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Triazinski herbicidi jedni su od najcesce rabljenih herbicida. Sudbina triazinskih herbicida nakon
dospijevanja u okoli§ ovisi o njihovu kretanju u zraku, vodi i tlu, kao i o brzini kojom se razgraduju ili
transformiraju. Triazinski spojevi mogu se transformirati reakcijom s vodom, djelovanjem mikroorganizama
i utjecajem Sunéeva svjetla. Siroka i Gesto nekontrolirana primjena triazinskih herbicida tijekom nekoliko
proteklih desetljeca rezultirala je kontaminacijom pitke vode i hrane postajuci rizik za op¢éu populaciju.
Metabolizam i djelovanje triazinskih herbicida proucavani su na pokusnim Zivotinjama i u uvjetima in
vitro, dok je o njihovu metabolizmu i izlu¢ivanju kod ljudi malo objavljenih radova. Djelovanju triazinskih
herbicida osobito su izlozeni radnici zaposleni u njihovoj proizvodnji i primjeni. [zloZenost ljudi prati se
i dokazuje odredivanjem izvornih spojeva i njihovih metabolita u urinu. Kako se triazinski spojevi u urinu
profesionalno izlozenih ljudi pojavljuju u niskim koncentracijama, za njihovo dokazivanje i pracenje
profesionalne izlozenosti potrebno je primijeniti analiticke metode visoke djelotvornosti, osjetljivosti i
selektivnosti. U ovom radu opisani su struktura i svojstva simetri¢nih triazinskih herbicida, njihov
metabolizam i djelovanje u organizmu ¢ovjeka i Zivotinja te razine metabolita tih spojeva odredene u urinu

ispitanika iz profesionalno izlozene populacije.

KLJUCNE RUECI: atrazin, metabolizam, pesticidi, profesionalna izloZenost, triazinski spojevi

Triazinski herbicidi velika su skupina pesticida i
poceli su se intenzivno primjenjivati prije vise od 50
godina za uniStavanje korova kod razlicitih usjeva i
za kontrolu rasta korova na nepoljoprivrednom
zemljistu (1). S obzirom na kemijsku strukturu, dijele
se na simetri¢cne (1,3,5-triazini ili s-triazini) i
nesimetri¢ne (triazinoni poput metribuzina i
triazidinoni poput heksazinona). Simetri¢ni triazini
mogu se podijeliti u tri skupine: klortriazine poput
atrazina i simazina, metoksitriazine poput atratona i
prometona i metiltiotriazine poput ametrina i
prometrina. Primjenjuju se na lisée ili direktno na tlo
s kojeg se mogu isprati u povrsinske i podzemne vode
i hlapjeti u zrak. Lako se prenose u okolisu pa su tako
atrazin, jedan od diljem svijeta naj¢esce upotrebljavanih

triazinskih herbicida, i njegovi razgradni produkti
detektirani u povrsinskim i podzemnim vodama, pitkoj
vodi, ki$nici, tlu i sedimentu (2-6).

STRUKTURA T SVOJSTVA
1,3,5-TRIAZINSKIH HERBICIDA

U tablici 1 prikazane su strukture s-triazinskih
herbicida atrazina, simazina, prometrina, ametrina i
atratona i razgradnih produkata atrazina deetilatrazina,
deizopropilatrazina, deetildeizopropilatrazina te
hidroksiatrazina, a u tablici 2 njihova fizicka i kemijska
svojstva.
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Tablica 1 Imena i struktura simetricnih triazinskih herbicida atrazina, simazina, ametrina, prometrina i atratona te razgradnih
produkata atrazina: deetilatrazina, deizopropilatrazina, deetideizopropilatrazina i hidroksiatrazina

R4

Y

NP\

R3HN NHR

SPOJ R, R, R,
6-klor-N-etil-N -izopropil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Atrazin) Cl CH,CH, CH(CH,),
6-klor-N,N-dietil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Simazin) Cl CH,CH, CH,CH,
6-metiltio-N, N -diizopropil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Prometrin) SCH,  CH(CH,), CH(CH,),
6-metiltio-N-etil-N -izopropil-[ 1,3,5]triazin-2,4-diamin (Ametrin) SCH, CH,CH, CH(CH,),
6-metoksi-N-etil-N -izopropil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Atraton) OCH, CH,CH, CH(CH,),
6-klor-N-izopropil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Deetilatrazin, DEA) Cl H CH(CH,),
6-klor-N-etil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Deizopropilatrazin, DIA) Cl CH,CH, H
6-klor -[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Deetildeizopropilatrazin, DDA) Cl H H
6-hidroksi-N-etil-N -izopropil-[1,3,5]triazin-2,4-diamin (Hidroksiatrazin) OH CH,CH CH(CH,),

Tablica 2 Fizicko-kemijska svojstva triazinskih herbicida atrazina, simazina, ametrina, prometrina i atratona i razgradnih
produkata atrazina: deetilatrazina, deizopropilatrazina, deetideizopropilatrazina i hidroksiatrazina

S(H,0)*/ Py tte/ o2
SPOJ fngz Ll ’;,a o " log K, © pK
Deetilatrazin - - -—- 26 0,18 1,5
Deizopropilatrazin 3200 --- --- 17 1,13 1,3
Didealkilirani atrazin 670 - --- -—- 1,52 1,3
Hidroksiatrazin 5,9 1,03 5,2
Atrazin 33 3910° 176 60-100 2,48 1,7
Simazin 6 2,9-10¢ 226 60 1,88 1,7
Prometrin 33 1,7-10* 119 30-90 3,41 4,1
Ametrin 200 3,7-10* 85 70-250 3,07 4,0
Atraton 1800 - 95 >200 2,69 4,2

