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APPENDICE 

 
Metodiche analitiche 

 
Carbonio Totale (TOC) e Azoto Totale 
 

Il metodo analitico utilizzato è quello riportato in “Metodologie Analitiche di 

Riferimento (ICRAM, 2001)”. 

Un’aliquota di circa 2 mg di campione (pesato con la precisione di 0.1 mg), 

preventivamente essiccato alla temperatura di 105°, è stata inserita all’interno 

dell’analizzatore elementare (ThermoElectron Flash EA1112) con un flusso di He di 300 

ml/min e di ossigeno di 250 ml/min. La temperatura del forno di combustione e di ossidazione 

dell’analizzatore è stata rispettivamente di 900 e 680°C.  

Il 30% dei campioni è stato ripetuto almeno 2 volte per verificare la riproducibilità dei 

valori con un errore associato sulla singola misura del ±5%. Inoltre, ogni 8 campioni è stato 

misurato uno standard di riferimento (Cicloesanone - N:C 20.14%:51.79%). La tecnica 

utilizzata per la quantificazione del carbonio e azoto totale nei campioni è quella dello 

standard esterno con retta di calibrazione a 5 punti. 

 

Cianuri liberi 

 

Il campione di sedimento, preventivamente essiccato a 30° per 24 ore, viene pesato 

accuratamente in quantità pari a 5 grammi e trasferito in una beuta contenente: 

0,1 grammi di idrossido di sodio (NaOH); 

50 ml di acqua ultrapura. 

Ciascuna beuta, opportunamente sigillata, è posta in agitazione su un agitatore orbitale 

per due ore. 

Successivamente alla filtrazione del campione, un’aliquota pari a 5 ml viene pipettata in 

una provetta  e trattata con i Kit della Merck Spectroquant per analisi fotometriche. 

Il metodo colorimetrico si basa sulla reazione tra gli ioni cianuro ed un agente clorante 

che porta alla formazione di cloruro cianico, il quale, reagendo con acido 1,3-

dimetilbarbiturico, forma un colorante violetto che viene determinato fotometricamente. 

Il Kit utilizzato (1.09701.0001) presenta le seguenti caratteristiche operative: 
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lunghezza d’onda pari a  606 nm, valore corrispondente al massimo dell’assorbanza; 

cuvetta caratterizzata da un cammino ottico pari a 10 mm; 

intervallo di misura degli ioni cianuro: 0,002 ÷ 0,500 mg/l CN-. 

Dopo l’aggiunta dei reattivi presenti nel Kit, nelle opportune quantità e modalità, e dopo 

il tempo di reazione pari a dieci minuti, si versa nella cuvetta il campione da analizzare e si 

misura allo spettrofotometro. 

La tecnica di quantificazione utilizzata è quella dello standard esterno con retta di 

calibrazione a 5 punti . Al fine di valutare la riproduciblità dei risultati, l’analisi del 20% dei 

campioni è stata ripetuta due volte, con un errore associato alla singola misura pari a ± 10%.  

 

Fosfati 

 

Il campione di sedimento, preventivamente essiccato a 30° per 24 ore, viene pesato in 

quantità pari a circa  40 mg (con la precisione di 0,1 mg) ed è introdotto in un contenitore da 

reazione (vessel da digestione). Utilizzando una pipetta, viene addizionata, in ogni vessel, una 

quantità di 25 ml di soluzione ossidante costituita da: 

45 grammi di persolfato di potassio (K2S2O8); 

9,5 grammi di idrossido di sodio (NaOH); 

1 litro di acqua ultrapura. 

Ciascun contenitore di reazione, opportunamente munito di tappo, camicia e 

controdilatatore assiale, è trasferito nel microonde CEM Mars X, disposto nell’apposito 

alloggio e sottoposto alla procedura CEM di digestione che prevede due step consecutivi: 

il microonde MDS viene programmato per dieci minuti al 100% della potenza (961 

Watts) e il controllore della pressione è settato a 30 psi; 

il microonde MDS viene programmato per trenta minuti al 100% della potenza (961 

Watts) e il controllore della pressione è settato a 135 psi. 

Durante ogni ciclo di digestione è prevista tra i campioni la presenza di un bianco, 

costituito esclusivamente da 25 ml di soluzione ossidante. 

Al termine del processo, ciascun vessel è lasciato raffreddare alla temperatura ambiente 

e, successivamente, la soluzione viene diluita a 100 ml in un matraccio tarato. 

 

Metodo colorimetrico 

Il metodo si basa sulla formazione di un complesso fosfomolibdico di colore blu (del 

gruppo dei blu di molibdeno) la cui concentrazione viene misurata per via colorimetrica . 
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In particolare gli ioni ortofosfato formano, con gli ioni molibdato in soluzione solforica, 

acido fosfomolibdico; quest’ultimo viene ridotto con acido ascorbico a blu di fosfomolibdeno, 

la cui concentrazione viene determinata fotometricamente. 

In seguito alla fase di ossidazione del campione e di successiva filtrazione, un’aliquota 

pari a 5 ml viene pipettata in una provetta  e trattata con i Kit della Merck Spectroquant per 

analisi fotometriche. 

Lo spettrofotometro utilizzato è il Varian Cary 50. 

Il Kit utilizzato (1.14848.0001) presenta le seguenti caratteristiche operative: 

lunghezza d’onda pari a  710 nm, valore corrispondente al massimo dell’assorbanza; 

cuvetta caratterizzata da un cammino ottico pari a 10 mm; 

intervallo di misura degli ioni ortofosfato: 0,2 ÷ 15,3 mg/l PO4
3-. 

Dopo l’aggiunta dei reattivi presenti nel Kit, nelle opportune quantità e modalità, e dopo 

un tempo di reazione di circa cinque minuti, il campione veine passato allo spettrofotometro. 

La tecnica di quantificazione utilizzata è quella dello standard esterno con retta di 

calibrazione a 5 punti. Al fine di valutare la riproducibilità dei risultati, l’analisi relativa al 

20% dei campioni è stata ripetuta due volte, con un errore associato alla singola misura pari a 

± 10%.  

 

Metalli pesanti  (Cr, Cu, Ni, Pb, V, Sn, Co, Zn, Hg, Cd, As, Fe, Al)  

 

Metodo attacco totale  
 
Le metodiche di mineralizzazione utilizzate sono quelle riportate in EPA 3052.  

Una quantità di circa 100 mg di campione precedentemente essiccato a 30°C e 

polverizzato a φ<30 μm è  stata portata in soluzione tramite attacco acido totale. 

