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PRIMI TEST PER LA RIVELAZIONE DI PLASTICHE IN ACQUA MEDIANTE FLUORESCENZA
INDOTTA DA LASER (LIF)

V. Spizzichino, F. Angelini

Riassunto

Vista I'importanza dal punto di vista ambientale che riveste la rapida rivelazione delle microplastiche
in acqua, sono stati svolti dei primi test di fattibilita per I'utilizzo di un lidar fluorosensore per la rive-
lazione ed il riconoscimento di plastiche in ambiente marino. In particolare, & stata testata la capacita
del sistema LIF (basato sulla fluorescenza indotta da laser) a scansione di linea del Laboratorio FSN-
TECFIS-DIM di Frascati di rivelare differenti campioni di plastiche, tra quelle che pit comunemente si
trovano nelle analisi di acque marine, sotto diversi spessori di acqua. | risultati si sono mostrati inte-
ressanti ed aprono le porte a studi piu approfonditi per lo sviluppo di sistemi LIF specifici per la rive-
lazione di microplastiche in ambiente marino senza la necessita di campionamenti.

Parole chiave: Diagnostica, Fluorescenza indotta da laser, microplastiche.

Abstract

From the environmental point of view the rapid detection of microplastics in water is of primary im-
portance. Here the first feasibility tests carried out for the implementation of a lidar fluorosensor to
detect and recognition of plastics in the marine environment are presented. In particular, the ability
of the linear scan system LIF (laser induced fluorescence) developed at the FSN-TECFIS-DIM Labora-
tory of Frascati to detect different plastics samples, among those that are most commonly found in
water analysis, through different thicknesses of water have been carried out. The results have provided
interesting results, opening the way to more in-depth studies for the development of specific spec-
troscopic systems for the detection of microplastics in the marine environment without sampling.

Keywords: Diagnostics, laser induced fluorescence, microplastics.
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INTRODUZIONE

Nei soli Stati Uniti dal 1988 sono prodotti circa 30 milioni di tonnellate di plastica 1’anno. A causa della loro
economicita di produzione e durevolezza, vari tipi di plastiche sono impiegati in una larga gamma di prodotti.
Queste stesse caratteristiche le rendono allo stesso tempo altamente pericolose per ’ambiente. In aggiunta al
fatto che molto spesso risultano meno densi dell’acqua, i frammenti di plastica possono essere trasportati a
grande distanza e dispersi nell’oceano.

Il pericolo ambientale derivante dalle plastiche e stato riconosciuto solo verso la fine del secolo scorso [1].
Addirittura negli anni *70 si riteneva che le plastiche non rappresentassero alcuna minaccia per I’ambiente
essendo una piccola percentuale dei rifiuti in genere, e per di piu poco reattive [2].

Da allora, tuttavia, un gran numero di studi ha messo a fuoco la pericolosita ambientale dei rifiuti di plastica
(Figura 1) [3], soprattutto a causa del fatto che nel tempo essi tendono a frammentarsi fino a scale
micrometriche, entrando nella catena alimentare di moltissime specie animali, dai pesci agli uccelli, fino agli
animali che se ne nutrono, con effetti ancora non del tutto chiari [4]. Generalmente il termine microplastiche
e utilizzato per tutti i frammenti di dimensioni minori di 5 mm [5]. Infine, in studi recenti microplastiche sono

state trovate pressoché ovunque nei mari [6].

Frammentazione dovuta ad
azione meccanica, di UV o
degradazione microbica

Ingestione da parte
di pesci e plankton

Effetti dovuti
all'ingestione

Colonizzazione da comunita
supefficiali

disincrostazione

/& Affondamento per

incrostazione

Sedimentazione dei

polimeri pit densi
Sedimentazione con \L

neve marina

o

pensione in
faeces e
Catena trofica

\Lk pseudofaeces
L
QRJ

Figura 1. Rappresentazione schematica del percorso delle microplastiche nell’ambiente marino e le loro interazioni con i sistemi
biologici presenti [3].

