SOSTANZA ORGANICA E CARBONIO ORGANICO
1. Introduzione
La sostanza organica rappresenta (SO) uno dei principali componenti del suolo, non tanto in termini quantitativi ma soprattutto per l’influenza sulle proprietà chimiche, fisiche e biologiche. Il comparto suolo rappresenta per il pianeta il deposito (sink) di carbonio più significativo (nell’ordine di 2,5 x 1015 kg) dopo le riserve fossili di petrolio e carbone. Il contenuto di carbonio del suolo raggiunge valori pari a 3 – 4 volte quelli del carbonio atmosferico (CO2), circa 5 volte il carbonio contenuto negli organismi viventi terrestri (piante, animali, microorganismi, umani) ed è leggermente inferiore del valore di carbonio presente negli oceani come coppia carbonato/bicarbonato (CO32- / HCO3-, circa 4,0 x 1015 kg). 

Il contenuto di carbonio organico del suolo varia notevolmente nei suoli del pianeta in funzione delle caratteristiche pedo-climatiche, della morfologia, del tipo di utilizzo della risorsa, e del tempo, assumendo valori percentuali che oscillano dall’ 1 al 10 % per i suoli minerali e molto oltre per i suoli organici (torbiere e wetlands più in generale). 

La sostanza organica deriva essenzialmente dagli organismi viventi che insistono nel suolo, i loro residui post mortali a vario stadio di decomposizione, i residui organici ed i prodotti della attività microbica e della “ricombinazione” chimica, variamente resistenti ad ulteriori processi di degradazione. 

La sostanza organica del suolo assume, quindi, un ruolo fondamentale sia a livello ambientale (equilibri fisico-chimici ed energetici del ciclo globale del C, fenomeni di riscaldamento, ritenzione di inquinanti organici ed inorganici riversati nell’ambiente dai processi produttivi), che a livello della fertilità del suolo (fenomeni di mineralizzazione, attività microbica, nutrizione, capacità di scambio cationico ed anionico, ritenzione idrica, ritenzione molecolare, attività ormono-simile) [1, 2]. 
La sua determinazione può essere effettuata con metodi diretti, basati sulla perdita in peso dopo la mineralizzazione della SO in anidride carbonica, o con metodi indiretti mediante la quantificazione del carbonio organico e successivo calcolo della SO mediante l’utilizzo di un fattore di conversione.
Il metodo diretto può essere attuato mediante utilizzo di acqua ossigenata o sottoponendo il campione a temperature superiori a 300 °C. L’utilizzo dell’acqua ossigenata è oramai caduto in disuso data la laboriosità della procedura e i notevoli margini di errore, mentre è ancora praticato il metodo della perdita in peso ad alta temperatura (c.d. incenerimento). Tale metodo presenta una variabilità nei risultati dovuta, principalmente, alla temperatura massima di lavoro, al contenuto in SO, alla presenza di carbonati e di gesso, alla perdita di acqua dei minerali argillosi, nonché ad alcuni aspetti tecnici come, ad esempio, il peso del campione sottoposto ad analisi, il tipo di contenitore e l’accuratezza della pesata [3]. Pur in presenza dei citati fattori di interferenza, il metodo può essere utilizzato per una stima della SO per analisi di routine.
Il metodo indiretto prevede l’analisi del carbonio organico ed il successivo calcolo della SO moltiplicando il valore del carbonio organico per un fattore di conversione. Il valore del fattore di correzione (fattore di Van Bemmelen) è generalmente indicato in 1,724, sulla base del presupposto che la SO contenga mediamente il 58% di carbonio. In realtà ciò non è sempre vero poichè si dimostra che il fattore, a seconda del tipo di suolo e della SO presente, può variare da 1,7 a 2,5. Pertanto, anche il metodo indiretto porta ad una stima della SO e non ad una quantificazione estremamente precisa della stessa. I metodi di analisi del carbonio organico possono essere classificati in due gruppi:
1. metodi basati sull’ossidazione umida;

2. metodi basati sull’ossidazione secca.

