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IL n-ESANO

1.1 CARATTERISTICHE E PROPRIETA

Il n-esano é un idrocarburo alifatico a catenadieedi formula bruta §H,4, presente
in natura come componente del petrolio greggioleyde naturale. A temperatura e
pressione ambiente si presenta come un liquiddareaall’odore di benzina, di cui
€ un costituente; & praticamente insolubile in ac@@076 g/l), ma miscibile con
molti solventi organici, ad esempio con acetonerafbrmio, etere e soprattutto con
alcoli. E un composto molto volatile, infiammab#ei suoi vapori possono essere
esplosivi; € irritante, nocivo, pericoloso per Isiente e tossico per 'uomo. Ha una
temperatura di ebollizione di 68,7°C ed un puntdudione di-95,3°C, una densita
di 0,660 kg/l (a 20°C) e una tensione di vaporés mm Hg (a 25°C). Il suo peso
molecolare e di 86,17 g/mol.

E un solvente molto importante, unico a causa dslla bassissima costante
dielettrica. E utilizzato nelle reazioni che coitgano basi molto forti, ad esempio
nella preparazione di un reattivo di Grignard, péimon € possibile deprotonare
I'esano e quindi non interviene nella reazione.

Il suo utilizzo principale € quello di costituentelle colle e nei carburanti; in
miscela con i suoi isomeri costituzionali e con Ijud# eptano e ottano forma la
comune benzina per autotrazione. Per le spiccabpripta di solvente viene

utilizzato anche per 'estrazione di oli vegetali.



1.2 SORGENTI DI EMISSIONE

1.2.1 SORGENTI NATURALI

Il n-esano € un componente minore del petrolio gjeeg del gas naturale. Le fonti
naturali di emissione di n-esano nelllambiente rappntano un’esigua percentuale
della quantita totale immessa in atmosfera, cheeeaentemente dovuta alle attivita
antropogeniche, e sono dovute essenzialmenteragindi boschivi, alle emissioni

vulcaniche e ad alcune piante.

1.2.2 SORGENTI ANTROPOGENICHE

La presenza del n-esano in atmosfera e da ricomghenr la quasi totalita ad attivita
umane, in particolare quelle legate alla lavorazidel petrolio quali: raffinazione,
trasporto, stoccaggio, fenomeni evaporativi e @scedi combustione.
L’inquinamento atmosferico di origine industrialeguarda aree ristrette dal
momento che le industrie chimiche e petrolchimichppresentano delle fonti
localizzate di immissione di n-esano in atmosfe@i. studi sull'inquinamento
ambientale da n-esano sono relativamente pochiareaa presenza in molti tipi di
benzina per autoveicoli induce a pensare che siaignoinquinante ubiquitario.
Secondo McDermott e Killiany (1978), il contenutcedio di isomeri dell’'esano
nelle benzine rappresenta il 5,9% del totale, dil'é&,6%, ovvero circa un quarto,
come n-esano. Dagli anni ottanta I'uso crescenteedzine senza piombo ad alto
numero di ottani ha portato ad una percentuale s=grpscente di n-esano, la quale
si attesta oggi intorno al 3%. Lo studio di Minei&oll. (1996) sull'aria urbana di tre
citta del centro-nord Italia ha confermato la cottgpresenza di questo solvente con
concentrazione media (indoor + outdoor) di esponizin tre citta (Treviglio,
Poggibonsi e Valenza) rispettivamente pari a 8,8, 8 15,2ug/m°. Cosi pure lo
studio di De Bortoli e coll. (1985) in 15 abitaziatel nord Italia ha confermato la
costante presenza di n-esano con una concentraziedia outdoor pari a 1dg/m’
(intervallo 2 — 42ug/m®) e indoor di 7lug/m® (intervallo 3 — 59Qug/m°). Un terzo



studio condotto da Phillips e coll. (1997) ha séapaain varie citta Europee una
concentrazione media di n-esano pari a4’ all’'esterno e 4,;ug/m® all'interno
delle abitazioni. Le fonti di emissione indoor sothovute, ad esempio, all'uso di
solventi, collanti, pitture, agenti sgrassanti eedgenti contenenti n-esano.
L’inquinamento del suolo e delle acque operatordasano € di modesta entita. La
pioggia puo trasportare il n-esano dall’aria allsum alle acque superficiali, ma la
scarsa solubilita e I'elevata volatilita ne compaod il rapido ritorno in atmosfera.
Nel suolo e nelle acque il n-esano € comunque ostasza biodegradabile: in
condizioni aerobiche i batteri lo trasformano rapénte prima in alcoli (1-esanolo e
2-esanolo) e poi in acido adipico ed acido esandicquale, dopo ulteriore
degradazione pdi-ossidazione, giunge a formare acetati e buti(kdiringa et al.,
1961).

Il principale meccanismo di degradazione del n-esagll’'atmosfera, invece, € la
reazione con il radicale -OH nell'alta troposfemn un’emivita di 2-3 giorni
(Lyman et al., 1982).

1.3 PRODUZIONE E USI DEL N-ESANO

1.3.1 PRODUZIONE DELN-ESANO

Il n-esano, come gia riportato, € un componente padfolio greggio e del gas
naturale. La sua inclusione in una varieta di ptibgetroliferi € la conseguenza di
operazioni di raffinazione che separano gli idrboar entro intervalli specifici di
punti di ebollizione per usi quali combustibili dscaldamento o carburanti per
autotrazione; ulteriori processi portano a divegsadi di purezza del n-esano a
seconda dell'impiego che ne consegue. Sebbeneeflane possa anche essere
sintetizzato a partire dagli scarti della canna zlacchero, usando speciali
catalizzatori, le quantita prodotte in questo msdno ancora molto limitate, essendo
questa tecnica relativamente nuova. In praticab tilth-esano viene ottenuto da
miscele di petrolio per distillazione frazionatantollata e da altri processi basati
sulla raffineria (DHHS, 1999).



1.3.2 UsSIDELN-ESANO

L’esano commerciale € una miscela di isomeri dedif® con delle piccole

percentuali di ciclopentano, cicloesano, pentanemdno; puo contenere meno del
20% o piu dell’80% di n-esano. Trova largo impiggdustriale come costituente di

colle, vernici ed inchiostri. E utilizzato nel set calzaturiero e della pelletteria per
I'incollaggio di fodere, rivestimenti e tappezzeneer la produzione di nastri adesivi
e di laminati in polietilene e polipropilene, nokcper la ricostruzione di pneumatici.
E inoltre usato come solvente nell'estrazione di w@getali che vengono poi

ulteriormente trattati per il consumo alimentarest@o stimato che negli Stati Uniti,

negli anni settanta, circa il 30% di tutto il n-eeafosse usato per I'estrazione
dell’'olio di soia (HSDB, 1996)), come diluente reproduzione di materiali plastici

e gomme, come agente denaturante per etanolo. armfae impiego nell’industria

farmaceutica e cosmetica, nella produzione di tesdatergenti e sgrassanti. Nei
laboratori chimici viene utilizzato, con una purazdel 99%, per I'estrazione di una
vasta gamma di idrocarburi e composti organici polari (DHHS, 1999).

In uno studio della Fundacentro-SP (Silva et &91) é stato calcolato che il 60%
del n-esano veniva utilizzato come solvente nellistria, il 16% come ingrediente
nei collanti e il 14% nella produzione di poliolsdi.

Attualmente l'uso del n-esano nei paesi occidemtalustrializzati e stato ridotto a

causa della sua neurotossicita a favore dell’atlidi solventi con proprieta analoghe

ma meno nocivi per la salute.



IL n-ESANO E L'ORGANISMO UMANO

2.1 ASSORBIMENTO DEI SOLVENTI

2.1.1 ASSORBIMENTO POLMONARE DEI SOLVENTI

L’assorbimento polmonare € la principale via a#rae la quale i solventi penetrano
nell'organismo umano. La loro presenza nell’arialata, le piccole dimensioni delle
molecole che raggiungono piu facilmente le parti profonde del polmone e
I'ampia superficie di scambio alveolo-capillare pegsentano i principali fattori che
favoriscono un facile assorbimento.

L’assorbimento polmonare € direttamente proporienalla concentrazione
ambientale (inalatoria) del solvente, alla suangiene polmonare (cioé alla
percentuale di solvente che dopo aver raggiuntedeni alveolari viene trattenuta
nel sangue), alla ventilazione alveolare e al tedipsposizione.

Dopo essere state inalate, le molecole di solvemiano in contatto con la
membrana alveolo-capillare. | solventi che hanno elavato coefficiente di
ripartizione sangue/aria tendono ad entrare nebldrematico; al contrario, quelli
con un ridotto coefficiente di ripartizione sangure tendono a rimanere in elevate
concentrazioni nell’aria alveolare.

Appena un solvente raggiunge il circolo ematicazianla sua rapida distribuzione
nei vari comparti del corpo. Le modalita con cuio cavviene dipendono
fondamentalmente dalle caratteristiche chimicafisi del solvente, dalla
composizione biochimica dei tessuti e dal flusscaten ai singoli tessuti. Un
solvente molto lipofilo e scarsamente idrofilo terala localizzarsi nei tessuti ricchi
di lipidi, mentre in quelli a basso contenuto daggi sara presente in quantita ridotte.
Diversamente, i solventi solubili in ambienti acqijona che presentano anche una
buona affinita per componenti lipidiche, tenderamandistribuirsi in modo piuttosto

omogeneo.



Una volta assorbiti, i solventi organici sono sptsti a molteplici processi di
biotrasformazione che in molti casi originano molecreattive a cui si possono

attribuire numerosi effetti biologici e/o tossici.

2.1.2 BIOTRASFORMAZIONE DEI SOLVENTI

La farmacologia e di conseguenza la tossicologizeigdi classificano le possibili
biotrasformazioni che avvengono nell'organismo umiandue fasi.

