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1.INTRODUZIONE

Il presente report riporta i risultati delle analisi spettrofluorimetriche eseguite su

campioni di carbone attivo (fluocaptori o fluorocaptori).

1.1. PRINCIPIO DELLA TECNICA DI ANALISI

La fluorescenza € la proprieta di una determinata sostanza di rilasciare un fotone
dopo aver assorbito luce visibile o ultravioletta (UV). Il fotone emesso (ad una lunghezza
d’'onda d’emissione A.,) € sempre meno energetico rispetto a quello assorbito (ad una
lunghezza d’onda di eccitazione As) (Figura 1). Quindi la lunghezza d’onda d’emissione
Aem € pil corta di quella d’eccitazione As. Ogni sostanza ha una A, caratteristica in
funzione della A, dunque ciascuna sostanza avra uno spettro di emissione tipico che
permette di identificarla. Attraverso I'analisi dello spettro di emissione di fluorescenza &

quindi possibile verificare I'eventuale presenza della sostanza indagata.
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Figura 1: Schema raffigurante il principio della fluorescenza alla base della tecnica di

analisi.




1.2. TRACCIANTI INDAGATI E LORO CARATTERISTICHE

| traccianti indagati sono: Fluoresceina sodica, Sulforodamina G e Tinopal CBS-X.
Nella tabella 1 sono riportate le lunghezze d’onda di eccitazione A, € di emissione Agn,
tipiche dei traccianti utilizzate per le analisi (Andre et al., 1977; Geyer et al., 2007;
Farmer et al., 2011; Licha et al., 2013; Aley and Beeman, 2015).

Tabella 1: per ciascun tracciante viene riportato il numero CAS, la formula chimica e le

lunghezze d’onda di eccitazione e di emissione tipiche utilizzate per le analisi.

Tracciante Numero Formula Chimica | Ay (nm) Aem (Nnm)
CAS

Fluoresceina sodica 518-47-8 CooH1005Na, 492 512

Sulforodamina G 5873-16-5 Ca5H25N2NaO;S, 535 550

Tlnopal CBS-X 27344-41-8 ngHzoNGzOeSz 355 429

E opportuno premettere che la tecnica di campionamento con fluocaptori & ottimale

per le prime due sostanze, ma presenta limitazioni relativamente al Tinopal CBS-X.

Infatti, i fluocaptori sono caratterizzati da elevato potere d’adsorbimento non solo sui
traccianti fluorescenti, ma anche su numerose altre sostanze e sulla materia organica
disciolta in acqua, che pud essere presente in elevate quantita nelle acque naturali
(superficiali o sotterranee). Per la sua forte interferenza con la materia organica, il
Tinopal CBS-X & difficiimente rilevabile nei fluocaptori, perché viene misurato
indirettamente per fluorescenza sulle lunghezze d’'onda piu basse dello spettro UV. In
altre parole in fase analitica € molto difficile distinguere il segnale del Tinopal dall’elevato
‘rumore di fondo” determinato dalla sostanza organica disciolta in acqua e adsorbita dai

fluocaptori.




2.METODI

2.1. CAMPIONI ANALIZZATI

| campioni analizzati (fluocaptori) provengono dal Sito impiantistico localita Spiritu

Santu (Olbia) e sono stati consegnati al laboratorio raggruppati in sei serie distinte:

o La serie 00: & stata campionata il 29/05/2017 e rappresenta il bianco pre-

immissione;
o La serie 01: & stata campionata il 20/06/2017;
o La serie 02: & stata campionata il 11/07/2017;
e La serie 03: & stata campionata il 02/08/2017;
e La serie 04: & stata campionata il 29/08/2017;
e La serie 05: & stata campionata il 28/09/2017;
o La serie 06: & stata campionata il 27/10/2017.

Nel dettaglio le prime tre serie (serie 00, serie 01 e serie 02) sono state consegnate al
laboratorio il 14/07/2017, mentre le successive serie (serie 03, serie 04, serie 05, serie
06) sono state consegnate il 06/11/2017.