Per la digestione dei sedimenti è stato utilizzato il forno a micronde focalizzate Mars X 

della CEM. E’ stata utilizzata una procedura a doppio step consistente in una  prima fase di 

digestione (miscela acida: HNO3:HF:HCl=9:3:2) dei campioni e una  seconda fase di 

tamponamento dell’acido fluoridrico con acido borico (30 ml di una soluzione preparata con  

15 g di H3BO3 in 250 ml di H2O). 

La prima fase consiste in tre step: 

1) Potenza 1100 W 15.00 min a 600 psi T=165°C 

2) Potenza 1100 W 10.00 min a 600 psi T=200°C 

3) Potenza 1100 W 10.00 min a 600 psi T=220°C 

La seconda fase consiste in uno step: 
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1)  Potenza 600 W 15.00 min a 100 psi T=170°C 

 

Prima dell’analisi il campione è stato filtrato con filtri da 11 μm. 

Lo standard di matrice utilizzato per verificare le prove di recupero e l’affidabilità delle 

misure è stato il PACS-2 (i cui dati sono relativi a sedimenti di porto analizzati con digestione 

totale).  

La tecnica di quantificazione in ICP-AES (EPA 6010b) e ICP-MS (epa 6020) è stata 

quella dello standard esterno con curve di calibrazione a 5 punti.  

Il recupero stimato per i vari metalli è stato superiore al 95%. 

Le analisi di tutti i metalli, tranne Hg, Cd, As e Sn,  analizzati in ICP-MS Varian, sono 

state eseguite con ICP-AES MPX Varian. 

In tutte le operazioni analitiche é stata utilizzata acqua di tipo MilliQ e acidi ultrapure. 

La deviazione standard associata alle singole misure è stata stimata essere ±10%. 

I  risultati sono riportati come  mg/kg di concentrazione rispettoa peso secco (T=105°C). 

 

Analisi di Cromo Esavalente  

 

Le determinazioni di cromo esavalente sono state effettuate con tecnica di spettrometria 

di emissione atomica accoppiata a plasma indotto (ICP-OES) previa estrazione del metallo 

dalla matrice di sedimento. 

Il processo di estrazione alcalina (metodo 3060A USEPA) permette di solubilizzare tutti 

i composti di cromo esavalente, solubili, adsorbiti sulla matrice o presenti in forma di 

precipitati e di mantenere le condizioni ottimali affinché risultino trascurabili i fenomeni di 

riduzione di  cromo VI a cromo III e l’ossidazione di cromo III a cromo VI.  

L’accuratezza del processo estrattivo viene valutata con l’ausilio di uno standard  

solubile di un sale di cromo esavalente (K2Cr2O7) e tramite misure di recupero su campioni 

contaminati; la valutazione quantitativa del contaminante non può prescindere dalla 

conoscenza di alcuni parametri fisico-chimici della matrice analizzata quali il pH, l’Eh, il 

contenuto di ferro II, di materia organica e di solfuri strettamente legati alla capacità del 

sedimento di interagire e trasformare il metallo dalla sua forma nativa. 
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Campionamento ed estrazione  

  

Il processo di estrazione è stato realizzato in conformità al metodo epa 3060A  come 

segue. Un’aliquota del campione umido pari a 2.5±0.1g è stato posto in 50 ml di una 

soluzione alcalina di idrossido di sodio e carbonato di sodio anidro a pH 13±0.5; tenuto in 

agitazione per qualche minuto al fine di creare una sospensione piuttosto omogenea di 

sedimento nella soluzione estraente e riscaldato alla temperatura di circa 90 °C per 60 minuti 

al fine di permettere la  solubilizzazione e la stabilizzazione  del cromo esavalente in 

soluzione. Riportata la soluzione a temperatura ambiente si è proceduto ad una prima 

filtrazione per separare il sedimento, si è portata la soluzione a valore di pH pari a 9±0.5 con 

aggiunta di acido nitrico 5M ultrapuro; per molti campioni l’acidificazione ha favorito la 

formazione di precipitati a carattere flocculante più o meno visibile per cui si è scelto di  

filtrare ulteriormente  il campione attraverso una membrana con  cut-off 0.45 μm. La 

soluzione è stata quindi analizzata all’icp ottico per la determinazione del cromo. 

La difficoltà di garantire la determinazione del cromo nella forma esavalente nella 

matrice di interesse ha richiesto lo svolgimento del processo di estrazione e della successiva 

determinazione analitica in tempi piuttosto brevi, in accordo con la procedura EPA in cui 

viene consigliato di procedere alla estrazione entro un mese dal campionamento e alla analisi 

entro una settimana dalla digestione; tale obiettivo è stato raggiunto con l’ausilio di una 

piastra magnetica a dieci posti che ha consentito di operare dieci estrazioni in simultanea 

tenendo il campione in agitazione continua e alla temperatura desiderata. 

La digestione è stata realizzata in beaker di vetro borosilicato di capacità 250 ml coperti 

con watch glasses; l’agitazione è stata ottenuta grazie ad ancorette magnetiche direttamente 

immerse nella soluzione estraente; per le operazioni di filtrazione, acidificazione e 

conservazione del campione estratto si è fatto uso di vetreria di laboratorio ad alta precisione e 

di falcon in polietilene. 

 

Analisi 

 

Le determinazioni analitiche sono state effettuate con tecnica di spettrometria di 

emissione atomica accoppiata a plasma sulle soluzioni dei campioni  precedentemente 

digeriti. 

Prima di effettuare le analisi si è effettuata una calibrazione dello strumento che ha 

permesso di individuare i valori ottimali dei parametri fisici che governano il rapporto 



 152

segnale/background per il metallo di interesse; si è proceduto così alla determinazione dei 

flussi di argon al plasma, al nebulizzatore, del flusso di refrigerante, della potenza delle 

radiofrequenze e del sistema di introduzione del campione leggendo uno standard certificato a 

concentrazione di 5 ppm; si sono trovate le seguenti condizioni operative ottimali: potenza 

generata in radiofrequenza di 1,20 kW, flusso al plasma 16,5 l/min, flusso al nebulizzatore di 

0,85 l/min, flusso ausiliario pari a 1,50 l/min; i parametri fisici di introduzione del campione 

sono risultati ottimi come segue: velocità della peristaltica 25 rpm e una durata di rinse di 40 s 

tra un campione e l’altro con un tempo di lettura di 30 secondi. 

