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capitolo XII.   INDICE DI DISPONIBILITÀ per le piante DI METALLI PESANTI 

Introduzione

La distribuzione dei metalli pesanti tra la fase solida e la soluzione del terreno è considerata il fattore fondamentale nella valutazione dell’accumulo di metalli nel suolo. Solo dopo essere stato rilasciato nella fase acquosa, infatti, il metallo può muoversi liberamente verso l’apparato radicale ed essere assorbito dalle piante. Il trattenimento dei metalli pesanti nella fase solida del terreno dipende in primo luogo dal pH ed è legato essenzialmente al contenuto di argilla, di sostanze umiche, di ossidi e idrossidi di ferro e manganese che esercitano un effetto di attenuazione anche sulle forme anioniche (Daoust, 2006; Spurgeon et al., 2006; Leita et al. 2009).

Il processo di trattenimento e rilascio dei metalli pesanti comprende i processi di precipitazione e dissoluzione, scambio ionico, adsorbimento e desorbimento. Le reazioni di precipitazione/dissoluzione possono coinvolgere fasi solide discrete o fasi solide adsorbite sulle superfici del terreno. Le reazioni di scambio ionico derivano da uno cambio tra una specie ionica nella soluzione del terreno e una specie ionica trattenuta dai siti con carica permanente sulle superfici del terreno. I processi di adsorbimento e desorbimento possono interessare tutte le specie ioniche o molecolari e riguardano in generale i siti adsorbenti con carica dipendente dal pH, quali ossidi e idrossidi di ferro, alluminio e manganese, minerali argillosi e sostanze umiche (Pezzarossa et al., 2011).

L’indice di disponibilità di un metallo dà indicazioni sulla frazione potenzialmente disponibile all’assorbimento radicale delle piante e viene valutato, convenzionalmente, in base all’efficacia di specifiche soluzioni estraenti di rimuovere i metalli dai siti di legame dei colloidi inorganici e organici (Peijnenburg, 2002). Poiché il pH è uno dei parametri essenziali per il passaggio dei metalli nella fase liquida del suolo gli estraenti impiegati si differenziano in base al pH del terreno. 

Metodo XII.1  INDICE DI DISPONIBILITÀ DI CADMIO, NICHEL, PIOMBO, RAME E ZINCO IN SUOLI NON ACIDI
1. Principio

Il metodo prevede l’estrazione dei metalli con una soluzione di acido dietilentriamminopentacetico (DTPA), calcio cloruro e trietanolammina a pH 7,3. La procedura riportata è quella proposta da Lindsay e Norwell (1969) ed offre la combinazione termodinamica più favorevole per la complessazione metallorganica di elementi quali cadmio, ferro, nichel, piombo, rame, manganese, zinco. La presenza di trietanolammina e calcio cloruro ha lo scopo di impedire la solubilizzazione di carbonati che potrebbero contenere microelementi occlusi, non realmente disponibili per l’assorbimento da parte delle piante (Izza et al., 1994).

La misura viene eseguita per via spettrofotometrica in assorbimento atomico ad atomizzazione in fiamma (FAAS) o elettrotermica (GFAAS). 

2. Reagenti

· Soluzione diluita (1:1 v/v) di acido cloridrico 

Aggiungere con cautela 500 mL di acido cloridrico (HCl) [37% ( = 1,186)] in bicchiere graduato da 1000 mL contenente circa 450 mL di H2O. Mescolare e, dopo raffreddamento, portare a volume con H2O.

· Soluzione di acido dietilentriamminopentacetico (DTPA, calcio clururo biidrato e trietanolammina) 

Trasferire 14,92 g di trietanolammina N(CH2OHCH2)3, 1,97 g di acido dietilentriamminopentacetico (DTPA) [[(HOOCCH2)2NCH2CH2]2CH2COOH] e 1,46 g di calcio cloruro (CaCl2 · 2H2O) in bicchiere da 1000 mL, contenente 900 mL di H2O. 