Successivamente alla consegna, il laboratorio ha provveduto ad analizzare i campioni, a
preparare e analizzare le soluzioni standard, a processare i dati ottenuti e a redigere il

report di restituzione dei dati.

2.2, STRUMENTAZIONE UTILIZZATA

Lo strumento utilizzato per le analisi spettrofluorimetriche € uno Spettrofluorimetro
JASCO FP6200 che lavora con software Spectra Manager (Figura 2), disponibile presso

il Dipartimento di Scienze Chimiche e Geologiche di Modena.
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Figura 2: Spettrofluorimetro JASCO FP6200 utilizzato per le analisi.

Il principio di funzionamento di uno spettrofluorimetro &€ mostrato in Figura 3. La luce
prodotta dalla lampada (L), che emette uno spettro continuo nell’'ultravioletto, viene
focalizzata sullingresso di un monocromatore (M1) che seleziona la lunghezza d’onda
desiderata. Il fascio monocromatico colpisce il campione (S) posto nel comparto celle. La
composizione spettrale della luce emessa viene analizzata dal secondo monocromatore
(M2) che invia il fascio al fotomoltiplicatore (PM). Il secondo monocromatore € posto a
90° rispetto al primo, per minimizzare I'entrata della luce diretta della sorgente. |l

fotomoltiplicatore trasforma il segnale luminoso in un segnale elettrico.
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Figura 3: Schema che illustra il principio di funzionamento dello spettrofluorimetro

utilizzato per le analisi (spiegazione nel testo).

2.3. METODO DI ANALISI

I metodo utilizzato & quello dello spettro di emissione. In pratica per ciascun
tracciante si fissa una lunghezza d’onda di eccitazione A (nota da bibliografia) che
corrisponde alla lunghezza d’onda di assorbimento massimo della sostanza (Tabella 1).
Ciascun campione viene quindi colpito da un fascio di luce che fornisce energia agli
atomi e permette la transizione degli elettroni verso posizioni energetiche maggiori;
questo “salto di energia” avviene con la formazione di uno spettro di eccitazione in
corrispondenza della As (Figura 4). Essendo questa configurazione energetica degli
atomi instabile, si ha che gli elettroni eccitati tendono a ritornare nella posizione iniziale
piu stabile. Questo ulteriore passaggio avviene con la formazione di uno spettro di
emissione in corrispondenza di una A., che & maggiore della A (Tabella 1).
L’acquisizione dello spettro di emissione consente di individuare I'eventuale presenza
della sostanza indagata poiché ciascuna sostanza ha uno spettro di emissione tipico il
cui picco di intensitd massima sara in corrispondenza di una lunghezza d’'onda Agn
caratteristica. Un risultato positivo (presenza della sostanza indagata) si ha quando si
ottiene uno spettro di emissione ben definito e con un chiaro picco di massima intensita

di fluorescenza in corrispondenza della A, tipica.




Figura 4: schema relativo alle transizioni energetiche degli elettroni che avvengono

negli atomi durante la fluorescenza.

| limiti di rilevabilita raggiungibili con l'applicazione di tale metodo in condizioni

ottimali (acque pulite) sono riportati nella seguente tabella per ciascun tracciante.

Tabella 2: limiti di rilevabilita ottenuti con il metodo dello spettro di emissione.

Tracciante Limite di rilevabilita (ppb)
Fluoresceina sodica 0.01
Sulforodamina G 0.1
Tinopal CBS-X 1

2.4. PREPARAZIONE CAMPIONI PER ANALISI

| campioni sono stati essiccati in stufa a 100°C per almeno 2 ore. In seguito dai

carboni € stata prelevata un’aliquota di 2 grammi che & stata immersa in una soluzione

eluente. La soluzione eluente utilizzata, composta per il 90% da alcool etilico e per |l

restante 10% da KOH, & frequentemente applicata in bibliografia (Jones 1984; Tankerley




1984; Cucchi et al. 2000; Audra 2001; Vincenzi et al., 2009). | carboni sono stati lasciati
in immersione per una durata di 12-15 ore. La soluzione surnatante (eluato) & stata poi
analizzata mediante Spettrofluorimetro JASCO FP6200.

