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MICROSCOPIA ELETTRONICA A SCANSIONE E MICROSONDA:
ESEMPI DI APPLICAZIONE AGLI STUDI ECOLOGICI
DI AMBIENTI MARINI COSTIERI

RIASSUNTO

L’osservazione in Microscopia Elettronica a Scansione (SEM)
associata ad un sistema di Spettrometria in Dispersione di Energia
(EDAX) ha permesso di portare un nuovo contributo agli studi
ecologici di sistemi marini costieri.

E stata in particolare sottolineata I'importanza della microa-
nalisi nell'individuazione di certi inquinanti inorganici e nella ca-
ratterizzazione dell’evoluzione rapida delle condizioni fisico-chimi-
che di un ambiente. In particolare sono stati considerati sedimenti
superficiali marini e il particellato sospeso, ma anche materiali
prelevati in ambienti ancora poco conosciuti come le grotte marine
sommerse.

SUMMARY

SCANNING ELECTRON MICROSCOPY AND MICROANALYSIS:
EXAMPLES OF APPLICATION TO ECOLOGICAL
INVESTIGATIONS OF COASTAL MARINE SYSTEMS.

Through the observation by Scanning Electron Microscopy
(SEM) associated with an Energy Dispersion Spectrometer (EDAX)
it has been possible to bring a new contribution to ecological stu-
dies of marine coastal systems.

The importance of microanalysis has been underlined for the
determination of inorganic pollutants and for the characterization
of physico-chemical conditions rapid evolution in some particular
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ecological systems. In particular surficial sediments and suspended
particulate matter are considered but also some micronodules col-
lected in submerged marine caves have been studied.

Key words: Electron microscopy, ecology, marine environment.

INTRODUZIONE

Questo lavoro vuole evidenziare, tramite alcuni esempi appli-
cativi, come la Microscopia Elettronica a Scansione (SEM) e la
Spettrometria in Dispersione di Energia (EDAX) contribuiscano
con preziose informazioni di dettaglio alla definizione ecologica di
un ambiente. Tale metodo analitico offre infatti la possibilita di as-
sociare ad una immagine ad alta definizione una analisi chimica
immediata e puntiforme, requisito importante nello studio di forme
organiche ed inorganiche presenti nell’ambiente.

Gli esempi riportati si riferiscono all'indagine ambientale di
un sistema marino costiero: si & rivolta particolare attenzione al
particellato sospeso, alla sua caratterizzazione e ai processi di tra-
sferimento degli inquinanti organici e inorganici che esso favorisce
nella colonna d’acqua e nei sedimenti superficiali.

In generale, i fattori biotici ed abiotici che determinano lo
stato ecologico di un ambiente subiscono continue trasformazioni
sia naturali che dovute all’azione dell'uomo; tali evoluzioni possono
essere rapide e per comprenderne i meccanismi si rende necessario
focalizzare I'attenzione su dettagli morfologici e analitici.

NOTE TECNICHE

E stato utilizzato un Microscopio Elettronico Philips 515 asso-
ciato ad uno Spettometro in Dispersione di Energia EDAX PV9100,
schematizzato in fig. 1. Nella colonna elettronottica gli elettroni
incidenti (primari) colpiscono il campione con una certa energia
producendo i seguenti segnali: elettroni secondari di bassa energia
(immagine tridimensionale), elettroni secondari di alta energia o
retrodiffusi (individuazione degli elementi ad alto numero atomi-
co), fotoni X (analisi chimica immediata). Tali interazioni possono
essere sfruttate solo se la materia che deve essere analizzata & resa
conduttiva tramite metallizzazione con Au, Pd, C, ecc. a seconda
del tipo di segnale che si vuole evidenziare. Nel sistema di analisi
EDAX il rivelatore & costituito da un cristallo in Si-Li che si com-
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porta come un semi-conduttore, attraverso il quale 1 fotoni X vengo-
no selezionati in funzione del loro livello di energia. E quindi possi-
bile ottenere una analisi immediata degli elementi maggiori, con
numero atomico superiore a 10. L’oro, che permette di lavorare in
alta risoluzione, presenta alcuni picchi che possono mascherare i
segnali di altri elementi che si vogliono analizzare. E quindi oppor-
tuno utilizzare la grafite per ottenere delle analisi significative.

PARTICELLATO SOSPESO

Il materiale raccolto su filtro rappresenta 'associazione delle
particelle presenti in una determinata zona della colonna d’acqua
che possono aver subito:

— trasporto per via fluviale ed erosione costiera (litoclasti, argil-
le,...);

— risospensione dal sedimento superficiale (argille, biodetriti, ossi-
di-idrossidi,...);

— neogenesi e associazioni in situ (cloruri di metalli, ossidi-idrossi-
di, argille,...).