La prima comprende i processi di idrolisi, di richree e di ossidazione che portano
all'inserimento di radicali chimici (quali -OH, -SHNH,, ecc.) negli xenobiotici
rendendoli piu elettrofili.

La seconda comprende la formazione di legami catiale lo xenobiotico, o tra i
metaboliti prodotti nella prima fase, e le molecefelogene quali, ad esempio, acido
glucuronico, acido solforico e glutatione. Il conspm derivato € molto idrosolubile,
facilmente mobilitato dai sistemi di trasporto dellmnembrane biologiche e
generalmente reso inattivo nel suo potenzialedossi

Anche se la maggior parte dei processi metabolicieae nel fegato, dove hanno
luogo molte ed efficienti attivita enzimatiche, @xwunque da ricordare che cellule
presenti nei polmoni, nell’intestino, nel midollosseo, nei tubuli renali, nelle
strutture placentari e nella cute possiedono y@rdt sistemi enzimatici che possono
partecipare ai processi di biotrasformazione.

Questi processi metabolici possono assumere impEat@per quanto riguarda la
tossicologia industriale, la quale studia la presemgli effetti delle sostanze tossiche
usate in ambienti e luoghi di lavoro. Talora vengsmtetizzati metaboliti con effetti
biologici meno rilevanti di quelli ascrivibili airpdotti di partenza (inattivazione
metabolica), ma in molti altri casi vengono sirgesite molecole che sono piu
dannose di quelle da cui derivano (attivazione bwdiea). Il n-esano, ad esempio,
ha effetti neurotossici provocati da un suo metgba non dagli altri, né dal
solvente stesso. Molto spesso i prodotti metabbbeino una breve emivita, poiché
vengono sottoposti ad ulteriori processi di bidtvemazione. Pero la loro elevata

reattivita si associa a possibili effetti cancerogetossici.
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2.1.3 ESCREZIONE URINARIA DEI METABOLITI

La funzione renale favorisce una rapida ed intessaezione di un numero molto
elevato di molecole. Spesso i metaboliti sono agatiucon acido glucuronico, acido
solforico, amminoacidi o glutatione e filtrano atterso i glomeruli renali. Una volta
filtrati, a livello dei tubuli renali avviene un tenso riassorbimento di molecole
d’acqua: questo meccanismo fisiologico comportaiametaboliti, come molti altri
prodotti presenti nel filtrato glomerulare, aumeati progressivamente in
concentrazione lungo il percorso e raggiunganalbre massimo una volta giunti
nella vescica.

L’'urina e costituita per il 90-98% da acqua, iltoegé rappresentato da centinaia di
tipi di piccole molecole organiche e inorganichesanti in quantita diverse, inclusi i
metaboliti dei solventi. E comprensibile che I'insita dell’assorbimento dell’acqua
lungo i tubuli renali sara determinante per deéinia concentrazione finale
nell'urina. Il volume giornaliero di urina puo vare da 600 a 2500 ml e la sua
componente solida € compresa tra 30 e 70 g: neegoasche il valore del peso
specifico di campioni di urina diversi sia moltoriadile e generalmente compreso
tra 1,003 e 1,035. Quindi, in soggetti con divecsmico corporeo d’acqua ma
sottoposti all'assorbimento della stessa dose tieate, nonché in presenza di
analoghe velocita di biotrasformazione ed escrezianlivelli urinari possano
risultare diversi. Per questo si ricorre spesstagdiustamento dei risultati per
concentrazione-diluizione del campione in esamegdnere la correzione avviene
per la concentrazione della creatinina. La creadirescreta con le urine deriva dai
processi metabolici che interessano i tessuti nfascetriati ed € relativamente
costante nella quantita giornalmente escreta (), thdipendentemente dal volume
delle stesse.

Una variabile di notevole interesse per il moniggyia biologico di soggetti esposti a
solventi e I'emivita dei metaboliti. | prodotti nadtolici con emivita urinaria inferiore
a 2-4 ore sono sintetizzati ed escreti molto rapielste e quindi la raccolta dei
campioni biologici deve essere effettuata rigorcsat@ al termine dell’esposizione.
Un discreto numero di metaboliti presenta, invesgemivita compresa tre 5 e 15
ore. Tenendo presente che €& necessario il tempsmmidente a 5 emivite per
eliminare quasi completamente uno xenobiotico diadhnismo, per questi metaboliti

si avra un modesto accumulo nel corso della settmavorativa e la raccolta dei
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campioni urinari verra effettuata alla fine di qu@sma. | metaboliti con emivita

urinaria superiore a 15 ore sono poco numerosieggrla tendenza ad un accumulo
€ piu marcata, con concentrazioni nelle urine enescnel corso della settimana
lavorativa, ed € possibile misurarne la presenzhearad inizio settimana, prima

dell'inizio del turno di lavoro (Bartolucci et aR003; Minoia et al., 2001).

2.2 ASSORBIMENTO DEL N-ESANO

2.2.1 ASSORBIMENTO POLMONARECUTANEO E GASTRGENTERICO

Come tutti i solventi prevalentemente liposolubilin-esano pud essere assorbito
dall’organismo umano per via polmonare, digesticatanea.

L’assorbimento polmonare rappresenta la principalea di penetrazione
nell'organismo. Per effetto della bassa solubiéitaatica la maggior parte di esso
viene eliminata con l'aria espirata. Mediante camnpmenti ambientali e alveolari
su soggetti volontari, alcuni studi (Brugnone et &4B78; Veulemans et al., 1982;
Multti et al., 1984; Hamelin et al., 2004) evidemziauna concentrazione alveolare di
n-esano esalato compresa tra 73 e 85% della dals¢anne consegue una ritenzione
polmonare compresa tra 15 e 27%. A parita di egfwos, la percentuale assorbita
diversa da soggetto a soggetto in funzione di tdrisdividuali quali costituzione
corporea, ventilazione polmonare, ecc.

L’assorbimento cutaneo del n-esano puo avveninmado significativo, ma i dati
disponibili in questo senso non sono numerosi. tifias che la dose di solvente
assorbita per via inalatoria durante un’esposiziarg) ppm per 8 h possa essere
incrementata di oltre il 30% dall’assorbimento pganeo (Cardona et al., 1993). A
conferma é stato verificato che I'uso di adeguepasitivi di protezione individuale
(guanti) riduce significativamente I'assorbimen#d solvente (Prieto et al., 2003).
L’assorbimento gastro-enterico non & mai stato istadin modo specifico. E
probabile che il n-esano possa facilmente supel@renembrane biologiche e

raggiungere il circolo ematico; il basso punto lbkizione potrebbe perd mantenere
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una quota del solvente in forma gassosa e rallemtajuindi I'assorbimento

intestinale.

2.2.2 BIOTRASFORMAZIONE

La biotrasformazione del n-esano porta alla form@eidi diversi metaboliti. La
figura 1 sintetizza le tappe metaboliche nell’'uotba.prima trasformazione avviene
nei polmoni e consiste nell’ossidazione del n-esanbcarbonio in posizione 2,
dando origine al 2-esanolo (Strassnig et al., 200£2)esanolo e il residuo n-esano
vengono trasportati dal sangue nel fegato dove,iant il citocromo P-450, i
processi ossidativi portano alla formazione di &%ndiolo oppure di metil-n-
butilchetone (2-esanone), i quali generano il B8di-2-esanone. La maggior parte di
guest’ultimo si trasforma, dopo un’ulteriore osgidae, in 4,5-diidrossi-2-esanone,
che é il metabolita prevalente del n-esano; unegp¢uale minore, invece, da origine
al 2,5-esandione. Sia il 5-idrossi-2-esanone chg5Sidiidrossi-2-esanone vengono
velocemente escreti per via urinaria dopo coniwgezicon acido glucuronico, ed
entrambi sono in costante equilibrio con il 2,5reBane, che non € invece
coniugato. La coniugazione viene interpretata come via di detossificazione, in
quanto limita la formazione del metabolita respbiisadella tossicita del n-esano, il
2,5-esandione (Oliveira et al., 2009; Nolasco ¢t28107).

Sottoponendo ad idrolisi acida un campione di yringlucuronati decompongono
portando alla formazione prevalente di 2,5-esarajioma piccola parte di essi puo
dare origine a 2,5-dimetilfurano+evalerolattone, soprattutto in relazione al pH al
quale viene effettuata I'idrolisi. Il 2,5-esandiomésurabile dopo questa operazione,
ovvero quello derivato dalla decomposizione decgtonati sommato a quello non
coniugato, viene definito 2,5-esandione “totald”;2j5-esandione non coniugato,
ovvero quello presente nell'urina senza alcun dmaéinto, viene definito 2,5-
esandione “libero” (AICGH, 2010; Minoia et al., 200

E interessante notare che nelle tappe del metatwliel n-esano compare il metil-
n-butilchetone, una sostanza chimica che, in alawhestrie o in laboratori di analisi
chimiche, pud essere utilizzata direttamente cooheeste organico. E intuitivo, e
comunque dimostrato da studi sperimentali (AbdédiRan et al., 1976; Bos et al.,
1991), che i processi metabolici siano comuni & sioiventi.

13
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2.2.3 ELIMINAZIONE

Il n-esano assorbito si distribuisce rapidamenietessuti tramite il sangue e viene
eliminato immodificato oppure attraverso i suoi afetliti dall’organismo e
I'escrezione puo avvenire per diverse vie.

Studi condotti da Mutti e coll. (1981) hanno evidemo che circa il 10% della dose
di n-esano assorbita era rilevabile nell'aria dsalaelle ore successive
all'esposizione. Tali studi hanno inoltre evidemnaiaome vi siano due stadi di
eliminazione, con un’emivita rispettivamente di d®8 minuti, associabili alle fasi
durante le quali il n-esano lascia i tessuti a glevata vascolarizzazione e quelli
muscolari. Una terza fase riguarda il rilascio éisano da parte del tessuto adiposo
la quale presenta un’emivita prossima alle 64 otempi molto piu lunghi sono
dovuti all’elevata liposolubilita del solvente (Bellini et al., 1986 A).

