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INTRODUZIONE

La crescente sensibilita delle tecniche analifickade necessario disporre di acque per I'analisi
di sempre piu elevata purezza, come testimonianticuo aggiornamento degli standard stabiliti da
organismi internazionali quali ASTM (American Sdgi¢or Testing and Materials), CAP/NCCLS
(College of American Pathologists/National Comnatfer Clinical Laboratory Standards), USP
(United States Pharmacopeia) e ISO (Internatiomgafization for Standardization).

Questa esigenza € particolarmente sentita nelreetiell’archeometria, in cui la preziosita e
l'unicita dei manufatti studiati impone, nella logi di un campionamento il meno invasivo
possibile, di minimizzare la quantita di materigdeelevato e di massimizzarne la quantita di
informazioni ottenibile. L'analisi di tracce e wdtracce risulta inoltre determinante nel caso
dell'identificazione di residui organici rinvenuii antichi vasi.

L’esperienza di laboratorio qui descritta ha riglzdo I'analisi comparativa di sette acque pure
ed ultrapure da utilizzare nella cromatografia arazione della fase mobile, del campione, ecc.).
Poiché, infatti, sia i rivelatori ad assorbimen&l'JV che gli spettrometri di massa sono sensibili
contaminanti organici (TOC), la qualita dell'acqs& dal punto di vista del contenuto organico che
inorganico, ha un impatto diretto sul LOD ottergbil

Le sette acque analizzate si differenziano nekeifiphe dichiarate dai produttori (vedi Tabella
1) a seconda del sistema di purificazione impiegato

1) Bidistillatore Buchi Fontavapor 285 modificato un tridistillatore mediante separazione del
circuito di raffreddamento, alimentato con acquarubinetto, da quello di distillazione, in cui
circola acqua distillata del dipartimento di Chiaji¢acqua cosi prodotta viene poi filtrata tra due
filtri di 0.47 e 0.2 micron e conservata in boftglli polietilene lavate tre volte.

Figura 1. Bidistillatore Buchi Fontavapor 285, modficato in modo da produrre acqua tridistillata

! La spettroscopia ad assorbimento atomico, la repeétria di massa a plasma accoppiato induttivagnengli
strumenti per la cromatografia lavorano normalmeetéordine delle parti per bilione e parti peftitme.
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2) Acqua prelevata dalla facolta di Farmacia, pttedmediante Millipore Direct-Q3
Ultrapure Water System (18.2MWcm).

L’acqua potabile di rete, dopo essere stata prezsti@a da una pompa, viene fatta passare
attraverso il blocco di purificazione SmartPak,oppia cartuccia, brevettato per produzioni >
di 1000 litri di acqua, che include:
- pretrattamento con carboni attivi e filtrazion@,5um
- cartuccia RO (osmosi inversa), che rimuove pite&&o dei contaminanti di natura
ionica e del 99% dei contaminanti organici con pesmecolare superiore a 100
Dalton
- miscela di resine a scambio ionico a letto méstarboni attivi.
L’acqua purificata attraverso la cartuccia RO vieaecolta nel serbatoio da 6 litri o da 30
litri, da cui si puo prelevare acqua di “Grado Lediorio”di Tipo Il secondo le specifiche
ASTM, mentre una parte viene prelevata e fattacatare, per mezzo della pompa di
ricircolo, attraverso una miscela di resine a sdandmnico a letto misto e carboni attivi. Si
ottiene cosi acqua a “Grado Reagente”di Tipo | 8¢00ASTM, Grado | secondo ISO 3696,
prelevata attraverso un filtro finale da 0,2& che la priva di particelle, microrganismi e
colloidi. Il sistema é dotato anche di lampada Udoppia lunghezza d’'onda (185-254 nm)
per la fotossidazione delle sostanze organicheiduaione della carica batterica.

Figura 2. Schema a blocchi del sistema di purificaane Millipore Direct-Q3
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3) Acqua prodotta dal sistema Millipore Milli-Q ZFM230 04 del laboratorio del prof. Campanella
(18 MQ-cm).



Figura 3. Sistema di purificazione Millipore Milli- Q ZFMQ 230 04 del laboratorio del prof.
Campanella

4) Acqua prodotta dal sistema Millipore Milli-Q d&lboratorio del prof. Ferri (18 f8cm). A
differenza del sistema Direct-Q3, il Milli-Q devesere alimentato con acqua distillata, non essendo
dotato di cartuccia per osmosi inversa. Inoltre mamta lampade UV.

Figura 4. Sistema di purificazione Millipore Milli- Q del laboratorio del prof. Ferri

5-7) Acque prodotte da Merck, Sigma Aldrich-Flek&arlo Erba. L'unica fase del sistema di
purificazione adottato che viene dichiarata da Mer€arlo Erba ¢ il filtraggio a 0&n.



Tabella 1. Dati relativi alle acque in esame

Acqua X(uS/cm) TOC/max abs.UV sist.purificazione scadenza/tempo di vita costo applicazione
Merck LiChrosolv <5 mAU a 210 nm filtraggio finale a 0.2
1.15333.9010 <1 (a25T) <0.5 mAU a 254 nm um 31/07/2010 170 € (10 L) LC
Fluka 00612
(Sigma Aldrich) <2 (a 25C) n.d. n.d. n.d. 41.50€ (5 L) IC
<0.1 ppm <5 mAU a . -
Water Plus RS <0.1 (a 90C) 210 nm <0.5 mAU a filtraggio finale a 0.2 nd. 7€((251L) HPLC
(Carlo Erba) 254 nm gm 4€(1L)
0SmMosi inversa, resine strumento+installazione:
Millipore Direct-Q3 a scambio anionico e . 3640 € HPLC,GC/MS,
(Dip.Farmacia) &2262(&(2153) <5 ppb cationico, filtro a Uz\;?zagg'ni cartuccia SmartPak:355€ ICP/MS,AA,
' carboni attivi, UV (185 ' filtro 0.22um:106 € UV:150 € | TOC
e 254 nm) portata max: 0.6 L/min
- - filtri a carboni attivi,
Millipore Milli-Q 0.055 (a 25C) <10 ppb ?* resina cationica e HPLC,GC,
(lab. prof. Campanella) (=18 MQ-cm) anionica 2.3 anni modello fuori produzione ICP/MS,AA
resine:3000- portata max: 1.5 L/h
filtri a carboni attivi 5000 ore kit di ricambio delle cartucce
Millipore Milli-Q 0.055 (a 25C) <10 ppb 2* resina cationica e, +installazione:1500 € HPLC,GC,
PP ICP/MS, AA