1.1 Ossidazione (o combustione) umida.
Le procedure rientranti in questo gruppo si basano sull’ossidazione del carbonio organico a CO2 mediante l’utilizzo di soluzioni fortemente ossidanti. I tre metodi che saranno descritti utilizzano il bicromato di potassio (K2Cr2O7) che, in ambiente acido e a caldo, ossida il carbonio organico secondo la seguente reazione:
2 Cr2O72- + 3 C0 + 16 H+  →  4 Cr3+ + 3 CO2 + 8 H2O

Dopo che è avvenuta la reazione, il bicromato che non ha reagito con il carbonio organico viene quantificato per via colorimetrica, potenziometrica o, più frequentemente, a mezzo titolazione con solfato di ferro (FeSO4) secondo la reazione:

Cr2O72- + 6 Fe2+ + 14 H+  →  2 Cr3+ + 6 Fe3+ + 7 H2O
Per differenza rispetto alla quantità di K2Cr2O7 aggiunta inizialmente, si quantifica la frazione che ha reagito, risalendo poi con opportuni calcoli al C organico.
L’elevata temperatura necessaria per lo sviluppo della reazione viene generalmente ottenuta per: i) sfruttamento del calore di diluizione dovuto alla reazione tra H2SO4 e la soluzione di K2Cr2O7; o ii) tramite una sorgente esterna di riscaldamento. Nel primo caso, l’ossidazione del carbonio organico non è completa e si utilizza quindi un fattore di correzione per quantificare il carbonio organico totale. L’entità numerica di tale fattore, come sarà meglio illustrato nel paragrafo 2, può variare notevolmente. Nel secondo caso, l’utilizzo di una sorgente esterna di riscaldamento permette il raggiungimento di temperature elevate e il loro mantenimento durante il tempo di reazione, consentendo così la completa ossidazione del carbonio organico ed evitando il ricorso ad un fattore di correzione. Di contro, l’uso di elevate temperature (superiori a 136°C) può provocare fenomeni di decomposizione e perdita di K2Cr2O7 (influenzati oltre che dalla temperatura di lavoro anche dal rapporto in volume tra acido solforico e soluzione di K2Cr2O7), il che rende indispensabile la preparazione di un bianco a caldo per ogni set di campioni riscaldati.
I principali fattori di interferenza sono la presenza nel suolo di ferro ridotto (Fe2+), di cloruri (Cl-) e di ossidi di manganese riducibili. L’interferenza dovuta al ferro ridotto, che porterebbe ad un errore di sovrastima, può essere eliminata quasi del tutto asciugando il campione all’aria per almeno 48 ore [2], in modo da facilitare la quasi totale ossidazione del ferro(II). E’ importante rompere eventuali aggregati per favorire il maggior contatto con l’aria delle particelle del suolo. Gli ossidi di manganese riducibili (in particolare il diossido di manganese, MnO2), competono, in ambiente acido e a caldo, con il bicromato nell’ossidare il carbonio organico, inducendone pertanto un errore di sottostima. In realtà, nella maggior parte dei suoli, la quantità di ossidi di manganese riducibili è molto bassa e l’eventuale errore può essere trascurato. Qualora, per particolari suoli, si sospetti la presenza di quantità non trascurabili di tali ossidi, è necessario pretrattare il suolo secondo la procedura indicata da Walkley [4]. L’interferenza da cloruri, che riducono il cromo (VI) con conseguente sovrastima, è un problema con il quale spesso i laboratori di analisi devono confrontarsi. L’aggiunta di solfato di argento, al fine di far precipitare i cloruri come cloruro di argento, proposta da Walkley [4] e largamente riportata in letteratura, ha efficacia soltanto per basse concentrazioni di cloruri [5]. Qualora la presenza di cloruri non fosse in traccia, è necessario procedere alla loro quantificazione e alla correzione del valore del carbonio organico ottenuto, secondo la seguente formula:
Corg (g/kg) = Corg analisi (g/kg)  -  0.0846 Cl- (g/kg)
Particolare attenzione deve essere prestata alla fase di preparazione del campione, utilizzando mortai non metallici e limitando il tempo di contatto con il setaccio.
1.2. Ossidazione (o combustione) secca.