Le letture sono state precedute da una  taratura dello strumento con  retta di calibrazione 

calcolata su soluzioni di standard certificato (bicromato di potassio) a concentrazione nota e 

un bianco di calibrazione in matrice identica a quella del campione estratto imponendo un 

errore massimo del 10% sulla lettura stessa; un controllo sulla qualità delle letture è stato 

realizzato ricorrendo al metodo QC/CCV del software expert della varian, che permette di 

effettuare una periodica verifica della bontà della calibrazione attraverso la lettura di uno 

standard ogni dieci campioni analizzati. Le letture sono state determinate per tre delle 

lunghezze d’onda caratteristiche dell’emissione del cromo al fine di poter valutare ed 

evidenziare eventuali problematiche legate ad interferenze di carattere chimico o fisico legate 

al background. 

Il campione viene introdotto attraverso una pompa peristaltica che porta la soluzione 

alla spray chamber high solids (solidi disciolti pari al 5%); per una matrice così carica, data 

l’impossibilità di ricorrere a diluizione per la presenza in tracce del metallo da determinare ha 

richiesto di lavorare in condizioni piuttosto spinte di potenza di radiofrequenza e di flussi di 

argon al nebulizzatore e al plasma. 

La sensibilità dello strumento in lettura si è mantenuta buona con le letture e vicina al 

valore indicato dalla casa costruttrice; non si sono verificati fenomeni di  interferenza di 

natura chimica e il picco relativo al cromo si è presentato ben definito per tutte le letture 

registrate ad un valore di 5 μg/kg nella soluzione analizzata. Tra le differenti possibilità si è 

scelta la lettura alla lunghezza d’onda di 267.716, meglio definito e con un buon rapporto 

segnale background. 

 

 

Idrocarburi C<12 

 

Principio del metodo 
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Circa 2g di sedimento sono raccolti in una vial da 20 ml per spazio di testa contenente 

10 ml di acqua bidistillata. Al campione è inoltre aggiunto lo standard interno (BFB). Al 

momento dell’analisi, il campione viene inserito nello spazio di testa per agitazione e 

riscaldamento in un bagnetto ad 85 °C per 20 min. Il campione viene quindi iniettato nel GC-

MS per quantificazione dei singoli composti volatili. In particolare, gli idrocarburi analizzati 

sono quelli riportati nel metodo EPA  8260b. 

 

Apparecchiatura 

Gascromatografo (Thermo Electron TRACE GC) equipaggiato con:  

Rivelatore Spettrometro di Massa Quadrupolare (Thermo Electron DSQ) con Sorgente 

ad Impatto Elettronico (70eV),  

Iniettore Split/Splitless, Spazio di Testa (TRIPLUS), controllato da PC. 

Colonna capillare Restek-XT®-5 (95% dimetil-5%difenilpolisilossano): 30 m, 0.25 mm 

ID, 0.25 μm df. 

 

Condizioni gascromatografiche 

Temp. Max di esercizio della colonna: 350°C 

Gas di trasporto: He; Flusso: 0.8 ml/min 

Modalità Iniettore: Split; Split Flow 16; Split Ratio 20 ; Temp. Iniettore: 220°C. 

Temp. Detector: 250°C. 

Programmata termico del Forno: 

 

                 3°C/min.                         60°C/min. .                      

35°C        --------------     75°C  -----------------      280°C  

0.75min. .                        5min                               4 min.               

 

 

Volume di iniezione 1µl. 

Gli analiti investigati sono riportati nel Metodo EPA 5021 insieme ai differenti ioni 

qualificatori e quantificatori per ognuno delle singole molecole  investigate. 
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Idrocarburi C>12 

 

Principio del metodo 

 

Gli idrocarburi totali vengono estratti da campioni di terreno con tetracloruro di 

carbonio,  purificati su colonna di gel di silice ed analizzati in FT-IR (metodo EPA 8440). 

 

Reattivi e soluzioni standard 

Tetracloruro di carbonio 

Soluzione standard di n-esadecano, Clorobenzene, 2,2,4 Trimetilpentano. 

Colonna SPE C18 (massa adsorbente/ volume colonna =  5 g / 20 ml   

              

Apparecchiatura 

Normale vetreria da laboratorio. 

FT-IR ThermoNicolet 200 

 

Procedimento 

5 g di campione terreno essiccato all’aria (granulometria < 2 mm), pesati con la 

precisione di ± 0,01 g, vengono estratti in bagno ad ultrasuoni per 20 minuti Il campione 

viene quindi filtrato attraverso la SPE di gel di  silice e quindi analizzata al FT-IR 

 

Condizioni per l’analisi in FT-IR 

L’intervallo di acquisizione per l’analisi degli idrocarburi è quello relativo a 2800-3015 

cm-1. 

La valutazione del livello di concentrazione dei campioni è stata ottenuta confrontando i 

valori dell’altezza dello spettro ~2940 cm-1 con i valori ottenuti per le 5 miscele standard 

utilizzate per la calibrazione della retta di taratura e i cui valori di concentrazione variano tra 2 

e 150 ppm. 

 

 

Idrocarburi Policiclici Aromatici 

 

Principio del metodo 
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Gli Idrocarburi Policiclici Aromatici sono estratti da campioni di sedimento 

precedentemente essiccato all’aria setacciato (granulometria < 2mm) e pestato, con una 

miscela di Esano:Acetone  80:20, concentrati a circa 1 ml, purificati su colonna di gel di silice 

ed analizzati in GC-MS in modalità SIM. La procedura prevede lo spiking del campione in 

fase di preparazione con standard di estrazione (sette IPA deuterati) ed interno (tre IPA 

deuterati) in grado di monitorare i valori del recupero dei diversi analiti nelle varie fasi di 

lavoro (estrazione e iniezione al GasMassa). 

 

Reattivi e Soluzioni Standards 

 

R1. Acetone per pesticidi 
R2. Esano per pesticidi 
R3. Cicloesano per pesticidi 
R4. Toluene per pesticidi 
R5. Sodio solfato anidro 
R6. Terra di diatomee 
 

a. Soluzione standard nativi da 1 ml di una miscela di IPA (Tab.1): 2μg/ml cadauno in 

toluene. 

b. Soluzione standard deuterati di estrazione da 1 ml di una miscela di IPA  (Tab.2): 

2μg/ml cadauno in toluene. 

c. Soluzione standard deuterati di siringa da 1 ml di una miscela di IPA  (Tab.3): 2μg/ml 

cadauno in toluene. 

d. Soluzioni standards di IPA per la curva di calibrazione a cinque punti con 

concentrazioni calcolate di 57, 113, 227, 454, 909 ng/ml, rispettivamente, preparati per 

diluizione della soluzione (a) con toluene e per aggiunta di 50μl della soluzioni (b) e 50μl 

della soluzione (c). 

e. Soluzione standard di estrazione: 0.01818 μg/ml viene preparata per diluizione della 

soluzione (b) con toluene. 

f.  Soluzione standard interno: 0.091 μg/ml viene preparata per diluizione della 

soluzione (c) con toluene. 