“ topljivost u vodi pri 20 °C do 25 °C (7)

b tlak para pri 20 °C do 25 °C (8)

¢ temperatura taljenja (8)

dvrijeme poluraspada u tlu (8)

¢ koeficijent razdjeljenja u sustavu n-oktanol / voda (9, 10)
! konstanta ionizacije konjugirane kiseline triazina (11, 12)
--- podatak nije pronaden

Triazinski herbicidi inhibiraju fotosintezu
sprecavajudi tok elektrona s fotosustava Il na fotosustav
I u kloroplastima (13). Selektivno djelovanje s-
triazinskih herbicida zasniva se na ¢injenici da se s-
triazini u otpornim biljkama brzo razgraduju, a u
osjetljivim sporo. Mnoge kultivirane biljke, primjerice
kukuruz, lako deaktiviraju klortriazine zamjenom klora
hidroksilnom skupinom.

Simetri¢ne triazinske herbicide, medu kojima je i
atrazin, karakterizira relativno velika topljivost u vodi
i veliki rizik od ispiranja u povrsinske i podzemne
vode. Kao posljedica zagadenosti vodenog okolisa

atrazinom i njegovim razgradnim produktima u
europskim je zemljama, ukljucujuéi i Hrvatsku,
upotreba atrazina u posljednjih 20 godina postupno
ograni¢avana i kona¢no zabranjena.
Fizicko-kemijska svojstva triazinskih spojeva u
znatnoj mjeri ovise o supstituentima na polozajima 2,
4 1 6 triazinskog prstena (13). Kao $to pokazuju
ionizacijske konstante, pKa, vrsta supstituenata na
polozaju 6 ima najveci utjecaj na bazi¢nost i topljivost
tih spojeva u vodenim otopinama. Na poloZaju Sest
mogu biti -Cl te skupine -OCH, ili -SCH,, a kod
metabolita i skupina -OH. 6-metiltio- i 6-metoksitriazini
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6-hidroksi-supstituirani spojevi, a bazi¢nost opada u
nizu metoksitriazini > metiltiotriazini > klortriazini.
U istom nizu opada i njihova topljivost u vodi (14).
Porastom pH otopine smanjuje se stupanj ionizacije,
kao i topljivost s-triazina u vodi. Na polozajima 2 i 4
triazinskog prstena su preko dusika vezane alkilne
skupine koje takoder utjecu na bazi¢nost spojeva.
Naime, S$to su te alkilne skupine dulje, to je spoj
bazi¢niji i slabije topljiv u vodi. Metiltiotriazini su
klortriazina kojima za biorazgradnju vise pogoduje
kiseli i luznati medij od neutralnoga. Upravo te razlike
u fizicko-kemijskim svojstvima, koje kao posljedicu
imaju razlike u herbicidnoj aktivnosti, trajanju te
aktivnosti, selektivnosti i stabilnosti u tlu omogucuju
Siroku primjenu triazinskih herbicida u poljoprivredi
i na nepoljoprivrednim zemljistima.

TOKSICNOST I METABOLIZAM
TRIAZINSKIH HERBICIDA

lIako se triazinski herbicidi smatraju relativno
netoksi¢nima za sisavce, provedena istrazivanja
upucuju na rizik za pojedine vrste (15).

Djelovanje toksi¢nih spojeva, pa tako i atrazina,
Cesto se istraZzuje na Stakorima, a rezultati tih
istrazivanja sluze i za razradu modela njegova
ponasanja i raspodjele u organizmu sisavaca (16-20).
Kod stakora tretiranih atrazinom putem hrane (12 mg
na 100 g tjelesne mase (t.m.), tijekom 7 dana) izvorni
je spoj detektiran u svim analiziranim organima (jetri,
bubrezima, mozgu), deetilatrazin u bubrezima i
mozgu, a deizopropilatrazin samo u bubrezima (16).
Rezultati provedenih istrazivanja pokazuju da atrazin
kod sisavaca djeluje kao inhibitor u nekoliko reakcija
ovisnih o hormonima. Istrazivanjima provedenim u
uvjetima in vivo 1 in vitro dokazano je da dodatak
atrazina uzrokuje smanjenje aktivnosti Sa-reduktaze,
enzima odgovornog za metabolizam testosterona (17,
18). Inhibicija enzima odgovornih za pretvorbu
testosterona 1 nastajanje kompleksa s receptorima
steroidnih hormona nekompetitivna je i reverzibilna,
a s-triazinski spojevi djeluju kao antiandrogeni (19).
Nesumnjiva je interakcija atrazina i deetilatrazina s
biokemijskim procesima odgovornima za normalnu
reproduktivnu aktivnost. Atrazin i deetilatrazin
znacCajno utjecu na enzimske aktivnosti u
neuroendokrinim tkivima muzjaka Stakora i na
formiranje specifi¢cnog kompleksa s androgen-

receptorom u prostati Stakora (17). Osim toga,
utvrdeno je da atrazin izaziva morfoloske promjene i
toksi¢no djeluje na spermije i njihovu pokretljivost.
Tako je kod stakora tretiranih atrazinom opazeno
smanjenje broja spermija i njihove pokretljivosti
(20).

