stesso ferro 

mostra quando complessato da acidi umici naturali. Questo dimostra in modo 

definitivo che rame e ferro competono per gli stessi siti di complessazione su acidi 

umici. 
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6.2  Procedur e Sperimental i 

6.2.1 Campionamento  

In questo studio sono stati studiati quattro  campioni di acqua di mare prelevati 

durante tre diverse campagne oceanografiche cui ha partecipato lôUniversit¨ di 

Liverpool.  

Si è scelto di analizzare campioni di acqua marina avente diversa composizione 

matriciale in modo da valutare anche la robustezza del metodo. Sono stati analizzati 

due campioni prelevati nellôIrish Sea in stagione invernale (si veda ST13 e ST25 in 

figura 26) , un campione proviene dalla campagna estiva del 2009 (ST26) e un 

campione proveniente dallôOceano Pacifico. 

 

Figura 26 : Osservatorio costiero Irish Sea, http://cobs.pol.ac.uk/mapViewer/map.php  

20 km 

ST13 

ST 25 

ST 26 

http://cobs.pol.ac.uk/mapViewer/map.php
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6.2.2 Strumentazione e Reagenti  

Metallo totale: 

La concentrazione totale del rame e del ferro è stata determinata tramite 

voltammetria di stripping catodico usando salicilaldossima come legante 

complessante[11] . I campioni sono stati irradiati per 30 minuti a 90°C con un 

digestore UV presente nel laboratorio di ricerca (Earth and Ocean Sciences, 

University of Liverpool) e creato nel laboratorio stesso. 10 mL  di campione 

vengono trasferiti nella cella voltammetrica del polarografo (Metrohm VA696 

equipaggiato con MicroAutolabIII, elettrodo di lavoro a goccia di mercurio, elettrodo 

di riferimento ad Ag/AgCl e elettrodo ausiliario in carbonio, cella di quarzo).  

A questo punto per lôanalisi del contenuto di rame totale si segue la procedura già 

descritta nella sezione 4.2.5.  

Per lôanalisi del ferro totale viene utilizzato il tampone HEPPS (Fluka) stabilizzato a 

pH 8.2 e una concentrazione di salicilaldossima di 30 µM in cella. 

Per lôanalisi totale del ferro si è lavorato con una scansione in onda quadra (20 Hz) 

con velocità di scansione di 40 mV/s e dai 180 ai 360 secondi di tempo di  

deposizione.  

La quantificazione è stata effettuata tramite i l metodo delle aggiunte, le analisi sono 

state replicate tre volte per ogni campione.   

 

Quantificazione acidi umici (HA)  

Dato fondamentale oltre alla concentrazione del metallo totale (rame e f erro) è la 

concentrazione di sostanze umiche HS naturali presenti nei campioni. 

A 10 mL di campione in cella vengono aggiunti il tampone HEPPS (pH 8.2, 

concentrazione in cella 5 mM), lo standard bromato (BrO3
-, AnalaR, BDH) a 

concentrazione di 40 mM come catalizzatore di ossidazione e standard di ferro 

variabile a seconda dei campioni, come segue: 20 nM per i campioni Oceano 

Pacifico e ST26, 60 nM di Fe per i campioni ST13 e ST25 in modo tale da saturare 

completamente i siti di complessazione HS presenti e avere una risposta analitica 

ottimale. 
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Si monitora cosi il picco di riduzione del complesso Fe-HS a circa ï 0.6 V e la 

quantificazione avviene analogamente al metodo delle aggiunte per i metalli , 

aggiungendo però 0.1 mg/L di standard di HA  per due volte. Lo standard di acidi 

umici HA proviene da Suwannee River, International Humic Substances Society, 

IHSS e viene disciolto in acqua ultrapura fino a concentrazione richiesta e 

conservato a 2°C quando non usato. 

Per i parametri strumentali utilizzati si prega di vedere la parte relativa alla 

determinazione del contenuto totale di ferro nella sezione corrente. I tempi di 

deposizione, dipendenti dalla concentrazione delle HS nei campioni, variano dai 180 

secondi per i campioni dellôIrish sea ai 480 secondi per il campione dellôOceano 

Pacifico. 

 

Analisi di speciazione CLE-CSV  

le analisi di speciazione per lo ione rame sono state svolte analogamente a come 

riportato nel capitolo 5. 

I parametri aCuSA e aFeSA sono stati ricavati dal modello ñSpeciation.xls - van den 

Berg, Earth and Ocean Sciencesò utilizzato comunemente nel laboratorio che 

permette il calcolo del coefficiente di reazione collaterale per vari leganti tra i quali 

EDTA ed SA in acqua di mare. 