Agitare fino a completa solubilizzazione dei reagenti e portare il valore di pH a 7,3 con la soluzione diluita (1:1 v/v) di HCl. Trasferire la soluzione in matraccio tarato da 1000 mL e portare a volume con H2O.  
· Soluzioni di riferimento 

Utilizzare una soluzione di riferimento del commercio a titolo garantito (1000 mg L-1) per ciascun elemento da analizzare. Dalle soluzioni madre vengono preparate per diluizione le soluzioni di riferimento alle concentrazioni desiderate, aggiungendo 0,5 mL di HNO3 e portando a volume con acqua demineralizzata in matracci tarati da 100 mL. Come bianco si utilizza una soluzione di HNO3 allo 0,5%. 

Le soluzioni di riferimento diluite rimangono chimicamente stabili per 2-3 giorni. E' necessario verificare che il pH di questa soluzioni sia ( 3. L'innalzamento del valore di pH favorisce la formazione di idrossidi metallici, semplici o complessi, insolubili.

· Sali modificatori di matrice: NH4H2PO4, Mg(NO3)2
3. Apparecchiatura 

· Vetreria di laboratorio

· Agitatore oscillante
· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione in fiamma (FAAS) ed elettrotermica (GFAAS)

· Centrifuga.

4. Procedimento

Trasferire 50 g di campione di terra fine, secco all'aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm, in matraccio conico di Erlenmeyer da 250 mL.

Aggiungere 100 mL della soluzione di DTPA, calcio clururo biidrato e trietanolammina. Agitare per 2 ore. Centrifugare a 5000 giri minuto-1 per 5 minuti. 

Trasferire la soluzione limpida in matraccio tarato da 100 mL. Lavare più volte il residuo con H2O, centrifugando e trasferendo il surnatante nello stesso matraccio tarato da 100 mL. Portare a 
volume con H2O. Preparare la prova in bianco seguendo le stesse modalità operative, omettendo il campione di suolo.

Per le misure in GFAAS, aggiungere alle soluzioni le quantità degli specifici sali modificatori di matrice riportate nella Tabella 1, Capitolo XI. 
5. Preparazione delle curve di taratura 
Preparare la curva di taratura per ciascun metallo allo spettrofotometro in assorbimento atomico utilizzando fiamma aria-acetilene (FAAS), o ad atomizzazione elettrotermica (GFAAS). Definire per lo strumento in dotazione condizioni tali da rispettare la proporzionalità tra assorbanza e concentrazione delle soluzioni standard di lavoro. Impiegare le lampade specifiche e selezionare le lunghezze come indicato nel manuale di ciascun apparecchio.

6. Dosaggio

Rilevare i valori in assorbanza per le soluzioni dei campioni.

Utilizzando le curve di taratura predisposte, risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione.

7. Espressione dei risultati
Il contenuto di ciascun metallo viene espresso in mg kg-1, con una cifra decimale. Per il calcolo viene utilizzata l'espressione

   (A - B) (D( V

C =


m

dove:

C = contenuto del metallo nel suolo, espresso in mg kg-1

A = concentrazione del metallo nella soluzione del campione, espressa in mg L-1

B = concentrazione del metallo nella prova in bianco, espressa in mg L-1

D = fattore di diluizione (D = 1 se la soluzione in esame non è stata diluita)

V = volume finale, espresso in millilitri

m = massa del campione, espressa in grammi

8. Interpretazione dei risultati 

I risultati delle indagini analitiche condotte sui suoli coltivati non acidi di 10 regioni italiane (Tabella 1) consentono di fornire indicazioni sugli intervalli di disponibilità dei metalli estraibili con il metodo proposto (Barbafieri et al., 1996). 

Tabella 1 – Valori di disponibilità di alcuni metalli pesanti accertati in suoli non acidi 

	Elemento 
	Intervallo di concentrazione

mg kg-1

	
	

	Cadmio 
	  0,2 - 1,5*

	Nichel 
	1,0 - 15

	Piombo 
	0,5 - 5*

	Rame 
	   6,0 - 13**

	Zinco 
	 2,0 - 9**


* In suoli limitrofi a vie di comunicazione si possono accertare valori di Cd e Pb più elevati, rispettivamente, di 2 e di 20 mg kg-1
** In suoli utilizzati per la viticoltura si possono riscontrare valori di Cu e Zn più elevati (fino a 30 mg kg-1). 

