La qualita delle acque in amblente
di risaia: vecchi e nuovi
contaminanti

Strategie analitiche per .
identificare e determinare -
contaminanti noti e non
noti in risaia

Dott. Fabio Gosetti
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Monitoraggio di 18 punti di
campionamento si:

v" n. 8 acque superficiali;
v n. 2 acque di falda;

v’ n. 8 coppe porose

Il monitoraggio e stato fatto
per tutti i parametri di qualita
ogni 2 settimane durante la
coltivazione del riso e futti i
giorni nel periodo di
trattamento.

»|fondazione
cariplo

UNSVERSITA DEL PIEMONTE ORIENTALE




{Acque superficiali «S» J

* Azoto totale 15/04/2015

* BOD; giorno 0
* COD (soloil 1° anno)

* Durezza (solo il 1° anno)

e Metalli

e Pesticidi (Target e Non-Target)
* Solidi sospesi totali (SST)

e Tensioattivi anionici (solo 1° anno) 30/09/2015
' giorno 168

Periodic Table of the Elements ; : 15/04/2016
] 53 8 VR % ™ giorno 0

17/10/2016
giorno 185

Seniratal  Noavets
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DETERMINAZIONI ESEGUITE
™ parametro | Anno 2015 | Anno 2016 | Totale
173 362

N totale 189

SST 53 61 114
COoD 53 / 53
BOD, 53 61 114
Tensioattivi anionici 53 / 53
durezza 53 / 53
Metalli (49 isotopi) 11074 8477 19551
Pesticidi target 2036 2790 4826

Analisi pesticidi non-target su 509 campioni di acqua nel 2015 e 558 campioni nel 2016

Per un totale complessivo di 1067 campioni analizzati e 25126 determinazioni
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FITOFARMACI OGGETTO DI STUDIO /\‘%
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STUDI DI DEGRADAZIONE

Soluzioni dei principi attivi (ed eccezione
del triciclazolo!) preparate in acqua di
risaia e poste in celle di quarzo esposte in
solar box:

v Radiazione incidente: 800 W/m?

v Temperatura: 35 °C

v Durata exp: 88 ore

1 F. Gosetti, et. al., Environ Sci Pollut Res (2015) 22:8288-8295.
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state prelevate e sottoposte ad analisi

LC-MS/MS.

Ad intervalli regolari, le soluzioni sono
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STUDI DI FOTODEGRADAZIONE

IN ACQUA DI RISAIA
Irraggiamento Irraggiamento Irraggiamento Irraggiamento
solare solare solare solare
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CINETICHE DI FOTODEGRADAZIONE
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CONDIZIONI MICRO LC-MS/MS

Condizioni micro LC |
Fase stazionaria: Halo C18 (0.5 mm x 100 mm, 2,7 um, Eksigent)

Fase mobile: A = CH,COONH, 1.0 mM + HCOOH 0.1 % (v/v) in H,0 | !
"l
B = CH;COONH, 1.0 mM + HCOOH 0.1 % (v/v) in CH;0H :::"HT' ’J

Tempo Flusso: 25 pL min? A LR PN

A (%) B (%)

(min) (AT -
Volume iniezione: 150 nL 2 ° o .
o w1 eksigentitl
0.5 90 10 Temperatura: 45 °C
5.0 5 95
20 c 95 Condizioni MS
Source = DuoSpray™
7.1 20 10 Positive ion mode
10.0 90 10 CUR = 25 psig
GS1 = 25 psig
GS2 = 35 psig 4
TEM =400 °C ,
IS = +5500 V
DP =+100V

epos10y ABSCIEX
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ACQUISIZIONE DEL DATO IN MODALITA’
INDIPENDENTE
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Sequential Windowed Acquisition of All Theoretical
MS: SWATH — MS/MSALL /.;\

TOF-scan 100-900 Da (a.t. 0.1 sec)
&
MS/MS
32 windows (25 Da) 100-900 Da a.t. 20 ms
Cycle time =0.79 s