 

Apparecchiatura 

 

Normale vetreria da laboratorio 



 156

Gascromatografaco (Thermo Electron TRACE GC) equipaggiato con: Rivelatore 

Spettrometro di Massa Quadrupolare (Thermo Electron DSQ) con Sorgente ad Impatto 

Elettronico (70eV), Iniettore Split/Splitless, Autocampionatore per liquidi a 100 posti 

(TRIPLUS), controllato da PC. 

Colonna capillare Restek-XT®-5 (95% dimetil-5%difenilpolisilossano): 30 m, 0.25 mm 

ID, 0.25 μm df. 

Estrattore Accelerato con Solvente (Dionex ASE 200). 

Tubi SPE, Silice 2g/15ml. 

Turbo Vap® II. 

 

Procedimento 

2g di campione essiccato all’aria (granulometria < 2 mm), pesati con la precisione di ± 

0.01g, vengono trasferiti insieme a 2g di terra di diatomee in un tubo d’estrazione in acciaio 

da 33 mL per ASE a cui viene aggiunto 1 ml di standard SS (1.11). Si sottopone ad estrazione 

accelerata con una miscela Esano- Acetone 80:20 per pesticidi (miscela estraente) secondo il 

programma riportato: 

 

Pressione: 1500 psi 

Temperatura: 113°C 

Static Time: 5 min. 

Flush volume: 60% 

Static cycle: 1  

  

L’estratto raccolto in una vial in vetro scuro da 40 ml viene completamente portato 

 a secco mediante TurboVap II. Si effettua il cambio di solvente aggiungendo 1 ml di 

Cicloesano per pesticidi. 

L’estratto viene trasferito su colonna di gel di silice contenente uno strato di sodio 

solfato anidro di 1 cm (previamente attivata con 25 ml di esano per pesticidi) ed eluito prima 

con 20 ml di esano che vengono scartati , e successivamente con 20 ml di una miscela 

Cicloesano÷Acetone 70:30 che vengono raccolti in una vial e concentrati  a circa 1 ml. 

L’eluato è infine trasferito in una vial da 1 ml per autocampionatore dove è portato 

completamente a secco mediante corrente di azoto e ripreso con 200 μl  della miscela standard 

IS (f). 

1 μl di tale soluzione è iniettato al GC-MS in modalità SIM. 
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         Condizioni gas-cromatografiche 

 

Temperatura Max di esercizio della colonna: 350°C 

Gas di trasporto: He; Flusso: 1.2 ml/min 

Modalità Iniezione:  

Spitless 

Splitless time: 1.50 min 

Temperatura Iniettore: 280°C. 

Temperatura Sorgente: 280°C. 

 

Programmata termica del Forno: 

 

                 15°C/min.                         7°C/min. 

80°C        --------------     200°C  -----------------      305°C 

1.5min.                                                                     10 min. 

Run Time: 34.50 minuti         Volume di iniezione: 1μl. 

 

TABELLA 1 
 
• Naphthalene 
• Acenaphtylene 
• Acenaphthene 
• Fluorene 
• Phenanthrene 
• Antracene 
• Fluoranthene 
• Pyrene 
• Benz[a]anthracene 
• Chrysene 
• Benzo[b]fluoranthene 
• Benzo[k]fluoranthene 
• Benzo[j]fluoranthene 
• Benzo[e]pyrene 
• Benzo[a]pyrene 
• Perylene 
• Indeno[1,2,3-cd]pyrene 
• Benzo[ghi]perylene 
• Dibenzo[a,h]antracene 
• Dibenzo[a,l]pyrene 
• Dibenzo[a,e]pyrene 
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• Dibenzo[a,i]pyrene 
• Dibenzo[a,h]pyrene 
 
          TABELLA 2 
 
• Acenaphthene-d10 
• Phenanthrene-d10 
• Fluoranthene-d10 
• Benz[a]antracene-d12 
• Benzo[a]pyrene-d12 
• Dibenzo[a,h]antracene-d14 
• Dibenzo[a,i]pyrene-d14 
 
TABELLA 3 
 
• Acenaphthylene-d8 
• Chrysene-d12 
• Indeno[1,2,3-cd]pyrene-d12 
 

PCB 

 

Principio del metodo 

I PCB sono estratti da campioni di sedimento precedentemente essiccato all’aria 

setacciato e pestato, con una miscela di Esano ÷ Acetone  80:20, concentrati a circa 1 ml, 

purificati su colonna Florisil ed analizzati in GC-MS in modalità SIM. 

 

Reattivi e Soluzioni Standards 

1.1 Acetone per pesticidi. 

1.2 Esano per pesticidi. 

1.3 Isoottano per pesticidi. 

1.4 Sodio solfato anidro. 

1.5 Terra di diatomee. 

1.6 Soluzione standard nativi da 1 ml di una miscela di PCB (Tab.1): 10μg/ml cadauno 

in isoottano. 

1.7 Soluzione standard deuterato di estrazione PCB 105: 2μg/ml in nonano. 

1.8Soluzione standard  di siringa PCB 209 in isoottano 2μg/ml. 

1.9  Soluzioni standards di PCB per la curva di calibrazione (113-227-454-950-1050) 

ng/ml, sono preparati per diluizione della soluzione 1.6 con isoottano e per aggiunta di 50μl 

della soluzioni 1.7 (SS) e 50μl della soluzione 1.8 (IS). 
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1.10 Soluzione standard di estrazione (SS): 0.01818 μg/ml viene preparata per 

diluizione della soluzione 1.7 con isoottano. 

1.11 Soluzione standard interno (IS): 0.091 μg/ml viene preparata per diluizione della 

soluzione 1.8 con isoottano. 

 

Apparecchiatura 

Normale vetreria da laboratorio 

Gascromatografaco (Thermo Electron TRACE GC) equipaggiato con:  

Rivelatore Spettrometro di Massa Quadrupolare (Thermo Electron DSQ) con Sorgente 

ad Impatto Elettronico (70eV),  

Iniettore Split/Splitless, Autocampionatore per liquidi a 100 posti (TRIPLUS), 

controllato da PC. 