A dispetto dell’importanza di stimare quindi, seppure approssimativamente, la massa e la distribuzione

dimensionale dei detriti plastici, non sono a tutt’oggi attivi sistemi di monitoraggio capaci di rivelare in tempo



reale piccole quantita di materiale: anzi, tendenzialmente tutti gli studi prevedono il campionamento di
materiale per la successiva analisi [7].

Il fatto che i detriti di plastica siano per lo pit galleggianti e che mostrino elevata fluorescenza porta a
considerare il lidar fluorosensore come un candidato eccellente per la misura quantitativa di microplastiche in
mare. Questo strumento potrebbe dare un’informazione molto completa su un elevato campione in tempi molto
rapidi, se rapportati alle tecniche basate sul campionamento. Tramite 1’imaging spettrale, infatti, ¢ possibile la
discriminazione del tipo di plastica in tempo reale, accompagnata da una stima della relativa distribuzione
dimensionale.

Il Laboratorio di Diagnostica e Metrologia (DIM) del centro ENEA di Frascati ha un’esperienza pluridecennale
nella progettazione, realizzazione ed applicazione di lidar marini fluorosensori per lo studio di bloom algali e
qualita delle acque, cosi come per la validazione e calibrazione di algoritmi satellitari [8-11].

Agli strumenti per misure a distanza sviluppati ed impiegati durante campagne oceanografiche, il Laboratorio
affianca il sistema compatto CASPER (Compact e Advanced Laser Spectrometer - Brevetto ENEA) che, grazie
ad una doppia lunghezza d’onda di eccitazione ed ad un sistema di filtrazioni successive, permette, su campioni
di acqua, non solo di quantificare i valori di clorofilla a, ma anche di rilevare altri pigmenti algali, come
ficoeritrina e ficocianina, materia organica disciolta cromoforica (CDOM), componenti come tirosina e
triptofano e dati qualitativi sulla presenza di idrocarburi e inquinamento da petrolio [12, 13].

Inoltre, recentemente il Laboratorio DIM si € occupato, nell’ambito del progetto europeo FORLAB (FORensic
LABoratory, programma FP7, grant agreement NO. FP7-285052), della rapida rivelazione di materiali plastici
in aria su vaste superfici tramite fluorescenza indotta da laser (LIF). | prodotti di tale attivita sono stati lo
sviluppo di un sensore LIF ad imaging con eccitazione a 248 nm ed un software per la rivelazione ed il
riconoscimento in tempo quasi reale di differenti tipi di plastiche [14-16].

Da tali esperienze nasce 1’idea di valutare la possibilita di realizzare un sistema lidar fluorosensore da installare
su nave oceanografica per la rivelazione remota e in tempo reale di frammenti di plastiche in ambiente marino
e lacustre. Si presentano qui i primi test di fattibilitd mirati a stimare ’influenza delle condizioni di
illuminazione e dello spessore di acqua nella rivelazione di alcuni materiali plastici, tra i piu diffusi sotto forma

di microplastiche in mare e laghi.

PRIMI TEST LIF SU PLASTICHE SOMMERSE

Sono stati svolti dei test con sistema LIF a scansione di linea per valutare la capacita dello strumento a rilevare
plastiche differenti sommerse in acqua a profondita variabili. 1l sistema usato, le cui principali caratteristiche
sono riportate in [17] permette di rivelare lo spettro di fluorescenza nell’intervallo spettrale 270-900 nm per
ogni pixel costituente il quadro oggetto della scansione, con una risoluzione spaziale pari a circa 0.5 cm. Il
gating della ICCD permette di sincronizzare 1’acquisizione con 1’impulso laser e limitare I’impatto della luce
ambientale sul mascheramento del segnale di fluorescenza.