SEPARAZIONE e IDENTIFICAZIONE MIX PESTICIDI
MEDIANTE MICRO LC-MS/MS

© profoxydim, subrange,
@ tri cyclazole ubmnpe Gaussian smoothed. Gaussian smoothed

it | Miscela standard pesticidi

276

s | Tricyclazole in acqua risaia a 100.0
- | ng/mL

Intensity

Imazam Q

| Oxadiazon  pendimethalin

REREEERsREbBBaBER g

Profoxydim

30e5
20e5
1.0e5
0.0e0 z
05 10 15 20 25 30 40 45 50 65 70 75 80 85 90 95
Time, mi
MasterView B IMNQR RE HE R#ReEE[E60? e i -
[ Number
-ormula Isotope  Mass (Da)
C15H1803N2CR2 0 34406945
C15H19N304 0 30513756
C24H32CINO4S 0 46517406
CIHINIS 0 189.03607
CI3H19N304 0 281.13756
Positive result: equal or better v @ v @ @ 0
Ssmpie: 1 ppb [mix 4 std 1 ppb] Rows 5
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SEPARAZIONE e IDENTI

Intensity

100%
’ 176.9504
80%
MEDIANTEM =
**| " HR MS/MS
=T sy g _ 40%
@ oxadiazon, subrange, Gaussian smoothed, Gaussian smoothed (=} 183.9812
e e e e e S 20 489983
e e e o o "] 570710 1129783 128 9952 ‘ 201.0468 | 219-2830 303.0352
i 0% - | M u ‘ | I, 'J
345.0769 g
e -20%
* 40%
HRMSe ... o HR MS/MS
-60%
rapporto o Library
. . *
ISOto plCO -100% 100 150 200 250 300
f Mass/Charge, Da
346.0791
348.0778 5 59 M
1 l M i . Retention
3250 = 34‘5‘,‘5 ] 3460 34;5.5 ) ] 3470 3475 3480 °
Mass/Charge, Da - tl m e
- Oxadiazon
9.0e5
80e5
7.0e5
o C;5H,5303N,Cl, {
4.0e5
30e5
20e5
1.0e5
a0 05 1.0 15 20 25 30 70 75

Masterview B EEQR B =

[ Number
T Sample  of
R Wiff file Name: Name
L results
| 1ppb mix4 std 1 5
.
Positive result: equal or better vV @ v @ @ 0 v

Ssmpie: 1 ppb [mix 4 std 1 ppb] V¥ | Controt| None

EHE #%aBEEei
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VALIDAZIONE METODO

Conc. Conc.
H H 0, v)
LOD LoQ, Linearity !RT RSD% !RT RSD% RSD% RSD%
Range intraday | interday | . .
(pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL) (n=5) (n=35) intraday | inter day
Pe . . (n=5) (n=35)
13

Imazamox 4 13-250000.0  0.9998 0.57 0.72 4.7 6.1
Oxadiazon 5 17 17-250000.0 0.9995 0.16 0.25 2.4 2.7
Profoxydim 4 13 13-250000.0  0.9989 0.25 0.46 2.0 2.3
Pendimethlin 8 27 27-250000.0 0.9982 0.31 0.71 4.1 5.8
Tricyclazole 4 13 13-250000.0 0.9991 0.14 0.22 1.8 3.1

m Recovery (%) | ME (%) Recupero e effetto matrice sono stati

Imazamox 99.2 0.9 calcolati a 3 livelli di concentrazione
Oxadiazon 98.7 + 1.0 no (LOQ, 1000.0, 200000.0 pg/mL)
Profoxydim 100.9+1.5 no

Pendimethlin 99.8+0.8 no

Tricyclazole 101.2+1.1 no
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Imazamox
Oxadiazon

Profoxydim

Pendimethlin

Tricyclazole

306.1

345.1

466.2

282.2

190.0

Product
ions

(m/z)
193.0612
163.0497
176.9504
184.9873
180.1025
280.1381

194.062
212.0644

163.0332
136.0214




IMAZAMOX

(anno 2015)

concentrazioni (ng/mL)
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ANALISI NON-TARGET