(lab. prof. Ferri)

(=18 MQ-cm)

anionica

* dati dedotti per analogia col modello Direct-Q3 privo di lampada UV




Definizione di acqua ultrapura

L’'acqua di grado reagente, o ultrapura, pud esdefimita come un’acqua che non contiene
sostanze che possano interferire con una procetiuadoratorio, influenzandone positivamente o
negativamente i risultati. L'acqua distillata oraliia normalmente non € pura; essa contiene gas
disciolti, sostanze organiche volatili distillatencl’'acqua e sostanze non volatili trascinate dal
vapore sotto forma di “spray” durante la distil@ze. La concentrazione di tutte queste impurezze é
generalmente molto bassa, tanto che l'acqua distilViene impiegata per molte analisi senza
ulteriore purificazione, ma interferisce nell’arsalidi sostanze in traccia. Lo stato di purezza
dellacqua puo anche essere compromesso da comtatmiprovenienti dai distillatori, dalle
tubazioni, dai rubinetti e dai contenitori, che, de materiale non idoneo, possono cedere
contaminanti diversi a seconda della loro natura.

La purezza dell’acqua puo essere definita da indli@rsi, in relazione al metodo impiegato. Il
piu comune fa riferimento alla resistenza specifica, per un’acqua di adeguata purezza, non deve
essere inferiore a 0.5Mcm (conducibilitd specifica=25/cm)?

Sulla base di tale parametro e stata definita tisataente una scala di purezza (Tabella 2).

Tabella 2. Classificazione dell’'acqua in base al gdo di purezza

. , Conducibilita massima Contenuto elettroliti
Qualita dell'acqua uS/em mg/L
Estremamente purg 0,055 <(,0001
Ultrapura 0.1 0,01-0,02
Malte pura 1 0,2-0,5
Pura 10 2-5

Altro criterio di valutazione della purezza deldpm, relativo alla presenza di sostanze
organiche, e quello che si basa sulla durata dellarazione del permanganato di potassio (Tabella
3).

Tabella 3. Classificazione dell’acqua in base alldurata (t°) della colorazione del KMnQO,

: A Conducibilita Materiale disciolto
Grado di purezza S i e il
| 60 0,06 0,01
l &0 1.0 0.1
I 10 1,0 1.0
v 10 50 20

A seconda dell'applicazione analitica, degli olié® del costo dell'indagine si trattera quindi di
scegliere il tipo di acqua piu adatto. Gli enti peeistandardizzazione e la certificazione di gaalit
suddividono l'acqua ultrapura in classi o tipi aulbase di limiti chimici o fisici misurabili

2 |a resistenza specificp, & definita come il reciproco della conducibiliecifica,y (p =14), cony = Fic.Ziw, dove

F é il Faraday, ¢Z e y; sono, rispettivamente la concentrazione, la caitamobilita dello ione i-esimo. A 25°C, la
conducibilita equivalente (§ per gli ioni H e OH &, rispettivamente, di 350"cn? e 200Q*cn¥, per cui a pH=7 e a
25 °C ([H]=[OH1=10" moli/L), y=0.055uS/cm, che & la conducibilita teorica di un’acquiagdi contaminanti ionici
(p=18.2MQ-cm).



(essenzialmente resistivita a 25°C, pH a 25°C entijdadi TOC (Total Organic Carbon) e di
sostanze solide disciolte) che vengono aggiornatt d miglioramento della sensibilita e
accuratezza degli strumenti. L'ISO individua tradjrdi purezza (1, 2, 3 in ordine decrescente),
mentre ASTM e CAP/NCCLS, rispettivamente, quattitoeetipi a purezza decrescente (v. Tabella
4).

Tabella 4. Livelli massimi di contaminanti in acquaaltamente purificata

150 3696 (1987) ASTM (D1193-91) MNCCLS (1988) Pharmacopoeia
Contaminante = Parametre 200 Grado Grado Tipo Tipo Tipo Tipo Tipo Tipo Tipo EP(20°C) ;qp
1 2 3 I Il ]| v I Il i
. Fesistivita a
Toni 10 1 0.z 180 1.0 40 50 =10 |[*1 =01 =023 =077
25°CI MO em
Conduttivita
a 25°C Q.1 1.0 5.0 0.05 1.0 025 0.2 =01 |=1 =10 =43 =13
us-cm™
Acidita / 3 5.0- 5.0= 5.0=
Alcalinita PHaZC - | s [ " " o[ [ leo i
Contenuto
Organici totale /p.p.b. - - - 50 50 200 - =50 =200 =1000 =500 =500
(gl
Totale solidi ~ mg/kyg - 1 2 . - - . o1 |1 5 - -
Colloidi Silicia/pgimL - - = <3 =3 =500 - <005 =01 =<1 = .
Batten CFUfmL - - - . . - . =10  =1000 - <100 =100