Per i test il laser Quantel Ultra 100, operante a 266 nm, é stato utilizzato con un’energia di pompaggio pari a
4,38 J. Per la ICCD (Andor iStar DH734) il guadagno é stato impostato a 200.
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Come target e contenitore dell’acqua per lo svolgimento dei test é stata utilizzata una scatola in polipropilene
(PP) rosso. Il contenitore ¢ stato inclinato di 36° rispetto al piano del pavimento. Cid ha permesso di osservare
il fondo del contenitore sotto spessori crescenti di acqua. Per aumentare il range di profondita le misure sono
state svolte con due diversi livelli di riempimento, denominati livellol e livello2. Per i test si & utilizzata acqua
del normale impianto idrico, non trattata in laboratorio. Il quadro di scansione, contenente parte del laterale
della scatola e parte del fondo, é stato suddiviso in 30 linee. In media, su tali 30 linee, 1’obiettivo per la raccolta
del segnale del sistema lidar é risultato inclinato di 63° rispetto al suolo. In parte delle misure all’interno del
contenitore sono stati posti campioni di HDPE (polietilene ad alta densita). Polietilene e polipropilene sono,
insieme alle poliammidi, i polimeri sintetici maggiormente presenti sotto forma di microplastiche nei mari e
negli oceani [18].
Durante i test la ICCD é stata raffreddata dopo ogni scansione. Infatti, a causa delle condizioni ambientali, la
temperatura della camera tendeva a risalire molto rapidamente.
Mantenendo la stessa inquadratura, le misure sono state svolte su:

1. Contenitore vuoto

2. Contenitore riempito di sola acqua

3. Contenitore riempito di acqua con HDPE a pelo di acqua

4. Contenitore riempito di acqua con HDPE ancorato al fondo
Tutte le misure elencate sono state svolte anche con il contenitore rivestito di carta di alluminio.
Per valutare quanto il sistema risulti sensibile a differenti condizioni di illuminazione, che a causa delle
proprieta riflettenti dell’acqua possono essere amplificate, tutte le misure sono state svolte in 4 diverse
condizioni di illuminazione:

1. Neon spenti + porta aperta (test1)

2. Neon spenti + porta chiusa (buio totale) (test2)

3. Neon accesi + porta aperta (test3)

4. Neon accesi + porta aperta + lampada alogena puntata direttamente sul contenitore (test4)
Come gia illustrato, I’inclinazione del contenitore ha permesso di avere, all’interno di una sola scansione,
diverse profondita di acqua all’interno del contenitore. La profondita dell’acqua ¢ andata da circa zero a circa
11 cm (ortogonalmente al fondo del contenitore) per il livellol e da circa 11 a circa 28 per il livello2, come

illustrato dalla Figura 2.
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Figura 2. Rappresentazione della geometria di misura

In Figura 3 sono presentate le foto di differenti condizioni di misura.

Figura 3. Condizioni di misura con HDPE a pelo d'acqua (sinistra), con HDPE ancorato al fondo non rivestito (centro) e rivestito di
carta di alluminio (destra). Nelle misure con sola acqua non sono presenti i supporti all’interno.

MISURE DI RIFERIMENTO SU PLASTICHE

Il contenitore in PP & stato scansionato nelle stesse condizioni sperimentali (illuminazione, impostazioni
strumentali, geometria) usate per i test con acqua anche da vuoto per avere dati di riferimento.

Gli spettri medi del contenitore sul fondo e sul laterale risultano piuttosto complessi e tra loro parzialmente
non sovrapponibili (Figura 4), probabilmente a causa della netta differenza di inclinazione rispetto la sorgente
laser e I’ottica di raccolta. E, infatti, evidente una notevole differenza in intensita in tutta la regione dello
spettro tra 300 e 400 nm e, in particolare, negli spettri raccolti sul fondo risulta molto piu intensa la banda

attorno a 357 nm.
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Figura 4. Spettri LIF mediati sulle righe 3-4 per il laterale e 29-30 per il fondo del contenitore vuoto, gia nella posizione in cui ¢ stato
utilizzato per i test con acqua.
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Figura 5. Immagine di fluorescenza filtrata a 357 nm del baule riempito con acqua al livello 1. Le forme in rosso indicano la
geometria del contenitore, permettendo di distinguere tra laterale e fondo.

Va, comungue, sottolineato come anche guardando I’intera superficie del fondo del contenitore, tale banda
non abbia intensita omogenea. Cio & messo in risalto dalla relativa immagine di fluorescenza mostrata in
Figura 5.