— @ 103.0386/1.99_ subrangefrom 20150423_Cal Control: 103.0386/ 1.98. subrange from FM_2
© 103.0386/ 1.99, entire range
O MS/MS triggered at RT = 2.0086 80
20000 20 o 00
Campione = Ctrl
15000 p .
2 a2
) 2
§ 10000 E 150
B 100
5000
104 131 .
0 [
i 2 3 4 5 6 7 g ] i 5 6 7 H 3
Time, min Time, min
. L .
HaRh HE HbE #ekEEEa07? New Session AY | m

5 of Adduc Extractio Epected  RTWidth  Fi Bdrachion £, g p sotape Ratio ~ Found At RT Delia

Viifle Name  pELe positee Name Fomula lsotope | Mass (Da) | Formula Finder Result e 900, Width (02) - il i) Hieaie = Vo (be) BT EE) e Rimn i
w3o3s6/199 NN o w303 | OMHE03 1030381 002 19 2 ™ fo3msy 18 201 o0l
19004251342 0 19004254 | COHTN3S 19004256 002 32 2 oo 07 32 0
192 13761440 0 1921375 | CHUNG 1R 00 44 2 Tooomawys 01 ae 001
19818431472 0 131843 | CmHENe imisss 002 472 2 o isisss 04 4T 00

Grouping Samples by Wiff file

Sample: 20150423 Cal [20150423_Cal] V| Controk| FM_2 [FM_2] v

‘Spectrum from 20150423 _Ca1.wiff (sample 1) - 20150423 _Cj o 1.994 to 2.022 min Spectrum from 20150423_Ca1 vaff (samnole 11 - 20150423 (a1 2, +TOF MS"2 of ...3_Cal, Experiment 2, +TOF MS"2 of 100.0 to 125.0 {100 - $00) from 2.147 to 2.396 min)
- 100%
4000 103.0388 (1) - S tt *103.0518
pettro
o Spettro
3000 = T0%
8 g -
g o HR MS o
s R
E 2000 2
; ! oo MS/MS
1500 3
a® o
*103.0753 0%
1000 ' 105.0899 (1) 0%
“102.9976 -
500 - - - 105.0331 (1) =
1029325, ‘ L 102.9543 (5)_104.0425 (1) 1043490 (1), I 103
, " L ) 0%
103.0 1035 104.0 1045 105.0 1055 106.0 101 102 103 104 105 106 107
Mass/Charge, Da Mass/Charge, Da
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DELUCIDAZIONE DELLE STRUTTURE =
INCOGNITE DEI CONTAMINANTI

Accuratezza

¥ Abbondanza . W 'spettro MG >

cluster




. J >_Lal
O MSMS triggered at RT = 4.1423 CH,—Q o] o
[ ] 415
2000 amidosulfuron A
e -
z \ / N7 TN—S—NT Yy
i ST
= 4‘30448 CH:}
i CH—0O
05 10 5 20 25 30 5 40 5 50 55 60 65 70 75 80 35 90 95
Time. min
Masterview B@EEQR BE HE ReEEE6G? New Session AY vimm
c Number  « .
; Vi fle Name ol [ l Formuta lope  Moss(Da)  Addut  FomulaFinderResut  LOOCON  widh(De) EPeded  FTMh  H
L results
v " o o T I VIVUE — s o wmos i
v DEET CI2HI7NO 0 19113101 H 002 0 2
Positive result: equal or better v @ v/ A @ 0 v C15H18CIN203 0 344.06945 +H 002 0 2 v
e ies S e - : 5 -
@ Spectrum from 20150423_Ca.wiff (sample 1) - 20150423 _Ca1. Expeniment 1.+TOF MS (100 - 900) from4.124 to 4.152 min — @ Spectrum from 20150423_Cal.wiff (sample 1) - 20150423_Ca1. Experim... + TOF MS"2 of 349.0 to 375.0 (100- 900) from 4.253 to 4.447 min)
” @ COHISNS07S2 H @ Library Spectrum: Amidesulfuron (120823-37-7) , CE=3520
100%
7500 *371.1015(1) *218.0226 (1)
0%
7000 80%
6500 70%
6000 60%
Spettro o
5500
0%
— HR MS .
5000 0% *139,0344
pom _ 0% W | [Xi— 219.0275 (1)
= 1260502 (1) | . 5
g joxd. O 1020857 3173605 R 400329 -375.2134
s 1120528 169.1360 | +182 1535 | s |
2 a0 8 i m -297.0445  *123.0229
- 3 orapplpAILL I mymal Ty TR T T
=
3500 5 0%
® ’
3000 3721021 (1) 2%
20%
2500
-40%
2000 0% . .
(0 . Library matching
1500 -60%
70%
1000
= 372.0460 (1) -80%
500 an.osie anamm ;
37018108 3225051 37305281 || 372101 () 0
! -100%
3700 3705 3710 s 37120 3725 3730 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 380 30
Mass/Charge, Da Mass/Charge, D2
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ANALISI NON-TARGET