L’escrezione urinaria di n-esano € molto modesta.velocita di comparsa del
solvente nelle urine e rapida, cosi come la cinaticeliminazione.

La maggior parte del n-esano assorbito viene esarelle urine sotto forma di
metaboliti. A parita di esposizione al solvente, dencentrazioni urinarie dei
principali metaboliti sono differenti: le piu eleeariguardano il 2,5-esandione
“totale”. Gli studi si sono concentrati su questetatolita in quanto, oltre ad essere
quello prevalente, & considerato il piu neurotassia i prodotti metabolici del n-
esano. Perbellini e coll. (1985) hanno rilevato Eheelocita di escrezione urinaria
del 2,5-esandione in soggetti esposti a n-esarseptava un'emivita di 11-14 ore;
Kawai e coll. (1992) hanno raggiunto risultati dimcon emivita fino a 17 ore.
Questi dati indicano un potenziale accumulo delal@lita durante I'esposizione

quotidiana.
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2.3 TOSSICITA DEL N-ESANO

Come per molte sostanze, anche per il n-esanatgigliono una tossicita acuta, che
si manifesta in seguito ad un’esposizione brevd elavate concentrazioni, ed una
tossicita cronica, che si manifesta per esposiziprilungate anche a basse

concentrazioni.

2.3.1 TOSSICITA ACUTA

La tossicita acuta conseguente ad un’esposizioakatoria € prevalentemente a
carico del sistema nervoso centrale (effetto afipecicomune a quasi tutti i
solventi). A basse dosi non sono state riscontcai@seguenze immediate sulla
salute, mentre a dosi elevate l'effetto e di tipesietico, simile a quello provocato
da molti solventi, causato da un effetto depresdiuetto, non mediato da metaboliti.
Per esposizioni a concentrazioni comprese tra 08000 ppm (5000 ppm per 10
minuti) la sintomatologia dell'intossicazione corapde sonnolenza, stordimento,
confusione, vertigine, narcosi, cefalea, nauseah@eay et al., 1991; Clayton e
Clayton, 1982); I'esposizione a concentrazioni mag@/o per tempi piu prolungati,
oltre ai sintomi gia elencati, puo portare a vomgerdita di coordinazione, visione
offuscata, fino a convulsioni, perdita di cosciengama o0 morte per esposizioni
estreme.

Soggetti esposti a 880 ppm di n-esano per 15 miramnno manifestato sintomi quali
irritazione delle mucose respiratorie ed oculasgse, difficolta respiratoria e, in
pochi casi, visione sdoppiata per qualche giornpodta fine dell’esposizione
(Clayton e Clayton, 1982).

Anche il contatto diretto con la pelle causa imitme e pud portare a dermatite, con
gonfiore e formazione di vesciche. Non sembra iaveacivo per gli organi interni

I'assorbimento per via cutanea.
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2.3.2 TOSSICITA CRONICA

L’esposizione cronica a n-esano porta principalmend effetti neurotossici, ben
documentati. Questa € una caratteristica pecutiali®esano a catena lineare e che
gli isomeri ramificati invece non presentano. Piégisamente essa puo provocare un
serio danno del sistema nervoso, classificato cassenopatia degenerativa distale
centrale-periferica. Il primo sintomo che manifestinsorgenza di questa
polineuropatia € una sensazione di parestesieedi pialle mani; successivamente
compaiono debolezza muscolare e leggero doloreeali@mita degli arti, con un
modesto ritardo di quelli superiori rispetto a dueiferiori. 1l decorso clinico
prosegue includendo atrofia muscolare, debolezzaomag intorpidimento e
formicolio degli arti; nei casi piu gravi la debp#a motoria si puo estendere alla
muscolatura pelvica e si puo inoltre giungere pHaalisi di gambe e braccia. Studi
neurologici hanno evidenziato dei danni neurogeimcparticolare una diminuzione
nella conduzione dei motoneuroni e una ipertrofea deuroni associata a un
assottigliamento della guaina mielinica. | disturburologici continuano per qualche
mese dopo la fine dell’esposizione e la totale igi@re avviene generalmente entro
un anno, sebbene siano riportati dei casi in cobsstati necessari piu di due anni
(Hathaway et al., 1991).

Studi tossicologici hanno dimostrato che il respdiiie della neuropatia sensitivo-
motoria non e direttamente il n-esano, bensi il ptacipale metabolita, il 2,5-
esandione. Chimicamente, il metabolita e ydichetone in grado di reagire coi
gruppi amminici per formare pirroli (in tutti i testi), ma I'effetto rilevante si ha nel
sistema nervoso dove il citoscheletro dell’assamegarticolare i neurofilamenti,
costituito da proteine molto stabili; lo sviluppa dggregati di neurofilamenti
nell’assone distale causa massivo rigonfiamentorads, spesso in prossimita dei
nodi di Ranvier. Cio esita in una marcata distersidell’anatomia nodale, inclusa la
mielina paranodale. In ogni caso, la derivatizzagidel pirrolo non é sufficiente a
causare rigonfiamento neurofilamentoso; € necesdassidazione seguita da un
attacco nucleofilo e un legame crociato coi nelaofenti (Zhu et al., 1994;
Woehrling et al., 2006).

In associazione alle polineuropatie indotte dalsar® sono stati riscontrati altri
effetti, quali astenia, cefalea, visione offuscatdyzione del campo visivo, atrofia

del nervo ottico e, in taluni casi, cardiotossicita
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Le informazioni disponibili sugli effetti canceragedel n-esano sono molto scarse.
Esperimenti effettuati sugli animali (Bio/Dynamid€995) hanno evidenziato solo in
qualche caso un aumento del cancro al fegato, dof@sposizione di due anni. In
seguito a mancanza di evidenze il n-esano norssifitaato come cancerogeno.
Discorso analogo si puo fare riguardo ad eventtini all'apparato riproduttivo.
Studi effettuati sui ratti (EPA, 1999) hanno coteia una progressiva atrofia
testicolare, spesso irreversibile. Per quanto aoeckuomo, il n-esano e considerato
potenzialmente dannoso, ma cio non e dimostrato.

Negli ultimi decenni, molti studi hanno cercatocdirrelare I'esposizione a n-esano
con i sintomi delle polineuropatie nei soggettifpesionalmente esposti.

Yamamura (1969) ha riscontrato la presenza di pofipatie in 93 su 296 lavoratori
esposti a n-esano nella lavorazione di sandalgpbsizione era in un range di
concentrazioni comprese tra 500 e 2500 ppm per ré8darante la settimana
lavorativa. Sullo stesso gruppo di lavoratori, laaicoll. (1970) hanno evidenziato
che alcuni soggetti mostravano effetti tossici rstaote un’esposizione mai
superiore a 500 ppm di n-esano. Herskowitz e ¢bli71) hanno descritto 3 casi di
polineuropatie tra i lavoratori impiegati in un nidizio dove le concentrazioni di n-
esano nell’aria erano mediamente pari a 650 pprkedchi e coll. (1975) hanno
descritto 4 soggetti affetti da polineuropatia ialjuutilizzavano un solvente
contenente il 12,5% di n-esano: la concentraziogievepori di n-esano nell’aria
probabilmente non superava i 210 ppm.

Abritti e coll. (1976) e Buiatti e coll. (1978) ham valutato lincidenza di
polineuropatie tra i lavoratori dell'industria catariera italiana e documentato la
correlazione tra lincidenza e l'intensita dei simi neurologici e il grado di
esposizione ai solventi nelle colle contenenti @galmente pentani, esani ed eptani.
Per Buiatti e coll. (1978), i solventi apparenteteeresponsabili degli 86 casi di
polineuropatie su 338 lavoratori contenevano débh 40 90% di n-esano: non sono
state misurate le concentrazioni nell’aria dei vagei solventi, ma alcuni lavoratori
affetti usavano meno di 1,3 kg di colla al giornogducendo a pensare che la
concentrazione media del solvente non superas¥e ppam.

Nel corso degli anni le condizioni di esposizioa® notevolmente migliorate, sia
per la regolamentazione dell’'uso del n-esano, sial@ migliori norme igieniche
adottate nei luoghi di lavoro. Gia negli anni ottancasi di polineuropatie erano in

netta diminuzione.
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ESPOSIZIONE AL n-ESANO
E MONITORAGGIO

3.1 EVOLUZIONE STORICA DELL 'ESPOSIZIONE AL N-ESANO

Nel corso del secolo scorso, il problema del rigcterivante dal n-esano ha
interessato prevalentemente I'esposizione profeato nell’ambito della quale si e
assistito all'insorgenza di polineuropatie. Stomeamte i lavoratori che hanno fatto
registrare le maggiori esposizioni a n-esano e s stati affetti da disturbi

neurologici sono quelli impiegati nell’industria lzaturiera: al riguardo ci sono

parecchi dati. Altre tipologie di lavoratori a risc sono ad esempio quelli impiegati
nel settore della pelletteria o altri settori in eangano utilizzati collanti contenenti

n-esano, o nella ricostruzione di pneumatici, oppywelli a contatto con inchiostri.

Negli anni sessanta e settanta sono stati ris¢ontadti casi di soggetti con danni al

sistema nervoso: la causa principale dell'elevatposizione era la scarsa
ventilazione degli ambienti di lavoro. Basandosilesicondizioni di esposizione

tipiche degli anni settanta, e stato stimato chiedpiseicentomila lavoratori erano
potenzialmente esposti a n-esano (NOES, 1991).etenti regolamentazioni piu

rigide hanno permesso, in Italia e in numerosi @i#esi occidentali, la riduzione

dell’'esposizione professionale a n-esano e i capblineuropatie ad essa collegati
erano in netto calo gia a partire dagli anni odianha in alcuni paesi questo
problema continua a sussistere.