Kod laboratorijskih Stakora soja Sprague-Dawley
izloZenih putem hrane atrazinu ili simazinu u masenom
udjelu od 400 mg kg!' t.m. primijeceno je ranije
nastajanje i veca ucestalost razlicitih vrsta tumora (15,
21). Stoker i sur. (22) pokazali su da kod zenki Stakora
soja Wistar atrazin inhibira izluc¢ivanje prolaktina
tijekom laktacije. Atrazin je u masenom udjelu od 12,5
mg kg' tm. i 25 mg kg' t.m. inhibirao otpustanje
prolaktina samo kod nekih Zenki, dok je 50 mg kg
t.m. atrazina inhibiralo otpustanje prolaktina kod svih
zenki. Studija je pokazala da kratka izloZenost atrazinu
u prva Cetiri dana laktacije smanjuje razinu prolaktina
kod majki i uzrokuje poveéanu incidenciju upale
prostate kod potomaka. Takoder je uocen utjecaj
atrazina na razine luteiniziraju¢eg hormona (LH) i
prolaktina u serumu (23). Ve¢ je jedna doza atrazina
0d 300 mg kg™! t.m. kod Stakora soja Sprague-Dawley
suprimirala proizvodnju LH 1 prolaktina. Dokazano
je da atrazin utjece na razine ovih hormona djelujuci
na sredi$nji ziv€ani sustav, tocnije hipotalamus (23).

Objavljeni su rezultati vise toksikoloskih
istrazivanja provedenih in vivo radi procjene utjecaja
atrazina na endokrini i reproduktivni sustav, dok se
manje zna o imunotoksi¢nom potencijalu atrazina (24,
25).

Pruett i sur. (24) na laboratorijskim su miSevima
pokazali da je jednokratna primjena atrazina u dozama
od 100 mgkg!' t.m. do 500 mg kg t.m. imunotoksi¢na:
smanjuje stani¢nost timusa i slezene i utjeCe na
populaciju limfocita u slezeni i timusu, kao i na
odgovor antitijela. Kod miseva oralno izlozenih
jednokratnoj dozi atrazina od 250 mg kg' t.m. i
zrtvovanih nakon jednog dana, sedam dana i sedam
tjedana nakon primitka zadnje doze primijeceno je
smanjenje tezine timusa i slezene nakon sedam dana,
ali ne i nakon sedam tjedana. Stani¢nost organa ostala
je smanjena i sedam tjedana nakon izlozenosti.
Izlozenost atrazinu nije utjecala na broj leukocita u
perifernoj krvi, no Stetno je utjecala na imunosni
sustav miSeva smanjujuci stani¢nost i utjecuéi na
raspodjelu limfocita. Negativni ucinci zaostali su dugo
nakon izloZenosti (25). U¢inci subletalnih doza
atrazina istrazivani su i na lososima Salmo salar L.
(26). Opazeno je brzo akumuliranje atrazina u zuéi,
utjecaj na sintezu steroida u testisima te inhibicija
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feromonski posredovanih endokrinih funkcija kod
muzjaka, $to upucuje na znacajan utjecaj atrazina na
endokrini sustav lososa.

Kako posljednjih desetlje¢a raste zagadenost
podzemnih i povrSinskih voda te pitke vode, postavlja
se pitanje kako izlozenost niskim dozama razli¢itih
pesticida medu kojima i triazinskih spojeva utjece na
zdravlje ljudi i zivotinja. Da bi se dobio odgovor na
to pitanje, istrazivan je klastogeni potencijal
klortriazinskih herbicida atrazina, simazina i cijanazina
na stanicama jajnika hrcka (27). Pri izloZenosti stanica
maksimalno dopustenoj (0,1 mg L) kao i najvisoj
nadenoj masenoj koncentraciji (1,8 mg L' do 4 mg
L-'za pojedini herbicid) tih herbicida u pitkoj vodi
atrazin je uzrokovao oSte¢enja kromosoma, simazin
pokazao klastogeni ucinak, dok izlaganje cijanazinu
nije uzrokovalo mjerljiva oStecenja kromosoma. Na
stanicama tretiranim kombinacijom herbicida atrazina
isimazina ili atrazina i cijanazina opazena su oStecenja
kromosoma jednaka ili manja od onih uzrokovanih
djelovanjem pojedinacnih triazina, tj. nije opazeno
sinergisticko djelovanje.

Genotoksicnost atrazina istrazZivana je i na
mikrobioloskoj razini (28). Testiranje mutagenosti u
uvjetima in vitro primjenom Amesova testa na
razli¢itim sojevima bakterije Salmonella typhimurium
nije pokazalo genotoksi¢nost atrazina ni njegovih
metabolita hidroksiatrazina te monodealkiliranog i
didealkiliranog atrazina.

Negativni su bili i rezultati testova genotoksi¢nosti
atrazina provedeni na humanim limfocitima u uvjetima
in vitro (29).

Medutim, rezultati istrazivanja u kojima su
procjenjivane razine citogenetickih biljega u
limfocitima periferne krvi ispitanika profesionalno
izlozenih smjesi razlicitih klasa pesticida, pa tako i
atrazina i njemu srodnih spojeva, upuéuju na poveéanu
ucestalost svih tipova strukturnih kromosomskih
aberacija, mikronukleusa i primarnih oSte¢enja DNA
(30, 31).

Rezultati 36 epidemioloskih studija o kancerogenom
potencijalu triazinskih herbicida kod ljudi kriticki su
evaluirani u nedavno objavljenom opseznom
preglednom ¢lanku (32). Nedostatak vecine istrazivanja
bio je u premalom broju ispitanika izlozenih visokim
dozama ili dugotrajno izlozenih triazinima, pa tako
dobiveni rezultati nazalost nisu pouzdani. Zakljuceno
je darezultati dosadasnjih epidemioloskih studija nisu
dovoljni za utvrdivanje da li izloZenost triazinskim
herbicidima uzrokuje bilo koju vrstu raka kod ljudi.