Andamento C;,H,;NO in C,1
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ANALISI NON-TARGET

~ @ DEET from 20150423 Cal
O MSMS triggered at RT =4.4027 - -
1 N,N-Diethyl-m m
1o -vletnyl-meta-toliuamiae
£ 1.0e5
=
50e4
05 1.0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Time, min
Masteview BBMNAR RE HE $#8EEE#? ew ession v -
$ Sample  of i
i Extraction Expected RTWidth  Fragr
R Wif file Name Name  positive LY 4 /&/f«"’ Name Formula Isotope  Mass (Da) Adduct Formula Finder Resuk o ) Width(0a)  grci)  (min) Mass
L results VVvvyY
20150424 Ch2 20150424_ oy MWlv vevvvy CIZHITNO 0 190 (173 0 2
00000
Positive result: equal or better vV @V A @ 0 v
« »
— @ Spectrum from 20150423 _Cal.wiff (sample 1) - 20150423 _Ca. Expeniment 1.+TOF MS (100 - 900) from 4.346 to 4.373 min — @ Spectrum from 20150423 _Cal.wiff (sample 1) - 20150423 _Ca1. Experim... +TOF MS"2 of 174.0 1o 200.0 (100- 900) from 4.513 to 4.721 min)
@ CI2H17NO +H @ Library Spectrum: DEET (134-62-3) , CE=20+0
100%
*192.1380 (1) S *119.0486 (1) S tt
10500 .
pettro so.,. pettro
10000
80%
9500
o] HR MS HR
9000
60%
- MS/MS
8000 /‘\_\ 50%
e N 0%
7000 0%
20% *131,0853 (1)
6500 g '1150627(1)I 120.0520 (1) '12[90672(1)
% -. ” ; P *161.0935 (1
. 6000 T T0%q 100608 l o . 137133 “14TOTEB () 155 0gng | )"709966 1841655 ;g5 1206
g 5500 % 0-,*.hlhl.ux.4u ) Prrarndt (1 WY VPN 1 | TTY Y .l.l.lh.l.lll..l.l..l.l.l.L.u.]._......l....._‘.n......
= 5000 -E A10%
4500 ® 20% . .
o w0 Library matching
3500
-40%
3000
-50%
2500
2000 -60%
Es 193.1410(1) 70%
1000 " -80%
“eazie (192084200 it *185.1372 (1) &5
5001 1920830 (1) f} 1520872 w250 M sams  1ss08(n | rsssstoy, 15107 (D) |'1950642(3) 3
» - . N »L\ 2 -100%
1920 1925 1930 1935 1940 1945 185.0 1955 110 120 130 140 150 160 170 180 180
Mass/Charge, Da MassiCharge, Da
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IDENTIFICAZIONE PRODOTTI
FOTODEGRADAZIONE