Per quanto riguarda invece I'esposizione non psid@sle, la concentrazione di n-
esano negli ambienti di vita € molto bassa e ntaleeda poter provocare danni per
la salute. L'unico rischio e quello delluso di gehti, collanti, pitture, agenti

sgrassanti e detergenti contenenti n-esano in ardbinhestico, il quale puo portare a

degli effetti tossici acuti.

19



3.2 |L MONITORAGGIO DELL ’'ESPOSIZIONE

Con il termine “monitoraggio” viene indicata qualsi indagine, ripetuta e
sistematica, effettuata con lo scopo di raccoglief@mazioni relative alla modalita
o alla frequenza con cui un certo evento ha luogo.

Le finalitd del monitoraggio dell’esposizione saictipo preventivo e protettivo, in

quanto mirano ad evitare che vengano a verificéwsia segnalare qualora si
verifichino) condizioni espositive che, se protattel tempo, possono dar luogo
all'insorgenza di effetti dannosi per la salute.blase ai risultati del monitoraggio,
potranno essere effettuati degli interventi di lfioai o risanamento ambientale e
prese misure di protezione personale per riduergita dell’'esposizione.

La valutazione del grado di contaminazione amblergadel rischio espositivo viene
effettuata per confronto dei valori ottenuti dal mitoraggio con appropriati

riferimenti (limiti ambientali e biologici di rifemento).

Il monitoraggio pud essere ambientale o biologieofinalita delle due modalita
possono essere differenti, ma entrambi fornisconformazioni utili per la

valutazione dell’entita dell’'esposizione e quindl dschio per la salute.

3.2.1 MONITORAGGIO AMBIENTALE

Il monitoraggio ambientale consiste nella misurbadeoncentrazione aerodispersa o
depositata sulle superfici di un determinato agerer la valutazione della
concentrazione aerodispersa il monitoraggio amalenviene eseguito mediante
'analisi di volumi d’aria, opportunamente campitinaappresentativi dell’aria
presente in un certo ambiente ed in un certo terhpomodalita con cui viene
effettuato il campionamento dell’'aria sono diverge:possibile distinguere una
tecnica di campionamento diretto, la quale preMadeaccolta di un certo volume
d’aria che, senza alcun trattamento, viene inttadat un idoneo recipiente e
trasportata in laboratorio per essere analizzgipii@ una tecnica di campionamento
con concentrazione, che prevede di far fluire unantjta nota d’aria attraverso un

dispositivo di captazione nel quale l'inquinanteng accumulato e dal quale viene
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successivamente recuperato per l'analisi. Il tipoinflormazione che si ottiene
dipende dalla durata del prelievo. Se il campion#gme& molto breve, I'analisi del
volume d’aria campionata fornisce informazioni autoncentrazione istantanea
dell'inquinante, mentre se il prelievo ha lungaatar I'informazione che si ottiene é
relativa ad un valore medio di concentrazione (danmgmento integrato).

Per la determinazione della concentrazione amberdal n-esano si utilizzano,
come per altri solventi, dei campionatori in posig fissa nei luoghi di lavoro,
permettendo di differenziare le aree in base aldarai contaminazione, di
localizzare le fonti di emissione dell'inquinantedpbindividuare i processi e le fasi
della lavorazione che comportano la maggiore eomssi dellinquinante
nell’lambiente; oppure si utilizzano dei campionafoosizionati direttamente sui
soggetti da monitorare (campionatori personali)metendo cosi la valutazione
dell’esposizione individuale, poiché tengono codegli spostamenti della persona
che li indossa e quindi dell’aria che effettivaneeassa respira.

Se il monitoraggio viene condotto per verificareskervanza delle norme relative ai
limiti di esposizione, poiché questi si riferiscoocomunemente a concentrazioni
medie ponderate nel tempo, il prelievo dell’ariang effettuato con la tecnica della
concentrazione, facendo fluire forzatamente I'andiante 'uso di pompe aspiranti
a portata nota attraverso adatti sistemi di captez{campionatori attivi): fra questi,
quelli di uso maggiore sono costituiti da un adattteriale adsorbente contenuto in
un tubicino o una fiala di vetro collegata con ymanpa aspirante. Esistono anche
dei campionatori passivi nei quali il contatto ti@ia e il materiale adsorbente si
verifica per effetto dei moti atmosferici naturaldei processi diffusivi. In entrambi i
casi il materiale adsorbente utilizzato e il cadbaitivo che € ottimo per questo
scopo in quanto molto poroso e con una superfitétiéa molto piu estesa di quella
geometrica (a 1 cfrdi superficie geometrica corrisponde una superfazisorbente
di 1000 nf). Inoltre questo materiale cattura in manieracéffite un gran numero di
inquinanti, che restituisce per I'analisi con priaee semplici, e ne e sufficiente
'impiego in piccola quantita ai fini del campionanto. L’'analita viene
successivamente desorbito utilizzando come solveméequantita nota di solfuro di
carbonio e I'analisi & poi condotta mediante gasetografia.

| campionatori attivi sono costituiti da un tubowditro saldato alle estremita e con
diametro fisso; all’interno del tubo e presenteboae attivo compresso e fissato con

lana di vetro, che ha pure la funzione di trattenky polveri. Solitamente si
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utilizzano due strati di materiale adsorbente, @aisgn serie, di volume e peso I'uno
la meta dell’altro e separati da un setto di scliyoliuretanica, uno denominato
strato di testa e I'altro strato di coda. Taleesish permette di evidenziare se vi sia
stata 0 meno saturazione del substrato nella falsprelievo. Questo non si verifica
gualora la quota dell’inquinante riscontrata naliato di coda non superi il 10-20%
di quella nello strato di testa.

Recentemente si € diffuso sempre di piu l'utilizke campionatori passivi. Essi
catturano le sostanze per adsorbimento su carlibwe, @ome i campionatori attivi,
ma sono costituiti da un substrato di raccolta lpesostanza inquinante, da una
resistenza primaria di equilibrio che costituisee superficie di esposizione del
campionatore a contatto con l'aria esterna, e da aamera di diffusione tra la
resistenza ed il substrato dove si verificano ledeoni di diffusione. La portata del
campionamento € legata alle caratteristiche delpaamatore stesso e il tempo di
esposizione deve essere valutato in base allagibedeconcentrazione ambientale,
pena il rischio di saturare il substrato. Un esemgii campionatore passivo e il
Radiello®, caratterizzato da un sistema di diffagioradiale. E' composto
essenzialmente da una piastra di supporto in pbbeeato, un cilindro diffusivo in
polietilene sinterizzato ed una cartuccia adsosbarilindrica in rete di acciaio
(diametro 5,9 mm) contenente il materiale adsoibeathverso per dimensione e

qualita a seconda della sostanza che si vuole oranit

3.2.2 MONITORAGGIO BIOLOGICO

Il monitoraggio biologico rappresenta, a differenizauello ambientale, una misura
diretta dell’esposizione a sostanze aerodispets®eratso tutte le vie di penetrazione.
Questa si effettua mediante la determinazione detlacentrazioni di idonei
indicatori biologici, le quali sono correlabili quigtativamente alla dose
effettivamente assorbita da ogni singolo soggeltsd interna).

La base teorica su cui si fonda la pratica del moomggio biologico € che
I'indicatore biologico, riflettendo la dose intermill’agente tossico, permette una
valutazione quantitativa piu accurata dei potenatktti sulla salute e quindi una

migliore stima del rischio.
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Il monitoraggio biologico dell'esposizione a n-esaqrevede il dosaggio del solvente
tal quale oppure un prodotto metabolico e, trai,tuttmetaboliti urinari sono
potenzialmente i marcatori preferiti, se sufficeanente sensibili e specifici nella
pratica del monitoraggio biologico.

La valutazione della dose assorbita dall’organigpud essere fatta mediante la
determinazione delle concentrazioni del n-esano athfitato nell’aria alveolare
espirata, nel sangue e nelle urine.

Attualmente la misura del n-esano nell’aria alvemlaspirata (Mutti et al., 1984;
Raymer e Pellizzari, 1996; Veulemans et al., 1882¢mpre meno utilizzata.

Il campionamento deve avvenire subito dopo I'espose in quanto, dopo la fine di
quest'ultima, la concentrazione dei vapori nelBari espirata decresce
esponenzialmente. E’ stato stimato che per esposizomprese tra 100 e 200 ppm
di n-esano, e possibile rinvenire il solvente @il esalata per circa 12-24 ore, ma |l
valore sperimentale € influenzato dal tempo di damgmento e dalla modalita di
raccolta. Nel 1991 'ACGIH ha segnalato che I'ipietazione dei risultati ottenuti
con questa tecnica € semiquantitativa.

Per quanto riguarda la valutazione del n-esancargjue, alcuni studi (Brugnone et
al., 1978; Veulemans et al., 1982) hanno evidenzcte, durante I'esposizione
professionale, la concentrazione ematica del stdvera pari al 50-60% di quella
ambientale. In conseguenza della limitata sola@biliel n-esano nel sangue, le
concentrazioni ematiche si modificano rapidamemteimzione dei livelli ambientali,
quindi il n-esano nel sangue raccolto al termirlgutao di lavoro € in equilibrio con
le concentrazioni ambientali presenti nelle ultif@si dell’esposizione. E stato
inoltre rilevato un aumento significativo dei liietlel solvente nel sangue nei
fumatori rispetto ai non fumatori (Brugnone et 4094).

Le concentrazioni urinarie di n-esano raggiungowelll molto modesti, dato che |l
coefficiente di ripartizione urina/sangue di questidvente € inferiore a 1. Dallo
studio di Imbriani e coll. (1984) risulta che i @&l di n-esano nelle urine raccolte
dopo 4 ore di attivita da parte di un gruppo dolatori calzaturieri erano prossimi al
7% dei livelli ambientali e che I'escrezione uriiadel solvente e caratterizzata da
una cinetica molto piu rapida dei suoi metaboliti.