9. Note

L’efficienza dell’estrazione dei metalli è strettamente correlata alle modalità operative adottate. In particolare, è necessario un accurato controllo del pH del suolo e della soluzione estraente. Per quanto riguarda l’attendibilità della misura, va tenuto presente che l’utilizzazione delle tecniche spettrofotometriche richiede apparecchiature dotate di sistemi di correzione del background (arco al deuterio, Zeeman, Smith- Hieftje, etc.). La misura del contenuto dei metalli può essere effettuata mediante spettroscopia di emissione al plasma (ICP/AES), utilizzando indifferentemente le stesse modalità operative proposte per le tecniche spettroscopiche FAAS e GFAAS. L’adozione dell’ ICP/AES è preferibile perché vengono controllate e soppresse direttamente le interferenze che si potrebbero verificare per sovrapposizione delle bande spettrali in emissione dei metalli presenti contemporaneamente nella soluzione. 

Metodo XII.2  INDICE DI DISPONIBILITÀ DI CADMIO, NICHEL, PIOMBO, RAME E ZINCO IN SUOLI ACIDI 

1. Principio

Il metodo prevede l’estrazione dei metalli da suoli acidi con soluzione di acido etilendiamminotetracetico (EDTA) tamponata con ammonio acetato e acido acetico a pH 4,65. La procedura riportata è stata proposta da Lakanen e Ervio (1971) e offre la condizione termodinamicamente più favorevole per l’estrazione di metalli da suoli acidi. Le risposte fornite dal sistema suolo-pianta suggeriscono metodologie differenti per la stima dell’indice di disponibilità di cobalto, molibdeno e cromo in suoli non acidi.

La misura viene eseguita per spettrofotometria in assorbimento atomico in atomizzazione a fiamma (FAAS) o elettrotermica (GFAAS). 

2. Reagenti

· Soluzione diluita (1:10 v/v) di ammonio idrossido 

Trasferire in matraccio tarato da 1000 mL 100 mL di soluzione di ammonio idrossido (NH4OH) [30 % (p= 0,892)]. Portare a volume con H2O. 

· Soluzione diluita (1:10 v/v) di acido acetico 

Trasferire in matraccio tarato da 1000 mL 100 mL di acido acetico (CH3COOH) [96 % (p= 1,058)].  Portare a volume con H2O. 

· Soluzione estraente di acido etilendiamminotetracetico (EDTA), ammonio idrossido e acido acetico 

Trasferire 38,5 g di ammonio acetato in bicchiere da 1000 mL contenente 500 mL di H2O. Aggiungere 25 mL di acido acetico al 96% e 5,845 g di EDTA (HO2CCH2)2NCH2CH2N(CH2CO2H)2. Agitare fino a completa solubilizzazione dei reagenti e portare il valore di pH a 4,65 con aggiunta di soluzione diluita di ammonio idrossido o di acido acetico. Travasare la soluzione in matraccio tarato da 1000 mL e portare a volume con H2O. 

· Soluzioni di riferimento 

Utilizzare una soluzione di riferimento del commercio a titolo garantito (1000 mg L-1) per ciascun elemento da analizzare. Dalle soluzioni madre vengono preparate per diluizione le soluzioni di riferimento alle concentrazioni desiderate, aggiungendo 0,5 mL di HNO3 e portando a volume con acqua demineralizzata in matracci tarati da 100 mL. Come bianco si utilizza una soluzione di HNO3 allo 0,5%. 

Le soluzioni di riferimento diluite rimangono chimicamente stabili per 2-3 giorni. E' necessario verificare che il pH di questa soluzioni sia ( 3. L'innalzamento del valore di pH favorisce la formazione di idrossidi metallici, semplici o complessi, insolubili.
3. Apparecchiatura

· Vetreria di laboratorio
· Agitatore oscillante
· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione in fiamma (FAAS) ed elettrotermica (GFAAS)  

· Centrifuga.