E quindi importante conoscere bene le zone di provenienza e
valutare sia qualitativamente che quantitativamente i meccanismi
che regolano i cicli di tali materiali in un ambiente costiero. In par-
ticolare i minerali argillosi possono giocare un ruolo importante
nelle interazioni sia con certi metalli tossici che con la materia
organica (Cocito et al., 1985). Il cloro & da prendere ugualmente in
considerazione come veicolante importante di metalli.

I diversi metodi di preparazione dei campioni di particellato
sospeso hanno dimostrato che & strettamente importante ottenere
un preparato pulito su filtro Nuclepore di porosita 0.4 um (in parti-
colare il cloruro di sodio sotto forma cristallizzata o come ricopertu-
ra delle particelle ne nasconde le caratteristiche morfoscopiche).

I filtri vengono fissati su un portacampione in alluminio con
nastro biadesivo e metallizzati con oro per una buona definizione
fotografica, oppure con grafite per ottenere una analisi semiquanti-
tativa affidabile.

Tutte le osservazioni e analisi si effettuano manualmente, con-
trariamente alle metodiche che riescono ad analizzare automatica-
mente e con pill precisione le particelle, ma che non prendono pitt in
considerazione una buona definizione dell'immagine (BERNARD e
VaN GRIEKEN, 1986). Diversi lavori hanno potuto dimostrare I'im-
portanza di una tale tecnica per capire certi meccanismi di associa-
zione e dissociazione delle particelle, ed il loro ruolo nei processi di
trasferimento orizzontale e verticale attraverso una colonna d’ac-
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qua (SUNDBY et al., 1981; BisHop et al., 1977; JEDwaB, 1978; OLSEN et
al., 1981). Il problema da affrontare & complesso in quanto:
1 - gli elementi anomali ricercati sono estremamente rari quando si
¢ lontani dalla sorgente rispetto al fondo naturale orgamco e inor-
gamco (argille, quarzi, carbonati,...).

- il metodo di analisi globale non riesce a distinguere i metalli
pesanti legati alle fasi principali da quelli che si trovano sotto una
forma definita.

Esempi di caratterizzazione del particellato:

1) Fly-ashes: ceneri volanti provenienti da combustione del carbone
di una centrale termoelettrica situata nei pressi del porto di La
Spezia. Dopo essere state classificate dal materiale di riabbatti-
mento, le stesse particelle (>2um) sono state ritrovate nell’acqua
del porto (fig. 2, fig. 3). E gia stato evidenziato il trasporto per via
atmosferica come meccanismo selettivo rispetto a granulometrie
ancora pit fini (LEFEVRE et al., 1984; DEL MoNTE e SaBBIONI, 1987).
2) Aggregati argillosi: sono stati individuati metalli di origine indu-
striale (Cr) in aree antistanti zone industrializzate (fig. 4).

3) Forme non determinate: sono state trovate in particolare due
forme morfologicamente differenti, contenenti quantita abbondanti
di cloro, veicolanti rispettivamente P e Cu 'una (fig. 5) e Pb e Fe
Taltra (fig. 6).

SEDIMENTI

{ sedimenti marini analizzati sono generalmente molto idrata-
ti percheé superficiali (poco coerenti), in maggioranza argillosi e
contenenti una grande quantita di cloruro di sodio (NaCl). Sono
stati messi a punto principalmente due metodi di preparazione dei
sedimenti:
1 - analisi chimica globale. E un metodo rapido che permette di
ottenere la composizione in elementi maggiori (espressa in % di
peso di ossidi) di una piccola quantita (da 5 a 10 mg) perfettamente
disidratata, macinata, omogeneizzata, sotto forma di pasticca di
qualche mm di diametro. Il sistema EDAX non permette di valuta-
re gli elementi contenuti in quantita <0.5%, anche perché& masche-
rati dal NaCl; si tende quindi a lavorare su campioni possibilmente
dializzati.
2 - Analisi chimica puntiforme. Sono state analizzate frazioni gra-
nulometriche prescelte di sedimenti argillosi, ma i risultati non
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possono ancora essere significativi utilizzando questo metodo di
dispersione (DupLay, 1984).