L’ossidazione secca consiste nel riscaldare il campione a temperature in grado di ossidare il carbonio organico in CO2 e nel quantificare quest’ultima, risalendo poi al contenuto in carbonio. Tralasciando alcuni metodi laboriosi e non sempre caratterizzati da elevata precisione usati in passato, attualmente questa determinazione viene effettuata tramite gli analizzatori elementari. In commercio sono disponibili alcuni tipi di analizzatori elementari che differiscono tra di loro, oltre che per caratteristiche costruttive, per la diversa temperatura di combustione (in ogni caso superiore a 950°C), per l’utilizzo o meno di un gas carrier inerte (generalmente elio) e per il detector (a conducibilità termica o ad infrarosso). Alcuni modelli sono in grado di determinare, oltre il carbonio, anche altri elementi tra cui l’azoto, il che permette di quantificare con una unica analisi due parametri molto importanti per la valutazione della fertilità. Gli analizzatori elementari, opportunamente tarati con appositi standard, forniscono risultati accurati ed essendo dotati di autocampionatore permettono l’analisi di un numero elevato di campioni in breve tempo e con minimo impegno di personale. Il limite di queste apparecchiature, relativamente all’analisi del carbonio organico nel suolo, è rappresentato dal fatto che, alle temperature di lavoro, viene rilevato il carbonio totale e, quindi, anche quello inorganico. Poiché in gran parte dei suoli sono presenti carbonati e bicarbonati, ciò rende necessario quantificare separatamente il carbonio inorganico o, in alternativa, pretrattare il campione da analizzare. La quantificazione del carbonio inorganico, che viene poi detratto dal valore di carbonio totale per ottenere quello organico, presenta dei margini di errore, soprattutto se effettuata con il calcimetro, rendendo sconsigliabile questa procedura.
I pretrattamenti del campione sono mirati ad eliminare il carbonio inorganico o quello organico. Nel primo caso, l’aggiunta di acido cloridrico o solforico nella capsula di pesata permette l’allontanamento del carbonio organico sotto forma di CO2 ma esige una elevata manualità da parte dell’operatore per il controllo dell’effervescenza (in particolare nei suoli ad elevato contenuto di carbonati) e dei tempi lunghi per il successivo essiccamento. 
Nella seconda ipotesi, un aliquota del campione viene riscaldata a 400°C per sei ore, effettuando, successivamente, due analisi in parallelo, una sul campione tal quale e l’altra sul campione pretrattato. Per differenza tra il valore di carbonio totale del campione tal quale e quello del campione pretrattato si ottiene il valore del carbonio organico.
Gli analizzatori elementari utilizzano piccole quantità di campione (da circa 10 a 150-200 mg), il che richiede una preparazione del campione ad almeno 0,1 mm (per garantire la rappresentatività) ed un’estrema accuratezza nella pesata.

2. Determinazione della sostanza organica mediante perdita in peso a 400 °C. (metodo per incenerimento).
Come accennato nell’introduzione, il metodo è soggetto all’influenza di vari fattori che, per la maggior parte, portano ad un errore di sovrastima. Tra i principali fattori vi sono l’accuratezza delle pesate, la perdita di acqua da parte di costituenti inorganici del suolo a temperature superiori a 105°C e la temperatura massima di riscaldamento che può portare a decomposizione e volatilizzazione di composti inorganici. La procedura proposta prevede la quasi totale eliminazione dell’acqua presente in alcuni fillosilicati e nel gesso (CaSO4·2H2O) tramite pre-trattamento del campione a 160°C, incenerimento a temperatura di 400°C per ridurre l’errore a percentuali paragonabili, se non minori, a quelle che si ottengono con il metodo indiretto.
2.1 Attrezzature

1. Bilancia a 4 cifre decimali

2. Crogioli da 50 ml in ceramica, quarzo o platino
3. Stufa da laboratorio
4. Forno a muffola

2.2 Procedura
1. Riscaldare il crogiolo in muffola a 400°C per almeno 4 ore.

2. Estrarre il crogiolo dalla muffola con apposita pinza e riporlo in un essiccatore contenente gel di silice. Lasciare raffreddare a temperatura ambiente.
3. Operando velocemente, determinare la tara del crogiolo su bilancia a quattro cifre decimali.

4. Pesare da 6 a 8 grammi di campione nel crogiolo.

5. Riscaldare il campione in stufa a 105°C  per 24 ore.

6. Operando come al punto 2, pesare velocemente il crogiolo con il campione su bilancia a quattro cifre decimali.
7. Riscaldare il campione in stufa a 160°C per 6 ore.
8. Operando come al punto 2, pesare velocemente il crogiolo con il campione su bilancia a quattro cifre decimali.
9. Riscaldare il campione in muffola a 400°C per 4 ore. 
10. Operando come al punto 2, pesare velocemente il crogiolo con il campione su bilancia a quattro cifre decimali.

2.3 Note

E’ importante porre particolare cura nelle fasi di pesata, evitando che il campione possa riassorbire acqua. E’ consigliabile che nella stanza in cui avvengono le pesate (o la sala bilance) sia presente un deumidificatore.