4. Procedimento

4.1. Preparazione della soluzione

Trasferire 20 g del campione di terra fine, secco all'aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm, in matraccio conico di Erlenmeyer da 250 mL. 

Aggiungere 100 mL di soluzione estraente. Agitare per 30 minuti. Centrifugare a 5000 giri minuto-1 per 5 minuti. 

Trasferire la soluzione limpida in matraccio tarato da 100 mL. Lavare più volte il residuo con H2O, 
centrifugando e trasferendo il surnatante nello stesso matraccio da 100 mL. Portare a volume con 
H2O.

Preparare la prova in bianco seguendo le stesse modalità operative, omettendo il campione di 
suolo.

Per le misure in GFAAS, aggiungere alle soluzioni le quantità degli specifici sali modificatori di 
matrice riportate nella Tabella 5.

4.2. Preparazione della curva di taratura

Preparare la curva di taratura per ciascun metallo allo spettrofotometro in assorbimento atomico utilizzando fiamma aria-acetilene (FAAS), o atomizzazione elettrotermica (GFAAS). Definire per lo strumento in dotazione condizioni tali da rispettare la proporzionalità tra assorbanza e concentrazione delle soluzioni standard di lavoro. Impiegare le lampade specifiche e selezionare le lunghezze d’onda indicate nel manuale dell’apparecchio. 

5. Dosaggio

Rilevare i valori in assorbanza per le soluzioni dei campioni.

Utilizzando le curve di taratura predisposte, risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione.


6. Espressione dei risultati

Il contenuto di ciascun metallo viene espresso in mg  kg-1 , con una cifra decimale.

Per il calcolo viene utilizzata l’espressione:

   (A - B) (D( V

C =


m

dove: 

C = contenuto del metallo nel suolo, espresso in mg kg-1
A = concentrazione del metallo nella soluzione del campione, espressa in mg L-1 

B = concentrazione del metallo nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1
D = fattore di diluizione (D = 1 se la soluzione in esame non è stata diluita) 

V = volume finale espresso in millilitri 

m = massa del campione, espresso in grammi. 

7. Note
L’efficienza di estrazione dei metalli è strettamente correlata alle modalità operative adottate. 
La misura del contenuto dei metalli può essere effettuata mediante spettroscopia di emissione al plasma 
(ICP/AES), tenendo presenti le modalità suggerite nel paragrafo 9 del Metodo XII.1.

Metodo XII.3 INDICE DI DISPONIBILITÀ DI COBALTO 
1. Principio
Il metodo prevede l’estrazione del cobalto con soluzione diluita di acido acetico. Il contenuto del metallo può essere determinato per spettrofotometria in assorbimento atomico con atomizzazione a fiamma (FAAS) o elettrotermica (GFAAS). 

2. Reagenti

· Soluzione diluita (2,5%) di acido acetico 

Aggiungere con cautela 26 mL di acido acetico (CH3COOH) [96% (p = 1,058)] in matraccio tarato da 1000 mL, contenente circa 600 mL di H2O. Mescolare e, dopo raffreddamento, portare a volume con H2O. 

· Soluzione (1 mole L-1) di acido cloridrico 

Aggiungere con cautela 87 mL di acido cloridrico (HCl) [37% (p = 1,186)] in matraccio tarato da 1000 mL, contenente circa 600 mL di H2O. Mescolare e, dopo raffreddamento, portare a volume con H2O. 

· Perossido di idrogeno (H2O2) [30% m/m in acqua (= 1,122)]

· Soluzione standard del commercio a titolo garantito (1000 mg L-1) di cobalto (Co)
· Modificatore di matrice: Magnesio nitrato [Mg(NO3)2]

3. Apparecchiatura

· Vetreria di laboratorio
· Agitatore oscillante

· Centrifuga
· Piastra riscaldante
· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione in fiamma (FAAS) ed elettrotermica (GFAAS).
4. Procedimento
4.1. Preparazione della soluzione
Trasferire 10 g di campione di terra fine, secco all'aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm, in matraccio conico di Erlenmeyer da 500 mL.

Aggiungere 200 mL di soluzione diluita (2,5%) di acido acetico. Tenere in agitazione per 8 ore. 