Colonna capillare Restek-XT®-5 (95% dimetil-5%difenilpolisilossano): 30 m, 0.25 mm 

ID, 0.25 μm df. 

Estrattore Accelerato con Solvente (Dionex ASE 200). 

Tubi Florisil 1g-6ml l. 

 

Procedimento 

2g di campione essiccato all’aria (granulometria < 2 mm), pesati con la precisione di ± 

0.01g, vengono trasferiti insieme a 2g di terra di diatomee in un tubo d’estrazione in acciaio 

da 33 mL per ASE a cui viene aggiunto 1 ml di standard SS. Si sottopone ad estrazione 

accelerata con una miscela Esano- Acetone 80:20 per pesticidi (miscela estraente) secondo il 

programma riportato: 

 

Pressione: 1500 psi 

Temperatura: 113°C 

Static Time: 5 min. 

Flush volume: 60% 

Static cycle: 1  

  

L’estratto raccolto in una vial in vetro da 40 ml viene completamente portato a secco 

mediante una pompa da vuoto. Si riprende il campione con 1 ml una miscela Esano: Isoottano 

1:1 per pesticidi. 
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L’estratto viene trasferito su colonna Florisil da 1g-6ml contenente uno strato di sodio 

solfato anidro di 1 cm (previamente attivata con 10 ml di esano per pesticidi) ed eluito  con 20 

ml di Esano: isoOttano 1:1  che vengono raccolti in una vial e concentrati  a circa 1 ml. 

L’eluato è infine trasferito in una vial da 1 ml per autocampionatore dove è portato 

completamente a secco mediante corrente di azoto e ripreso con 200 μl  della miscela standard 

IS. 

 

Condizioni gascromatografiche 

Temp. Max di esercizio della colonna: 350°C 

Gas di trasporto: He; Flusso: 1.4 ml/min 

Modalità Iniettore: Splitless w/Surge; Splitless time 1.50 min; Temp. Iniettore: 250°C. 

Temp. Detector: 300°C. 

 

Programmata termico del Forno: 

                 18°C/min.                         6°C/min. .                     50°C/min 

40°C        --------------     140°C  -----------------      290°C ----------------315°C 

2min. .                                                                      

Volume di iniezione: 1μl. 

 

 

TAB.1 

PCB Congeneri 

29, 52, 49, 44, 28, 74, 70, 66, 95, 60, 101, 99, 81, 87, 110, 77, 151, 149, 118, 114, 146, 

153, 105, 179, 138, 158, 126, 166, 187, 183, 128, 177, 156, 180, 169, 170, 189 

 

Pesticidi organoclorurati  
 

 
 

Principio del metodo 

 

I pesticidi sono estratti da campioni di sedimento precedentemente essiccato all’aria setacciato 

e pestato, con una miscela di Esano ÷ Acetone  80:20, concentrati a circa 1 ml, purificati su 

colonna Florisil ed analizzati in GC-MS in modalità SIM. 
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Reattivi e Soluzioni Standards 

 

1.1 Acetone per pesticidi. 
 
1.2 Esano per pesticidi. 
 
1.3 Isoottano per pesticidi. 
 
1.4 Sodio solfato anidro. 
 
1.5 Terra di diatomee. 
 
1.6 Soluzioni standard nativi da 5 ml  di ogni singolo pesticida elencato in TAB 1 da 
100μg/ml. 
 
1.7 Soluzione standard interno endosulfanlattone. 
 
1.8 Soluzione standard  di siringa tetracloro m-xylene . 
 
1.9  Soluzioni standards di pesticidi per la curva di calibrazione (28; 56; 113; 227; 
454) ng/ml, sono preparati per diluizione di una soluzione madre preparata a partire dai 
singoli pesticidi elencati in TAB.1 con isoottano e per aggiunta di 50μl della soluzioni 1.7 
(SS) pari a 45 ppb e 50μl della soluzione 1.8 (IS) pari a 45 ppb. 
 
1.10 Soluzione standard di estrazione (SS): 0.01818 μg/ml viene preparata per diluizione della 
soluzione 1.7 con isoottano. 
 
1.11 Soluzione standard interno (IS): 0.045 μg/ml viene preparata per diluizione della 
soluzione 1.8 con isoottano. 
 
 

 

Apparecchiatura 

 

Normale vetreria da laboratorio 

 

Gascromatografaco (Thermo Electron TRACE GC) equipaggiato con: Rivelatore 

Spettrometro di Massa Quadrupolare (Thermo Electron DSQ) con Sorgente ad Impatto 

Elettronico (70eV), Iniettore Split/Splitless, Autocampionatore per liquidi a 100 posti 

(TRIPLUS), controllato da PC. 

 

Colonna capillare Restek-XT®-5 (95% dimetil-5%difenilpolisilossano): 30 m, 0.25 mm ID, 

0.25 μm df. 
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Estrattore Accelerato con Solvente (Dionex ASE 200). 

 

Tubi Florisil 1g-6ml l. 

 

Procedimento 

 

2g di campione essiccato all’aria (granulometria < 2 mm), pesati con la precisione di ± 0.01g, 

vengono trasferiti insieme a 2g di terra di diatomee in un tubo d’estrazione in acciaio da 33 

mL per ASE a cui viene aggiunto 1 ml di standard SS (1.10). Si sottopone ad estrazione 

accelerata con una miscela Esano- Acetone 80:20 per pesticidi (miscela estraente) secondo il 

programma riportato: 

 

Pressione: 1500 psi 

Temperatura: 113°C 

Static Time: 5 min. 

Flush volume: 60% 

Static cycle: 1  

  

L’estratto raccolto in una vial in vetro da 40 ml viene completamente portato 

 a secco mediante una pompa da vuoto. Si riprende il campione con 1 ml una miscela Esano: 

Isoottano 1:1 per pesticidi. 

L’estratto viene trasferito su colonna Florisil da 1g-6ml contenente uno strato di sodio solfato 

anidro di 1 cm (previamente attivata con 10 ml di esano per pesticidi) ed eluito  con 20 ml di 

Esano: isoOttano 1:1  che vengono raccolti in una vial e concentrati  a circa 1 ml. L’eluato è 

infine trasferito in una vial da 1 ml per autocampionatore dove è portato completamente a 

secco mediante corrente di azoto e ripreso con 200 μl  della miscela standard IS (1.11). 