2.4 Espressione dei risultati

Il contenuto in sostanza organica è dato da
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3. Determinazione del carbonio organico per ossidazione umida con autoriscaldamento (Metodo Walkley-Black)
La procedura fu proposta da Walkley e Black nel 1934 [6] e successivamente riformulata e perfezionata da Walkley nel 1947 [4], discostandosi per molti aspetti dalla sua formulazione originaria. Il metodo si basa sul riscaldamento generato dal calore di diluizione che, con le quantità di bicromato e di acido solforico utilizzate, porta la temperatura a circa 120°C per un limitato lasso di tempo, con una successiva diminuzione durante il tempo di reazione. Tali temperature riescono ad ossidare solo una frazione del carbonio organico presente nel campione. Gli Autori del metodo individuarono la percentuale di carbonio organico ossidata in un intervallo compreso tra il 60 e l’80%, fissando il valore medio in circa il 75% e proponendo un fattore di correzione di 1,32. In realtà numerosi lavori hanno dimostrato che il fattore di correzione può variare notevolmente (da 1 a 2.86) [7] e che l’adozione del fattore 1,32 è in parte arbitrario. Ciò nonostante, il metodo Walkley-Black è largamente utilizzato in quanto non richiede attrezzature particolari ed è di facile esecuzione. Inoltre, per analisi a fini agronomici, l’eventuale discostamento del risultato dal valore reale è spesso ininfluente per la valutazione della fertilità.
Il metodo viene proposto nella formulazione di Walkley del 1947 con l’unica variante di prevedere il possibile l’uso dell’o-fenantrolina come indicatore in alternativa alla difenilammina.
3.1 Reagenti
1. Acqua deionizzata tipo 1.

2. Acido solforico concentrato (H2SO4) 96-98%.
3. Potassio bicromato (K2Cr2O7). Soluzione 0,166 M (1N). Sciogliere 49,032 grammi di K2Cr2O7, preventivamente essiccato in stufa a 105 °C per 6 ore, in un matraccio tarato (classe A) da 1000 ml con 800 ml circa di acqua. Portare a volume con acqua.
4. Ferro solfato eptaidrato (FeSO4·7H20) soluzione 0,5 M (0.5N). Sciogliere 139,005 grammi di Fe2SO4·7H20 in un matraccio tarato (classe A) da 1000 ml con 800 ml circa di acqua. Aggiungere 15 ml di H2SO4 (1) e portare a volume con acqua. La soluzione non è stabile ed è preferibile prepararla giornalmente, conservandola al buio.
5. ο-fenantrolina-ferro solfato(II) soluzione 0.025 M. Sciogliere 1,485 grammi di ο-fenantrolina e 0,695 grammi di Fe2SO4·7H20 (4) in un matraccio tarato da 100 ml contenente circa 80 ml di acqua. Portare a volume con acqua.
6. 4-difenilammina solfonato di sodio o di bario. Soluzione 0,5% in acido solforico. Sciogliere 0,5 grammi di 4-difenilammina solfonato di sodio o di bario in un matraccio tarato da 100 ml contenente circa 80 ml di acido solforico concentrato (2). Portare a volume con acido solforico concentrato (2).
7. Acido fosforico (H3PO4) 85%.

3.2 Attrezzature

1. Bilancia a 3 cifre decimali

2. Matracci conici di Erlenmeyer (beute) in vetro da 500 ml.
3. Vetri da orologio. 
4. Cilindri  in vetro classe A da 25 ml e da 10 ml. 
5. Buretta in vetro da 25 o ml, divisione 0,1 ml. 
6. Agitatore magnetico. 
3.3 Procedura

1. Pesare il suolo, setacciato a 0,5 mm, in una beuta da 500 ml su bilancia a tre cifre decimali. La quantità di suolo non dovrà contenere più di 25 mg di C organico. Generalmente, la pesata varia da 0,5 a 1,5 g. Prendere nota del peso esatto. 