Nel caso del n-esano, € da molto tempo utilizzatmer indicatore di esposizione
professionale il 2,5-esandione urinario. La con@aibne urinaria di tale metabolita

e risultata ben correlata con I'esposizione amhblennegli ambienti di lavoro
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gualora si tenga conto della farmacocinetica ulndel metabolita. In uno studio
condotto da Mutti e coll. (1984) e stata evideriah’'escrezione urinaria di 2,5-
esandione pari a 3 mg/g creatinina per un’espasezéon-esano pari a 50 ppm.

Fino al 2003 i campioni urinari venivano sottop@stiidrolisi acida in modo che altri
metaboliti si trasformassero in 2,5-esandioneudlg andava a sommarsi a quello
presente tal quale (o, meglio, in forma “libera8lllurina. Dal 2003 I'’American
Conference of Governmental Industrial Hygienist (38) raccomanda di utilizzare
come indicatore biologico il 2,5-esandione “liberairinario, presente in

concentrazione minore ma piu direttamente correlatischi per la salute.

3.3 |IL 2,5ESANDIONE URINARIO

Il 2,5-esandione € un dichetone di formula brugdldO,, noto soprattutto per essere
il metabolita tossico del n-esano. A temperatunaressione ambiente si presenta
come un liquido incolore; la sua temperatura dilleone é pari a 191,4°C, mentre
il punto di fusione e d5,5°C ed é abbastanza volatile. Possiede una dgyesit a
0,973 kg/l e il suo peso molecolare e di 114,14ad/ba solubilita in acqua & 10
g/100 ml.

Dopo esposizione a n-esano il metabolismo ossmlativta alla formazione di 2,5-
esandione, come evidenziato dallo schema metab@hicdato in figura 1. Questo
metabolita e prevalentemente in forma di 4,5-dédr-esanone, mentre solo una
quantita pari all'incirca al :6B0% é escreto come 2,5-esandione tal quale.

Il primo composto viene escreto con le urine innfar coniugata con I'acido
glucuronico: sottoponendo il campione biologicoidgmlisi acida, il 4,5-diidrossi-2-
esanone da luogo ad una reazione di ciclizzaziomefarmazione di 2,5-dimetil-
furano; in condizioni di elevata acidita il 2,5-ditil-furano e instabile, con
conseguente reazione di apertura dell’anello e darome di 2,5-esandione. La
trasformazione completa e possibile soltanto peralore di pH < 0,5 (Minoia et al.,

2001). In figura 2 é riportata la formula di struw.
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Figura 2: formula di struttura del 2,5-esandione.

Come gia riportato, fino al 2003 I'indicatore dipesizione normalmente utilizzato
era il 2,5-esandione “totale”, dato dalla somma2jglesandione tal quale e di quello
ottenuto con lidrolisi acida. L’analisi veniva adoita sottoponendo il campione
urinario ad idrolisi acida mediante l'aggiunta diCHconcentrato. Ad idrolisi
avvenuta si procedeva con la derivatizzazione ¢®le@andione utilizzando una
soluzione di 2,4-dinitrofenilidrazina, cosi da otee il 2,4-dinitrofenilidrazone, un
composto stabile e con un ragionevole tempo dnzitee per I'analisi che veniva
condotta in HPLC con rivelatore UV (Gori et al. 959.

3.4 LIMITI DI ESPOSIZIONE

Il limite di esposizione ad un dato agente (chimitsico, biologico) € un valore di
riferimento che permette la valutazione del gradacahtaminazione di un certo
ambiente e del potenziale rischio per la salutesegunente ad un dato evento
espositivo.

Parlando di limiti di esposizione, ci si riferisgeneralmente a limiti ambientali,
ovvero a valori limite di presenza di un dato agenell’'ambiente. Per sostanze
aerodisperse (gas, vapori, particelle), il limappresenta il valore di concentrazione
della sostanza nell’aria che non deve essere dopé&sistono anche limiti biologici

di esposizione, ovvero valori di concentrazione ittémdei marcatori biologici
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nell'organismo. Tanto i limiti ambientali quantolimiti biologici di esposizione
rappresentano dei valori di riferimento che peroreit la gestione dei dati
provenienti dalle misure condotte nel monitoraggiabientale e biologico, e quindi
la valutazione della salubrita degli ambienti imZione della protezione della salute

umana.

3.4.1 LISTADEITLV DELL’ACGIH

La lista dei limiti di riferimento piu nota, e aicfanno riferimento numerosi enti
normatori di molti paesi, € quella del’lACGIH. | lea limite di soglia, Threshold
Limit Value - Time Weighted Average (TLV-TWA), siferiscono a concentrazioni
atmosferiche di sostanze alle quali si ritiene ptessoché tutti i lavoratori possano
essere esposti giornalmente senza incorrere ittieféeivi. || TLV-TWA si riferisce
alla concentrazione media ponderata nel tempor(gioi 8 ore lavorative, 40 ore
settimanali).

In particolare, gli sforzi per il controllo dell'pssizione professionale a n-esano
iniziarono attorno al 1940. Il primo limite fu iootto nel 1946 dallACGIH, che
fissdo un valore limite al solvente di 500 ppm iatesome MAC (Maximum
Allowable Concentration)-TWA, valore confermato dareni dopo ed inteso come
TLV-TWA.

Nel corso degli anni il limite ha subito delle \azioni fino al TLV-TWA adottato
dal’ACGIH dal 1998, ancora in vigore, pari a 50npp(176 mg/n). Esso &
accompagnato dalla notazioslen (cute) e cioe vale solo se € evitato I'assorbiment
cutaneo per mezzo di guanti protettivi.

Non ci sono sufficienti dati a disposizione perc@oandare le notazioni SEN
(sensibilizzazione) e di cancerogenicita oppurdM-STEL (Short Term Exposure
Limit), che é il limite al quale si ritiene cheavoratori possano essere esposti senza
effetti negativi acuti, riferito ad un tempo minareiguale a 15 minuti.

In tabella 1 sono riportate le modifiche appor@téimiti espositivi americani dagli
anni quaranta ai giorni nostri (ACGIH, 2009).
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Tabella 1 Evoluzione dei valori limite ambientali di esposne per il n-esano.

Anno Limiti del’ACGIH per il n-esano

1946-1947 MAC-TWA, 500 ppm

1948-1975 TLV-TWA, 500 ppm

1974 Proposto: TLV-TWA, 100 ppm

1976-1981 TLV-TWA, 100 ppm; TLV-STEL, 125 ppm

1979 Proposto: TLV-TWA, 25 ppm; TLV-STEL, 100 ppm
1980 Proposto: TLV-TWA, 50 ppm

1982 TLV-TWA, 50 ppm

1997 Proposta: notazios&in

1998 TLV-TWA, 50 ppmskin

3.4.2 LIMITI BIOLOGICI DI ESPOSIZIONE

I limiti biologici di esposizione (BEI o BiologicdExposure Indices) rappresentano
per il monitoraggio biologico gli analoghi dei lithdi esposizione ambientale per il
monitoraggio ambientale.

Il valore del limite biologico di esposizione pemausostanza viene determinato in
maniera indiretta. Partendo dal presupposto chenp#ie sostanze la correlazione tra
concentrazione esterna e danno per la salute ¢ siatarca di stabilire la relazione
tra dose esterna (concentrazione ambientale) eidi@sea (indicatore biologico). Da
questa relazione diventa possibile, mediante lantifiGazione dell'indicatore
biologico, la valutazione (indiretta) del rischispesitivo.

Per il monitoraggio dell’'esposizione a n-esanmdicatore incluso nell’elenco dei
limiti biologici di esposizione dellACGIH e il 2;&sandione, il principale
metabolita; dal 2003 il valore adottato e pari 4 fg/l, senza correzione per la
creatinina, in campioni di urina raccolti a finerna alla fine della settimana
lavorativa ed & basato sul TLV-TWA di 50 ppm. E orpnte sottolineare che
questo limite si riferisce al 2,5-esandione presdnt urina nella forma “libera”,
ovvero quello misurabile senza che il campione aesgjtoposto ad idrolisi acida.

Il BEI adottato prima del 2003 era pari a 5 mg/gatinina di 2,5-esandione in

campioni di urina raccolti con le stesse modaliigello a cui si faceva riferimento
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era pero il 2,5-esandione “totale” e cioé datoalabmma del 2,5-esandione libero e
di quello coniugato con l'acido glucuronico (ACGIEN09).

La scelta di utlizzare il 2,5-esandione libero lguandicatore biologico di
esposizione a n-esano, piuttosto che quello taddkegata principalmente al fatto che
riflette meglio il rischio da esposizione al solteninfatti il 2,5-esandione libero ¢ il
vero responsabile della neurotossicita, mentreséhii provenienti dai metaboliti
coniugati sono irrilevanti ed inoltre questi ultimengono escreti rapidamente nelle
urine (Hamelin et al., 2005).

Per quanto riguarda invece il n-esano urinariogtale, non esistono attualmente
limiti biologici di esposizione.

In tabella 2 sono riportate le modifiche apportitemiti biologici di esposizione.

Tabella 2 evoluzione dei valori limite biologici di espogne per il n-esano.