2.5. PREPARAZIONE STANDARD DI RIFERIMENTO

Per ottenere degli spettri di riferimento per ogni tracciante sono state preparate in
laboratorio delle soluzioni a concentrazione nota, utilizzando campioni in polvere delle
stesse sostanze utilizzate presso il sito di prova. Nella seguente tabella sono riportate le
soluzioni standard preparate per ciascun tracciante. Le concentrazioni sono state scelte
tenendo conto del potere di fluorescenza dei singoli traccianti e dei limiti di rilevabilita

dello strumento.

Tabella 3: Concentrazione delle soluzioni standard preparate in laboratorio.

Tracciante Soluzione standard (ppb)
Fluoresceina sodica 0.025 0.1
Sulforodamina G 1 10
Tinopal CBS-X 1 10

Di seguito sono riportati gli spettri di riferimento ottenuti analizzando le soluzioni

standard preparate per ciascun tracciante.
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Figura 5: spettri di emissione delle soluzioni standard di Fluoresceina sodica (Std 0.1

ppb e Std 0.025 ppb) e della soluzione eluente pura.
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Figura 6: spettri di emissione delle soluzioni standard di Sulforodamina G (Std 10 ppb

e Std 1 ppb) e della soluzione eluente pura.
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Figura 7: spettri di emissione delle soluzioni standard di Tinopal CBS-X (Std 10 ppb e
Std 1 ppb) e della soluzione eluente pura.
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3.RISULTATI

3.1. FLUORESCEINA SODICA

| valori dell'intensita di fluorescenza misurata in corrispondenza della A¢,:512 nm
tipica della Fluoresceina sodica sono riportati nella tabella 4. Nelle soluzioni standard

analizzate sono stati rilevati i seguenti valori di intensita di fluorescenza:
- Fuori scala >999.9 (soluzione 0.1 ppb);

- 550.1 (soluzione 0.025 ppb).

Tabella 4: Valori di intensita di fluorescenza misurati in corrispondenza della A.,:512

nm.
Campione Intensita di fluorescenza

Serie 00 | Serie 01 | Serie 02 | Serie 03 | Serie 04 | Serie 05 | Serie 06
Pozzo Cossu 7.1 29 54 1.2 1.2 04 0.2
R1 17.7 168.5 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
R2 40.1 38.7 45.9 8.7 7.1 39.7 10.5
R3 35 3.2 3.5 0.8 1.2 0.2 0.3
R4 3.8 3.7 3.0 1.0 0.6 0.3 0.5
R5 45 4.1 5.0 1.5 1.2 0.2 0.2
R6 n.r 4.5 n.r 1.4 1.0 0.2 0.2
S1 5.2 4.2 n.r. 1.4 1.6 0.4 0.2
S2 7.6 20.8 16.7 1.2 1.1 1.1 1.0
S3 4.0 4.3 5.3 1.4 1.3 0.3 0.3
S4 4.9 5.1 4.6 1.4 1.4 n.r. 0.2
S9 80.7 2455 124.5 5.6 10.7 20.7 27.0

12



Campione Intensita di fluorescenza
Serie 00 | Serie 01 | Serie 02 | Serie 03 | Serie 04 | Serie 05 | Serie 06

S26 44 5.6 4.1 1.4 1.3 0.2 0.2
S28 48 5.0 47 1.2 1.1 0.3 0.2
S29 8.3 6.6 7.9 1.2 1.5 0.4 0.4
S30 35 4.1 35 14 0.8 0.4 0.2
S31 n.r. 34 3.7 1.5 14 0.1 0.2
S32 4.1 5.3 4.0 0.9 1.2 0.4 0.3
S34 3.8 3.6 34 1.3 1.0 0.2 0.2
c 12.8 90.6 79.9 2.6 35 3.6 9.8
Pozzo Mise 27.0 64.3 121.0 6.9 3.3 2.0 1.6
Sorgente 3.3 3.2 2.2 n.r. n.r. 0.3 n.r.

n.r.: campione non recuperato.