2. Aggiungere goccia a goccia con buretta di precisione 10 ml esatti di K2Cr2O7 1N (3)
3. Aggiungere con un cilindro 20 ml di H2SO4 concentrato (2), facendoli scivolare sulle pareti della beuta . 
4. Agitare delicatamente per qualche secondo, coprire con vetrino da orologio, e poggiare su una superficie isolante (ad es. un cartone) e non direttamente su ceramica o gres porcellanato.
5. Contemporaneamente, preparare una prova in bianco con i soli reagenti. 
6. Dopo 30 minuti interrompere la reazione aggiungendo alla beuta circa 200 ml di acqua.
7. Aggiungere qualche goccia di indicatore ο-fenantrolina-ferro solfato(II) (5) e titolare con il FeSO4 0.5 N fino a colore rosso (marrone rossiccio con luce o sfondo bianco). Sequenza colori  verde → blu → rosso. 
8. Se si utilizza come indicatore la difenilammina di sodio o di bario (6), aggiungere 10 ml di acido fosforico (7) e procedere con la titolazione fino a colore verde smeraldo. Sequenza colori: marrone → blu → violetto → verde smeraldo.
3.4 Fattori di interferenza
Vedi paragrafo 1.1.
3.5 Note
a) Il bicromato di potassio contiene cromo esavalente ed è una sostanza altamente tossica. E’ un agente cancerogeno anche per inalazione, può provocare alterazioni genetiche, infertilità. Durante la sua manipolazione è necessario utilizzare maschere per polveri fini, guanti ed occhiali protettivi e, inoltre, le varie fasi di analisi devono essere svolte sotto cappa chimica. Lo smaltimento deve essere eseguito secondo la legislazione vigente per le sostanze pericolose.
b) Se durante la reazione viene consumato più dell’80% del bicromato è necessario ripetere l’analisi pesando una quantità inferiore di suolo.
3.6 Espressione dei risultati
Il contenuto in carbonio organico sarà dato da:
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Dove:

Vb = volume (ml) utilizzato per titolare il bianco

Vc = volume (ml) utilizzato per titolare il campione
NFS = normalità reale della soluzione di Fe2SO4·7H20 (ottenuta dalla prova in bianco)

3 = peso equivalente del carbonio

1,32  = fattore di correzione (77% del carbonio ossidato)

P = peso del campione.
4. Determinazione del carbonio organico con ossidazione umida e riscaldamento esterno. Metodo A.

La procedura proposta è una modifica del metodo Walkley, messa a punto da Heanes [5]. Il metodo utilizza gli stessi reagenti, in quantità e concentrazione, del metodo Walkley, con la sostanziale differenza dell'applicazione di una fonte di riscaldamento esterno in grado di garantire una temperatura di 135°C durante i tempi di reazione. Tale temperatura, applicata per i tempi previsti, determina l'ossidazione completa del carbonio organico permettendo la sua quantificazione senza ausilio di fattori di conversione. Inoltre, la temperatura di lavoro inferiore a 136°C limita i fenomeni di decomposizione e perdita di bicromato. La procedura viene proposta prevedendo l'uso della titolazione con FeSO4·7H20 e non la determinazione colorimetrica come previsto da Heanes [5].
4.1 Reagenti
1. Acqua deionizzata tipo 1.

2. Acido solforico concentrato (H2SO4) 96-98%.
3. Potassio bicromato (K2Cr2O7). Soluzione 0,166 M (1N). Sciogliere 49,032 grammi di K2Cr2O7, preventivamente essiccato in stufa a 105 °C per 6 ore, in un matraccio tarato (classe A) da 1000 ml con 800 ml circa di acqua. Portare a volume con acqua.

4. Ferro solfato eptaidrato (FeSO4·7H20) soluzione 0,5 M (0,5N). Sciogliere 139,005 grammi di Fe2SO4·7H20 in un matraccio tarato (classe A) da 1000 ml con 800 ml circa di acqua. Aggiungere 15 ml di H2SO4 (1) e portare a volume con acqua. La soluzione non è stabile ed è preferibile prepararla giornalmente, conservandola al buio.

5. ο-fenantrolina-ferro solfato(II) soluzione 0.025 M. Sciogliere 1,485 grammi di ο-fenantrolina e 0,695 grammi di Fe2SO4·7H20 (4) in un matraccio tarato da 100 ml contenente circa 80 ml di acqua. Portare a volume con acqua.
6. 4-difenilammina solfonato di sodio o di bario. Soluzione 0,5% in acido solforico. Sciogliere 0,5 grammi di 4-difenilammina solfonato di sodio o di bario in un matraccio tarato da 100 ml contenente circa 80 ml di acido solforico concentrato (2). Portare a volume con acido solforico concentrato (2).

7. Acido fosforico (H3PO4) 85%.

4.2 Attrezzature

1. Bilancia a 3 cifre decimali

2. Digestore a blocco d'alluminio con temperatura programmabile almeno fino a 140°C, con oscillazione massima di ± 2°C.

3. Tubi per digestore con capacità di almeno 100 ml, muniti di colonne refrigeranti a ricadere.
4. Matracci conici di Erlenmeyer (beute) in vetro da 500 ml.

5. Cilindri  in vetro classe A da 25 ml e da 10 ml. 
6. Buretta di precisione in vetro, divisione 0,1 ml. 
7. Agitatore magnetico. 
4.3 Procedura

1. Pesare il suolo, setacciato a 0.5 mm, su bilancia a tre cifre decimali e trasferirlo quantitativamente in un tubo. La quantità di suolo non dovrà contenere più di 25 mg di C organico. Generalmente, la pesata varia da 0,3 a 1,5 g. Prendere nota del peso esatto. 