Anno Campionamento BEI
2,5-esandione totale in Fine turno
1 5 mgl/l
1985 | Proposti| urina
n-esano in aria di fine | Durante il turno
o 40 ppm
espirazione
2,5-esandione totale in Fine turno
_ _ 5 mgl/l
1987 | Adottati | urina
n-esano in aria di fine | Durante il turno
L 40 ppm
espirazione
2,5-esandione totale in Fine turno 5 mg/g
1991 Rivisti | urina creatinina
n-esano in aria di fine | Durante il turno Semi-
espirazione guantitativo
2,5-esandione libero in Fine turno
2002 | Proposto . . 0,4 mgl/l
urina fine settimana
2,5-esandione libero in Fine turno
2003 | Adottato] _ _ 0,4 mgl/l
urina fine settimana
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3.4.3 VALORI DI RIFERIMENTO

| valori di riferimento si riferiscono alla presendi una sostanza xenobiotica o dei
suoi metaboliti nella popolazione generale non gssibnalmente esposta. Gli studi
condotti in questo senso non sono numerosi pertquaguarda il n-esano. La
presenza del 2,5-esandione “totale” nelle uringelisone non professionalmente
esposte e stata riscontrata da Fedtke e Bolt (1®86&)Perbellini e coll. (1986 B), ma
non ne € stata ancora fornita una motivazione @&saudl microinquinamento
ubiquitario (dovuto alla presenza di n-esano niedlazine e in vari prodotti di uso
comune) e/o la produzione endogena di 2,5-esandede4,5-diidrossi-2-esanone e
5-idrossi-2-esanone), derivato da processi di gatagione lipidica, ne potrebbero
essere la causa. Uno studio condotto da Bavazzant. €1998) sulla popolazione
italiana non professionalmente esposta ha risdonthaelli di 2,5-esandione,
calcolati come estremo superiore dell'intervallotalieranza unilaterale al 95% di
confidenza, nei maschi e nelle femmine rispettivaimepari a 0,795 mg/l e 0,627
mg/l. In tale studio € emersa una dipendenza delézione del metabolita dal sesso
ma non dall’abitudine al fumo o dalla zona di resizh. La Societa Italiana Valori di
Riferimento (SIVR) ha adottato dal 2005 un rangeaticentrazione urinaria del 2,5-
esandione in soggetti non professionalmente espastia <0,1-0,76 mg/l mettendo
in evidenza, al contrario, come tali valori possassere condizionati dalla zona di
residenza dei soggetti.

Non sono invece ancora stati definiti dei valoririfierimento per il 2,5-esandione
“libero”, il quale era considerato non essere prEs@ soggetti non esposti, ma del
quale, mediante l'utilizzo di metodi analitici pisensibili, sembra accertata la

presenza.
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SCOPO DELLA TESI

Scopo del presente lavoro di tesi e stato quelloeatiere a punto un metodo validato
per la determinazione della concentrazione di 2didione libero urinario per la
valutazione dell'esposizione a n-esano. Tale metddsiato quindi oggetto di un
controllo interlaboratoriale esterno nell’ambitouti circuito promosso dalla Societa
Italiana Valori di Riferimento. Come successivoettivo sono stati dosati i livelli

urinari di 2,5-esandione libero in un gruppo di @&ty non professionalmente
esposti al fine di definire i valori di riferimentella popolazione generale. Su un
ridotto numero di soggetti sono stati inoltre dosdivelli del metabolita, previa

idrolisi acida, ed e quindi stato calcolato il rapp tra il 2,5-esandione libero e

quello totale.
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MATERIALI E METODI

Uno degli obiettivi del presente lavoro di tesitate quello di mettere a punto un
metodo analitico per la determinazione del 2,5-@sme libero mediante

gascromatografia utilizzando lo spettrometro di saasome rivelatore. Come
riportato nell'introduzione, l'escrezione di tale etabolita e correlata con

'esposizione occupazionale a n-esano, pertantd,Slesandione rappresenta un
indicatore biologico di esposizione per il n-esano.

La procedura analitica utilizzata, che prevedetidésone con solvente organico
dell'analita dai campioni urinari previa aggiuntautho standard interno e analisi in

GC/MS EI/SIM, e di seguito riportata.

5.1 DETERMINAZIONE ANALITICADEL 2,5ESANDIONE LIBERO

A 4800 ul di urina vengono aggiunti 200 di una soluzione acquosa contenente
cicloesanone, che funge da standard interno. Stede quindi con l'estrazione
solido-liquido della fase organica con 8 + 8 miditlorometano utilizzando delle
colonnine in terra di diatomee. All'estratto ottémwengono addizionati 10 di p-
isopropiltoluene (p-cimene), che funge ldgeper(sostanza utilizzata per mantenere
in soluzione gli analiti d'interesse cosi da evitar’evaporazione); la soluzione
viene quindi sottoposta ad evaporazione per lazrishe di volume in centrifuga
aspirata fino ad ottenere un volume pari a cirdx B0L utilizzo di soluzionikeeper

e gia stato testato, in particolare nella determore degli idrocarburi policiclici
aromatici (Matthiessen A., 1997).

L’estratto concentrato viene quindi trasferito wmls da autocampionatore ed
analizzato in GC/MS EI/SIM.

La strumentazione utilizzata consiste in un gasetografo Perkin Elmer
AutoSystem XL Gas Chromatograph equipaggiato céono@a PONA da 50 m, i.d.
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0,2 mm, film 0,5 pm della J&W Scientific e come glatore uno spettrometro di
massa Perkin EImer Turbo Mass Upgrade.
Le condizioni operative del gascromatografo sorgelguenti:
— Temperatura dell’iniettore: 250°C
— Volume iniettato: ul
— Programma di temperatura:
— isoterma a 50°C per 1 minuto
— rampa di 10°C/min fino a 80°C, mantenuti per 5 rtiinu
— rampa di 20°C/min fino a 200°C, mantenuti per 5utiin
— Prelavaggi della siringa con diclorometano: 4
— Prelavaggio con il campione: 3
— Post lavaggio con diclorometano: 2
In queste condizioni operative i tempi di riten2omel 2,5-esandione e del
cicloesanone sono rispettivamente pari a 11,39 %21finuti; la durata della corsa &
pari a 20 minuti.
Le condizioni operative dello spettrometro di massao le seguenti:
- Full Scan da 40 a 350 m/z
- SIR:43e99m/ze55e98 m/z

La retta di calibrazione per la determinazione @wlitenuto di 2,5-esandione libero
nelle urine e stata preparata aggiungendo quardit dell’analita in urina partendo

da una soluzione madre A preparata nel modo seguent
— Soluzione madre A (486,5 mg/l di 2,5-esandio®®) ul di 2,5-esandione
standard vengono diluiti @ 100 ml con acqua. Laidohe é stabile per

almeno 8 mesi se conservata ad una temperatura <8°C

Dalla soluzione madre A vengono preparate 8 sohizip riferimento secondo |l

seguente schema:

— Soluzione di riferimento diluita 1 (60,81 mg/l dbzsandione)1l ml della

soluzione madre A di 2,5-esandione viene dilui®nal con acqua.
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Soluzione di riferimento diluita 2 (38,92 mg/l dbzsandione)2 ml della
soluzione madre A di 2,5-esandione vengono ditub ml con acqua.
Soluzione di riferimento diluita 3 (19,46 mg/l dbzsandione)1l ml della
soluzione di riferimento diluita 2 di 2,5-esandioviene diluito a 2 ml con
acqua.

Soluzione di riferimento diluita 4 (9,73 mg/l dbzsandione)1 ml della
soluzione di riferimento diluita 3 di 2,5-esandioviene diluito a 2 ml con
acqua.

Soluzione di riferimento diluita 5 (4,865 mg/l dbzsandione)1l ml della
soluzione di riferimento diluita 4 di 2,5-esandioviene diluito a 2 ml con
acqua.

Soluzione di riferimento diluita 6 (2,432 mg/l dbzsandione)1l ml della
soluzione di riferimento diluita 5 di 2,5-esandioviene diluito a 2 ml con
acqua.

Soluzione di riferimento diluita 7 (1,216 mg/l dbzsandione)1l ml della
soluzione di riferimento diluita 6 di 2,5-esandioviene diluito a 2 ml con
acqua.

Soluzione di riferimento diluita 8 (0,608 mg/l dbzsandione)1l ml della
soluzione di riferimento diluita 7 di 2,5-esandioviene diluito a 2 ml con

acqua.

Ad ogni campione e/o standard sono stati aggiuntac200 pl di una soluzione

acquosa di cicloesanone ottenuta per diluizioncessive (sotto riportate) al fine di

ottenere nei campioni una concentrazione finalegp@a7 pg/l.

Preparazione della soluzione acquosa dello stanai@ho cicloesanone:

Soluzione di riferimento diluita 1 di cicloesanomsato come standard
interno (9,47 g/l) 50 pl di cicloesanone standard vengono dilubi ml con
acqua.

Soluzione di riferimento diluita 2 di cicloesanomsato come standard
interno (94,7 mg/t) 50 pl della soluzione di riferimento diluita 1 di

cicloesanone vengono diluiti a 5 ml con acqua.
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— Soluzione di riferimento diluita 3 di cicloesanoosato come standard
interno (23,675 mg/l) 1 ml della soluzione di riferimento diluita 2 di

cicloesanone viene diluito a 4 ml con acqua.

In tabella 3 viene schematizzata la procedura tiwalper la preparazione dei

campioni e degli standard.

Tabella 3 schema della preparazione dei campioni e deyiidstrd.

pb ol ol ol ol |l | .
pl 2,5-esandione
SR |SR|SR|SR|SR|SR|SR|SR| SR
urina addizionato
dil. 3 | dil. | dil. | dil. | dil. | dil. | dil. | dil. | dil. (gl
Si 8| 7|6 |5 43|21 H9
bianco
_ 4800 200 | - | = | = | = | = | = | = | - 0
urina
Stl | 4700, 200 | 100 - | = | = | = | = | = | - 12,16
St2 | 4700, 200 | - |100| - | = | = | = | = | - 24,32
St3 | 4700 200 | - | - 100 - | = | = | = | - 48,65
St4 | 4700 200 | - | - | = 100 - | = | = | - 97,30
St5 | 4700 200 | - | - | = | = [100| - | - | - 194,6
St6 | 4700 200 | - | - | = | = | = [100] - | - 389,2
St7 | 4700, 200 | - | - | = | = | = | - |1l00| - 778,4
St8 | 4700 200 | - | - | - | - | - | -] - ]100 1216
Camp.| 4800 200 | - | - | = | = | = | = | = | -

Tutte le soluzioni sono state preparate subito g@ribell’utilizzo. In figura 3 é

riportato un esempio della curva di calibrazione.

36



0.4000

0.3500 .