Anche sul’HDPE utilizzato nei test sono state svolte misure per avere spettri di riferimento in aria. Uno

spettro tipico di fluorescenza per tale materiale & mostrato in Figura 6.
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Figura 6. Spettro tipico (mediato su un’area di circa 1 cm?) del’HDPE bianco utilizzato per i test. Bande centrate a 302, 329, 412 nm.

CONFRONTO TRA DIVERSE CONDIZIONI DI ILLUMINAZIONE

In una prima fase si sono voluti valutare gli effetti delle differenti condizioni di illuminazione su acqua
all’interno del contenitore rivestito con alluminio, su PP rosso del fondo non immerso e su PP rosso del fondo
immerso in acqua (non rivestito in alluminio) ad una profondita di circa 10 centimetri (livellol). Spettri mediati
ottenuti da ciascuna di queste tre misure sono mostrati in Figura 7.

Le maggiori differenze nelle intensita degli spettri si registrano per la condizione di illuminazione denominata
“test4” in cui, oltre 1 neon accesi ¢ la presenza di luce solare, una lampada alogena ¢ stata puntata direttamente
sul contenitore. Negli spettri su acqua su carta di alluminio nella condizione test4 é ben visibile lo spettro di
emissione della lampada, riflessa dal rivestimento di Al. Sugli spettri di fluorescenza del PP, sia in acqua che
fuori acqua, I’effetto della presenza della luce alogena diretta € visibile soprattutto sulla banda oltre i 600 nm

a causa della riflettanza nel rosso del materiale usato.
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Figura 7. Spettri mediati su due righe (solo colonne da 95 a 385): a) righe 8-9 per acqua dentro a contenitore rivestito di alluminio
(testH202_All), b) righe 25-26 per misura su PP (fondo del contenitore) senza acqua, ¢) righe 25-26 per misura su PP (fondo del
contenitore) coperto da acqua (testH201).
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Per quanto riguarda, invece, i picchi che si osservano nello spettro, questi hanno due differenti origini: il
residuo del laser a 266 e 532 nm (accompagnati spesso dalla riga fittizia a 898 nm) e 1’effetto Raman da parte
dell’acqua. Il Raman shift delle bande Raman dell’acqua liquida, infatti, varia tra 3100 e 3500 cm, a causa
dei legami idrogeno che cambiano la forma e la polarizzabilita della molecola di acqua rispetto alla sua forma
in condizione di vapore. Cio comporta uno spettro allargato tra 290 e 293 nm, per radiazione di eccitazione a
266 nm. Tale banda risulta quasi sempre ben visibile, insieme al picco a circa 584 nm, dovuto a fenomeni di
diffrazione del secondo ordine del reticolo dello spettrometro, negli spettri ottenuti in presenza di acqua, come
ad esempio si riscontra in Figura 7a e 7c.

Nelle quattro differenti condizioni di illuminazione sono stati, inoltre, confrontati gli spettri ottenuti sul PP
rosso del laterale (che risultava fuori dell’acqua) e del fondo (che risultava in acqua, sempre ad una stessa

profondita fissata). | confronti sono presentati in Figura 8.
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Figura 8. Confronto tra PP del laterale non in acqua e PP del fondo in acqua nelle quattro condizioni di illuminazione testate

(testH201).

Di fatto, in ogni condizione di illuminazione testata, si ottiene la stessa differenza negli spettri che si ha tra PP
laterale e del fondo del contenitore senza la presenza di acqua (vedi Figura 4). Soltanto per la quarta condizione

di illuminazione (illuminazione al neon piu luce solare diffusa piu lampada alogena puntata sull’acqua del
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contenitore) é possibile notare una differenza di intensita della banda oltre i 600 nm, analogamente a quanto
mostrato in Figura 7.

Successivamente, per ciascuna condizione di illuminazione sono stati confrontati gli spettri (a fissate righe di
scansione) ottenuti sul fondo del contenitore con (livellol) e senza acqua (Figura 9). L’andamento risulta
analogo per tutte le illuminazioni: si ha sempre un abbassamento nell’intensita totale dello spettro di
fluorescenza del materiale quando raccolto attraverso lo strato di acqua, che alle righe scelte risulta pari a circa

13 cm. Le intensita relative restano circa inalterate.
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Figura 9. Confronto spettri su PP su stesse righe di scansione (29-30) senza e con acqua nelle quattro condizioni di illuminazione
testate.