Metodi di purificazione

La produzione di acqua di elevata purezza €& unegsirestremamente delicato, in quanto ogni
fase di purificazione costituisce anche una potezionte di contaminazione: ad esempio, un
elemento che pud determinare in misura notevolgrabdo di purezza dell’acqua distillata e il
materiale del quale e costituito il distillatorée¢ generalmente, puo essere o metallico o di.vetro
Si ricorre di solito al metallo per distillare gspgjuantitativi di acqua e al vetro quando si desid
ottenere acqua distillata di piu elevato grado ulepza. Nel caso di distillatori metallici (rame,
ottone, bronzo) I'acqua prodotta puo contenere &irBug/L di Zn, 26ug/L di Pb e 11ug/L di Cu.
Valori molto piu bassi si ottengono nel caso dtitliggori di vetro (rispettivamente, per Zn, Pb,:Cu
<1 ug/L, <2nug/L e <5ug/L).

Tutti i distillatori richiedono periodici intervendi pulizia, la cui frequenza e da correlare
direttamente alla durezza dell’acqua di alimentagidNei casi di acqua molto dura puo risultare
vantaggioso addolcire I'acqua prima di introdurlal wlistillatore, mediante resina scambiatrice
cationica che puo poi essere rigenerata. Pud amskere utile, prima della distillazione, un
passaggio dell’acqua di alimentazione su carbomeslinare il materiale organico presente. Il
passaggio del distillato su colonne a letto misid pssere necessario nel caso in cui si desideri
acqua a basso contenuto ionico (concentrazioniimasd$i 0.1ug/L, equivalenti a una condulttivita
di 0.06 uS/cm). In commercio sono disponibili sistemi di ifioazione aggiuntivi, gia pronti da
adattare all’'uscita del contenitore dell’acqua ilfisdd. In questi sistemi, basati sullimpiego di
resina scambiatrice di ioni, le colonne vanno gkBcamente sostituite e rigenerate in laboratorio o
inviate alla casa costruttrice per la rigenerazidradi sistemi sono anche dotati, sia in entragioh



uscita, di conduttimetri incorporati che forniscandicazioni circa il fattore di guadagno in purazz
dell’'acqua distillata.

Per quanto concerne le tubazioni, i materiali gioniei per la loro realizzazione sono stagno,
ottone stagnato, acciaio inossidabile, plasticaeteov Lo stagno e il migliore, ma &€ anche assai
costoso, per cui un accettabile compromesso € eéapptato da materiale plastico o da vetro con
guarnizioni in teflon.

Anche le resine a scambio ionico possono contamib@acqua, rilasciando piccole quantita di
sostanze organiche. Inoltre, alcuni tipi di resno® rimuovono tutti i tipi di ioni presenti. Percio
premesso che il risultato finale sara tanto migliguanto migliore € la qualita dell'acqua di
partenza, € importante, al fine di produrre un’aduelevata purezza, utilizzare, nel giusto ordine
una combinazione di diverse tecnologie in gradoirduovere la maggior parte dei contaminanti
(vedi Figura 5).

Figura 5. Risultati ottenibili con le singole tecnthe di purificazione
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| composti ionici e quelli organici vengono eliminafficacemente mediante osmosi inversa ed
elettrodeionizzazione, combinate con resine a stamhico, filtri a carboni attivi e processi di
foto-ossidazione UV. L'utilizzo di quest'ultima tecnica ha dimostratai produrre acque
significativamente piu pure, con una concentrazidnBOC tipicamente inferiore a|@/L, la qual
cosa, specialmente nel caso della LC-MS, ha peorsigacrementare il rapporto segnale/rumore,
ottenendo cromatogrammi con un fondo meno intenso minor numero di picchi spurii, cioé un
LOD inferiore, oltre che di migliorare la sensitdli riducendo il rischio di competizione delle
sostanze organiche con l'analita nel legarsi akeffissa. Alcune sostanze organiche inoltre sono
complessanti, quindi € importante limitarne il giossibile la presenza per evitare interferenze
nell'analisi IC (lonic Cromatography).

3 . ) L. , S . . .

In particolare, l'irradiazione a lunghezze d'ondderiori a 242.4 nm provoca la formazione di ozangartire
dall'ossigeno disciolto nell'acqua:,®v—0+0 ; O+Q+M—0;+M (M= altra specie che assorbe I'eccesso di eaergi
liberata dalla reazione, permettendo alla moledblazono di coesistere). La successiva fotolisl'aldno produce
radicali idrossilici (@Q+hv—0*+0, ; O*+H,0—2HO") che ossidano le sostanze organiche disci@téacqua e le
trasformano in biossido di carbonio. Quest'ultinmoaicqua forma ioni bicarbonato e carbonato che aemgimossi
mediante resine a scambio ionico. L'irraggiament6dJj254 nm fornisce, inoltre, I'energia adeguatagamneggiare il
DNA di batteri e virus, inattivandoli.

* C.Regnault, 1.Kano, D.Darbouret, S.Mabic: Ultrapwrater for liquid chromatography-mass spectromstoglies,
Journal of Chromatography A, 1030 (2004).
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Questa fase di purificazione &€ anche utile perumgdre il tempo di vita della colonna
cromatografica, evitando che contaminanti orgarai inquinino creando dei blocchi che
originerebbero elevate contropressioni e variazi@nitempi di ritenzione.