Allo stesso modo la speciazione dello ione ferro tramite CLE-CSV è stata svolta 

secondo lo stesso principio ma usando tampone HEPPS (Fluka, pH 8.15) e una 

concentrazione di SA (salicilaldossima) di 27.5 µM. I parametri strumentali  sono 

analoghi a quelli utilizzati per la determinazione del metallo totale ad eccezione dei 

tempi di deposizione che in questo caso variano da 180 sec per il campione Oceano 

Pacifico, 240 secondi ST26, 300 secondi ST25 e 13. 

 

Esperimenti di competizione:  

10 mL di campione vengono trasferiti nella cella voltammetrica e tamponati con 

tampone HEPPS a pH 8.15 (5mM), viene quindi aggiunta lôopportuna aliquota di 

standard di ferro per ottenere una concentrazione finale in cella di 20 nM. Questo 

permette di saturare i siti di complessazione delle sostanze umiche nel campione ed 

avere una risposta analitica migliore. Si aggiunge successivamente lôopportuna 
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aliquota di soluzione di standard bromato per ottenere una concentr azione di 40mM 

in cella. Si procede quindi con la misura voltammetrica del punto zero della 

titolazione per la quale si usano gli stessi parametri strumentali utilizzati per la 

quantificazione degli acidi umici ad eccezione dei tempi di deposizione che in questo 

caso variano da 360 secondi per il campione proveniente dallôOceano Pacifico, 240 

secondi ST26, 300 secondi ST25 e 13. A questo punto si effettuano aggiunte 

crescenti di standard di rame aspettando 5 minuti prima di svolgere la misura in 

modo tale da consentire lo scambio tra Cu e Fe sui siti di complessazione. 

Le aliquote di rame aggiunte per i campioni variano da 0 a 0.3 µM per ST13; da 0 a 

2.5 µM per ST25, da 0 a 0.06 µM per il campione proveniente dallôOceano Pacifico e 

da 0 a 5 µM per ST26. 
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6.3   Metodo del la competizione dei metalli per 

la determinazione  del la costante di 

stabilità del complesso Cu -HS 

La costante di stabilità condizionale per il complesso Fe-HS (per HA e FA) nei 

quattro campioni analizzati di acqua marina è stata preventivamente determinata 

tramite il metodo che prevede la competizione dei leganti con determinazione della 

frazione labile [Fe(SA)2] tramite v oltammetria di stripping catodico fornendo valori 

di logKôFeHS compresi tra 9.91 e 12.77. 

La costante di complessazione condizionale per il complesso Cu-HS è stata 

determinata tramite esperimenti di competizione relativi al complesso Fe-HS per 

mezzo di titolazioni del complesso Fe-HS (naturalmente presenti nel campione, non 

aggiunti) con aliquote crescenti di standard di rame. Per ogni aggiunta crescente di 

standard di rame si monitora la concentrazione residua del complesso Fe-HS tramite 

CSV. In questo lavoro non sono stati usati standard di HA e FA in quanto per la 

prima volta è stato possibile rilevare quelli naturalmente presenti nei campioni 

analizzati. 

 

6.3.1 Principi termodinamici del metodo 

Il metodo analitico proposto è centrato sul principio che le capacità complessanti di 

HS con il metallo (rame in questo caso) aggiunto viene determinato tramite la sua 

competizione con il ferro per gli stessi siti di complessazione di HS. 

I siti di complessazione per il ferro sono rilevanti alle realistiche, basse, 

concentrazioni ambientali del ferro e danno origine a complessi forti con il ferro in 

acqua marina. 

La prima assunzione fondamentale di questo lavoro è che i siti di complessazione 

delle sostanze umiche per tutti i  metalli in traccia, rame incluso, siano gli stessi 

altrimenti non potrebbe esserci alcuna competizione. I siti di complessazione per il 

ferro sono siti di complessazione forti, per questo motivo questo studio riguarda 
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solo i siti di complessazione forti per il rame: siti di complessazione più deboli non 

possono essere rilevati. Si assume inoltre che lôoccupazione dei i siti di 

complessazione delle sostanze umiche per il metallo aggiunto (rame) sia 

proporzionale ad un equivalente diminuzione della concentrazione di Fe-HS. Un 

punto importante della titolazione è il punto in cui la concentrazione di Fe-HS viene 

dimezzata, infatti in questo punto il coefficiente di reazione collaterale del metallo 

aggiunto con le sostanze umiche coincide con quella del complesso Fe-HS. 