Metabolic¢ka razgradnja triazinskih herbicida te
vrste i koli¢ine nastalih metabolita specifi¢ne su za
odredenu vrstu organizma. Studije koje se bave
proucavanjem metabolizma atrazina malobrojne su,
a rezultati su Cesto kontradiktorni. Na temelju
istrazivanja provedenih u uvjetima in vivo (33, 34) i
in vitro (16, 34-36) moze se zakljuciti da se kod
sisavaca metabolicka razgradnja atrazina odvija
uglavnom N-dealkiliranjem za koje je odgovoran
citokrom P450, nakon kojeg slijedi hidroksiliranje
triazinskog prstena na polozaju 6. Neka su istrazivanja
pokazala da nastaje konjugat izvornog spoja s
glutationom (GSH) reakcijom koju metabolizira
glutation transferaza (GST) (34, 37). Metabolicka
razgradnja atrazina prikazana je na slici 1.

Metabolizam atrazina obiljeZenog izotopom *C
na polozajima C,, C, i C, triazinskog prstena proucavan
je umikrosomima iz jetre miseva (38). Mikrosomi u
jetri miSeva metaboliziraju 53 % do 57 % primijenjene
doze atrazina uz nastajanje 10 % do 14 % deetilatrazina,
13 % do 15 % deizopropilatrazina i 25 % nepoznatih
metabolita koji su meduprodukti u nastajanju
deetilatrazina i didealkiliranog atrazina.

Hanioka i sur. (39) takoder su proucavali
metabolizam atrazina u mikrosomima iz jetre miSeva.
Deizopropilatrazin je bio prevladavaju¢i metabolit,
dok su u manjim udjelima nadeni jos$ i deetilatrazin i
hidroksiizopropilatrazin. Omjer udjela
deizopropilatrazina, deetilatrazina i
hidroksiizopropilatrazina bio je 81:8:11. Sli¢ne su
rezultate objavili Lang i sur. (34), koji su proucavali
metabolizam atrazina u uvjetima in vitro te metabolizam
terbutilazina, ametrina 1 terbutrina u mikrosomima
jetre Stakora, svinja i ljudi. Kao metabolicki produkti
atrazina odredeni su deizopropilatrazin, deetilatrazin
i hidroksiizopropilatrazin, a omjer njihovih udjela bio
je 53:39:8 kod Stakora i 69:28:3 kod svinja pri
koncentraciji atrazina u supstratu od 200 umol L.

Rezultati tih istrazivanja (34-39) upucuju na N-
monodealkiliranje, hidroksiliranje izopropilne ili
terbutilne skupine 1 sulfoksidaciju 6-metiltiotriazina
kao metabolicki put razgradnje, dok didealkilirani
atrazin ili 6-hidroksiatrazin nisu detektirani.

Zbog sli¢nosti metabolizma Covjeka i svinja
izlu¢ivanje i metabolizam atrazina proucavani su na
svinjama kojima je izravno u Zeludac apliciran 0,1 g
atrazina otopljenog u etanolu. Atrazin se izlucio
urinom unutar 24 sata, a uz izvorni spoj detektiran je
i njegov metabolit deetilatrazin (40).

U urinu Stakora izlozenih atrazinu putem
kontaminirane vode naden je jedino deizopropilatrazin
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Slika 1 Prikaz metabolicke razgradnje atrazina kod glodavaca i ljudi

(35). Nasuprot tim rezultatima, Bradway i sur. (36)
identificirali su u urinu Stakora oralno izloZenih
atrazinu, kao glavni metabolit deetilatrazin, uz manje
koli¢ine deizopropilatrazina. Potvrdeno je i nastajanje
didealkiliranog atrazina. Upravo je didealkilirani
atrazin bio najzastupljeniji metabolit u urinu miseva
oralno izlozenih jednokratnoj dozi atrazina od 5 mg
kg' tm. do 250 mgkg' t.m. (39). Izvorni spoj i njegovi
metaboliti analizirani su u 24-satnom uzorku urina i
plazmi miseva. Osim najzastupljenijeg didealkiliranog
atrazina, u manjoj su masenoj koncentraciji odredeni
1 monodealkilirani metaboliti. Samo u urinu miseva
oralno izloZenih najvisim dozama atrazina, 125 mg
kg' tm. i 250 mg kg' t.m. detektiran je i atrazin
merkapturat (41).

Timchalk 1 sur. (37) detektirali su medutim uz
prevladavajuéi didealkilirani atrazin u urinu Stakora
oralno izlozenih atrazinu u dozi od 30 mg kg! t.m. i
konjugat atrazina i merkapturne kiseline. Suprotno
njima, Meli i sur. (33) nisu detektirali konjugat atrazina
i merkapturne kiseline u urinu Stakora oralno izlozenih
atrazinu u dozi od 50 mg kg' t.m. Didealkilirani
atrazin bio je glavni metabolit izluen urinom kod
Stakora oralno izloZenih atrazinu, a detektirana su i
oba monodealkilirana metabolita atrazina.

VRSTE I RAZINE METABOLITA U
URINU KAO BIOLOSKI POKAZATEL]J
IZLOZENOSTI LJUDI TRIAZINSKIM
HERBICIDIMA

Pozitivni rezultati dobiveni u citogenetickim
istrazivanjima na populacijama ispitanika profesionalno
izlozenih smjesi razlicitih klasa pesticida opravdavaju
monitoring profesionalne izloZzenosti primjenom
osjetljivih citogeneti¢kih biomarkera (30, 31).
Medutim, njime se ne dobiva nedvojbena informacija
0 spoju kojem su ljudi bili izloZeni.