La scelta di contenitori adeguati per lo stoccagigti’acqua ultrapura non € meno importante
del processo di purificazione stesso. Infatti aguaiteriale, seppure in grado diverso (nel range dei
ug/L e ng/L), rilascia sostanze contaminanti: I'a@quonservata in bottiglie di plastica puo essere
contaminata da formiati, acetati, ftalati (compdnelei plastificanti, principalmente impiegati nel
PVC) e da additivi antiossidanti aggiunti al palexie (es.: 2,6-di-tert-butil-1,4-benzochinone).
Nemmeno i costosi polimeri perfluorurati (PFA o FEBppresentano la soluzione migliore per
ogni applicazione. Il vetro poi, se di bassa gaallta un rilascio significativo di ioni alcalini,
dell’ordine dei ppm. Le varie industrie chimicheog@uttrici di acqua ultrapura sono alla continua
ricerca di nuovi materiali sempre piu inerti (cafascio minimo di sostanze organiche), per
garantire il massimo grado di purezza dell’acquadptta, associando ad essa anche una data di
scadenza, determinata da test sul comportamentgga termine dei materiali di stoccaggio.

In generale, icontenitori per acque ultrapure dovrebbero essestitaiti da vetro esente da
borosilicati, 0 da polietilene a basso contenutsatitanze estraibili. Inoltre, il materiale dovrebb
essere opaco per evitare il passaggio della luce, potrebbe indurre uno sviluppo algale nel
serbatoio. La realizzazione di contenitori con parderne dalla superficie liscia € un ulteriore
accorgimento in grado di limitare I'adesione ditbatalle pareti e la conseguente formazione di
biofilm. Inoltre, la chiusura ermetica realizzatatéflon assicura una barriera efficace al passaggi
di contaminanti dall’aria.

Nella tabella seguente si riporta il tipo di coritere relativo alle acque che, tra quelle analizzat
sono vendute gia confezionate.

Acqua Contenitore
A Vetro neutro di grado farmaceutico
D Polietilene ad alta densita molecolare
F Acciaio teflonato

Metodi analitici

Una volta prodotta e imbottigliata scegliendo i enali piu idonei, 'acqua ultrapura viene
sottoposta a una serie di test analitici sui patarake ne definiscono il grado di purezza secondo
gli standard, al fine di garantire le specifichégl®dotto finale.

| principali strumenti di base dei laboratori diadisi delle acque possono essere individuati in:
potenziometri (pHmetro), elettrodi iono-seletticonduttimetri, analizzatori per il carbonio,
spettrofotometri (visibile, UV, IR), spettrometrd @assorbimento atomico e cromatografi (liquido,
ionico, gascromatografo). Ovviamente, nel caso’atelisi di acque ultrapure sono necessari
strumenti sofisticati, capaci di effettuare misastremamente accurate.

Per quanto riguarda le misure di conducibilitastgita, esse vengono effettuate applicando un
potenziale elettricotra due elettrodi immersi nella soluzione da testda conducibilitd viene
determinata dal voltaggio e dall'intensita di coteeprodotta all'interno della cella conduttimedric
Maggiore € la superficie dell’elettrodo, maggioraas per un dato voltaggio, lintensita della
corrente generata, quindi 'accuratezza della raisuigliora quanto piu piccola é la costante di
cella (K=L/S, dovel e la distanza tra gli elettrodi &lla loro superficie). Per ottenere un segnale
elevato, non soggetto a interferenze, & necessheita costante di cella sia minore di 0.2'cm

® <1.2 V, per evitare la dissociazione dell'acqubivallo degli elettrodi che inizia a 1.23 V. Inadtr per limitare il
fenomeno delle resistenze parassite, € indispdasabizzare corrente alternata a bassa frequésizaa 100 Hz).
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Non esiste una cella in grado di misurare linteeala di conducibilita con sufficiente
accuratezza. Di conseguenza, a seconda delladicaigura, vengono utilizzate celle con costante
diversa (vedi Figura 6).

Figura 6. Intervalli indicativi dei valori di condu cibilita/resistivita misurati con

diverse costanti di cella
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Esistono in commercio celle con una costante diL &Oi', appositamente progettate per
misurare la resistivita di acque di purezza eleviadageometria coassiale di tali celle (vedi Figura
7), realizzata inserendo un elettrodo centralenirelettrodo tubolare, impedisce che la distanza tra
gli elettrodi (e quindi la costante di cella e tmseguente accuratezza della misura) vari nel tempo
Infatti, se I'elettrodo centrale si avvicina a watd dell’elettrodo esterno, contemporaneamente si
allontana dall’altro, mantenendo invariata la digeamedia tra i due elettrodi.

Figura 7. Cella di tipo coassiale

Termistore W TT

M Bassa costante di cella
(0,010) accurata

M Nessuna zona morta
B Misura accurata a tutte

le portate

M Termistore protetto con
accuratezza di £ 0,1° C

Blocco di supporto

Elettrodi
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Poiché la resistivita & funzione della temperafwedi Figura 8), a causa dell’laumento con la
temperatura della conducibilita equivalente degfiie del prodotto ionico dell’acqua, la maggior
parte degli strumenti di misura e dotata, oltre aheun termistore, di un circuito per la
compensazione automatica della temperatura, chregter di riportare la lettura alla temperatura
standard di 25°C, mediante tavole di conversiorefamiscono il coefficiente di temperatura della
resistivita. Per misure su acque ultrapure € nadessn’accuratezza di +0.1°C, sia per la misura di
temperatura che per la compensazione della rasstiv

Figura 8. Resistivita dell’acqua in funzione delldemperatura

La resistivita dell’acqua ultrapura,
a 25°C, & di 18,2 M2 x om

La misura del pH di un’acqua ultrapura € resa gnolaltica da due fattori: il primo € legato alla
capacita dell’acqua ultrapura di essere un ottioleesite per tutti i contaminanti con cui viene in
contatto, primo tra tutti la COatmosferica. Il secondo fattore dipende da untéirmtrinseco dei
pHmetri, progettati per misurare il pH di acque tementi una ragionevole concentrazione di ioni.
Se si immerge un elettrodo di riferimento (Ag/AdCGI) in acqua ultrapura, I'elevata differenza di
concentrazione tra l'elettrodo e la soluzione deiea la formazione di correnti parassite
all'interfaccia acqua/elettrodo di riferimento eddfusione del KCI dall’elettrodo nella soluzione,
dando luogo a fluttuazioni nella misura.