Questo punto viene usato per ottenere una prima stima per la capacità 

complessante (o coefficiente a) per la specie Cu-HS, tale dato viene usato anche 

per verificare la corretta modellizzazione dei dati. 

Nello step successivo il coefficiente a viene convertito nella costante di 

complessazione condizionale assumendo una concentrazione dei siti di 

complessazione dei leganti uguale alla concentrazione iniziale della specie Fe-HS.  

Il meccanismo di reazione per gli esperimenti di competizione fra i metalli viene 

riportato di seguito:  

 

&Å(3 - ᴾ- (3 &Åᴂ 

Equazione 41  

 

Dove Mô ¯ la concentrazione di metallo (rame) libero e inorganico cioè non 

complessato con le sostanze umiche. Per il trattamento dei dati sperimentali è 

conveniente calcolare il rapporto X definito come: 

 

8
&Å(3

#

&Å(3

&Å(3 - (3
 

Equazione 42  

Dove CHS è la concentrazione totale dei siti di complessazione di HS. La 

concentrazione di Fe-HS in assenza di metalli in competizione è 

approssimativamente uguale a CHS. 
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X viene direttamente ottenuto dalle analisi CSV dato che lôaltezza del picco (nA) è 

direttamente proporzionale alla concentrazione di Fe-HS per ogni punto della 

titolazione. 

 

8
É

É
 

Equazione 43  

 

Dove ip = altezza del picco (nA) e i p0=altezza del picco (nA) senza competizione fra i 

metalli allôinizio della titolazione. La sensibilit¨ non compare in questa equazione in 

quanto è presente sia al numeratore che al denominatore della divisione. 

X è una misura relativa del valore  del coefficiente a per HS. 

8  
ɻ

ɻ  ɻ  
 

Equazione 44  

 

Dove: 

 ɻ - (3Ⱦ(3  

e 

 ɻ &Å(3Ⱦ(3  

 

e [HSô] ¯ la concentrazione di HS non legata ai metalli. 

A met¨ titolazione, met¨ dellôiniziale Fe-HS è cambiato a M-HS, così : 

[M-HS]/CHS= [Fe-HS]/CHS=0.5 e [M -HS]=[Fe-HS], il che significa che anche i 

coefficienti a dei complessi sono uguali aHS(M) = aHS(Fe) 

Dato che il valore di aHS(Fe) è noto poiché calcolato attraverso la titolazione CLE-CSV 

sul medesimo campione, in questo punto è possibile stimare il parametro incognito 

aHS(M). Il valore aHS(M) può quindi essere usato per ottenere un valore per la 

costante di complessazione incognita, KôM-HS 
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ɻ &Å+ᴂ  

Equazione 45  

e 

ɻ -ᴂ+ᴂ  

Equazione 46  

 

Il calcolo è però complicato dal fatto che ɻ  varia durante la titolazione in 

relazione allôaumento della concentrazione di Feô e contemporanea diminuzione di 

Fe-HS.  

[Feô] viene quindi calcolato per ogni punto della titolazione attraverso la formula  

 

&Å ρ 8# &Åᴂ 

Equazione 47  

 

Dove [Feôi] è la concentrazione di ferro  libero e inorganico inizialmente presente nel 

campione. CHS viene usata in questa equazione poiché tutte le sostanze umiche 

(HS) sono complessate con il ferro allôinizio dellôesperimento. 

I valori di [Mô] per ogni punto della titolazione vengono calcolati tramite un bilancio 

di massa 

-  # - (3 

Equazione 48  

 

La concentrazione di [M-HS] è pari alla diminuzione di [Fe-HS] durante la titolazione 

 

- (3 ρ 8#  

Equazione 49  

 

Una prima stima per KôM-HS  viene ottenuta da KôM-HS =  KôFe-HS[Feô] /[Mô]  a met¨ 

titolazione. Quindi, valori di aHS(M) vengono calcolati per ogni punto della titolazione 

da: 
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ɻ
ɻ ρ 8

8
 

Equazione 50  

 

i rispettivi valori di Kô vengono quindi calcolati da 

 

+ᴂ
ɻ

-
 

Equazione 51  

 

I valori di KôM-HS ottenuti per ogni punto della titolazione (eq. 51) vengono quindi 

mediati e usati per ottenere  la stima di KôM-HS la sua deviazione standard.  