Trasferire in tubo da centrifuga e centrifugare a 5000 giri minuto-1 per 10 minuti. Trasferire la 
soluzione limpida in bicchiere da 500 mL. Lavare più volte il residuo con soluzione diluita di acido 
acetico, centrifugando e trasferendo il surnatante nello stesso bicchiere da 500 mL. Portare a 
secco su piastra elettrica. Riprendere con 5 mL di perossido di idrogeno e portare a secco. 

Riprendere il residuo con 10 mL di soluzione (1 mole L-1) di HCl. Riscaldare per 15 minuti su 
piastra elettrica. Trasferire la soluzione in matraccio tarato da 20 mL. 

Per le misure in GFAAS, aggiungere 0,05 mg di Mg(NO3)2. Portare a volume con H2O.

Preparare la prova in bianco seguendo le stesse modalità operative, omettendo il campione di 
suolo. 


4.2. Preparazione della curva di taratura

Preparare la curva di taratura allo spettrofotometro in assorbimento atomico utilizzando atomizzazione a fiamma aria-acetilene (FAAS), o  elettrotermica (GFAAS). Definire, per lo strumento in dotazione, condizioni tali da rispettare la proporzionalità tra assorbanza e concentrazione delle soluzioni standard di lavoro. Impiegare lampada specifica, selezionando la lunghezza d’onda come indicato nel manuale in dotazione di ciascun apparecchio.

5. Dosaggio

Rilevare i valori in assorbanza per la soluzione del campione.

Utilizzando la curva di taratura predisposta, risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione.


6. Espressione dei risultati

Il contenuto di cobalto viene espresso in mg · kg-1, con una cifra decimale. 

Per il calcolo viene utilizzata l’espressione:

   (A - B) (D( V

C =


m

dove: 

C = contenuto del metallo nel suolo, espresso in mg kg-1
A = concentrazione del metallo nella soluzione del campione, espressa in mg L-1 

B = concentrazione del metallo nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1
D = fattore di diluizione (D = 1 se la soluzione in esame non è stata diluita) 

V = volume finale espresso in millilitri 

m = massa del campione, espresso in grammi.

7. Interpretazione dei risultati

In base ai dati riportati in letteratura, è ragionevole ritenere che la quantità di cobalto disponibile in terreni non acidi vari da 0,9 a 5 mg kg-1 di terreno secco all’aria. 

8. Note

L’efficienza di estrazione del cobalto dipende in grande misura dal tempo di estrazione; è consigliabile pertanto rispettare rigorosamente le 8 ore. Il metodo non è applicabile a terreni subacidi né a quelli con elevati contenuti di ferro e manganese poiché interferiscono sull’efficienza di estrazione del cobalto. La misura del contenuto dei metalli può essere effettuata mediante spettroscopia di emissione al plasma (ICP/AES), tenendo presenti le modalità suggerite nel paragrafo 9 del Metodo XII.1. 
Metodo XII.4 INDICE DI DISPONIBILITÀ DI MOLIBDENO 
1. Principio

Il metodo si basa sulla procedura proposta da Boon e Soltanpour (1983) e prevede la estrazione del molibdeno in soluzione di ammonio bicarbonato e acido dietilentriamminopentacetico (NH4HCO3/DTPA). La misura viene effettuata per spettrofotometria in assorbimento atomico in atomizzazione in fiamma (FAAS) o elettrotermica (GFAAS). 

2. Reagenti

· Acido nitrico (HNO3) [65% (p = 1,400)] 

· Soluzione diluita (1:1 v/v) di ammonio idrossido 
Trasferire in matraccio tarato da 200 mL 100 mL di soluzione di ammonio idrossido NH4OH [30% (p = 0,892)]. 

· Soluzione diluita (200 mL · L-1) di acido cloridrico 

Trasferire con cautela 200 mL di acido cloridrico (HCl) [37% (p = 1,186) in matraccio tarato da 1000 mL, contenente circa 600 mL di H2O. Mescolare e, dopo raffreddamento, portare a volume con H2O. 