Una soluzione tecnica a questi problemi consistiéeffettuare misure sotto corrente di azoto e
nell'aggiungere all'acqua KCI come elettrolita dipporto per tamponare la forza ionica.

In alternativa, € possibile desumere i valori di @&l quelli di conducibilita, essendo le due
grandezze correlate tra loro, come mostrato inrai§@) nel caso di soluzioni con tracce di HCl e
NaOH.

Condizione essenziale per la stima del pH da miduo®nducibilita € che I'acqua sia priva di
gualsiasi altra specie ionica. Infatti, un'acqupH=7.00 e a 25°C, contenente 0.1 mg/L di NaCl
(acqua tra molto pura e ultrapura, secondo la TaB$) darebbe, assumendo per gli iori €€N&
una conducibilita equivalente di 75.5 e 5@dcny rispettivamente, una conducibilita di 0.25
puS/cm o = 3.96 M.cm), che per un’acqua priva di NaCl corrispondeeclabpH=6.23 0 a
pH=8.00.

12



Figura 9. Influenza di tracce di NaOH e HCI sulla onducibilita dell’acqua.
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Il miglior mezzo di valutazione del contenuto organdi un campione d’acqua consiste nella
misura del carbonio organico totale (TOREssa & basata sulla determinazione della @6dotta
dall'ossidazione totale del materiale organicoidisc (vedi Figura 10): al campione viene aggiunto
un agente ossidante (normalmente il perossidisolfdit potassio, KS,Og) attivato da luce
ultravioletta, e acido fosforico, che rende quatitia la reazione di decomposizione dei carbonati
(CO* + 2HO" — 3H,0 + CQ1) con produzione di C£ che viene allontanata facendo
gorgogliare azoto. Il campione cosi privato deboaio inorganico viene quindi pompato in una
camera di ossidazione provvista di lampada UV @&n), in cui avviene la reazione di fotolisi
dell'acqua con produzione di radicali idrossilicdDHestremamente reattivi @ + v — HO + H), i
guali ossidano rapidamente i composti organiciidisgcomposti organici + HO- CO, + H,0).

® 1l carbonio pud essere presente nelle acque $ottna di specie inorganiche (carbonati, bicarboratinidride
carbonica) e di composti organici che si distribai® tra fase disciolta e sospesa. Il carbonio éessjvo risultante
dalla somma del carbonio inorganico (TIC) e di tuekganico (TOC) presente nelle due fasi costitii carbonio
totale (TC). Il carbonio organico disciolto (DOGyppresenta la frazione organica di carbonio chegpakraverso una
membrana filtrante da ~ jm, mentre il carbonio organico sospeso o partiool&OC) rappresenta la frazione
trattenuta dalla membrana. La somma di questerda@hi da il carbonio organico totale (TOC).
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L’anidride carbonica prodotta dall’ossidazione cadica viene estratta dal sistema e misurata
mediante gascromatografia o per assorbimento inuaaagtrapura, di cui viene misurata la
conducibilita.

Figura 10. Schema di analizzatore TOC che utilizzBossidazione del campione UV-attivata

Setto per I'niezione
del campione e del

_‘8.1 —— Rivelatore CO,
it co, mtegrato

— Camera di ossidazione

(Gas per il lavaggio

G il lavaggi i
as per 1 lavaggio del campione ossidato

del campione non ossidato

PARTE SPERIMENTALE E RISULTATI

Il giorno precedente alle misure le sette acqueseime sono state fatte acclimatare tutte nella
stessa stanza e per ognuna sono stati determipdti ia conducibilita elettrica e la componente
organica.

- pH: sono state effettuate due misure per ogni acprae senza I'aggiunta di KCI 0.01M;

- conducibilita: durante le misure la temperatura e stata marderogtante a 25°C per mezzo
di un termostato;

- componente organica non disponendo di un analizzatore TOC, si e zzdia la
spettroscopia di assorbimento nell’UV (190-400 natlyngando il piu possibile il cammino
ottico con cuvette in quarzo da 100 mm per esaltassorbimento, prevedibilmente molto
debole, e calcolare poi, in mancanza di picchi @vi 'area nell'intera regione spettrale
analizzata.

Le misure sono state eseguite in tre giorni divera la determinazione di ogni grandezza e
avvenuta su tutte e sette le acque nella stesgzatpo

Strumentazione utilizzata
Per le misure di pH e stato usato un pHmetro Hamstauments 221, per quelle di conducibilita
un conduttimetro DeltaOhm HD2156.2 con sonda SPTe1ger le misure spettroscopiche uno

spettrofotometro a doppio raggio Perkin-Elmer Lamldbd UV/VIS. Le caratteristiche dei tre
strumenti sono riportate nelle tabelle seguenti:
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pHmetro Hanna Instruments 221

elettrodo a vetro Ag/AgCI

range di misura

-2.00/16.00 pH
-20.0/120.0 °C

risoluzione 0.01 pH
0.1°C

o +0.01 pH

accuratezza a 20°C +0.4°C

Conduttimetro DeltaOhm HD2156.2

costante di cella 0.1 cm
range di misur 0.00/19.99.S/cm
-50/200 °C
risoluzione 0.01pS/cm
0.1°C
accuratezza £0.5% +1digit
+0.25 °C