~ 281144951008 from pro 19 E 19.wi 1)- prot9. Experiment 1. +TOF MS (100-900) from 5.784 10 5,812 min Spectrum from pro t9:wif (sample 1) - pro 9. Experiment 9. MS'2 of 274.0 10 300.0 (100 - $00) from 5 8430 6,008 min)
O MS/MS triggered at RT = 5.7459 @ C15H23NO2S +H 100%
112.0755
1666 575 9e4 2821524 90%
1406 XIC ot HR MS 0% HR MS/MS
Te4 ) 70%
1266 © E °
6e4 2 60%
= 1.0e6 2 o 155.0520
g ::"’ 5e4 % 50%
E 80 £ ded 2 40%
6085 304 ;‘; 30% 1821178
127.0568
4065 2e4 2831555 20% ' 238.1270
A 254.1582
2065 Ted 10% 187.1112 ;
L > L L 203.0876
0.0e0 0e0 0% = = 2 e s -
1 2 3 4 5 6 7 3 9 2820 2825 2830 2835 2840 2845 2850 150 200 250
Time, min Mass/Charge, Da Mass/Charge, Da
c N profoxydim P1 O N H — "—w
Mass/Chas Intensity (%) Assigned Error (Da) Radical _“
o e 1ge ty o
117.0687 169 0.005 [&]
s |F 1210650 357 5] 0,000 B
a | e 1220965 492 =@ 2000 0 -
1230783 208 0.002 B
| e 123.0897 226 0019 &]
270220 87 0,001 B
K | Ca 127.0568 1873 0.001 B
D H 128.0627 217 0.008 (@]
. 128.1069 209 0.000 B
P1 profoxydim:= o £
1350803 _ oy 368 5] 0.000 B8 o
S |_Match {5 of 47 peat e 9% of totalintensity N

~ 98.9%

O Nl Cj\)\O/Jij/CI
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IDENTIFICAZIONE PRODOTTI
FOTODEGRADAZIONE

— 281 144351008 from pro 19 - 1)-prot9, 1. +TOF MS (100 - 900) from 6.061 to 6.089 min Spectrum from pro 13 wiff (sample 1) - pro 13, Experiment 1__MS"2 of 474 0 to 500.0 (100 - 800) from 6.122 to & 274 min)
© MSMS triggered at RT = 6,028 © C24HI2CINOSS +H 100%
565 6.03 3.0e4 482.1768 90% 254.0850
25e4 80% 178.0868
o C ' S| |= ' : S/MS
Xl HR M 5w : HR MS/M
o
20e4 2 60%
= 3e5 = b
i s 5 50%
c =
8 g 1.5e4 =
c C [}
- 2e5 - 484753 5 40% 2061319
c
- 1004 4831804 s 3%
1e5 \ 20% 101041 255.0891
5.0e3 4851780 10% 01.0415 246.1501 2971362
N 324.1575
* N c *
0e0 0.060 0 5
1 4 5 6 7 8 9 4820 4825 4830 4835 4840 4845 4850 150 200 250 300 350 400 450
Time, min Mass/Charge, Da Mass/Charge, Da
¢ | n | FrefedmPz Cl [ Fragmenta | Pesks |
o e Mass/Charge Intensity (%) Assigned Errer (Ds) Fadical B
100.00 0.000 [] =
S| F - O 78,0868 72.51 [E] 0.001 B
o e 0 M 0] 2801%7 6546 [ 0.000 &]
| 2961319 257 ] 0.000 B
| e HO 2550831 1544 [ 0013 1]
2521067 10.50 ] [LH
K | ca 2781217 1042 [E] 0.001 []
101.0415 10.30 [E3) 0.000 5]
C'H . 1740811 10.07 53] 0.015 5]
2 711401 3 @ 0008 ]
< profoxydim s 5 i .