Nedvojbeni dokaz profesionalne izlozenosti
triazinskim herbicidima, kao i izloZenosti opce
populacije putem hrane i vode, izvorni su spojevi i
produkti njihove metaboli¢ke razgradnje izluceni iz
organizma urinom (33-36, 42, 43). Bitan preduvjet
takvog pristupa pracenju izloZenosti ljudi su pouzdani
analiticki postupci. Analiza tragova triazinskih
herbicida u bioloskom materijalu poput krvi i urina
zahtijeva primjenu analitickih postupaka koji se
sastoje od ekstrakcije spojeva prikladnim otapalom ili
akumuliranja na odgovarajuéem sorbensu, ¢iS¢enja
ekstrakta od interferirajucih spojeva te kvalitativne 1
kvantitativne analize. Zbog niskih razina ovih spojeva
u uzorcima i velikog broja interferirajuéih spojeva,
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analiticki postupak mora omoguditi djelotvorno i
selektivno odredivanje Sto veceg broja ispitivanih
spojeva i1 njihovih metabolita, a dobiveni rezultati
moraju biti ponovljivi i usporedivi.

Zbog lipofilnih svojstava izvornih triazinskih
herbicida i njihova relativno brzog metabolizma veca
je vjerojatnost da u urinu izlozenih osoba prevladavaju
polarniji metaboliti pa je vazno razviti takve analiticke
metode koje omogucéuju odredivanje ne samo izvornog
spoja vec 1 Sto veceg broja razgradnih produkata.

Postupak priprave uzoraka u analizi pesticida
nastoji se Sto viSe pojednostavniti. Ekstrakcija na
cvrstoj fazi (engl. Solid-Phase Extraction, SPE)
postala je metodom izbora za istodobnu ekstrakciju i
akumuliranje razli¢itih pesticida iz razlicitih tipova
uzoraka ukljucujuéi i bioloske uzorke. SPE se moze
rabiti tako da je priprava uzorka potpuno odvojena od
kromatografskog sustava zavr$ne analize (off-line)
(43, 44) ili tako da je priprava uzorka integrirana u
analiticki sustav (on-line) (45, 46).

Vrlo osjetljiva i djelotvorna mikroekstrakcija na
¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Microextraction,
SPME), tehnika ekstrakcije razli¢itih uzoraka bez
uporabe otapala, uspje$no ispunjava zahtjeve za §to
jednostavniju pripravu uzoraka. Do danas je SPME
nasao svoju primjenu u obradi plinovitih, tekuéih i
Cvrstih uzoraka (47, 48). lako se jo§ ne primjenjuje
Siroko u analizi pesticida u bioloskim uzorcima, SPME
se uspjesno rabila za akumuliranje izvornih klor-,
metiltio- i metoksitriazina iz krvi i urina ljudi (47).

Za odredivanje izvornih triazinskih spojeva i
njihovih mono- i didealkiliranih metabolita u urinu
ljudi najcesce se rabi plinskokromatografska analiza
uz detektor selektivan za spojeve dusika i fosfora
(engl. Gas Chromatography-Nitrogen Phosphorus
Detector, GC-NPD) (34, 49, 50) ili uz detekciju
spektrometrom masa (engl. Gas Chromatography-
Mass Spectrometry, GC-MS) (50-52). Za odredivanje
polarnijih metabolita, primjerice konjugata s
merkapturnom kiselinom, prikladnija je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti uz UV-detektor
(engl. High Performance Liquid Chromatography-
UV, HPLC-UV) (53). Odredivanje i nedvojbena
identifikacija polarnih metabolita postali su
jednostavniji s razvojem meduspojeva koji su
omogucili povezivanje tekuéinskog kromatografa
visoke djelotvornosti sa spektometrom masa (engl.
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS)
(51-57). Beeson i sur. (58) razvili su metodu tekuéinske
kromatografije povezane s tandemnom spektrometrijom
masa (LC-MS/MS) uz kemijsku ionizaciju analita pri

atmosferskom tlaku za odredivanje atrazin merkapturata
u urinu. Modifikacija te metode primijenjena je za
odredivanje razina atrazin merkapturata u urinu
ispitanika iz opée populacije (54). LC-MS/MS uz
kemijsku ionizaciju pri atmosferskom tlaku
primijenjena je za odredivanje 18 specifi¢nih
biomarkera najcesée upotrebljavanih pesticida (56) i
za odredivanje razina izvornih spojeva i njihovih
metabolita u urinu poljoprivrednih radnika (57).
Koivunen i sur. (45) razvili su metodu LC-MS/MS uz
ionizaciju elektrorasprsenjem koju su Barr i sur. (59)
primijenili za odredivanje razina metabolita atrazina
u urinu izlozenih ljudi.

Osim toga, pojedine triazinske herbicide moguce
je brzo i relativno jednostavno detektirati enzimskom
imunoanalizom, ali kod ove tehnike postoje ogranicenja
pri odredivanju jednog spoja u smjesi slicnih spojeva
ili odredivanju razgradnih produkata zbog medusobnih
interferencija ili nedovoljne osjetljivosti (33, 50).
Enzimska imunoanaliza pogodna je tehnika za
dokazivanje klase spojeva.

Gilman 1 sur. (60) obiljezili su za istrazivanje
izlozenosti ljudi apsorpcijom kroz kozu atrazin
izotopom C te su izvorni spoj i njegove metabolite
odredivali u urinu. Usporedili su rezultate analize
akceleracijskom spektrometrijom masa s rezultatima
mjerenja scintilacijskim brojacem kako bi istrazili
prikladnost ovih dviju tehnika za odredivanje ukupnih
metabolita atrazina, ali i moguénost detekcije
pojedinih spojeva odijeljenih tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti. Masene
koncentracije atrazina obiljezenog izotopom '*C
odredene u urinu tim vrlo osjetljivim i ponovljivim
metodama bile su razine fmol mL™! (60).