Spettrofotometro a doppio raggio Perkin-Elmer Lambda 15 UV/VIS

sorgente luminos

A

lampada alogena al tungsteno/deuterio

range spettrale 190/900 nm
velocta & 7.5, 30, 60, 120, 240, 480, 960, 1440 nm/min
accuratezza 03nm
+0.003 A a 1A misurata con filtri NBS 930
ripetibilita 20.1 nm
+0.001 Aa 1A
risoluzione passabanda selezionabili (slit): 0.25, 1, 2, 4 réb@&1
nm
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Misure di pH

Prima di iniziare le misure, il pHmetro & stataatarcon soluzioni tampone certificaepH 4, 7
e 10. Per ogni tipo di acqua sono stati prepafatmnd di soluzione di KC| 0.0M, pesando ogni
volta circa 0.0300 g di sale con una bilancia aicafi Si & poi proceduto alla doppia misura del
pH, prima su 40 mL di acqua pura, poi su 40 mL aluzone di KCI, previo ‘avvinamento’
dell'elettrodo con il tipo di acqua che di volta wolta veniva sottoposta a misura. Nella tabella
seguente sono riportati i risultati ottenuti:

Calibrazione con buffer 7 e 10

Acqua T(C) | pH | T(C) pH H,O+KClI ApH | AT g KCl/40mL
A 225 | 880 | 224 8.66 0.14 | 0.1 0.0314
B 213 | 6.22 | 213 5.81 0.41 0 0.0307
C 219 | 6.66 | 22.1 6.36 0.30 | -0.2 0.0319

Calibrazione con buffer 7 e 4

D 21.7 1548 | 22.0 5.13 0.35 |-0.3 0.0308
E 221 | 573 | 21.8 5.76 -0.03 | 0.3 0.0323
F 223 | 6.60 | 22.1 6.09 0.51 | 0.2 0.0300
G 226 [6.04 | 223 5.68 0.36 | 0.3 0.0307

Come visto prima, i valori di pH ottenuti in solare 0.01 M di KCI dovrebbero essere piu
corretti, diminuendo la differenza di concentragdmna elettrodo e soluzione, e quindi evitando
correnti parassite e diffusione del sale. Nel comtare tali dati bisogna pero tener presente che le
misure di pH delle varie soluzioni non sono omogefie quanto eseguite con calibrazioni divérse

| risultati ottenuti dimostrano che tutte le acquesentano un pH leggermente acido, tranne la
A, il cui valore di 8.66, corrispondente a una gane debolmente basica, € decisamente anomalo.
Infatti, considerando che le soluzioni sono statrite all’aria per un lungo tempo, queste diventano
acide per la dissoluzione della g&tmosferica, in base all’equilibrio:

CO,+ 2 HO > HzO" + HCO5 (Kas-c)= 4.45-10).

Poiché la CQ costituisce circa lo 0.0350% del volume di ariacse(350 ppm), attraverso la
legge di Henry si calcola che a 25°C la concertrazidi CQ in un’acqua pura, in equilibrio con
un’atmosfera non inquinata, & pari a 1.148Mpportando a un pH di 5.65.

| valori ottenuti, tranne quello per I'acqua D, egpiu 0 meno maggiori di tale valore teorico,
che comunque dovrebbe essere corretto per I'eftidtla temperatura, in quanto le misure sono

" SIGMA B5020-500ML: Buffer, reference standard, #80+0.01 at 25°C standardized against N.|.S. hdsted
reference materials batch#: 115K0101
SIGMA B4770-500ML: Buffer, reference standard, pla0#0.01 at 25°C standardized against N.I.S.T dgtath
reference materials batch#: 066K0026
SIGMA B4895-500ML.: Buffer, reference standard, ppid0+0.01 at 25°C standardized against N.I.S. hdsted
reference materials batch#: 086K0004

8 Mettler Toledo, Swiss, modello XS205, dual rang#)(g, 80 g).
° Vedi primo paragrafo delle conclusioni.
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state condotte a una temperatura inferiore, corafgras21 e 22 °C. Per fare cid perd bisognerebbe
conoscere sia la solubilita della €€he il valore della Ka tali temperature.

Si puo notare infine che le acque B, E e G, predotin sistema di purificazione simile e nello
stesso periodo di tempo, presentano valori di pidlisi

Misure di conducibilita

Prima di effettuare le misure di conducibilitacdnduttimetro e stato tarato con una soluzione di
conducibilita HI 70033 di 84S/cm a 25°C. Con una particolare pipetta sono ptafevati, in
provette sterili, 30 mL di ogni tipo di acqua, com avvinare provette ed elettrodo, ed altri 30 mL
su cui effettuare la misura, direttamente nellavetia. Tutte le misure sono state condotte alla
temperatura di 25°C, mantenuta approssimativanmdtante mediante un termostato. Al termine
dell'analisi e stato rimisurato lo standard utiaiz per la taratura, al fine di individuare e cggere
un’eventuale deriva temporale dello strumento.dgusto, vengono presentati i risultati ottenuti:

Acqua T(°C) x(uS/cm) X y* AY | YeornS/cm)
standard 25.5 85.00 0 85.00 0.0D 85.00

D 25.4 1.03 1 84.84 0.16 1.19

A 25.3 16.65 2 84.69 0.31 16.96

F 25.5 1.11 3 84.53 0.47 1.58

C 25.5 1.13 4 84.38 0.62 1.75

E 25.5 0.95 5 84.22 0.78 1.73

B 25.3 1.04 6 84.07 0.93 1.97

G 25.5 1.04 7 83.91 1.09 2.13

distillata 25.5 1.93 8 83.76 1.24 3.17
standard 25.5 83.60 9 83.60 1.4D 85.00

* y=-0.1556x + 85
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Figura 11. Errore associato ad ogni acqua, dovutdla deriva temporale dello strumento
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Il valore di conducibilita dell’acqua D, il piu bss tra quelli misurati (1.18S/cm), e l'unico che
rientra nelle specifiche dichiarate (vedi TabellaBrrori consistenti si hanno per le acque presunt
ultrapure (E, C, G e B), che presentano valoriasiducibilitd molto maggiori del valore teorico di
0.055uS/cm, e soprattutto per la A, che presenta un @alod6.96uS/cm, ben superiore a quello
dell'acqua distillata.