 

Condizioni gascromatografiche 

 

Temp. Max di esercizio della colonna: 350°C 

Gas di trasporto: He; Flusso: 1.4 ml/min 

Modalità Iniettore: Splitless; Splitless time 1.50 min; Temp. Iniettore: 250°C. 

Temp. Detector: 300°C. 
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Programmata termico del Forno: 

 

                 18°C/min.                         10°C/min. .                     50°C/min 

70°C        --------------     170°C  -----------------      300°C ----------------315°C 

1min.                                                                                                         7.14min                                                

 

Volume di iniezione: 1μl. 

 

 

TAB.1 

Pesticidi 
BHC alfa 
Atrazina 
BHC gamma  
BHC beta 
Alachlor 
Aldrin 
Trans Chlordane 
Cis Chlordane 
44 DDE 
Dieldrin 
Endrin 
44DDD 
44DDT 
 

 

Diossine e Furani 

 

Per la determinazione di diossine e furani è stata seguita la procedura indicata a seguito 

costituita da tre fasi distinte, estrazione delle molecole di interesse dai campioni di sedimento, 

purificazione delle molecole estratte precedentemente, quantificazione degli analiti al GC-

MS. Per garantire la qualità del risultato prodotto si è proceduto ad 

effettuare le analisi su tre repliche ed analizzando parallelamente almeno due bianchi: 

 

Estrazione (Metodo EPA 3545A). 

L'estrazione pressurizzata con solventi (ASE) permette di estrarre le diossine in maniera 

equivalente ai sistemi Soxhlet, impiegando minori quantità di solventi con un forte risparmio 

di tempo in quanto operano ad alti valori di temperatura (100-180 °C) e pressioni (1500-2000 

psi). I campioni macinati e polverizzati, addizionati di idromatrice (terra di diatomee), sono 
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trasferiti nelle celle di acciaio del sistema di estrazione accelerata ASE (Dionex). Il solvente 

utilizzato per l'estrazione è stato toluene per  pesticidi, preventivamente testato in modo da 

verificarne la purezza dal punto di vista delle diossine e dei furani. Dopo raffreddamento, 

l'estratto è concentrato a 2 mL per la successiva purificazione. 

 

Purificazione (Metodo EPA 1613) 

Il clean-up dell'estratto è stato effettuato su colonne di vetro (15 mm i.d.) impaccate con: 

1 g di gel di silice 70-230 mesh ; 4g di gel di silice impregnato con idrossido di sodio; 1g di 

gel di silice; 8g di gel di silice acidificato, 2g di gel di silice; 4g di sodio solfato granulare 

anidro. La colonna è condizionata con 50-100 mL di n-esano, quindi è caricato 

il campione ed fluito con 100 mL di n-esano. Il campione raccolto è stato concentrato e 

purificato su colonnina costituita da pipetta pasteur impaccata con 0.55 g di Carbopak/Celite 

ed fluita con cicloesano/cloruro di metilene  (50/50vv) e cloruro di metilene/metanolo/toluene 

(75/20/5vv). Al termine di questa operazione la colonna è invertita ed i CDDs/CDFs sono 

eluiti con 20 mL di toluene. La fase toluenica concentrata fino al volume di 100 µl sotto 

flusso di azoto sarà sottoposta ad analisi HRMS. La resa analitica sarà valutata mediante 

l’aggiunta di standard interno costituito da: 1,2,3,4 13CTCDD e da 1,2,3,7,8,9, 13C- HxCDD 

(con grado di purezza del 99% fornite da CIL) Come standard di recupero sono state utilizzate 

le seguenti molecole: 

2,3,7,8 13C- TCDD (recupero del 99%) e 1,2,3,6,7,8, 13C- HxCDD (recupero del 92%). 

 

Separazione, identificazione e quantificazione mediante GC-MS 

(Metodo EPA 1613) 

 

Per l'identificazione e la quantificazione delle diossine e dei furani saranno impiegati i 

metodi EPA n° 1613. La separazione è stata effettuata mediante uno spettrometro di massa 

ThermoFinnigan mod. GCQ-Plus a trappola ionica. E’ stata impiegata una colonna 

cromatografica SBP-5 (Supelco), spessore del film 0,25 µm, da 30 m di lunghezza, 

temperatura dell'iniettore 250 °C, tempo valvola splittless 60 secondi, temperatura interfaccia 

300 °C. Il programma di temperatura della colonna è stato il 

seguente: 110°C per 1 min, portata a 220 °C per 2 min con aumento di 20°C al min e poi 

portata a 300 °C per 5 min con aumento di 10 °C/min. Il limite di quantificazione dichiarato 

del metodo è 1*10 –6 mg/kg p.s. per ogni singolo congenere ricercato. 
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Clorobenzeni (tetra, penta ed esa) 

 

Principio del metodo 

I Clorobenzeni (tetra, penta ed esa) vengono estratti da campioni di terreno con n-esano 

/ iso-ottano ÷1/1(v/v)  per pesticidi,  purificati su colonna di Florisil ed analizzati in GC-MS. 

 

Reattivi e soluzioni standard 

 

iso-ottano per pesticidi   

n-Esano per pesticidi per pesticidi  

Sodio solfato anidro RPE ( preattivato a 550°C). 

Celite RPE  

 

Soluzione Standard Certificata di 1,2,4,5-tetraclorobenzene :100 µg/ml in diclorometano   

Soluzione Standard Certificata di pentaclorobenzene :100 µg/ml in diclorometano 

Soluzione Standard Certificata di esaclorobenzene :100 µg/ml in diclorometano 

Soluzione Standard Certificata di 2,4,5,6-tetracloro-m-xilene :2000 µg/ml in acetone 

Soluzioni  Multi-standard  di Clorobenzeni  utilizzate per la curva di calibrazione 

( 50 –100 – 200 – 500 e 1000) ng/ml, ciascuna contenente 200 ng/ml di 2,4,5,6-tetracloro-m-

xilene (ISTD),  vengono preparate per diluizione, con n-Esano- iso-ottano ÷1/1 (v/v), a partire 

dalle soluzioni standard  

Colonna Restek XTI® – 5  da 30 m ; 0,32 mm ID ; 0,5 μm df; 

 

Procedimento 

10 g di campione terreno essiccato all’aria (granulometria < 2 mm), pesati con la 

precisione di ± 0,01 g, vengono impastati in una capsula di porcellana con 5 g di Celite; il 

tutto viene trasferito in un tubo d’estrazione di acciaio da 33 ml per “ASE”. Si chiude 

accuratamente il contenitore posizionandolo nell’apposito carosello e si sottopone ad 

estrazione accelerata con n-Esano- iso-ottano ÷1/1 (v/v) (miscela estraente) secondo il 

seguente programma: 

Pressione: 1400 psi 

Temperatura: 100°C 
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Static Time: 5 min. 