— ~
Mnm% of 99 p..n.‘lm.n%mm intensity
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IDENTIFICAZIONE PRODOTTI
FOTODEGRADAZIONE

— @ 262.131742656 from 20150609_S5 — @ Spectrum from 20150609_S5 wiff (sample 1) - 2015060. .0 - 900) from 3 516 Io 3.543 min, Gaussian smoothed Spectrum from 20150808_S5 wiff (sample 1) - 20150608_S5, .o 275.0 (100 - 900) from 3 528 to 3.850 min), thresholded
O MSIMS triggered at R = 34493 @ C14H18N203 +H, Gaussian smocthed 100%
. 113.0597
Sod 345 263.1480 90%
XIC 2000 HR MS 0% HR MS/MS
4e4 = 70%
8
1500 = 60%
2 2 5
g 3ed g o 50%
o k3] E
£ £ 1000 = 40%
2ed4 £
263.1260 = 30%
)0,
Ted 500 2641501 265.1630 20% 1140615 139 9737
R J L 10% i L 1771317 2098715
060 e 0* M - ¥ w0y s s et oo v 1110 ut
1 2 3 4 5 6 7 8 9 2630 2635 2640 2645 2650 2655 2660 120 140 160 180 200 220 240 26
Time, min Mass/Charge, Da Mass/Charge, Da
¢ | | imszemax F2 [ Fragments | Peaks
o P Mass/Charge Intensity (%) Assigned Error (Da) Radical
D 109.0634 342 ] 0.007 (]
s |F M 1130111 7.04 ] 0.012 @]
ala I l I Ia Za l I lOX 113.0597 100.00 ] 0.000 [&]
1140615 1319 E 0.007 [&]
1l e e 117.0687 369 ] 0.014 @]
D h"‘*-\.\_ D H 180737 1048 ] 0.002 B
K |ca 139,084 376 I 0.009 @]
159.1182 3 ] 0.017 @]
-~ N 177.0881 598 ] 0012 B
77,1317 553 ] 0.007 B
H o 298715 60 @] 0
Matches: 10 (11 peaks, m)smml intensity

N”

96%

| P N imazamox
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TABELLA RIASSUNTIVA PRODOTTI
FOTODEGRADAZIONE IDENTIFICATI /"

Errore Errore
[M+H]* Formula m/z
! RDB MS MS/MS
specie bruta accurata
(ppm) | (ppm)

P1_IMAZAMOX  C,H,NO, 196.0604 45 6  -02 15.1(7)
P2_IMAMAZOX C,H,N,0, 263.1390 3.4 7 11 2.1(12)
P1_PROFOXIDIM C,.H,,NO,S 282.1522 57 5 06 57(7)
P2_PROFOXIDIM C,,H.,,CINO,S 482.1762 6.0 9 1.1 2.0(6)
P3_PROFOXIDIM C,H,,NO,S 280.1366 5.8 6 04  3.7(16)
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PRODOTTI FOTODEGRADAZIONE
IDENTIFICATI %3
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IDENTIFICAZIONE DI 3 SPECIE INCOGNITE \%

C14H15N02 Cal C14H25NO4 Cal

m/z 230.1172 900000 m/z 272.1860
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WATPAD

CONCLUSIONI

22-11-2017

E SULLA QUALITA” DELLE ACQUE

»|fondazione

E’ stato eseguito il monitoraggio, secondo i parametri di qualita
prestabiliti nei 18 punti di campionamento.

Sono stati analizzati 1067 campioni per un totale di piu 25000
determinazioni nell’arco dei 2 anni del progetto.

E’ stato sviluppato un metodo per analisi di contaminanti nelle acque
target e non-target, includendo i pesticidi oggetto dello studio e i loro
prodotti di fotodegradazione.

| tempi di semivita dei pesticidi studiati nelle acque di risaia sono
dell'ordine di 1 -5 ore.

Si sono identificate le strutture di 2 prodotti di fotodegradazione
dell'imazamox, e di 3 del profoxydim.

Lanalisi non-target ha permesso l'identificazione dell’'azimsulfuron e del
DEET.

Sono state identificate di 3 nuove specie a cui sono state attribuite le
formule brute: C;,H,:NO,, C;,H,:NO, e C,cH,:N:O,
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