 
124 

 

6.4  Presentazione e discussione dei risultati  

 

6.4.1 Determinazione della concentrazione totale di 

rame e ferro totale  

I risultati ottenuti vengono riportati nella tabella che segue:  

 

CAMPIONE  
DATA 

CAMPIONAMENTO  
Cu (nM) Fe (nM)  

Irish Sea ST13 marzo 2010 12.5 ± 1.2  0.115±0.004 

Irish Sea ST25 marzo 2010 8.1 ± 0.7 0.169 ± 0.002 

Irish Sea ST26 agosto 2009 7.95 ± 0.93 1.01 ± 0.22  

Oceano Pacifico agosto 2009  5.43 ± 0.08 1.13 ± 0.15  

Tabella 20  

 

Per quanto riguarda le due stazioni prelevate nellôIrish sea (ST13 e ST25) si nota un 

trend decrescente della concentrazione totale dello ione rame in relazione alla 

distanza dallôestuario del fiume Mersey. Questo ¯ probabilmente dovuto ad un input 

di metalli dal fiume stesso. Per quanto riguarda il ferro non è possibile notare 

questo comportamento date le basse concentrazioni. Con lôaumento del pH 

nellôacqua marina (pH 8.2) i complessi di questi metalli con le HS terrestri tendono a 

precipitare[52]  portando, di conseguenza, a una diminuzione della loro 

concentrazione totale. 

 

 

  



 
125 

 

6.4.2 Calibrazione sostanze umiche (HS) naturali 

nei campioni 

 

Le concentrazioni delle sostanze umiche presenti nei quattro campioni determinate 

nel presente studio sono riportate in tabella 21.  

 

CAMPIONE  
DATA 

CAMPIONAMENTO  
CALIBRAZIONE HA 

(µg/L) 

Irish Sea ST13 marzo 2010 233.5 

Irish Sea ST25 marzo 2010 152.7 

Irish Sea ST26 agosto 2009 281.2 

Oceano Pacifico agosto 2009  15.25 

Tabella 21 : Determinazione delle sostanze umiche nei campioni  

 

I risultati ottenuti vengono espressi in ppb (µg/L) in quanto la concentrazione dello 

standard di partenza (vedere parte sperimentale) è lôunico dato a disposizione ed è 

riportata in questa unità, cosa ovvi a in quanto data la grande eterogeneità delle 

molecole presenti è praticamente impossibile definirne un peso molecolare medio 

con una accuratezza e precisione accettabili. Analogamente a quanto ipotizzato nei 

risultati relativi alla determinazione del meta llo totale anche per quanto riguarda la 

quantificazione degli acidi umici nei campioni si può notare che la stazione 25 

dellôIrish sea, pi½ lontana dallôestuario del fiume Mersey (pH più alti), presenta un 

contenuto minore in HA in quanto questi tendono a precipitare parzialmente a pH 8. 

I risultati sui campioni ST25 e ST26 (stazioni vicine come coordinate di 

campionamento) mostrano invece una variabilità stagionale nel contenuto di 

sostanze umiche. È infatti interessante notare come durante la stagione estiva 

(ST25) si osservi un aumento della concentrazione delle sostanze umiche rispetto 
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alla stagione invernale (ST26): questo è spiegabile con lôaumento della produzione 

di materia organica biologica che si ha in questa stagione. 

 

6.4.3 Analisi di speciazione CLE-CSV per ferro e 

rame 

 

CAMPIONE 
Cu TOTALE 

(nM) 
CL(nM) SD logK'CuL SD logaCuL 

ST13 12±1.2 11.8 0.21 12.48 0.09 4.55 

ST25 8.1±0.7 13 1.8 12.18 0.3 4.31 

ST26 8.0 ± 0.93 14.5 0.83 12.2 0.1 4.36 

Oceano Pacifico 5.43 ± 0.08 8.5 0.31 12.51 0.26 4.44 

Figura 27 : Dati di titolazione rame, 2 µM SA 

CAMPIONE 
Fe TOTALE 

(nM) 

CL 

(nM) 
SD logK'FeL SD logaFeL 

ST13 0.115±0.004  1.28 0.005 11.21 0.28 2.32 

ST25 0.169±0.002  0.9 0.004 11.95 0.31 2.91 

ST26 1.0±0.22  1.31 0.01 12.77 0.17 3.91 

Oceano Pacifico 1.1±0.15  1.81 0.01 9.91 0.3 1.16 

Figura 28 : Dati di titolazione ferro, 2 µM SA 

Le tabelle sopra riportate mostrano i risultati delle analisi di speciazione per lo ione 

rame e per lo ione ferro nei campioni presi in esame. Gli errori calcolati si 

riferiscono solo al secondo e terzo termine dellôequazione 39 in quanto non è al 
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momento disponibile in letteratura una stima del coefficiente alfa tra 

salicilaldossima e gli ioni rame e ferro in acqua di mare. 