Le differenze riscontrate potrebbero essere dozutea contaminazione avvenuta nel prelievo e
nella manipolazione delle acque, ma anche a unacaoetta taratura del conduttimetro, avendo
utilizzato una soluzione di conducibilita di un orel di grandezza molto diverso rispetto ai valori
attesi, e fuori dal range dei valori misurabili dorstrumento (0.00-19.99S/cm)°.

La conducibilita decisamente anomala misurata’geqlia A, molto superiore rispetto a quella
dichiarata e a quelle determinate per le altre a¢diche esclude per questa acqua la possibilita d
contaminazione in fase d’analisi), potrebbe dipeadkalla non idoneita del materiale usato per lo
stoccaggio: il vetro in cui tale acqua € commeizzalta non € infatti esente da borosilicati come
raccomandato nel manuale dell’Apat

Misure spettrofotometriche

Gli spettri di assorbimento sono stati acquisitilaneegione del’'UV (340-190 nm) con una
risoluzione di 0.5 nm mediante spettrofotometrooppio raggio, confrontando ogni acqua con
guella denominata G, usata come bianco. Primaaghellisi ogni cuvetta & stata ‘avvinata’ con lo
stesso tipo di acqua con cui doveva essere riempipaimo spettro € stato acquisito inserendo
'acqua presa come riferimento sia nella cuvettabignco che in quella del campione, al fine di
valutare il rumore strumentale. Per ogni spetttemuto impostando uno slit di 1 nm e una velocita
di scansione di 120 nm/min, é stata calcolata dasettesa nella regione dell’'UV. Di seguito si
riportano i risultati ottenuti e gli spettri di csdno state calcolate le aree.

19Vedi primo paragrafo delle conclusioni.
1 APAT - IRSA/CNR, Manuali e linee guida - 29/2008etodi analitici per le acque.
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Acqua RangeL Area
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Considerando unicamente il contenuto di sostanganica, deducibile dai valori di assorbanza
ottenuti nel range 190-332.8 nm, si pud tentarédlinire un’ipotetica scala di purezza rispetto
all'acqua G:

Purezza
crezcente

e OmamE Qe

Alla luce di questo risultato, tutto I'esperimemiiodrebbe ripetuto usando I'acqua F come
bianco, ma sia i tempi sia i volumi disponibililanno impedito.
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In alternativa, si potrebbe cercare di stimareoitenuto di sostanza organica considerando i
valori di assorbanza, A, a 254 e 210 nm, che vayttori di acque (vedi Tabella 1) dichiarano
come indice di qualita al posto del TOC. Di seguitoiportano tali valori, misurati per ogni acqua
rispetto all’aria, il che permette di fare confricasoluti tra le acque.

Acqua A A
D 254 0.028
210 0.105
A 254 0.079
210 0.19
E 254 0.034
210 0.085
E 254 0.028
210 0.079
G 254 0.023
210 0.075
c 254 0.028
210 0.086
B 254 0.013
210 0.066

Si puod osservare che per tutte le acque I'assogbar2A0 nm e maggiore di quella a 254 nm, ma
entrambi i valori di assorbanza per le acque Fsero molto minori rispetto ai limiti dichiarati.

Come prevedibile, il minore assorbimento alle llere d’onda selezionate si ha per I'acqua B,
prodotta di fresco con sistema Millipore Direct-@@&ato di lampade UV.

Le altre acque presentano tutte un assorbimenttesinentrambe le lunghezze d’onda, tranne la
A, che risulta avere il contenuto di sostanze adanpiu elevato.

Rapporto qualita/prezzo

Basandosi sui dati riassunti nella Tabella 1, ¢rad¢que confezionate (Merck, Sigma Aldrich,
Carlo Erba) la piu conveniente sembrerebbe es&tgua Plus della Carlo Erba, nonostante il
valore di conducibilita dichiarato, misurato a 90%®@n sia direttamente confrontabile con quelli
delle altre acque, misurati alla temperatura stahde25°C.

Riguardo ai sistemi di purificazione, e difficilérsare il costo per litro di acqua ottenuta senza
conoscere il consumo di acqua ultrapura da partedgertimento. Tuttavia, prendendo in
considerazione il sistema Direct-Q3, che ha sastitumodelli Milli-Q ormai fuori commercio e
che rappresenta lo standard attuale verso cui tendeaggior parte dei sistemi di purificazione,
ipotizzando un consumo di 10 litri al giorno, clmrisponderebbero a una produzione di 6600 litri
nel tempo di vita di 3 anni dichiarato per lo stento (10L x 220 giorni lavorativi= 2200L/anno), si
ottiene un costo per litro d’acqua pari a circautoe dato dalla somma del costo dello strumento
(3640€ /6600 L= 0.55€/L) e di quelli della cartuccia di purificazione d €iro (460 € /1000 L=
0.46 €/L). Si tratta comunque di una stima per eccesscsiderando che il tempo di vita dello
strumento, per consumi cosi bassi rispetto a gqpellmessi dalla portata massima (0.6 litri al
minuto), potrebbe essere di gran lunga superiGrarani.