Metabolizam atrazina kod ljudi proucavan je
pokusima u uvjetima in vitro s mikrosomima iz jetre
(34), kao 1 pracenjem koncentracija metabolita i
izvornog spoja u urinu profesionalno izlozenih osoba
(42, 49, 50). Kod ljudi su i u urinu i pokusima
provedenim u uvjetima in vitro na mikrosomima iz
jetre detektirani uglavnom dealkilirani metaboliti
atrazina (34). Na temelju tih rezultata zakljuceno je
da pri metabolickoj razgradnji atrazina kod ljudi
prevladava N-dealkiliranje, uz nastajanje
monodealkiliranih i didealkiliranih metabolita. Osim
tih metabolita, u urinu su detektirane i niske
koncentracije nepromijenjenog atrazina. Ikonen i sur.
(35) pratili su izloZenost atrazinu kod radnika koji su
mu bili izloZeni tijekom rada na uniStavanju korova
uz zeljezni¢ku prugu. Jedini dealkilirani metaboliti
atrazina detektirani u 24-satnim uzorcima urina tih
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radnika bili su deetildeizopropilatrazin i
deizopropilatrazin, prisutni u podjednakim
koncentracijama (30 umol L' do 110 umol L).
Zapazena je korelacija koncentracije tih metabolita u
urinu s koncentracijom atrazina izmjerenom u zraku
u zoni udisanja. U uzorku urina radnika skupljenom
17 sati nakon prestanka izloZenosti nije naden nijedan
metabolit atrazina.

Catenacci i sur. (42, 43) pratili su izlozenost
atrazinu radnika zaposlenih u sintezi tog herbicida,
odredivanjem izvornog spoja i njegovih
monodealkiliranih i didealkiliranih metabolita u 24-
satnom uzorku urina podijeljenom u tri 8-satne
frakcije. Priblizno 50 % od ukupno izluc¢enih
metabolita izlucilo se u prvih 8 sati nakon izlozenosti,

H3CH,CHN N NHCH(CH3),

A
LA

H;CH,CHN N NHCH(CH;),
atrazin merkapturat

Slika 2 Glavni put nastajanja atrazin merkapturata (62, 63)

acetiliranje
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a izlucivanje je bilo zavrSeno unutar 24 sata iz ¢ega
se moze zakljuciti da se atrazin ne akumulira u
organizmu. Ukupno se urinom izlucilo od 1 % do 2
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obzira na to izlozenost putem koze bila 2 do 10 puta
veca od one putem udisanja (43). Rezultati usporedivi
s podacima Catenaccia i sur. (43) dobiveni su i
istrazivanjem izlozenosti radnika zaposlenih u sintezi
i formuliranju triazinskih herbicida, koji su osim
atrazinu u manjoj mjeri bili izlozeni i simazinu (49).
Za istrazivanje i dokazivanje profesionalne izloZenosti
triazinskim herbicidima skupljeni su trenutacni uzorci
urina radnika zaposlenih u proizvodnji pesticida.
Uzorci urina skupljeni su u sredini radnog dana, i to
prije pocetka novoga proizvodnog ciklusa i nakon
sedam mjeseci kontinuirane proizvodnje. Ukupno su
skupljena 34 uzorka u kojima su odredivani mono- i
didealkilirani metaboliti atrazina te izvorni herbicidi
atrazin i simazin. Radnici ukljuceni u istrazZivanje
radili su s razli¢itim herbicidima koji se Cesto
pripravljaju istodobno pa na razine metabolita u urinu
mogu utjecati razliciti spojevi. Deizopropilatrazin i
deetildeizopropilatrazin zajednicki su metaboliti
atrazina i simazina. Unato¢ petomjese¢nom prekidu
proizvodnje herbicida, u 14 uzoraka urina skupljenih
prije pocetka novoga proizvodnog ciklusa nadeni su
tragovi dealkiliranih metabolita od 20 ng mL"' do 199
ng mL"'. Medijani masenih koncentracija
deizopropilatrazina i deetildeizopropilatrazina bili su
priblizno jednaki, ali je najvisa masena koncentracija
od 199 ng mL"! izmjerena za deetildeizopropilatrazin.
Nakon sedam mjeseci kontinuirane proizvodnje
atrazina i simazina, izvorni spojevi i/ili njihovi
metaboliti nadeni su u svim uzorcima urina. Veéina
uzoraka (njih 12) sadrzavala je Cetiri ili pet triazinskih
spojeva. Vise od polovice uzoraka sadrzavalo je
simazin, dok atrazin nije detektiran samo u jednom
uzorku.

Dominantni metabolit izlu¢en urinom bio je
deetildeizopropilatrazin u masenim koncentracijama
0d 30 ng mL"' do 667 ng mL"!, odnosno s udjelom od
45 % do 64 % u ukupnim metabolitima izlu¢enim
urinom. Udio monodealkiliranih klortriazinskih
metabolita u ukupnim metabolitima izlu¢enim urinom
bio je od 15 % do 29 % u koncentracijama od 20 ng
mL"'do 78 ng mL"!, a nepromijenjenog atrazina od 7
% do 13 %. lako je udio izvornog spoja gotovo
zanemariv, njegovo je odredivanje vazno radi potvrde
izloZenosti upravo tom spoju (49).