Dai dati ottenuti è opportuno sottolineare che leganti forti possono essere rilevati in 

tutti i  campioni analizzati. 

Si è così dimostrato che il rame è completamente complessato dai leganti naturali 

con un coefficiente di reazione collaterale (alfa) maggiore di 104 in tutti i campioni.  

Il ferro invece risulta completamente complessato dai leganti naturali con un 

coefficiente di reazione collaterale (alfa) vicino a 103 in tutti i campioni eccetto nel 

campione relativo allôOceano Pacifico in cui ¯ circa 10 . 

I dati di speciazione del ferro mostrano aspetti oceanografici interessanti: 

innanzitutto i campioni ST13 e ST15 sono campioni invernali e mostrano come ci si 

aspetta concentrazioni di ferro più basse. Questo è dovuto al fatto che la 

produzione di sostanze umiche nella stagione invernale è notevolmente più bassa e 

analogamente la concentrazione dei complessi Fe-HS diminuisce. Nella stagione 

estiva, invece, aumentando la produzione di sostanze umiche si evidenzia un 

aumento della concentrazione totale dello ione ferro.  
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6.4.4 Esperimenti di competizione tra metalli 

La diminuzione dellôaltezza del picco Fe-HS  è stata normalizzata sul primo punto di 

titolazione, quello senza aggiunta di standard di rame, e messo in grafico come  

8 ÉȾÉ  in ordinata e la concentrazione del rame aggiunto in ascissa (figure nelle 

pagine sucessive). Un punto utile è que llo in cui X=0.5 poiché il coefficiente a di Fe-

HS uguaglia quella di Cu-HS.  

Nella tabella seguente si riportano i valori per le costanti di complessazione mediate 

su tutti i punti con la propria deviazione standard calcolata.  

 

 
LogK (MHS) medio SD KMHS 

Stazione 13 9.18 0.23 1.52E+09 

Stazione 25 8.54 0.39 3.45E+08 

Stazione 26 8.58 0.09 3.80E+08 

Oceano Pacifico 10.04 0.52 1.10E+10 

Tabella 22 : Costanti di complessazione per lo ione rame calcolate con il metodo di competizione 
proposto.  
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Figura 29 : Decremento del segnale Fe -HS in relazione alle aggiunte di Rame per il campione 
ST13 

 

Figura 30 : Decremento del segnale Fe -HS in relazione alle aggiunte di Rame per il campione 
ST25 
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Figura 31 : Decremento del segnale Fe-HS in relazione alle aggiunte di 
Rame per il campione ST26  

Figura 32 : Decremento del segnale Fe -HS in relazione alle aggiunte di 
Rame per il campione Oceano Pacifico  
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Le figure 29-32  mostrano le tit olazioni delle sostanze umiche (HS), precomplessati 

con Ferro a pH 8.15, con rame per i campioni analizzati. La diminuzione nellôaltezza 

del picco CSV (normalizzata sulla corrente iniziale) di Fe-HS viene mostrata in 

grafico in funzione della concentrazione di rame aggiunto.  

 Le concentrazioni di HS nei campioni si possono ricavare dai risultati di speciazione 

CLE-CSV sullo ione ferro. La concentrazione di ferro iniziale è 20 nM. Le curve 

mostrano invece il fitting delle costanti di complessazione calcolate con i dati 

sperimentali. 
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6.5  Conclusioni  

La sistematica diminuzione del picco Fe-HS con lôaggiunta di rame (figure 29-32) 

dimostra lôesistenza di competizione tra ferro e rame per gli stessi siti di 

complessazione di HS a dispetto dellôalta concentrazione dei cationi maggioritari nei 

campioni marini. Data lôalta stabilit¨ del complesso Fe-HS, è stato necessario 

aggiungere alte concentrazioni di rame per ottenere una diminuzione apprezzabile 

dal segnale Fe-HS. Si può ipotizzare che tutte le specie HS siano inizialmente legate 

al ferro in quanto è stato aggiunto in eccesso. 

Questo lavoro su campioni reali è inoltre il primo che  permette di calcolare le 

costanti di stabilità attraverso esperimenti di competizione tra metalli : la 

concentrazione della specie di riferimento Fe-HS può essere infatti  rilevata 

facilmente tramite CSV, mentre non esiste alcun segnale CSV per la specie Cu-HS. 