Flush volume: 60% 

Static cycle: 1  

 

L’estratto, raccolto in una vial da 40 ml contenente 5g di  sodio solfato anidro, viene 

filtrato su di un imbuto con lana di vetro (previamente lavata con il solvente di estrazione)  e 

raccolto, unitamente a 5+5 ml di miscela estraente, utilizzata per il lavaggio del filtro, in un 

pallone a pera da 100 ml e concentrato al rotavapor (Temp. Bagno 40 °C) a  circa 2 ml. 

L’estratto viene successivamente   purificato  su colonna di Florisil (5g / 20 ml  + uno  

strato di 2 cm di Na2SO4 anidro), precedentemente attivata con 10 ml di n-Esano (che 

vengono scartati), ed eluiti con 20 ml + 5 + 5 ml di n-Esano- iso-ottano ÷1/1 (v/v), utilizzati 

per il lavaggio del pallone. L’eluato viene raccolto in un matraccio tarato da 50 ml e portato a 

volume con n-Esano- iso-ottano ÷1/1 (v/v); concentrazione finale del campione : 0,2 g/ml. 10 

ml di tale soluzione (corrispondente a 2 g di campione) vengono trasferiti in un pallone a pera 

da 50 ml e portati a secco al rotavapor.  

Il residuo viene risolubilizzato con 500 µl di ISTD (2,4,5,6-tetracloro-m-xilene a 200 

ng/ml in iso-Ottano per pesticidi) e  trasferito  in n. 2  vial per autocampionatore da 2 ml 

(munite di adattatore in vetro da 250 µl). Concentrazione finale del campione: 4 g/ml. 

1 μl di ciascuna soluzione vengono iniettati contemporaneamente al gascromatografo. 

 

Condizioni gascromatografiche 

Temp. Max di esercizio della colonna: 350°C 

Gas di trasporto: He; Flusso: 2.7 ml/min 

Modalità Iniettore: Splitless w/Surge; Splitless time 1.50 min; Temp. Iniettore: 260°C. 

Temp. Detector: 280°C. 

 

Programmata termico del Forno: 

                 6°C/min.                         10°C/min. .                      

 

100°C        --------------     220°C  -----------------      280°C  

5min. .                             9min                                               

Volume di iniezione: 1μl. 
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Clorofenoli 
 
 
Principio del metodo 

 

II metodo impiegato si basa sull'analisi tramite cromatografia liquida ad alta prestazione 

(HPLC) di un estratto organico, ottenuto da un campione di sedimento, utilizzando un 

rivelatore UV all lunghezza d'onda di 220 mm. 

 

Apparecchiatura 

Normale attrezzatura da laboratorio.  

Flaconcini in vetro, tipo Vial, con tappo in gomma rivestito in politetrafluoroetilene. 

Microsiringhe per liquidi. 

Cromatografo liquido ad alte prestazioni (HPLC) JASCO PU 1580 dotata di rivelatore 

UV JASCO UV 1575 e sistema a gradiente ternario con degaser e autiocampionatore. 

Colonna cromatografica “Envirosep PP” della Phenomenex di lunghezza 125 mm, 

diametro interno 4.6 mm. 

Bagno ad ultrasuoni termostatato. 

Evaporatore rotante. 

 

Reattivi 

 

Acetonitrile per HPLC. 

Sodio solfato anidro. 

Acido acetico glaciale. 

Standard puri dei clorofenoli per la calibrazione del metodo della LABSERVICE. 

 

Procedimento 

Estrazione del campione 

 

In un flaconcino sono stati pesati 2 g) di fango e sono stati addizionati 1 ml di 

acido acetico. È stata introdotta una aliquota di sodio solfato sufficiente a disidratare il 

fango, quindi sono stati aggiunti 10 ml di acetonitrile. L’estrazione è stata protratta per 
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30 minuti in bagno a ultrasuoni la cui temperatura non ha superato i 30 °C. 

L'estrazione è stata ripetuta altre due volte. Dopo decantazione, i tre estratti sono stati 

filtrati e riuniti in un palloncino da rotavapor e preconcentrati. Mediante flusso di 

azoto, è stata effettuata la concentrazione fino ad 1 ml.  

 

Determinazione cromatografia 

 

So stati  iniettati 20 µl, nello strumento già predisposto per l'analisi ed è stata 

misurata l'area dei picchi. 

L'identificazione dei Fenoli presenti nel campione è stata eseguita in base al 

confronto dei tempi di ritenzione dei picchi incogniti con quelli degli standards di 

riferimento. L'analisi quantitativa è stata effettuata con il metodo dello standard 

esterno mediante curva di taratura, una per ogni singolo composto, preparando le 

soluzioni standard e registrando le aree dei picchi.  

 

 

ΣTBT 

 
L’analisi dei composti organistannici espressa come ΣTBT è stata eseguita tramite 

estrazione in ASE 200 e conseguente analisi dell’estratto in ICP-MS. 

 
Condizioni strumentali per l’estrazione in ASE 200  

Volume celle: 40 ml 

Peso del camnpione: 2g 

Solvente di estrazione: Acetato di sodio 1M, Acido acetico in metanolo (1:1) 

Pressione: 1500 psi 

Temperatura del forno: 100°C 

Volume di flushing: 60% volume celle di estrazione 

Purge in azoto: 150 psi per 60 sec 

 

L’estratto viene analizzato in ICP-MS per la  quantificazione dello Sn. La curva di 

taratura è stata costruita con la tecnica dello standard esterno con 5 punti di calibrazione. 

Le prove di recupero effettuate sulla matrice certificata BCR646 hanno dato valori 

superiori al 95%. 
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Amianto  

 

Le analisi diffrattometriche sono state realizzate utilizzando il diffrattometro X-Pert Pro 

della 

Philips S.p.A. e il software di gestione dati X-Pert High Score corredato di database PDF-2. 

L’analisi è stata eseguita mediante diffrazione a raggi X su un campione di tufo, previa 

macinazione dello stesso previa macinazione dello stesso con l’ausilio di apposito mulino 

Minimill II a sfere di Zirconia. 