Il rapporto tra lo spettro medio (calcolato sulle righe 29 e 30) ottenuto sul PP del contenitore senza e con acqua
e molto simile per tutte le condizioni di illuminazioni. Il confronto tra tale rapporto e I’andamento con la
lunghezza d’onda del coefficiente di estinzione dell’acqua, in Figura 10, mette in evidenza come 1’effetto della

presenza dell’acqua sull’intensita del segnale di fluorescenza sia in accordo con le sue proprieta di

assorbimento e trasmissione della luce.
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Figura 10. a) Andamento dei rapporti tra spettri senza e con acqua ottenuti sul PP del fondo del contenitore (a parita di inclinazione
dell'ottica) per le quattro condizioni di illuminazione (sinistra) a confronto con b) ’andamento del coefficiente di estinzione dell’acqua.
Le righe indicano la zona dello spettro in cui si trovano gli spettri LIF raccolti.

CONFRONTI A DIFFERENTI PROFONDITA’ DI ACQUA

Per valutare gli eventuali effetti di profondita di immersione differenti sul segnale di fluorescenza di materiali
plastici, sono stati confrontati spettri medi di fluorescenza su righe successive della scansione, che, a causa
dell’inclinazione del contenitore, corrispondono a profondita differenti dell’acqua. Come gia accennato
precedentemente, per aumentare il range di profondita le misure sono state svolte con due diversi livelli di
riempimento. Per ciascuno dei due livelli di acqua si sono considerate solo le linee di scansione relative a
misure sul fondo del contenitore (a causa dell’indice di rifrazione dell’acqua e poiché il quadro di scansione €
stato sempre mantenuto invariato le linee di scansione relative a misure sul fondo sono state differenti per i
due livelli di riempimento della scatola). Per il livello 1 di acqua il confronto é stato fatto a partire dalla riga
17. Per il livello 2 il confronto e stato fatto a partire dalla riga 7.

Ogni spettro é stato ottenuto come media (tra le colonne 95 e 385) di due righe adiacenti. | risultati per il
contenitore rivestito di carta di alluminio riempito d’acqua sono mostrati nella Figura 11 (nella condizione di
illuminazione test1). Per il contenitore non rivestito riempito di acqua, nella condizione di illuminazione test1,
i risultati sono presentati nelle Figura 12 e Figura 13. Nelle misure riportate in Figura 12 I’acqua si trovava al

livellol di riempimento. In quelle riportate in Figura 13 al livello2.
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Figura 11. Confronto fatto su solo acqua in contenitore ricoperto con carta di alluminio (misura test1H202Al). Lo spessore di acqua
aumenta passando dall'azzurro all'arancione (circa da 11 a 28 cm).
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Figura 12. Confronto fatto su solo acqua in contenitore non rivestito (misura testlH201). La profondita a cui si trova il PP aumenta
passando dal verde all’arancione (circa da 0 a 11 cm).
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Figura 13. Confronto fatto su solo acqua in contenitore non rivestito (misura test1H202). La profondita a cui si trova il PP aumenta
passando dal verde all’arancione (circa da 11 a 28 cm).
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Da quanto detto precedentemente ed illustrato in Figura 2, le profondita a cui fanno riferimento gli spettri della
Figura 13 sono superiori a quelle della Figura 12, infatti il massimo del livellol corrisponde circa al minimo
del livello2. Nello specifico si passa da circa 0 a circa 11 cm nelle misure di Figura 12 e da 11 a 28 cm per
quelle di Figura 13.

Dal confronto con la Figura 4 emerge che le prime tre misure (verdi) di Figura 12 sebbene immerse in acqua
siano, pero, da riferire alla parete laterale del contenitore, mentre le successive al fondo.