Neka su istrazivanja pokazala da metabolicka
razgradnja atrazina u ljudi ukljucuje nastajanje
konjugata s glutationom (50), $to upucuje na vaznu
ulogu glutation S-transferaze u metabolizmu atrazina
(51). U novijim istrazivanjima pokazano je da je
atrazin merkapturat prevladavajuci metabolit atrazina

izlu¢en urinom te da je konjugacija s glutationom
(GSH) vazan put biotransformacije (50, 53, 61).
Prilikom biotransformacije u kojoj sudjeluje glutation
(slika 2), atom klora na triazinskom prstenu enzimski
se kataliziranom reakcijom supstituira slobodnom —
SH-skupinom na cisteinskom ostatku tripeptida
glutationa. Terminalni peptidi enzimski se cijepaju i
to najprije glutaminski, a zatim 1 glicinski kraj peptida
koji obi¢no sluze za ponovnu sintezu glutationa.
Cistein se najcesce N-acetilira u merkapturnu kiselinu.
Urinom se izlucuje atrazin merkapturat (62, 63).

Rezultati istrazivanja koje su proveli Lucas i sur.
(50) analizirajuéi uzorke urina radnika koji su
primjenjivali atrazin u poljoprivredi upozorili su na
atrazin merkapturat kao glavni metabolit atrazina u
urinu. Koncentracije atrazin merkapturata odredene
enzimskom imunoanalizom u urinu radnika koji su
primjenjivali atrazin bile su 10 puta vise od onih
didealkiliranog i monodealkiliranih metabolita
atrazina. Skupljeni su dnevni uzorci urina izlozenih
radnika, i to prije pocetka primjene i tijekom deset
dana primjene atrazina. Izlozenost putem koze i
udisanja usporedena je s razinama atrazina i njegovih
metabolita izlu¢enih urinom. Za procjenu izloZenosti
putem koze radnici su ispod radne odjece nosili
pamucnu majicu dugih rukava i pamucne rukavice.
Zrak u zoni udisanja prosisavan je kroz filtre te je na
temelju toga procijenjena izlozenost putem udisanja.
Zbrajanjem mase atrazina odredenog na odjeci i u zoni
udisanja priblizno je procijenjena ukupna izlozenost.
Procijenjeno je da su tijekom deset dana radnici bili
izloZzeni od 1 mg do 21 mg atrazina po radnom danu
od Cega je na izlozenost putem udisanja otpalo samo
0,075 %. Atrazin ili njegovi metaboliti nisu detektirani
ni u jednom uzorku urina radnika skupljenom prije
pocetka izlozenosti kao ni u istodobno skupljenim
uzorcima urina neizloZenih osoba. U ve¢ini uzoraka
urina skupljenih tijekom izlozenosti i u najvisoj
masenoj koncentraciji detektiran je atrazin merkapturat
0d 0,5ngmL"do 276 ngmL", dok sumonodealkilirani
metaboliti atrazina detektirani u manjem broju
uzoraka. U ukupno izlu¢enim metabolitima, udjel
atrazin merkapturata bio je 80 %, dok je udjel izvornog
spoja bio manji od 1 %. Takav rezultat upucuje na
prikladnost odredivanja atrazin merkapturata kao
osjetljivog bioloskog pokazatelja pri pracenju
izloZenosti ljudi atrazinu.

Buchholz i sur. (53) pratili su metabolizam atrazina
kod dobrovoljaca koji su putem koze bili izlozeni
atrazinu obiljezenom s *C. Dominantni put izlu¢ivanja
nakon apsorpcije preko koze bio je urin u kojem su i
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Tablica 3 Razine triazinskih spojeva u urinu profesionalno izloZenih osoba

Spoj Primjena N*/ n® Raspon Literatura
radnici u
Atrazi 4/4 1 h'! 42
trazin proizvodnji / (0,01 do 0,30) pg (42)
Atrazin 6/6 (0,017 do 0,021) pmol / 24 h
DIA radnici u 6/6 (0,0134 do 0,206) umol / 24 h 43)
DEA proizvodnji atrazina 6/6 (0,112 do 0,200) umol / 24 h
DDA 6/6 (1,137 do 1,614) pmol / 24 h
Atrazin 6/6 < 1 nmol mL"!
< -1
DEA poljoprivredni radnici 676 3 nmol mL (35)
DIA 616 (30 do 110) umol L!
DDA 6/6 "
AM® 19 (0,5 do 1756) ng mL"!
DEA o 19/6 (10 do 49) ng mL"
DIA poljoprivredni radnici 19/6 (10 do 49) ng mL" (50)
DDA 19/0 ND
Atrazin 16 /17 (5do29)ngmL!
DEA radnici u 14/17 (20 do 98) ng mL"! (49)
DIA proizvodnji atrazina 15/17 (25 do 35) ng mL"!
DDA 14 /17 (30 do 667) ng mL"!
AM . . .. 62 /46 (1,4 do 40) ng mL"!
DEA poljoprivredni radnici 120/ 37 (14 do 5) ng mL" (51)
Atrazin 408 /306 (2,0 do 1100) nmol L™
AM L 405/ 166 (2,0 do 230) nmol L*
DEA poljoprivredni radnici 405 /32 (49 do 430) nmol L (52)
DIA 405 /2 (29 i 53) nmol L

“ ukupan broj uzoraka
b broj pozitivnih uzoraka
¢ atrazin merkapturat

odredivani metaboliti atrazina. Izlu¢ivanje metabolita
bilo je zavrSeno unutar 48 sati. U ranoj fazi, od 4 sata
do 8 sati nakon izloZenosti u urinu su od metabolita
prevladavali atrazin merkapturat i deetilatrazin, a u
kasnijim fazama od 24 sata do 48 sati prevladavali su
polarniji metaboliti - konjugati monodealkiliranih
metabolita i merkapturne kiseline. Za razliku od
prethodnih istrazivanja (42, 43, 49), u ovome
istrazivanju u urinu nije detektiran izvorni spoj.
Rezultati istrazivanja koje su proveli Perry i sur. (51)
takoder upucéuju na atrazin merkapturat kao glavni
metabolit atrazina koji se izlucuje urinom. Analiza 99
trenuta¢nih uzoraka urina skupljenih od poljoprivrednih
radnika 8 sati nakon primjene atrazina u jednoj radnoj
smjeni pokazala je u 37 % uzoraka prisutnost
deetilatrazina, dok je u 80 % od 50 testiranih uzoraka
dokazan atrazin merkapturat. Masene koncentracije
nadenih metabolita bile su u rasponu od 1,4 ng mL!
do 50 ng mL"'. Analizirani su i uzorci urina
poljoprivrednih radnika koji nisu primjenjivali atrazin
te su odabrani kao kontrolna skupina. Ni u jednom od