Il costo per litro di acqua prodotta eguagliereltheello della piu economica delle acque
confezionate (I'’Acqua Plus) per produzioni di cirt@00 litri in 3 anni, quindi I'acquisto di un
sistema di purificazione diventerebbe conveniere gyoduzioni giornaliere minime di circa 1.5
litri di acqua ultrapura.
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Per quanto riguarda il sistema Milli-Q, con un detesine e filtri a carboni attivi si possono
ottenere al massimo 7500 litri di acqua purificatan costo per litro di 0.20 euro.

CONCLUSIONI

Prima di trarre affrettate conclusioni sugli errarétodologici che hanno portato a risultati non
soddisfacenti, va premesso che questa esperiemzaragorevista dal programma del Corso ed e
stata svolta da un gruppo di studenti volontarglidlori dell’orario delle lezioni. Di conseguenza
non si € avuto il tempo necessario per ripetersieiré? e per studiare con la dovuta attenzione gli
aspetti teorici riguardanti i metodi analitici delacque ultrapure e le relative problematiche,
indispensabili invece per poter trovare il giusssetto della strumentazione in condizioni di lavoro
ai limiti della rilevabilitd®.

Oltre a cio va considerato I'altissimo livello digbica di laboratorio che misure cosi delicate
richiedono, dalla manipolazione dei campioni, dtb@o conservazione, dal tipo di strumenti
utilizzati, al loro uso: un qualsiasi errore, seppiccolo, in una di queste operazioni vanifica la
ricerca dell’acqua piu pura. Dai risultati ottenctin le analisi di pH, conducibilitd e assorbimento
UV, non si é riusciti infatti a differenziare leqae presunte pure e molto pure (F, D, A) da quelle
presunte ultrapure (E, G, B), che si sono unifoer@iti o0 meno allo stesso livello di purezza,
inferiore a quello atteso per quanto riguarda iiteauto di specie ioniche: infatti, i risultati kel
misure di pH e conducibilita, nonostante tali greare siano state misurate in giorni diversi e a
temperature diversé sono concordi nell'individuare nell'acqua D laigiura.

Per quanto riguarda invece il contenuto di sostanganiche, I'acqua piu pura e risultata essere
la B, prodotta con sistema Direct-Q3 dotato di ladgUV.

Dal momento perd che sui risultati ottenuti hannfiuito sia fattori casuali che fattori fissi
sfuggiti al controllo, non €& possibile valutare dagnificativitd delle differenze osservate. Cio
dimostra I'importanza che riveste I'experimentaside nel progettare un esperimento in modo tale
da poterne trarre risultati corretti, come ben esgo in questa frase di Ronald Aylmer FishEo:
consult a statistician after an experiment is fiei is often merely to ask him to conduct a post
mortem examination. He can perhaps say what thergment died of’.

Cio che perd emerge chiaramente dai risultati attea un’anomalia nel comportamento
dellacqua A, confermata da tutti i metodi analifropiegati, su cui sarebbe interessante indagare
ulteriormente.

Nonostante tutto, si ritiene che questa esperiatiziaboratorio possa essere utile per la
pianificazione di una sua eventuale ripetiziones tdnga conto degli errori commessi. In tal caso
sarebbe interessante poter aggiungere alle vardeimisurare come indici di purezza, la durata
della colorazione del permanganato di potassiongisara del TOC.

12y/edi pH, che si sarebbe dovuto determinare per aggua con entrambe le tarature, e magari sottenie di azoto,
o almeno mantenendo costante la temperatura a 25°C.

13 Vedi errata taratura del conduttimetro.

14 Essendo pH e conducibilita due grandezze correthentrambe dipendenti dalla temperatura, sarstae
opportuno misurarle nello stesso giorno e allasstésmperatura.
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APPENDICE

Le acque analizzate, prodotte dai marchi Merckm@igAldrich, Carlo Erba e Millipore, sono
state indicate genericamente con lettere alfabetichordine casuale, sia per evitare di insinuare
dubbi sulla qualita dichiarata dai produttori, giex sottrarle a inevitabili quanto inutili confrgnt
visti gli errori metodologici commessi in fase ddisi.

A guesto proposito, riguardo alle misure di pHmancanza di un elettrodo a idrogeno, ormai in
disuso, si € stati costretti ad utilizzare un ebel a vetro, pur riconoscendolo come non idonko al
scopo. Il grado di purezza del sale KCI, che neressente si € dovuto aggiungere alle acque
prima della misura con questo tipo di elettrodostitoisce infatti un ulteriore elemento di
potenziale contaminazione. Inoltre, la durata descolamento operato per far sciogliere il sale € un
altro parametro sfuggito al controllo, che potrelaver comportato un inglobamento di diverse
guantita di CQnelle varie acque, falsandone di conseguenza degtErminato. Anche la gradualita
con cui la CQ atmosferica viene assorbita da parte dell’acqua &lemento di disturbo nella
misura, in quanto implica tempi di stabilizzazidaeghi, tanto che alcuni consigliano, per limitare
il piu possibile l'influenza della COsul pH, di prendere per buona la prima risposthode
strumento, senza aspettare che il pH letto raggiwmgvalore costante.

Riguardo alla taratura del conduttimetro, non spdneva purtroppo di una soluzione standard di
conducibilita adeguata alla costante di cella igaia, ma una lettura affrettata del manuale ha
portato a ritenere idonea anche una soluzione deé&s&m, che, sulla base dello schema generico in
esslo riportato (vedi Figura 6), sembrava perfettdenenisurabile con una costante di cella di 0.1
cm-.

Insomma, gli errori commessi sono si frutto di nzanza di tempo ed esperienza di laboratorio
da parte degli studenti, ma anche della inadeguatézi materiali e degli strumenti a disposizione,
la qual cosa ha reso I'esperienza molto piu diffasa, e per certi versi impossibile, anche se
purtroppo si rilevano problemi simili in analisillicate.
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