Esempi di analisi di sedimenti:

1) Analisi morfologica. I sedimenti superficiali costieri hanno dimo-
strato essere un interessante campo applicativo in quanto l'osser-
vazione di campioni prelevati in aree antistanti zone urbanizzate
ha evidenziato la presenza di elementi inquinanti di origine antro-
pica. Sono state osservate tracce di frammenti plastici generatisi
probabilmente per fotodegradazione e ridotti soprattutto dall’atti-
vita del fouling batterico a dimensioni microscopiche (circa 10 pm),
anche in corrispondenza di batimetriche relativamente elevate (500
m) (fig. 7). Numerose osservazioni al SEM (Dempsey, 1981) hanno
dimostrato come sia possibile descrivere 1 meccanismi d’attacco su
substrati diversi da parte di comunita batteriche particolarmente
abbondanti in condizione di evidente inquinamento. Per diverse
forme batteriche & stata messa in evidenza la produzione di un
secreto mucoso che, legando le frazioni piu fini del sedimento, ne
pud inibire il trasporto ed agire quindi come stabilizzante (fig. 8).
2) Analisi chimica globale e mappature Fe-S di campioni prelevati
lungo una carota proveniente da ambiente ridotto (laguna del delta
del Po). Le analisi sono abbastanza omogenee, ma si possono osser-
vare certe zone dove sono concentrati i solfuri di ferro, forme mine-
ralogiche tipiche di tali ambienti (35.4% S, 44% Fe; nei sedimenti
mediamente 1% S, 9% Fe).

3) Analisi chimica globale della frazione totale di un sedimento
superficiale. Grazie alle immagini di elettroni retrodiffusi (B. S.)
sono state osservate microconcentrazioni di Hg associato a minera-
lizzazioni di Cr Ni (1.7% Hg, 7.3% Cr, 4.2% Ni) che non sono state
messe in evidenza con altri metodi analitici. In effetti, il mercurio
si trova concentrato nei sedimenti superficiali di aree costiere dove
si sospetta una origine industriale oppure naturale dovuta all’e-
strazione di cinabro (HgS).

4) Analisi puntiforme di un micronodulo proveniente dalla grotta di
Bergeggi (SV) (BiancHI et al., 1986). Il micronodulo si presenta
come una piccola sfera di circa 300 um di diametro; le analisi EDAX
evidenziano una composizione in ferro (ossidi-idrossidi) con qual-
che traccia di manganese (fig. 9). Sulla superficie di questo nodulo
sono epigenizzate delle micromineralizzazioni che presentano una
composizione chimica tipica della Smectite-Nontronite (DE LANGE e
Rispens, 1986) (fig. 10.a). Queste stesse mineralizzazioni sono state
in seguito localmente ricoperte da un nannonodulo di ferro (fig.
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10.b). Questi noduli possono essere degli indicatori mineralogici
delle peculiari condizioni di ossido-riduzione che caratterizzano le
grotte oscure sommerse. In questo caso ci sarebbe una prima fase di
precipitazione degli ossidi-idrossidi di ferro (micronodulo) in condi-
zioni ossidanti, poi una seconda fase di neoformazione di minerali
argillosi (Fe-Si) in condizioni riducenti, infine una terza fase di
precipitazione di ossidi-idrossidi di ferro (nannonodulo) in condizio-
ni nuovamente ossidanti. Diverse osservazioni in Mediterraneo
hanno rivelato la presenza di incrostazioni di Fe e Mn sulle pareti
delle grotte oscure, in particolare nelle parti confinate idrologica-
mente (HARMELIN et al., 1985; LABOREL e VACELET, 1959).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Risulta evidente dagli esempi riportati I'importanza di un me-
todo analitico che, pur con informazioni di dettaglio, contribuisce
allo studio e all'interpretazione di problematiche ambientali. T1
SEM in particolare & ancora raramente utilizzato in studi ecologici,
benche abbia trovato alcune discipline pitt specialistiche di applica-
zione quali la medicina, la biologia, la geeologia, la metallurgia,...
Nelle indagini ambientali ha portato utili e nuove informazioni in
quanto ha permesso di capire il quadro delle fenomenologie in cui si
formano certe strutture (noduli, sedimenti-superficiali) ed ha defi-
nito dinamicamente processi in corso (particellato, minerali indica-
tori di ambienti ossidanti o riducenti, ...).

Indagando sulla presenza ed influenza del materiale particel-
lato e degli agenti inquinanti, si & riusciti in certi casi ad individua-
re le fonti di inquinamento, sia antropogeniche che naturali, e ad
ipotizzare le vie attraverso le quali eventuali inquinanti diffondono
nella massa d’acqua. E evidente quindi 'importanza di poter corre-
lare le caratteristiche quali-quantitative del materiale sospeso con
la presenza sia di materia organica che di agenti inquinanti, le loro
interazioni e la formazione di complessi pitt 0 meno stabili. Da
questo derivano problematiche associate all’intrappolamento e ri-
messa in circolo dei “complessi” formati, la loro diffusione anche
entro i sedimenti.