21 uzorka urina nisu detektirani atrazin i deetilatrazin.
Pozitivni rezultati dobiveni su za atrazin merkapturat
koji je detektiran u 2 od 11 testiranih uzoraka u
koncentracijama od 2 ng mL" do 4 ng mL" (51).

Da je atrazin merkapturat prevladavaju¢i metabolit
atrazina u urinu, potvrduju i analize koje su proveli
Hines i sur. (52). [zvorni herbicidi i njihovi metaboliti
odredivani su i u 408 uzoraka urina skupljenih od 15
poljoprivrednih radnika koji su primjenjivali herbicide
tijekom uzastopnih 6 tjedana. Svaki od radnika skupio
je tijekom tog razdoblja pet do sedam 24-satnih
uzoraka urina. Trenuta¢ni uzorci urina skupljeni su od
radnika prije pocetka izloZenosti, a takoder je
analizirano 1 46 uzoraka prvog jutarnjeg urina
kontrolne skupine osoba iz opée populacije. U najvise
uzoraka, 75 %, detektiran je atrazin merkapturat u
koncentracijama od 2 nmol L' do 1100 nmol L.
Deetilatrazin detektiran je u 41 % uzoraka u
koncentracijama od 27 nmol L' do 230 nmol L, a
deizopropilatrazin u samo 8 % uzoraka u
koncentracijama od 49 nmol L' do 430 nmol L.
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Atrazin je naden u samo dva uzorka, i to u
koncentracijama 29 nmol L' i 53 nmol L!. U uzorcima
urina skupljenim od radnika prije pocetka izlozenosti
nisu detektirani ni deetilatrazin ni deizopropilatrazin,
dok je atrazin merkapturat detektiran u 2 od 15 uzoraka
(13 %) u koncentracijama 12 nmol L™ i 19 nmol L.
Od 46 uzoraka urina uzetih od ispitanika iz opce
populacije samo je jedan uzorak sadrzavao atrazin
merkapturat i deetilatrazin u koncentracijama 5 nmol
L'132 nmol L', dok deizopropilatrazin nije detektiran
ni u jednom uzorku (52). U tablici 3. usporedene su
razine triazinskih spojeva odredenih u urinu
profesionalno izloZenih osoba.

ZAKLJUCAK

Metabolizam atrazina kod ljudi nije jo$ potpuno
razjasnjen. Pretpostavlja se da su glavni putovi
razgradnje atrazina u ljudskom organizmu N-
dealkiliranje 1 biotransformacija putem glutationa.
Razgradni produkti izlu¢uju se urinom u 24 do 48 h,
a njihovim odredivanjem u urinu moze se pratiti
izloZzenost ljudi atrazinu. Kao dokaz izlozenosti, u
urinu se, uz monodealkilirane i didealkilirane
metabolite atrazina, odreduje i izvorni spoj.

Novija istrazivanja sve vise upucuju na vaznu ulogu
merkapturne kiseline, tj. N-acetil-L-cistein S-konjugata
u bioloskome monitoringu izlozenosti ljudi raznim
kemikalijama. Takvi spojevi, adukti s bioloski vaznim
makromolekulama, sluze kao biomarkeri u procjeni
profesionalne izloZenosti. Merkapturna kiselina obi¢no
se odreduje u urinu, a buduci da se izluCuje u relativno
kratkom vremenu, omogucuje izravnu i brzu procjenu
analiti¢kih metoda temeljenih na tekuéinskoj
kromatografiji uz detekciju spektrometrom masa
omogucio je i odredivanje atrazin merkapturata u urinu
izloZenih osoba. Ta su istrazivanja pokazala prikladnost
odredivanja atrazin merkapturata u urinu kao
osjetljivog pokazatelja izlozenosti ljudi atrazinu.
Medutim, kao potvrdu izloZenosti, svakako je potrebno
odredivati 1 izvorni spoj.
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Summary
BIOMONITORING OF HUMAN EXPOSURE TO TRIAZINE HERBICIDES

Triazine herbicides are very common and only 0.1 % reach the target pests, while the rest moves into other
environmental compartments. Their fate in the environment depends on their movement through the air,
water, and soil and on the rate of their degradation or transformation. Triazine compounds may be
transformed by water, microorganisms, and sunlight. Widespread use and persistence of triazine herbicides
in soil has resulted in contamination of surface, drinking, and even rain water with parent compounds and
degradation products, posing a risk to the general population.

The metabolism and effects of triazine herbicides have been studied in experimental animals and in
experiments in vitro. There are only a few studies of their metabolism and excretion in humans. Agricultural
and manufacturing workers are exposed to triazines during application and production. Human exposure
is monitored by determining parent compounds and their metabolites in urine. Due to the low concentrations
of urinary metabolites in occupationally exposed persons, very sensitive analytical methods are required.
This paper describes the structure and properties of symmetric triazine herbicides, their metabolism, and
effects in humans and animals and the levels of these compounds in the urine of occupationally exposed
persons.

KEY WORDS: atrazine, metabolism, occupational exposure
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