Di seguito sono riportati gli spettri di emissione ottenuti per la Fluoresceina sodica nei
diversi punti di campionamento e per le serie disponibili. Nei grafici sono stati inseriti, per
confronto, anche gli spettri di emissione ottenuti dall’analisi delle soluzioni standard a

concentrazione 0.025 ppb e 0.1 ppb.
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3.2. SULFORODAMINA G

| valori dell'intensita di fluorescenza misurata in corrispondenza della A.,: 550 nm
tipica della Sulforodamina G sono riportati nella tabella 5. Nelle soluzioni standard

analizzate sono stati rilevati i seguenti valori di intensita di fluorescenza:
- Fuori scala >999.9 (soluzione 10 ppb);

- 563.0 (soluzione 1 ppb).

Tabella 5: Valori di intensita di fluorescenza misurati in corrispondenza della A,:550

nm.
Campione Intensita di fluorescenza
Serie 00 | Serie 01 | Serie 02 | Serie 03 | Serie 04 | Serie 05 | Serie 06

Pozzo Cossu | 3.0 1.1 4.5 2.1 2.0 1.0 3.5
R1 21 25.0 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
R2 11.8 13.0 14.7 9.9 9.5 9.3 1.2
R3 14 1.5 29 0.2 2.0 1.0 1.2
R4 1.5 1.7 2.1 0.5 0.8 1.7 27
R5 14 1.9 7.0 0.3 0.1 1.4 0.9
R6 n.r. 1.9 n.r. 1.9 1.6 0.7 0.5
S1 1.8 1.7 n.r. 0.6 0.3 0.9 0.4
S2 25 6.7 5.5 1.4 1.3 1.2 0.7
S3 1.7 22 7.7 6.2 6.7 0.6 1.1
S4 22 2.0 5.6 4.4 4.3 n.r. 4.1
S9 14.1 46.9 27.5 12.7 11.6 4.8 8.4
S26 1.8 22 4.3 1.2 1.2 0.5 0.4
S28 1.7 1.8 4.3 2.8 0.8 0.8 0.4
S29 24 22 4.1 1.7 1.9 1.1 0.5
S30 1.3 1.4 4.6 1.3 1.3 1.2 0.3
S31 n.r. 1.3 4.2 1.6 1.8 2.9 0.6
S32 1.9 1.8 4.9 22 4.0 1.3 22
S34 1.8 1.5 24 1.5 1.1 1.3 0.5
c 34 21.7 18.4 25 24 1.7 4.3
Pozzo Mise 43 8.8 14.6 4.8 4.9 1.1 0.9
Sorgente 14 1.2 3.7 n.r. n.r. 2.3 n.r.
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n.r.: campione non recuperato.

Di seguito sono riportati gli spettri di emissione ottenuti per la Sulforodamina G nei
diversi punti di campionamento e per le serie disponibili. Nei grafici sono stati inseriti, per
confronto, anche gli spettri di emissione ottenuti dall’analisi delle soluzioni standard a

concentrazione 1 ppb e 10 ppb.
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3.3. TINOPAL CBS-X

| valori dell'intensita di fluorescenza misurata in corrispondenza della A.pn: 429 nm

tipica del Tinopal CBS-X sono riportati nella tabella 6. Nelle soluzioni standard analizzate

sono stati rilevati i seguenti valori di intensita di fluorescenza:

- 665.4 (soluzione 10 ppb);

- 75.9 (soluzione 1 ppb).