· Ammonio bicarbonato (NH4HCO3)

· Soluzione estraente di ammonio bicarbonato, acido dietilentriamminopentacetico e ammonio idrossido

Trasferire 1,97 g di acido dietilentriamminopentacetico (DTPA) in bicchiere da 1000 mL contenente 800 mL di H2O. Per favorire la solubilizzazione ed evitare effervescenza addizionare 2 mL della soluzione (1:1 v/v) di ammonio idrossido (NH4OH) ed agitare per 15 minuti. Aggiungere 79,06 g di ammonio bicarbonato (NH4HCO3) e mescolare fino a completa dissoluzione. Portare il pH a 7,6 con aggiunta di quantità opportune delle soluzioni diluite di HCl e di NH4OH. Trasferire la soluzione in matraccio tarato da 1000 mL e portare a volume con H2O. La soluzione è stabile per qualche giorno se conservata in luogo fresco. 

· Soluzione standard del commercio a titolo garantito (1000 mg L-1) di molibdeno (Mo)

3. Apparecchiatura

· Vetreria di laboratorio
· Agitatore oscillante 
· Centrifuga
· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione in fiamma (FAAS) ed elettrotermica (GFAAS).  
4. Procedimento

4.1. Preparazione della soluzione

Trasferire 10 g di campione di terra fine, secco all'aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm, in matraccio conico di Erlenmeyer da 250 mL. Aggiungere 20 mL di soluzione estraente e agitare per 15 minuti. Centrifugare a 5000 giri minuto-1 per 5 minuti. In presenza di materiale in sospensione, filtrare per carta Whatman® n°42. Prelevare con pipetta di precisione e trasferire 2,5 mL dell’estratto in matraccio tarato da 50 mL contenente 0,25 mL di acido nitrico. Mescolare e portare a volume con H2O. Preparare la prova in bianco seguendo le stesse modalità operative, ma omettendo il campione di suolo. 

4.2. Preparazione della curva di taratura

Preparare la curva di taratura allo spettrofotomentro in assorbimento atomico utilizzando fiamma azoto protossido/acetilene (FAAS) o ad atomizzazione elettrotermica (GFAAS). Definire per lo strumento in dotazione condizioni tali da rispettare la proporzionalità tra assorbanza e concentrazione delle soluzioni standard di lavoro. Impiegare la lampada specifica, selezionando la lunghezza d’onda come indicato nel manuale d’uso dell’apparecchio. 

5. Dosaggio 

Rilevare i valori in assorbanza per le soluzioni dei campioni.

Utilizzando le curve di taratura predisposte, risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione.
6. Espressione dei risultati

Il contenuto di molibdeno viene espresso in mg kg-1, con una cifra decimale.

Per il calcolo viene utilizzata l’espressione:

   (A - B) (D( V

C =


m

dove: 

C = contenuto del metallo nel suolo, espresso in mg kg-1
A = concentrazione del metallo nella soluzione del campione, espressa in mg L-1 

B = concentrazione del metallo nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1
D = fattore di diluizione (D = 1 se la soluzione in esame non è stata diluita) 

V = volume finale espresso in millilitri 

m = massa del campione, espresso in grammi.

7. Interpretazione dei risultati

Il molibdeno è presente nel suolo e nella pianta, in micro quantità significativamente dipendenti dalla tipo di suolo e dalle riserve presenti nel seme. In generale, è ragionevole ritenere che la quantità di molibdeno potenzialmente disponibile nei suoli non acidi possa essere compresa nell’intervallo tra 0,01 e 0,5 mg · kg-1. 

8. Note

Il metodo è applicabile solo per suoli caratterizzati da pH maggiore di 6. 
La misura del contenuto del metallo può essere effettuata mediante spettroscopia di emissione al 
plasma (ICP/AES), tenendo presenti le modalità suggerite nel paragrafo 8 del Metodo XII.1.


Metodo XII.5 DETERMINAZIONE DELLA FRAZIONE "LABILE" DI CROMO (III) 
1. Principio

Il metodo si basa su quello proposto da Bartlett e James (1996) e prevede l'estrazione del cromo (III) in soluzione di potassio idrogeno citrato. La misura viene effettuata per spettrofotometria in assorbimento atomico con atomizzazione a fiamma (FAAS) o elettrotermica (GFAAS). 