Come si puo notare dalla Figura 13, per spessori di acqua superiori a circa 20 cm lo spettro risulta molto simile
a quello osservato per la sola acqua in Figura 11. Confronto fatto su solo acqua in contenitore ricoperto con
carta di alluminio (misura testIH202Al). Lo spessore di acqua aumenta passando dall'azzurro all'arancione
(circada 11 a 28 cm).
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IMMAGINI DI FLUORESCENZA

A partire dalle scansioni eseguite sono state prodotte immagini di fluorescenza, filtrando gli spettri a lunghezze
d’onda relative a bande di fluorescenza dei due materiali plastici utilizzati per i test. Nelle scansioni in presenza
di acqua il segnale & generalmente piuttosto rumoroso, di conseguenza anche le immagini di fluorescenza
risultano rumorose. Guardando le immagini generate si possono fare alcune considerazioni. In tutte le
condizioni di illuminazione si nota che nelle ultime due righe prima che il fascio entri in acqua la fluorescenza
del materiale plastico si intensifica (righe 12-13). Un esempio € gia stato riportato in Figura 5. In generale le
immagini danno 1’impressione che si riesca a vedere il riflesso della fluorescenza di cio che ¢ all’interno della
scatola sulla parete laterale. Inoltre, ¢ da notare che a causa della rifrazione dell’acqua ¢’¢ un’area cieca di cui
non avviene la scansione subito dopo I’altezza di entrata in acqua del fascio, che nel caso del livellol
corrisponde con il passaggio dal laterale al fondo. Cio fa si che non sia possibile un immediato confronto con
I’'immagine fotografica del target misurato. Come si puo notare dalle fotografie di Figura 3, in alcuni casi e
stato posto all’interno del contenitore un oggetto metallico forato al centro, di spessore pari a 1.5 cm. Le misure
mettono in evidenza come all’interno del foro dell’oggetto metallico il segnale del PP del fondo risulti

decisamente amplificato rispetto a quello in assenza dell’oggetto metallico (Figura 14).
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Figura 14. Immagine di fluorescenza filtrata a 310nm della scatola riempita con acqua al livello 1 vuota (a sinistra) e con all’interno,
sul fondo, I’oggetto metallico forato (a destra).

Nelle misure in cui erano presenti gli oggetti in HDPE bianco, per evidenziarne la presenza, i dati sono stati
filtrati alla lunghezza d’onda corrispondente al massimo della loro emissione di fluorescenza. Un esempio dei
risultati ottenuti ¢ riportato in Figura 15 (HDPE ancorato al fondo con livellol di acqua). Anche in questo caso
¢ visibile il riflesso sulla parete laterale della scatola del segnale di fluorescenza dell’HDPE ancorato sul fondo

del contenitore e coperto di acqua.
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Figura 15. Immagine di fluorescenza filtrata a 328 nm del contenitore riempito di acqua al livellol con all'interno oggetti in HDPE
ancorati al fondo e poggiati su oggetto metallico (confronta con foto centrale Figura 1).
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Figura 16. Spettro di fluorescenza del punto centrale della macchia al centro di Figura 15.

Dal confronto con Figura 6 & evidente che lo spettro di Figura 16 é relativo ad HDPE bianco, qui sommerso a

circa 10 cm di profondita.

CONCLUSIONI

I

plastici sommersi in acqua tramite misure LIF utilizzando un sistema lidar operante a distanza dalla superficie
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dell’acqua. | test hanno messo in evidenza come fino a circa 15 cm di profondita, i segnali di fluorescenza
delle due plastiche (PP e HDPE) usate per i test siano ancora sufficientemente visibili.

Saranno svolti ulteriori test per chiarire alcuni dettagli ed identificare le condizioni sperimentali che possano
ottimizzare la rivelazione, utilizzando contenitori con proprieta riflettenti differenti e una inclinazione piu
prossima alla normale.

Inoltre, i prossimi test dovranno permettere di valutare ’influenza sulla sensibilita da parte di eventuali
inquinanti ed organismi, tipicamente micro-alghe, presenti in acqua. Finora si & lavorato con materiali in bulk,
quindi dovra essere testata la capacita di rivelazione di frammenti di plastiche. Ci0 potra essere propedeutico

a test in condizioni reali con strumenti prototipali a bordo di navi oceanografiche.
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