2. Aggiungere goccia a goccia con buretta di precisione 10 ml esatti di K2Cr2O7 1N (3).
3. Aggiungere, lentamente, 20 ml di H2SO4 concentrato (2) con un cilindro. 
4. Agitare delicatamente per qualche secondo ed inserire il tubo nel digestore preriscaldato a 135°C. Inserire la colonna refrigerante. 
5. Dopo 30 minuti togliere i tubo dal digestore, aggiungere circa 50-60 ml di acqua e poi travasare quantitativamente il contenuto del tubo in una beuta da 500 ml utilizzando altri 150 ml di acqua.

6. Contemporaneamente, preparare due prove in bianco con i soli reagenti. 1) Bianco a freddo (Bf),  aggiungendo i reagenti direttamente in una beuta da 500 ml ed interrompendo la reazione dopo 30 minuti con circa 200 ml di acqua. Tale prova in bianco permette di calcolare la normalità del FeSO4. 2) Bianco a caldo ((Bc), seguendo la stessa procedura utilizzata per i campioni, in modo da poter quantificare l'eventuale decomposizione e perdita di bicromato. 
7. Aggiungere nella beuta qualche goccia di indicatore ο-fenantrolina-ferro solfato (II) (5) e titolare con FeSO4 0.5 N fino a colore rosso (marrone rossiccio con luce o sfondo bianco). Sequenza colori  verde → blu → rosso. 
8. Se si utilizza come indicatore la difenilammina di sodio o di bario (6) aggiungere 10 ml di acido fosforico e procedere con la titolazione fino a colore verde smeraldo. Sequenza colori: marrone → blu → violetto → verde smeraldo.

4.4 Fattori di interferenza
Vedi paragrafo 1.1.
4.5 Note
a) Il bicromato di potassio contiene cromo esavalente ed è una sostanza altamente tossica. E’ un agente cancerogeno anche per inalazione, può provocare alterazioni genetiche, infertilità. Durante la sua manipolazione è necessario utilizzare maschere per polveri fini, guanti ed occhiali protettivi e, inoltre, le varie fasi di analisi devono essere svolte sotto cappa chimica. Lo smaltimento deve essere eseguito secondo la legislazione vigente per le sostanze pericolose.
b) Se durante la reazione viene consumato più dell’80% del bicromato è necessario ripetere l’analisi pesando una quantità inferiore di suolo.

c) Preparare un bianco a caldo per ogni set di campioni riscaldati.
4.6 Espressione dei risultati

Il contenuto in carbonio organico sarà dato da:
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Dove:

Vb = volume (ml) utilizzato per titolare il bianco a caldo.
Vc = volume (ml) utilizzato per titolare il campione. 
NFS = normalità reale della soluzione di Fe2SO4·7H20 (ottenuta dalla prova in bianco a freddo)

3 = peso equivalente del carbonio

P = peso in grammi del campione.
5. Determinazione del carbonio organico con ossidazione umida e riscaldamento esterno. 
Metodo B.

Il metodo è stato formulato da Ciavatta, Antisari e Sequi [8], modificando quello proposto nel 1954 da Springer e Klee [9]. La temperatura di lavoro di 160°C e l'elevata capacità ossidante, dovuta alla maggiore quantità e concentrazione della soluzione di K2Cr2O7 utilizzata, conferiscono al metodo il vantaggio di non dover ridurre, con rischio di perdita di rappresentatività, il peso del campione sottoposto ad analisi, anche in suoli con elevato contenuto in carbonio organico. Di contro, l'elevata temperatura di lavoro provoca facilmente decomposizione e perdita di bicromato se non si attua un controllo rigoroso ed accurato della stessa, che non deve superare i 162°C. Per ottenere risultati attendibili è indispensabile preparare un bianco a caldo di riferimento per ogni set di campioni riscaldati. 
5.1 Reagenti
1. Acqua deionizzata tipo 1.

2. Acido solforico concentrato (H2SO4) 96-98%.

3. Potassio bicromato (K2Cr2O7). Soluzione 0,333 M (2N). Sciogliere 98,063 grammi di K2Cr2O7, preventivamente essiccato in stufa a 105 °C per 6 ore, in un matraccio tarato (classe A) da 1000 ml con 800 ml circa di acqua. Portare a volume con acqua.