I  valori delle costanti di stabilità calcolati in questo lavoro sono condizionali e validi 

in acqua di mare, la quale è caratterizzata da alte concentrazioni di calcio (0.01M) e 

magnesio (0.05M). La stabilità dei complessi organici (probabilmente HS) in acqua 

dolce è noto sia affetta dal pH [99] , Ca2+  [79] e rapporto metallo/legante [100] . Per 

queste ragioni, è difficile confrontare le costanti di stabilità condizionale  di questo 

lavoro con quelle esistenti ricavate in acqua dolce. La maggior parte dei dati di 

letteratura sono infatti derivati da esperimenti su acqua dolce, eccetto valori per 

KôCu2+HA in acqua marina di 10 e 12 [96] , confrontati con un valore di 9.18, 8.54, 

8.58, 10.04 rispettivamente per i quattro campioni analizzati durante questo studio. 
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8  APPENDICE 

8.1  Risultati completi acidi purificati  

In questa parte del lavoro è possibile consultare tutti i dati relativi alle analisi svolte 

sui campioni di acido purificato.  

Risultati ri guardanti lôacido nitrico 

Power  Li Be Mg Al V Mn Co Ni Cu Zn Ga 

0 Nitrico carlo erba 19.9 0.215 2557 579 16.9 84.8 1.4 57.3 54.8 1241.0 0.847 

             

20 1° distillazione 1.4 0.041 5.6 493.3 13.1 178.4 9.5 30.4 20.7 5.6 22.2 

20 2° distillazione 1.8 0.096 32.0 606.0 23.3 233.5 8.8 48.2 19.1 34.2 26.8 

20 3° distillazione 1.2 0.081 11.6 466.6 14.6 174.7 7.9 28.1 19.1 6.5 19.9 

20 4° distillazione 1.4 0.097 5.3 461.1 12.5 175.2 9.3 29.1 19.9 9.3 22.0 

 RSDmedio 31.5 217.8 11.8 2.2 9.0 1.7 8.5 7.8 9.9 11.9 6.6 

             

30 1° distillazione 1.5 0.076 154.6 437.0 14.5 170.9 7.5 27.7 18.1 5.0 19.9 

30 2° distillazione 1.6 0.076 6.4 553.1 20.4 225.7 8.4 37.2 18.5 10.6 25.0 

30 3° distillazione 1.2 0.130 76.0 488.1 14.3 178.6 8.8 29.8 19.9 4.9 21.9 

30 4° distillazione 1.3 0.044 22.6 472.1 14.3 177.9 9.3 29.6 21.0 17.1 21.5 

 RSDmedio 33.0 149.1 9.4 2.3 8.9 1.9 8.8 8.8 9.4 16.3 6.0 

             

40 1° distillazione 4.1 0.048 7.8 1453.9 20.4 186.6 6.6 33.7 47.8 23.2 11.0 

40 2° distillazione 1.7 0.052 29.3 499.3 20.4 220.3 7.7 33.5 16.7 10.5 24.4 

40 3° distillazione 4.8 0.096 14.7 1346.7 18.9 175.3 5.9 30.8 45.6 23.0 9.8 

40 4° distillazione 4.0 0.094 17.6 950.8 17.7 171.9 6.0 32.4 45.7 40.2 9.7 

 RSDmedio 20.0 141.8 12.5 2.0 9.3 1.8 10.5 11.5 8.1 14.3 8.9 

             

50 1° distillazione 4.1 0.072 130.5 1436.0 20.6 185.8 6.7 33.7 49.8 26.7 10.9 

50 2° distillazione 4.5 0.049 6.9 1341.0 18.2 178.2 6.3 32.1 50.1 21.7 10.0 

50 3° distillazione 5.3 0.099 906.3 694.3 14.4 154.8 5.2 26.8 48.3 48.9 7.7 

50 4° distillazione 4.0 0.094 9.5 1328.2 19.5 184.3 6.8 33.4 53.2 23.5 11.1 

 RSDmedio 18.4 204.2 10.0 1.7 9.4 2.1 11.1 8.4 8.0 15.5 7.8 

Tabella 23  
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Power  Sr Ag Cd In Cs Ba Pt Tl Pb Bi U 

0 Nitrico carlo erba 94.19 2.2 0.3 0.5087 0.158 49.7 0.068 0.040 13.91 0.385 0.126 

             

20 1° distillazione 0.47 1.3 3.2 0.137 0.079 1.79 0.010 0.048 0.88 0.032 0.007 

20 2° distillazione 1.89 1.9 3.7 0.116 0.112 2.43 0.014 0.116 1.68 0.041 0.006 

20 3° distillazione 0.47 1.4 2.6 0.100 0.091 1.50 0.018 0.046 0.44 0.045 0.007 

20 4° distillazione 7.11 1.4 3.4 0.116 0.068 0.99 0.011 0.053 0.70 0.028 0.006 

 RSDmedio 44.3 24.8 34.9 48.6 64.2 35.7 197.8 58.8 41.7 77.4 149.7 

             