Particolare interesse riveste 'osservazione e ’analisi di forme
quali i fecal pellets sia nei processi di movimento verticale lungo la
colonna d’acqua con conseguente trasporto di sostanza organica e
metalli associati, sia nello studio del budget energetico degli ecosi-
stemi. La presenza di organismi permanenti sul fondo in corrispon-
denza di zone ad elevata produttivita biologica superficiale riflette
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I'aumento nel trasporto di carbonio organico verso i sedimenti in
tali aree (HEEZEN e HoLLISTER, 1971).

Quindi determinare i procesi significativi che operano nella co-
lonna d’acqua, trasformando le caratteristiche dei fecal pellets e
del particallato in generale, contribuisce alla conoscenza di proces-
si quali il riciclo dei nutrienti e 1a formazione dei sedimenti, proces-
si basilari nello studio di un ecosistema marino.

321



SCHERMO
FOTO

MICROSCOPIO ELETTRONICO A SCANSIONE + MICROSONDA i

e —em s T Y D SANNL TR

SISTEMA VIDEQD

o

SCHERMD Wai
IMMAGINE ELETTROMICA

wennelt ¢ [ilamente in TungeTenc: gensrssions 4i slsttroms

Ancdo (massa}.

Condensatore e lenti elettromsgnetiche.
Bobine di scansione.

Lenti elettromagnetiche.

Campione.

Rivelatore di elettroni secondari (ES) di bassa energis

(immagine tridimensionale).
Rivelatori di elettroni retrodiffusi di alta energia (BS).
Collimatore.

Finestra in Be (apribile per la determinmzione degli elementi

leggeri).

Cristallo in Si-Li: rivelatore di fotoni X.
Scatola Alto Vuoto.

Valvols di vuoto.

Contenttore di 101 con azoto liquido.

Sistema di interfaccia PV9100 con disco rigido.
Inserimento di floppy discs.

Testiera

Schermo: video display.

Fig. 1.Schema del SEM e del sistema EDAX. SEM and EDAX system scheme.
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Fig. 2.Fly-ashesprovenienti da una centrale termoelettrica nei pressi del porto
di La Spezia (1200x) (a sinistra). Spettro di analisi EDAX (a destra). Fly-
ashes coming from a thermal power plant near La Spezia harbour
(1200x) (on the left). EDAX analysis spectrum (on the right).
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Fig. 3. Fly-ash riscontrato nel particellato sospeso delle acque superficiali del
porto di La Spezia (5200x) (a sinistra). Spettro di analisi EDAX (a
destra). Fly -ash found in surficial suspended particulate matter of La

Spezia harbour waters (5200x) (on the left). EDAX analysis spectrum
(on the right).

323



2 8 oo k 886 -, ] =k : ? lr_nn)(

Fig. 4. Aggregato argilloso contenente Cr (5450x) (a sinistra). Spettro di analisi
EDAX (a destra). Cr in a clayey aggregate (5450x) (on the left). EDAX
analysis spectrum (on the right).
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Fig. 5. Forma non determinata veicolante P e Cu (4580x) (a sinistra). Analisi
EDAX (a destra). Undetermined form carrying P and Cu (4580x) (on the
left). EDAX analysis (on the right).
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Fig. 6. Forma non determinata veicolante Pb e Fe (4020) ( sinistra). Analisi
EDAX (adestra). Undetermined form carrying Pb and Fe (4020x) (on the
left). EDAX analysis (on the right).
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Fig. 7. Frammento plastico ritrovato in un sedimento superficiale (1200x).
Plastic bit found in a surficial sediment (1200x).
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Fig. 8.Secreto mucosoin un sedimento superficiale (10400x). Mucus secretion
in a surficial sediment (10400x).
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Fig. 9.Micronodulo rinvenuto nella grotta marina sommersa di Bergeggi (SV)
(1500x) (a sinistra) e spettro EDAX (a destra). Micronodule found in the
marine submerged cave of Bergeggi (SV) (1500x) ( on the left) and EDAX
spectrum (on the right).
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Fig. 10. Dettaglio della fig. 9: nannonodulo (7000x) (a sinistra); a-epigenesi vFe-
Si, b-ricopertura in ossido di Fe. Spettri EDAX. Detail of fig. 9: nanno-
nodule (7000x) (on the left); a-Fe-Si epigenesis, b-Fe oxide recovering.
EDAX spectra.
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