 

Condizioni operative strumentali: 

Tensione: 40 kV 

Corrente: 40 mA 

Tempo: 3 sec./step 

Step: 0.05° 

Temperatura di prova: 25°C 

Anodo: Cu 

 

 

Analisi granulometrica 
 
 
Per la determinazione delle caratteristiche granulometriche dei sedimenti marini è stata 

seguita la seguente metodica, proposte dal documento ICRAM CII-CA-03/05. 

Ogni campione è stato trattato con una soluzione di perossido di idrogeno ed acqua 

distillata (2:8) per 48 ore a temperatura ambiente per facilitare la separazione dei granuli. 

In seguito, il sedimento è stato separato su maglia da 63 µm in umido con acqua 

distillata; le due frazioni ottenute sono state essiccate in stufa a 40°C e successivamente 

pesate. 

La frazione > 63 mm (sabbia e ghiaia) è stata vagliata con pile di setacci da -1 a 4 phi 

con un intervallo di 0,5 phi (phi = -log2 del valore in mm) della serie ASTM; il sedimento 

corrispondente a ciascun intervallo è stato pesato ed al termine delle operazioni è stato 

calcolato il peso dell’intera frazione. 

Per la determinazione della frazione fine o pelitica (< 63 µm) è stata seguita la seguente 

procedura: 
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quartatura per ottenere la massima distribuzione casuale dei granuli; 

mantenuta in sospensione per 24 ore in una soluzione di acqua distillata ed 

esametafosfato di sodio (0,05%) in ragione di 2,5 g di campione per 100 ml di soluzione; 

infine, trattata con ultrasuoni la frazione fine è stata analizzata mediante granulometro 

laser (Laser Particle-Size Analyzer). 

I risultati analitici, espressi in percentuale (come rapporto tra il peso della frazione 

granulometrica ed il peso del campione totale), sono stati restituiti in forma tabellare, 

suddividendo il campione nelle classi granulometriche ghiaia, sabbia, silt e argilla (pelite), 

secondo le seguenti classi dimensionali:  

 

 

Ghiaia > 2 mm 

Sabbia 2 mm > x > 0,063 mm 

Silt 0,063 mm > x > 0,004 mm 

Argilla < 0,004 mm 

 

 

 

 

Analisi microbiologiche 

 

Per le analisi microbiologiche sono stati applicati i protocolli standard e le metodiche 

riportate nel Manuale ICRAM, ottobre 2002. Le schede relative ai risultati sono riportate 

nell’Allegato 9. 

 

Preparazione del campione 

Per ottenere una dispersione omogenea dei microrganismi, subito dopo la consegna in 

laboratorio, il campione di sedimento è stato sottoposto ad una fase di diluizione-

omogeneizzazione in soluzione fisiologica tamponata, su agitatore magnetico per 15 minuti. 

Successivamente, dalla sospensione sono state effettuate diluizioni seriali decimali utilizzate 

per l’inoculo in terreni di coltura specifici.  

 

Ricerca spore di clostridi solfito-riduttori 



 171

Dopo omogeneizzazione, la sospensione di sedimento è stata sottoposta ad un 

pretrattamento a 75°C per 15 minuti per eliminare le forme vegetative dei batteri sporigeni. Il 

conteggio delle spore di clostridi solfito-riduttori è stato effettuato utilizzando la tecnica 

dell’inclusione in terreno di coltura SPS, così come descritto dal manuale ICRAM-Ministero 

dell’Ambiente e della Tutela del Territorio, .scheda 6 – Analisi di spore di clostridi solfito-

riduttori. 

 

Escherichia coli 

Il conteggio di E. coli è stato condotto secondo la tecnica MPN utilizzando un terreno di 

coltura a base di MUG (4-metilumbelliferil-ß-D-Glucuronide), peptone, salicina e Triton X. 

E. coli, se presente nel campione, idrolizza il MUG in 4-metilumbelliferone e nel suo 

costituente glucuronide. La produzione di 4-metilumbelliferone, indicata dalla comparsa di 

una fluorescenza blu, può essere osservata con l’ausilio di una lampada UV a 366 nm. 

L’utilizzo di una elevata concentrazione di peptone e salicina consente un eccellente recupero 

dei batteri da ambienti stressanti, mentre il Triton X favorisce la dispersione dei 

microrganismi e del fluorogeno nel terreno di coltura. 

L’uso di questo specifico terreno è stato reso necessario per aumentare la specificità e 

sensibilità del metodo in relazione alla particolare natura dei campioni da esaminare. 

 

Streptococchi fecali 

Il conteggio degli streptococchi fecali è stato condotto secondo la tecnica MPN 

utilizzando un terreno di coltura a base di MUD (4-metilumbelliferil-ß-D-Glicoside). La 

particolare composizione del terreno di coltura consente un ottimo  

recupero di questi batteri da ambienti marini. L’elevata concentrazione di peptone e galattosio 

permette una rapida crescita anche dei batteri stressati, il polisorbato, il monopotassio fosfato 

e l’idrogenocarbonato di sodio migliorano la  resa del terreno, l’acido nalidixico blocca al 

replicazione del DNA nei batteri sensibili e il tallio acetato inibisce la maggior parte della 

microflora contaminante. In questo modo si assicura una conta ottimale di streptococchi fecali 

in quasi completa assenza di altri batteri. Gli streptococchi, se presenti nel campione 

inoculato, idrolizzano il MUD in 4-metilumbelliferone e glucosio. La produzione di 4-

metilumbelliferone, indicata dalla comparsa di una fluorescenza blu, può essere osservata con 

l’ausilio di una lampada UV a 366 nm. 

L’uso di questo specifico terreno è stato reso necessario per aumentare la specificità e 

sensibilità del metodo in relazione alla particolare natura dei campioni da esaminare. 
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Salmonella spp. 

Dal campione omogeneizzato sono stati prelevati 10 g ed inoculati in 90 mL di acqua 

peptonata tamponata. Dopo incubazione sono stati effettuati due arricchimenti, uno in 

Selenite broth ed un altro in Tetrathionate Broth. Gli arricchimenti sono stati incubati a 37°C 

fino 5 giorni. Subculture sono state preparate inoculando McConkey agar e SS agar. Dopo 

incubazione a 37°C per 24 ore sono state selezionate le colonie con morfologia tipica, che 

sono state sottoposte ad analisi biochimiche e sierologiche. 

 

Espressione dei risultati 

Per Salmonella i risultati sono stati riportati come presenza o assenza in 10g di 

sedimento (peso umido), mentre per streptococchi fecali, spore di clostridi solfito-riduttori, ed 

E. coli le concentrazioni sono state espresse come UFC o MPN g-1 di sedimento (peso 

umido).  