0.3000 -

0.2500 -

0.2000 -

area

0.1500 - r=0.9978
0.1000 -

0.0500 -

0.0000 \ \ \ \ \
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

concentrazione 2,5-esandione (ug/l)

Figura 3: retta di calibrazione per il 2,5-esandione uimar

5.2 CONTROLLO INTERLABORATORIALE

I metodo messo a punto per il dosaggio del 2,bdisae libero urinario e stato
sottoposto a controllo interlaboratoriale a cuir@partecipato 4 differenti laboratori
aderenti al circuito della Societa Italiana Valdii Riferimento (SIVR) di Siena,
Firenze, Torino e Padova.

Ogni laboratorio ha analizzato due campioni a cottegione ignota (L1 e L2)
preparati per aggiunta del 2,5-esandione a un goafine provenienti da soggetti
non professionalmente esposti a n-esano.

In tabella 4 sono riportati i dettagli dei metotllimzati dai quattro laboratori.
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Tabella 4: tecniche analitiche usate dai 4 laboratori.

(accreditato SINAL)

Laboratorio | Tecnica analitica| Preparazione campione| Standard interno
Derivatizzazione con 2,4-
1 LC/MS dinitrofenilidrazina -
(accreditato SINAL)
Estrazione con
Padova GC/MS diclorometano su cicloesanone
colonnine in terra di
diatomee
2 GC/FID SPE -
Estrazione con
3 GC/MS diclorometano cicloesanone

5.3 DETERMINAZIONE ANALITICA DEL

SOGGETTI NON PROFESSIONALMENTE ESPOSTI

Sono stati raccolti 39 campioni di urina di alaeti soggetti non professionalmente

2,5ESANDIONE LIBERO IN

esposti a n-esano, sui quali e stato determinafy5Hesandione libero al fine di

determinare il range di riferimento per la popabaa generale.

Ad ogni soggetto & stato somministrato un questionzer raccogliere informazioni

Su eta, sesso, peso, altezza, fumo, luogo di rezide abitudini di vita.

Una copia del questionario € riportata in allegato.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

6.1 DETERMINAZIONE DEL 2,5ESANDIONE LIBERO URINARIO

6.1.1 RACCOLTA, CONSERVAZIONE E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI BIOLOGICI

I campioni di urina dei soggetti di controllo sosiati raccolti in contenitori sterili
senza aggiunta di conservativi e/o stabilizzanticampioni sono stati quindi
conservati in congelatore fino al momento dell’@iall campioni sono risultati

stabili per almeno 5 mesi dalla raccolta.

6.1.2 VALIDAZIONE DEL METODO

SEPARAZIONE CROMATOGRAFICA

Il picco del 2,5-esandione é risultato ben sepadattm standard interno nonché dal
resto dei componenti della matrice urinaria. Inufg 4 € riportato un

cromatogramma di una soluzione di concentrazioneap@y/,3 g/l

LINEARITA

La linearita di un metodo analitico € la sua capadi dare risultati che sono
direttamente proporzionali alla concentrazione idaghliti nei campioni, all’interno
di un determinato campo di validita.

I metodo si & dimostrato lineare nell'intervallo@ncentrazioni esaminato (12,16-
1216ug/l).
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Figura 4: cromatogramma del 2,5-esandione in urina.

LIMITE DI RILEVABILITA E QUANTIFICAZIONE

Il limite di rilevabilita (LR) che esprime la minianquantita di analita rilevabile con
un determinato metodo analitico, ma non necessantn determinabile
guantitativamente, nelle condizioni sperimentall deetodo pud essere espresso

come:

LR= 33

doveo = deviazione standard del bianco
S = pendenza della retta di calibrazione
Il LR é risultato nel nostro caso pari a 12 pgll.
Il limite di quantificazione (LQ) che esprime lamma quantita di analita che puo
essere determinata con un livello accettabile dcigione (ripetibilita) ed esattezza

nelle condizioni sperimentali del metodo puo essspFesso come:

LR = 100
S
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doveo = deviazione standard del bianco
S = pendenza della retta di calibrazione
Nel nostro caso il LQ é risultato pari a 2§/1.

PRECISIONE ED ACCURATEZZA

La precisione del metodo, espressa come coeffe@intariazione percentuale,
stata calcolata sia in termini di ripetibilita affieriproducibilita.

RIPETIBILITA

Su un campione di urina contenente una concentrazieedia di 2,5-esandione pari
a 48,65 pg/l lo scarto tipo relativo percentuald@ideterminazioni nella stessa serie
analitica e risultato pari a 2,98%. Su un campiaheurina contenente una
concentrazione media di 2,5-esandione pari a 3892 lo scarto tipo relativo

percentuale di 10 determinazioni nella stessa seaditica € risultato pari a 2,20%.

RIPRODUCIBILITA

Su un campione di urina contenente una concentrazieedia di 2,5-esandione pari
a 48,65 ug/l lo scarto tipo relativo percentualé@ideterminazioni in differenti serie
analitiche e risultato pari a 3,07%. Su un campiahieurina contenente una
concentrazione media di 2,5-esandione pari a 3892 lo scarto tipo relativo

percentuale di 10 determinazioni in differenti sexnalitiche e risultato pari a 2,06%.
ACCURATEZZA

L’accuratezza e stata calcolata analizzando selefd@ aliquote di urina, contenenti
il 2,5-esandione nelle medesime concentrazioni.rrbfe relativo percentuale

rispetto alla curva di calibrazione precedentemprgparata, € risultato compreso tra
0,69 e 2,77%.
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6.2 CONTROLLO INTERLABORATORIALE

| risultati ottenuti dai 4 laboratori che hanno @ieal controllo interlaboratoriale
sono riassunti nella tabella 5, mentre in tabelk portata I'elaborazione dei dati
ottenuti da cui si evidenzia una variabilita deii dal tutto accettabile con uno scarto
tipo relativo percentuale inferiore al 30% per antbi i livelli, inoltre nessun dato

puo essere consideratatlier.

Tabella 5: risultati del controllo interlaboratoriale.

Laboratorio Conc. livello 1 (mg/l) Conc. livello 2(mg/l)
1 0,025 0,074
Padova 0,043 0,096
2 <0,100 0,115
3 0,034 0,085
Tabella 6. elaborazione delle concentrazioni rilevate (mg/l)
Parametro Livello 1 Livello 2
Numero totale risultati 4 4
Media aritmetica 0,034 0,093
Deviazione standard 0,009 0,017
Scarto tipo relativo % 26,5 18,9
Valore massimo 0,043 0,115
Valore minimo 0,025 0,074
Mediana 0,034 0,091
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6.3 DETERMINAZIONE ANALITICA DEL 2,5ESANDIONE LIBERO IN

SOGGETTI NON PROFESSIONALMENTE ESPOSTI

In tabella 7 sono riassunte le -caratteristiche delppo di soggetti non
professionalmente esposti a n-esano studiato.ulbpgr era costituito dal 31% di
uomini e 69% di donne. Circa il 41% dei sogget mmatore (9 donne e 7 uomini);
inoltre quasi I'85% dei soggetti ha dichiarato diedere in citta ed il 28% in zone

con intensita di traffico elevata.

Tabella 7: caratteristiche del gruppo di soggetti studiato.

Parametro uomini | donne totali
Numero 12 27 39
Eta media (aa) 42 40 41
Peso medio (kg) 80 61 67

No 5 18 23
<5 sigarette al giorno 4 5 9
Fumo (n) 5-10 sigarette al giorno - 1 1
10-20 sigarette al giorno 3 3 6
Urbana 11 22 33
Area di residenza (n)| Rurale 1 5 6
Industriale - - -
Elevato 2 9 11
Traffico (n) Medio 5 12 17
Basso 5 6 11

In tabella 8 sono riportati i livelli di 2,5-esaode libero urinario riscontrati ed in
figura 5 la loro distribuzione: in 11 casi su 3®&elli sono risultati inferiori al limite
di rilevabilita, mentre nessun valore ha supertomite biologico di esposizione
dellACGIH pari a 400 pg/l; il valore maggiore éuitato pari a circa un quarto del
BEI.
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Tabella 8 livelli urinari di 2,5-esandione libero.
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Concentrazione 2,5-esandione

Soggetto ) o
libero urinario (ug/l)
1 <12,0
2 <12,0
3 118,0
4 <12,0
5 22,5
6 31,3
7 38,3
8 49,0
9 58,6
10 42,7
11 45,9
12 50,4
13 44,6
14 75,1
15 105,0
16 52,4
17 71,7
18 72,4
19 <12,0
20 <12,0
21 <12,0
22 <12,0
23 24,2
24 <12,0
25 <12,0
26 16,3
27 40,4
28 21,6
29 12,7
30 52,2
31 <12,0
32 50,6
33 <12,0
34 44,7
35 35,6
36 <12,0
37 45,8
38 50,2
39 119,6
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Figura 5: distribuzione dei livelli di 2,5-esandione libeliecontrati.

In tabella 9 sono riportati i livelli medi, mediari range del 2,5-esandione libero
urinario. Dai dati non emerge una sostanziale diffea nelle escrezioni (vedi valori
mediani) in relazione al sesso dei soggetti anehevalori medi sono leggermente

superiori nei maschi.
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Tabella & media, mediana e range dei livelli di 2,5-esandibbero riscontrati nei

soggetti suddivisi in base al sesso.

Concentrazione del 2,5-esandione libero (ug/l)
n.
Soggetti | media % deviazione .
soggetti mediana range
standard
totali 39 38,0+ 30,9 38,3 <12,0-119,6
donne 27 34,1+28,4 35,6 <12,0-119,6
uomini 12 46,7 £ 35,6 39,3 <12,0-118/0

In tabella 10 vengono riportati i valori medi, maadi e range dei livelli di 2,5-
esandione libero urinario differenziati tra soggdtimatori e non fumatori.
Nonostante i livelli di escrezione urinaria del-2gandione libero siano mediamente
superiori nei soggetti fumatori, la differenza nan risultata statisticamente
significativa (p = 0,0975, test di Mann-Whitney)aancordo con quanto riportato in
letteratura per il 2,5-esandione totale (Bavazzrad., 1998).