2. Reagenti

· Soluzione di potassio idrogeno citrato 
Trasferire 268,30 g di potassio idrogeno citrato (K2HC6H5O7) in matraccio tarato da 1000 mL, contenente 800 mL di H2O. Agitare fino a completa solubilizzazione del reagente. Portare a volume con H2O. 

· Soluzione standard del commercio a titolo garantito (1000 mg · L-1) cromo (III)

· Modificatore di matrice: Magnesio nitrato [Mg(NO3)2]

3. Apparecchiatura

· Vetreria di laboratorio
· Agitatore oscillante 
· Centrifuga
· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione in fiamma (FAAS) ed elettrotermica (GFAAS)   
4. Procedimento

4.1. Preparazione della soluzione
Trasferire 1 g di campione di terra fine, secco all'aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm, in matraccio conico Erlenmeyer da 250 mL. Aggiungere 50 ml di soluzione di potassio idrogeno citrato, mantenendo in agitazione per 18 ore. Centrifugare a 5000 giri minuto-1 per 10 minuti. Trasferire la soluzione limpida in matraccio tarato da 100 mL. Lavare più volte il residuo con soluzione di potassio idrogeno citrato, centrifugando e trasferendo il surnatante nello stesso matraccio tarato da 100 mL. 

Per le misure in GFAAS, aggiungere 0,05 mg di Mg(NO3)2. Portare a volume con H2O. Preparare la prova in bianco seguendo le stesse modalità operative, omettendo il campione di suolo. 

4.2. Preparazione della curva di taratura
Preparare la curva di taratura allo spettrofotomentro in assorbimento utilizzando fiamma protossido/acetilene (FAAS), o ad atomizzazione elettrotermica (GFAAS). Definire per lo strumento in dotazione condizioni tali da rispettare la proporzionalità tra assorbanza e concentrazione delle soluzioni standard di lavoro. Impiegare la lampada specifica e selezionare la lunghezza d’onda come indicato dal manuale d’uso dell’apparecchio. 

5. Dosaggio

Rilevare i valori in assorbanza per le soluzioni dei campioni.

Utilizzando le curve di taratura predisposte, risalire dai valori di assorbanza ai valori di concentrazione.


6. Espressione dei risultati 

Il contenuto di cromo (III) viene espresso in mg kg-1, con una cifra decimale.

Per il calcolo viene utilizzata l’espressione:

   (A - B) (D( V

C =


m

dove: 

C = contenuto del metallo nel suolo, espresso in mg kg-1
A = concentrazione del metallo nella soluzione del campione, espressa in mg L-1 

B = concentrazione del metallo nella soluzione della prova in bianco, espressa in mg L-1
D = fattore di diluizione (D = 1 se la soluzione in esame non è stata diluita) 

V = volume finale espresso in millilitri 

m = massa del campione, espresso in grammi.

7. Interpretazione dei risultati

Il metodo consente di valutare la quantità di cromo (III) che, a seguito di reazioni di complessazione, può essere mobilizzata e resa potenzialmente disponibile da parte delle sostanze organiche di basso peso molecolare. A seconda delle capacità riducenti di questi composti organici, della presenza di ossigeno e di manganese, il cromo (III) che viene complessato può essere ossidato a cromo (VI).

Pertanto, secondo Bartlett (1997) la quantità di cromo solubilizzabile con questa procedura può essere considerata anche una buona stima della quantità potenzialmente ossidabile a cromo (VI) nel suolo, in condizioni ottimali di aerazione, in presenza di ossidi di manganese ed elevata solubilità degli agenti complessanti. 

La misura del contenuto dei metalli può essere effettuata mediante spettroscopia di emissione al plasma (ICP/AES), tenendo presenti le modalità suggerite nel paragrafo 8. del Metodo XII.1. 