30 1° distillazione 6.53 1.6 2.7 0.098 0.085 1.64 0.006 0.050 0.64 0.033 0.038 

30 2° distillazione 0.60 2.0 4.1 0.120 0.096 0.97 0.010 0.095 0.57 0.030 0.006 

30 3° distillazione 3.75 1.4 3.1 0.114 0.081 1.30 0.016 0.040 0.49 0.041 0.023 

30 4° distillazione 1.72 1.3 3.2 0.113 0.086 4.76 0.010 0.063 7.91 0.076 0.009 

 RSDmedio 14.2 26.5 30.8 46.6 62.2 39.8 221.7 62.7 30.6 80.3 100.4 

             

40 1° distillazione 0.49 1.6 1.6 0.074 0.048 0.85 0.002 0.023 0.33 0.019 0.004 

40 2° distillazione 1.25 2.1 4.0 0.101 0.094 1.16 0.012 0.099 0.53 0.028 0.009 

40 3° distillazione 0.73 1.3 1.1 0.051 0.061 0.87 0.015 0.020 0.35 0.021 0.004 

40 4° distillazione 1.51 0.9 1.1 0.051 0.050 1.80 0.002 0.020 0.91 0.035 0.005 

 RSDmedio 22.0 33.4 55.4 77.1 85.7 53.5 161.6 115.4 27.1 96.2 190.1 

             

50 1° distillazione 4.22 1.5 1.4 0.061 0.057 1.31 0.011 0.021 0.45 0.024 0.022 

50 2° distillazione 0.52 1.3 1.2 0.057 0.066 0.79 0.005 0.022 0.30 0.021 0.005 

50 3° distillazione 25.52 0.5 0.7 0.034 0.061 3.15 0.005 0.013 0.46 0.062 0.138 

50 4° distillazione 0.53 1.3 1.3 0.063 0.059 0.87 0.009 0.022 0.31 0.021 0.001 

 RSDmedio 16.0 33.6 63.9 78.3 69.0 47.2 128.6 112.4 29.7 113.8 108.9 

Tabella 24  
 
 

Tabelle 23-24: concentrazioni dei metalli misurate nei campioni di acido nitrico; i 

valori , espressi in ng/L, sono riportati in funzione della potenza e del ciclo di 

distillazione. 
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Figura 33 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 20% (la barra di errore 

corrisponde a 1 deviazione standard).  
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Figura 34 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 30% (la barra di errore 

corrisponde a 1 deviazione standard).  
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Figura 35 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 40% (la barra di errore 

corrisponde a 1 deviazione standard).  
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Figura 36 : Effetto delle distillazioni successive per una  potenza del 50% (la barra di errore 

corrisponde a 1 deviazione standard).  
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Risultati riguardanti lôacido cloridrico 

 

 

Power%   Li Be Mg Al Mn Co Ni Cu Zn Sr 

0 Cloridrico Carlo Erba 10.5 0 173.8 1429 48.7 1.59 33.6 14.9 73.4 4.3 

                        

20 1° distillazione 8.7 0.016 1054.8 466.5 144.8 7.55 63.7 57.3 67.1 30.035 

20 2° distillazione 8.6 0.015 48.1 464.8 145.2 6.35 62.4 58.6 68.6 1.754 

20 3° distillazione 9.3 0.053 25.4 455.9 143 6.23 62 52.8 90 1.143 

20 4° distillazione 8.3 0.094 20.3 464.8 144.7 6.29 60.9 53.3 66 0.971 

  % RSDmedio 10.2 95.7 7.8 1.9 2.4 13 8.3 9.3 8.3 17.9 

                        

30 1° distillazione 7.4 0.093 18.4 62.3 83.6 0.97 43.9 5.7 21.8 0.296 

30 2° distillazione 6.8 0.125 30.1 55.6 49 0.38 27.2 4.4 19.1 0.151 

30 3° distillazione 6.1 0.18 30.6 56.6 58.1 0.38 27.7 5.7 84.8 0.298 

30 4° distillazione 6.8 0 25.3 53.5 50.9 0.43 27.7 4.8 32.6 0.221 

  % RSDmedio 20.1 125.2 18.6 12.4 11 64.7 25.4 42.6 28.9 62.6 

                        