4. Ferro solfato eptaidrato (FeSO4·7H20) soluzione 0,2 M (0.2N). Sciogliere 55,602 grammi di Fe2SO4·7H20 in un matraccio tarato (classe A) da 1000 ml con 800 ml circa di acqua. Aggiungere 20 ml di H2SO4 (1), raffreddare e portare a volume con acqua. La soluzione non è stabile ed è preferibile prepararla giornalmente, conservandola al buio.

5. 4-difenilammina solfonato di sodio o di bario. Soluzione 0,5% in acido solforico. Sciogliere 0,5 grammi di 4-difenilammina solfonato di sodio o di bario in un matraccio tarato da 100 ml contenente circa 80 ml di acido solforico concentrato (2). Portare a volume con acido solforico concentrato (2).

6. Acido fosforico (H3PO4) 85%.

5.2 Attrezzature

1. Bilancia a 3 cifre decimali.

2. Matraccio per attacco (fig.1) con volume di 200 ml.
3. Termometro con scala fino a 200 °C e gradazioni di 1 °C. 
4. Burette in vetro da 25 o 50 ml, divisione 0,1 ml. 
5. Bunsen.  
6. Piastra di protezione in vetroceramica per bunsen. 
7. Piastra riscaldante elettrica.  
8. Matracci conici di Erlenmeyer (beute) in vetro da 250 ml.
9. Pipette da 20 ml classe A. 
10. Cilindri  in vetro classe A da 25 ml e da 10 ml. 
11. Agitatore magnetico. 
[image: image4.jpg]21mm 2mm
W
T ] T
€
£
8 £
= £
ElE
S S
£ et L £
£ € ) @m
o Ir5)
© il
g {2mm
200ml E
E B L
o
! L y 8l
53 mm
—_—

Figura VII.2.1 — Matraccio per attacco, fornito di termometro con scala fino a 200°C e
graduazioni di 1°C

VII.2.4.2. Ossidazione del carbonio organico ad anidride carbonica

Prelevare con buretta di precisione e trasferire nel matraccio per I'at-
tacco 20 mL della soluzione (0,33 moli - L") di potassio bicromato
(K,Cr,0).

Sistemare il matraccio per I'attacco in un bagno di acqua e ghiaccio
e, facendo attenzione a non sovrariscaldare la miscela, aggiungere lenta-
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5.3 Procedura

1. Pesare il suolo, setacciato a 0,5 mm, su bilancia a tre cifre decimali e trasferirlo quantitativamente nel matraccio per attacco. La quantità di suolo non dovrà contenere più di 100 mg di C organico. Prendere nota del peso esatto. 

2. Aggiungere 200 ml esatti di K2Cr2O7 (3) goccia a goccia con buretta di precisione.  

3. Aggiungere 26 ml di H2SO4 concentrato (2), lentamente goccia a goccia, raffreddando il matraccio in bagno di ghiaccio in modo che la temperatura della sospensione non superi i 50°C. 
4. Inserire il termometro e regolarlo in posizione tale che il bulbo sia inserito nella sospensione  ma non tocchi il fondo del matraccio. 
5. Riscaldare con fiamma (o con piastra elettrica) il più rapidamente possibile e portare alla temperatura 160±2°C, mantenendola costante per 10 minuti ed agitando di tanto in tanto.

6. Dopo 10 minuti esatti, interrompere il riscaldamento e raffreddare rapidamente i matracci a temperatura ambiente. 
7. Trasferire quantitativamente il contenuto del matraccio per attacco, lavando ripetutamente con piccole quantità di acqua, in un matraccio tarato da 200 ml.

8. Lasciar raffreddare e portare volume con acqua.

9. Prelevare con pipetta 20 ml esatti della sospensione e trasferirli in una beuta di da 250 ml.
10. Aggiungere 8 ml di H3PO4 concentrato (6), alcune gocce di indicatore (5) e circa 100 ml di acqua.

11. Titolare con la soluzione di FeSO4·7H20 (4) fino al viraggio dal violetto al verde smeraldo, usando un agitatore magnetico illuminante o un normale agitatore magnetico con l’ausilio di una sorgente luminosa laterale.
12.  Preparare in parallelo due prove in bianco con i soli reagenti. 1) Bianco a freddo (Bf),  procedendo come sopra ma senza riscaldare, trasferendo successivamente la soluzione nel matraccio da 200 ml. Tale prova in bianco permette di calcolare la normalità del FeSO4. 2) Bianco a caldo ((Bc),  seguendo la stessa procedura utilizzata per i campioni, in modo da poter quantificare l'eventuale decomposizione e perdita di bicromato.
5.4 Fattori di interferenza

Vedi paragrafo 1.1.