Tabella 10 media, mediana e range dei livelli di 2,5-esanditbero riscontrati nei

soggetti suddivisi in base al fumo.

Concentrazione 2,5-esandione libero (pg/l)
n.
Soggetti _| media £ deviazione .
soggetti mediana range
standard
fumatori 16 50,3+ 37,0 45,9 <12,0-119/6
non fumatori 23 29,4+ 23,0 24,2 <12,0-75,1

Differenze statisticamente significative non soriates evidenziate neppure in
relazione all’esposizione a traffico veicolare \‘ato attraverso il luogo di residenza
(tabella 11) o l'intensita dello stesso (tabellg; 2 contrario valori medi maggiori
sono stati evidenziati nei soggetti residenti imeaourali o con intensita di traffico
scarsa. Risultati analoghi sono presenti in |eiieaaper quanto riguardo il 2,5-

esandione totale (Bavazzano et al., 1998; Kaway.,e1990; Maestri et al., 1994).
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Tabella 11 media, mediana e range dei livelli di 2,5-esandibbero riscontrati nei
soggetti suddivisi in base al luogo di residenza.

_ Concentrazione 2,5-esandione libero (ug/l)
Luogo di n. : _
. | media * deviazione '
residenza | soggetti mediana range
standard
rurale 6 34,7+£16,3 43,7 <12,0-45,9
urbana 33 38,6 + 33,0 35,6 <12,0-119,6

Tabella 12 media, mediana e range dei livelli di 2,5-esanditbero riscontrati nei

soggetti suddivisi in base all'intensita del tredi

. Concentrazione 2,5-esandione libero (pg/l)
Intensita n.

_ | media % deviazione '

del traffico | soggetti mediana range
standard

scarsa 11 42,0 £ 28,9 42,7 <12,0-1058,0
media 17 38,7+ 36,1 31,3 <12,0-119|6
elevata 11 32,8+ 25,6 35,6 <12,0-75,1
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6.4 DETERMINAZIONE ANALITICA DEL 2 ,5ESANDIONE TOTALE IN

SOGGETTI NON PROFESSIONALMENTE ESPOSTI

Su un numero ridotto di soggetti (n. 16) sono ddasati anche i livelli del 2,5-
esandione totale che esprime la somma del 2,5-esaniibero e del 4,5-diidrossi-2-
esanone coniugato con l'acido glucuronico. Il meliéd € stato dosato con la
medesima metodica messa a punto, preceduta daralisidacida condotta
aggiungendo 1 ml di HCI concentrato a 5 ml di urineampioni sono stati posti in
stufa alla temperatura di 100°C per 40 minuti; sgstvamente si € proceduto alla
fase di estrazione e purificazione come nel cakeale 2,5-esandione libero.

In tabella 13 sono riportati i valori medi, mediarange del 2,5-esandione urinario,
libero e totale, riscontrati. Dai dati ottenutiesiidenzia come il 2,5-esandione libero
sia mediamente un terzo del totale anche se comatevole dispersione. In uno
studio condotto da Prieto e coll. (2003) in soggptbfessionalmente esposti, il
rapporto tra libero e totale é risultato mediamgate a 0,142 (mediana 0,128; range
0,0410,458) con una buona correlazione tra i due. Bigopero rilevare che
I'escrezione del 2,5-esandione sia libero che @atasuperiore a quella riscontrata in
guesto elaborato di tesi (2,5-esandione liberogeaBG-5590 ug/l; 2,5-esandione
totale: range 30682460 pg/l). In figura 6 e riportata la correlazotra il 2,5-
esandione libero e quello totale riscontrata (A3 enedesima correlazione ottenuta

escludendo i soggetti con il 2,5-esandione libeferiore al limite di rilevabilita (B).

Tabella 13 media, mediana e range dei livelli di 2,5-esandidibero e totale

riscontrati nei 16 soggetti.

Concentrazione (pg/l)
Analita media + deviazione _
mediana range
standard

2,5-esandione libero 43,8 + 37,6 40,5 <12,0-119,6
2,5-esandione totale 269,4 + 167,6 252.,5 43,0 2540
2,5-esandione libero

_ 0,285 + 0,309 0,192 0,013 — 0,937
2,5-esandione totale
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Figura 6. correlazione tra i livelli di 2,5-esandione libex totale riscontrati.
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In tabella 14 sono riportati i livelli di 2,5-esaade totale suddivisi in base al sesso.
Anche nel caso del 2,5-esandione urinario totaleolecentrazione media e risultata
maggiore negli uomini rispetto alle donne senzajitaggere pero la significativita
statistica, probabilmente per I'esiguita del numarrecampioni. Uno studio riportato
in letteratura ha riscontrato lievi differenze, mtatisticamente significative, tra i
valori urinari del 2,5-esandione totale rilevate smggetti maschi rispetto al gruppo
di donne; la numerosita in questo caso era maggmeschi n. 60, donne n. 63)

(Bavazzano et al., 1998).

Tabella 14 media, mediana e range jg/l dei livelli di 2,5-esandione totale

riscontrati nei soggetti suddivisi in base al sesso

Concentrazione del 2,5-esandione totale (ug/l)
n.
soggetti _| media + deviazione )
soggetti mediana range
standard
donne 11 235,0 £149,1 209,0 62,6—-490,6
uomini 5 345,2 +198,1 373,4 43,0- 540,2
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CONCLUSIONI

Il n-esano ha rappresentato per molti anni il ppale solvente organico di resine
utilizzate per la preparazione di collanti. Ancherelazione alle restrizioni sull’'uso
del benzene, il n-esano é diventato il principatginante nei laboratori di pelletteria
e nei calzaturifici. D’altro canto, la valutaziomll'esposizione di tale solvente
riguarda non solo i soggetti professionalmente &pona interessa anche la
popolazione generale. A tal fine il monitoraggiolbgico, fondamentale accanto al
monitoraggio ambientale, riveste un ruolo di primamportanza per valutare la
guantita di xenobiotico assorbita 0 accumulatanegrado di causare effetti dannosi.
In altre parole I'uso degli indicatori biologici @& essere inteso come elemento
centrale nella valutazione del rischio. Il lordliatio a livello individuale o di gruppo
puo consentire di riconoscere e stimare le esmosifielazione con la dose esterna),
di interpretare o prevedere effetti indesiderati [pesalute, di ottenere informazioni
piu approfondite dalle valutazioni epidemiologiche.

Nel presente elaborato di tesi € stata messa @ purgd metodica analitica per |l
dosaggio del 2,5-esandione libero urinario, indigat biologico introdotto
recentemente dal’ACGIH per la valutazione dellesigione a n-esano. Livelli di
2,5-esandione urinario sono stati riscontrati anoh&ggetti non professionalmente
esposti, anche se la sua origine non é stata adedirdta: € un metabolita del n-
esano che essendo un inquinante ubiquitario viestaetemente inalato in piccole
quantita oppure pud originarsi endogenamente comeelogio dei processi di
perossidazione lipidica.

Il metodo analitico per la determinazione routiaatel 2,5-esandione libero urinario
si é rivelato semplice e sufficientemente sensitddediscriminare tra popolazione
professionalmente esposta e non. Il metodo si avdalluso di uno strumento
disponibile nella maggior parte dei laboratori @u&lGC-MS, ed é stato validato in
termini di linearita, precisione, accuratezza, findi rilevabilita e quantificazione.
Con tale metodo e stato possibile analizzare alcaimipioni relativi alla popolazione

generale ed evidenziare i livelli di 2,5-esandiolifgero per contribuire alla
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definizione dei valori di riferimento per la poppiane italiana. | dati ottenuti sono
stati valutati in relazione ai fattori che poss@oatribuire o influenzare I'escrezione
del metabolita, come le abitudini di vita o le ¢beastiche dei soggetti. Non sono
state evidenziate differenze statisticamente saati’e tra i livelli di 2,5-esandione
dei soggetti residenti in zone urbane rispett@sidenti in zone rurali: sembra infatti
che tali fattori non influenzino I'escrezione de¢tabolita. Un’escrezione maggiore é
stata invece riscontrata nei soggetti di sesso Inlasgspetto a quello femminile,
come anche per i fumatori rispetto ai non fumadoche se, come per gli altri fattori,
non e stata raggiunta la significativita statistiggobabilmente per la bassa
numerosita del campione.

Inoltre, su un numero minore di soggetti e stateatio il 2,5-esandione totale, dato
dalla somma del libero e di quello coniugato catitio glucuronico, evidenziando

un rapporto medio tra i due pari a circa 0,3.
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QUESTIONARIO PER IL MONITORAGGIO DELL'ESPOSIZIONE A
n-ESANO

(compilare o barrare la risposta esatta per tutte le domande)

COogNOME: ... NOME: .. e
Luogo di nascita:.........ccceevvvvvnvnnnnnn. D 1=
PeSO: .. AlCZZA:......iiiiiiiiiiii s
Anzianita lavorativa presso la ditta:.......................... ANNic..e,
Mansione attuale:.............cooeeiiiiiiiiiieeee, da anni............ da mesi............

Luogo di residenza: zona urbana O zonarurale O zona industriale O
Intensita di traffico nel luogo di residenza: elevata O media O scarsa O
Vicinanza di distributori benzina: <100m O  100-200m O  >200m O
Trasferimento abitazione-lavoro:  macchinaO  bus O altro O

Fumo: siO no O Ex-fumatore O (da anni............... )
Se si, numero sigarette al giorno.:...............
Fumo passivo (fumatori in casa): siO no O

Mediamente per ore/giorno...............

Alcool al giorno: no O <%¥litro O %-1 litro O >1 litro O

Caffe: no O si O (numero al giorno .................... )

Uso abituale di farmaci: siO no O

Se si, specificare qualiz.............cooo e da quanto tempo.............
Radiografie nell’'ultimo mese siO no O
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