Tabella 6: Valori di intensita di fluorescenza misurati in corrispondenza della A.,:429
nm.
Campione Intensita di fluorescenza

Serie 00 | Serie 01 | Serie 02 | Serie 03 | Serie 04 | Serie 05 | Serie 06

Pozzo Cossu | 221.1 259.8 266.5 21.7 23.5 13.3 7.3
R1 293.4 >099.9 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
R2 >999.9 >999.9 >999.9 154.3 153.1 87.3 182.5
R3 260.5 276.6 190.9 19.6 21.9 11.4 10.5
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Campione Intensita di fluorescenza

Serie 00 | Serie 01 | Serie 02 | Serie 03 | Serie 04 | Serie 05 | Serie 06
R4 105.9 97.8 114.6 213 17.1 44 3.2
R5 255.4 276.7 296.8 25.8 224 7.1 7.9
R6 n.r. 283.1 n.r. 23.7 217 4.7 10.8
S1 286.7 191.4 n.r. 248 27.5 16. 10.1
S2 282.4 565.6 545.4 26.3 243 41.6 41.0
S3 265.4 292.1 297.1 23.0 23.6 16.6 17.5
S4 273.3 286.2 248.3 225 23.7 n.r. 15.8
S9 935.2 >999.9 |>999.9 | 76.1 132.5 238.4 184.4
S26 268.3 235.2 251.0 23.9 231 9.3 5.3
S28 263.4 202.6 239.6 254 21.3 10.6 8.6
S29 329.7 294.0 319.7 27.3 34.2 10.1 16.9
S30 244.6 208.2 231.7 258 18.1 7.0 5.2
S31 n.r. 123.7 252.0 244 237 7.0 6.0
S32 270.6 290.1 249.7 18.2 22.7 5.7 6.1
S34 266.0 249.5 156.7 23.9 214 10.4 3.8
c 337.3 >999.9 |[>9999 |444 66.1 95.5 254.2
Pozzo Mise | 395.5 848.8 >999.9 | 66.5 42.7 481 52.9
Sorgente 2571 198.1 232.5 n.r. n.r. 4.0 n.r.

n.r.: campione non recuperato.

Di seguito sono riportati gli spettri di emissione ottenuti per il Tinopal CBS-X nei
diversi punti di campionamento e per le serie disponibili. Nei grafici sono stati inseriti, per
confronto, anche gli spettri di emissione ottenuti dall’analisi delle soluzioni standard a

concentrazione 1 ppb e 10 ppb.
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4. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Le analisi eseguite non hanno riscontrato la presenza dei traccianti indagati

all'interno dei campioni analizzati.

Tutti i campioni analizzati hanno dato esito negativo relativamente alle sostanze
Fluoresceina sodica e Sulforodamina G. Sugli spettri di emissione di tutti i campioni non
sono, infatti, stati evidenziati picchi di fluorescenza centrati sulle rispettive lunghezze
d’'onda di emissione. Tale risultato & confermato e validato dal confronto con i risultati
analitici dei campioni di bianco ambientale, degli standard di riferimento e dal bianco di

laboratorio (soluzione eluente).

La ricerca del Tinopal CBS-X nei fluocaptori, invece, ha presentato le limitazioni note
da letteratura (Riva., 1999). infatti in alcuni campioni il valore di background (serie 00)
risulta maggiore rispetto ai valori successivi (da serie 01 a serie 06). Questo &
maggiormente visibile nei punti di monitoraggio S1, S26, S28, S30, S34, Sorgente. Esse
probabilmente sono dovute alla materia organica presente negli ambienti naturali che in
sede di analisi pud dare origine a fenomeni di interferenza. Le curve ottenute negli altri
campioni, nonostante siano ben definite, non sviluppano picchi in corrispondenza della
lunghezza d’onda di emissione caratteristica della sostanza e sono da considerarsi dei

riscontri negativi.
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