5.5 Note

a) Il bicromato di potassio contiene cromo esavalente ed è una sostanza altamente tossica. E’ un agente cancerogeno anche per inalazione, può provocare alterazioni genetiche, infertilità. Durante la sua manipolazione è necessario utilizzare maschere per polveri fini, guanti ed occhiali protettivi e, inoltre, le varie fasi di analisi devono essere svolte sotto cappa chimica. Lo smaltimento deve essere eseguito secondo la legislazione vigente per le sostanze pericolose.
b) Se durante la reazione viene consumato più dell’80% del bicromato è necessario ripetere l’analisi pesando una quantità inferiore di suolo.

c) Preparare un bianco a caldo per ogni set di campioni riscaldati.
5.6 Espressione dei risultati

Il contenuto in carbonio organico sarà dato da:

[image: image5.png](Voo = Vo) " Nps-3 10

Corg =
org >




Dove:

Vbc = volume (ml) utilizzato per titolare il bianco a caldo. 
Vc = volume (ml) utilizzato per titolare il campione. 
NFS = normalità reale della soluzione di Fe2SO4·7H20 (ottenuta dalla prova in bianco a freddo). 
3 = peso equivalente del carbonio. 
10 = rapporto volumetrico tra i ml iniziali e quelli prelevati (200/20). 
P = peso in grammi del campione. 
6. Determinazione del carbonio organico con analizzatore elementare
Le tipologie di analizzatori in commercio, come già accennato nel paragrafo 1.2, presentano modalità operative diverse tra loro e, pertanto, per il dettaglio della fase operativa dell'analisi si rimanda ai manuali operativi di ciascuna apparecchiatura. In ogni caso, per effettuare analisi precise ed accurate è necessario rispettare i seguenti punti.
1. Per garantire la rappresentatività del campione sottoposto ad analisi, preparare a 0,1 mm un aliquota di almeno 5 grammi prelevata da più punti del campione preparato a 2 mm.

2. Per la calibrazione dell'apparecchiatura utilizzare degli standard con valori in carbonio non troppo dissimili da quelli normalmente presenti nei suoli. 
3. Manipolare e chiudere le capsule con pinzette metalliche, evitando di toccarle con le mani. 
4. Dato l'elevato contenuto di ceneri dei campioni, usare in testa alla colonna di combustione l'apposito crogiolo di raccolta delle ceneri. In tal modo, oltre ad aumentare la vita della colonna, si evita la formazione di uno strato ostruente che farebbe variare il flusso del carrier costringendo ad operare diverse integrazioni del cromatogramma. 

5. Essendo ridotta la quantità di campione sottoposto ad analisi, è consigliabile effettuare almeno tre repliche.
Procedura A
1. Pesare la quantità di suolo, preparato a 0.1 mm, in doppia capsula di argento usando una bilancia a 4 o 5 cifre decimali 

2. Porre la capsula su piastra riscaldante a 60°C ed aggiungere acido cloridrico 1:1 in piccole quantità, non superiori a 10 microlitri, finché non termina l’effervescenza.

3. Portare a secco il contenuto della capsula.
4. Lasciare raffreddare a temperatura ambiente e chiudere la capsula.
5. Inserire la capsula nell’autocampionatore dell’analizzatore e procedere con l’analisi.
Procedura B
1. Pesare la quantità di suolo, preparato a 0.1 mm, in capsula di argento usando una bilancia a 4 o 5 cifre decimali.
2. Inserire la capsula aperta in un crogiolo contrassegnato da 5 ml contenente al suo interno della lana di vetro per incastrare la capsula ed evitare che, negli spostamenti, possa cadere.
3. Porre il crogiolo contenente la capsula in muffola a 400°C per 4 ore.
4. Estrarre dalla muffola il crogiolo e la capsula e lasciar raffreddare a temperatura ambiente.
5. Prelevare la capsula dal crogiolo e chiuderla.

6. Con le stesse modalità del punto, pesare un’altra aliquota del campione in una nuova capsula che andrà chiusa senza essere sottoposta al pretrattamento a 400°C.
7. Inserire le due capsule nell’autocampionatore dell’analizzatore e procedere con l’analisi.
Il contenuto in carbonio organico sarà dato da:

Corg = Ctq – Cpt
Dove:

Ctq = contenuto in carbonio del campione tal quale, non sottoposto al pretrattamento a 400°C.
Cpt = contenuto in carbonio del campione pretrattato a 400°C.
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