40 1° distillazione 4.6 0.039 42.2 35.9 29 0.36 55.7 4.6 27.7 0.404 

40 2° distillazione 4.4 0.02 12.9 35.7 29.1 0.31 58.6 3 19 0.062 

40 3° distillazione 4.8 0.02 11.6 21.4 28.4 0.32 49.6 2.3 9.4 0.045 

40 4° distillazione 4.8 0.051 16 28.3 28.4 0.25 52.3 2.4 12.3 0.125 

  % RSDmedio 11.9 128.6 13.4 12.5 7 73.6 14.7 47.1 26.5 57.7 

                        

50 1° distillazione 4.4 0.02 16.9 35.4 28.7 0.25 55.9 3.3 29.1 0.202 

50 2° distillazione 4.9 0.04 13.4 24 28.8 0.27 49.3 2.5 9.1 0.076 

50 3° distillazione 4.6 0.03 12.1 30.7 27.9 0.26 53.2 3.3 14.5 0.054 

50 4° distillazione 4.2 0.03 22.8 34.8 29.6 0.29 53.9 4.6 48 0.115 

  % RSDmedio 12.7 210.8 15.8 14.6 6.2 71.6 12.6 48.7 23.7 62.1 

Tabella 25  
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Tabella 26  

Le Tabella 25-26: concentrazioni dei metalli misurate nei campioni di acido 

cloridrico; i valori, espressi in ng/L, sono riportati in funzione della potenza e del 

ciclo di distillazione. 

 

Power%  Ag Cd In Cs Ba Pt Tl Pb Bi U 

0 Cloridrico Carlo Erba 11.4 3.46 0.077 0.104 8.78 0.044 0.42 704.6 0.748 0.036 

            

20 1° distillazione 0.363 1.533 0.115 0.056 2.72 0.021 0.52 1.0 0.200 0.1821 

20 2° distillazione 0.461 1.418 0.105 0.045 0.76 0.042 0.55 1.3 0.178 0.0090 

20 3° distillazione 0.673 1.112 0.110 0.058 0.74 0.048 0.45 1.4 0.160 0.0070 

20 4° distillazione 0.374 1.102 0.138 0.052 0.59 0.032 0.52 1.0 0.183 0.0060 

 % RSDmedio 53.6 54.0 53.7 88.8 70.4 217.5 24.8 21.8 61.0 139.8 

            

30 1° distillazione 0.836 0.173 0.127 0.045 0.27 0.013 0.64 2.4 0.130 0.0659 

30 2° distillazione 1.773 0.174 0.107 0.063 0.31 0.023 0.55 1.6 0.083 0.1833 

30 3° distillazione 1.282 0.176 0.131 0.022 0.27 0.016 0.72 1.7 0.080 0.0267 

30 4° distillazione 0.645 0.241 0.083 0.039 0.23 0.030 0.58 1.5 0.071 0.1379 

 % RSDmedio 44.6 191.1 74.4 155.5 139.8 255.9 29.4 17.1 71.7 116.3 

            

40 1° distillazione 0.063 0.161 0.017 0.010 0.16 0.0014 0.059 0.42 0.056 0.0033 

40 2° distillazione 0.072 0.172 0.020 0.009 0.10 0.0042 0.069 0.25 0.177 0.0024 

40 3° distillazione 0.026 0.184 0.018 0.014 0.08 0.0060 0.051 0.16 0.058 0.0012 

40 4° distillazione 0.045 0.183 0.015 0.014 0.13 0.0029 0.061 0.26 0.063 0.0012 

 % RSDmedio 114.8 130.7 91.6 125.5 100.2 131.8 37.3 25.9 60.4 178.1 

            

50 1° distillazione 0.054 0.140 0.017 0.010 0.22 0.0086 0.059 0.47 0.098 0.0021 

50 2° distillazione 0.057 0.136 0.021 0.013 0.11 0.0029 0.063 0.25 0.060 0.0018 

50 3° distillazione 0.051 0.160 0.025 0.011 0.09 0.0028 0.060 0.27 0.068 0.0006 

50 4° distillazione 0.046 0.182 0.024 0.013 0.22 0.0029 0.071 0.22 0.062 0.0053 

 % RSDmedio 108.6 141.7 87.7 171.2 86.1 161.6 32.7 21.6 67.9 200.3 
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Figura 37 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 20% (la barra di errore 

corrisponde a 1 deviazione standard).  
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Figura 38 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 30% (la barra di errore 

corrispond e a 1 deviazione standard).  
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Figura 39 : Effetto delle distillazioni successive per una potenza del 40% (la barra di errore 

corrisponde a 1 deviazione standard).  