Metodo XII.6 "POTERE OSSIDANTE" DEL SUOLO PER IL CROMO 
1. Principio

Il metodo si basa sulla reazione specifica tra Cr (VI) e difenilcarbazide che porta alla formazione del complesso Cr (III)-difenilcarbazone di colore rosso-magenta. La misura quantitativa del Cr viene effettuata per via spettrofotometrica. 

2. Reagenti

· Etanolo al 95% (C2H5OH)
· Acido fosforico (H3PO4) 85% (p = 1,695)

· Soluzione di difenilcarbazide
Trasferire 0,2 g di difenilcarbazide (C6H5NHNHCONHNHC6H5) in matraccio tarato da 100 mL, contenente 80 mL di etanolo al 95%. Dopo solubilizzazione del reagente, portare a volume con etanolo (soluzione 1). 

Aggiungere con cautela 150 mL di acido fosforico in matraccio tarato da 500 ml contenente circa 300 mL di H2O. Mescolare e, dopo raffreddamento, portare a volume con H2O (soluzione 2).

Aggiungere a 400 mL dalla soluzione 2, in bottiglia di vetro scuro, 100 mL della soluzione 1. Conservare a 4°C. La soluzione è stabile per 3 giorni. 

· Soluzione di cloruro di cromo (III) CrCl3 0,001 M 

Pesare 160 mg di CrCl3 e trasferirli in matraccio tarato da 1000 mL. Portare a volume con acqua. 

3. Apparecchiatura

· Vetreria di laboratorio
· Agitatore oscillante 
· Tubi Sovirel da 12 mL
· Spettrofotometro in assorbimento atomico corredato di sistema di atomizzazione in fiamma (FAAS) ed elettrotermica (GFAAS)   

4. Procedimento
4.1. Preparazione della curva di taratura
Prelevare con buretta di precisione e trasferire in sei matracci tarati da 50 mL 0, 2, 5, 10, 20, 30 mL della soluzione standard diluita (0,5 mg L-1) di cromo. 

Aggiungere a ciascun matraccio 5 mL di soluzione di difenilcarbazide, portare a volume con H2O e lasciare a riposo. In ciascuna delle cinque soluzioni la concentrazione di Cr (VI) è, rispettivamente, di 0, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,3 mg · L-1. Per la soluzione di riferimento (bianco) prelevare 5 mL di soluzione di difenilcarbazide e portare a volume di 50 mL con H2O e lasciare a riposo. 

Dopo 20 minuti procedere alla lettura spettrofotometrica utilizzando cuvette al quarzo, se possibile, o monouso in policarbonato. 

4.2. Determinazione del "potere ossidante" per via colorimetrica

Trasferire 2 g di campione di terra fine, secco all’aria, macinato con mortaio d’agata e setacciato a 0,2 mm in matraccio conico di Erlenmeyer da 250 mL. 

Aggiungere 25 mL di CrCl3 e mantenere in agitazione per 2 ore. Filtrare per carta Whatman® n°42. Prelevare con buretta di precisione e trasferire 8 mL della soluzione limpida in tubo Sovirel da 12 mL.

Aggiungere 1 mL della soluzione di difenilcarbazide. 

Preparare una prova in bianco seguendo le stesse modalità operative, omettendo l'aggiunta di 25 mL di CrCl3 0,001 M e sostituendoli con un eguale volume di acqua. Mescolare e lasciare a riposo. 

Dopo 20 minuti procedere alla lettura spettrofotometrica utilizzando cuvette al quarzo, se possibile, o monouso in policarbonato. 

5. Espressione dei risultati

Il cromo (VI) ricavato viene espresso in moli, mediante l’espressione:

moli di Cr (VI) = C x 0,540

che deriva da: 

                            C · 25 · 1,125

moli Cr (VI) =  ----------------

                        52
dove C = contenuto in Cr (VI) nel suolo espresso in g mL-1 

25        = ml della soluzione (1 mmole L-1) di cromo (III)

52        = peso atomico di Cr

1,125   = 9 mL/8mL= rapporto volumetrico 
6. Note

Secondo il D.Lgs. 99/92 del Ministero dell'Ambiente, un suolo viene considerato a rischio quando dalla determinazione si ottengono valori di Cr (VI) superiori a 1 mole. 
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