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RIASSUNTO. Questa indagine è stata svolta nel comparto dello
stampaggio di plastiche e gomme, nell’ambito del “Progetto Prevenzione
Tumori Professionali” promosso dalla regione Lombardia con lo scopo di
predisporre e attuare protocolli per la valutazione dell’esposizione a so-
stanze cancerogene attraverso il monitoraggio biologico. Sono state esa-
minate le realtà di stampaggio del polimero termoplastico ABS, della
gomma e di resine termoindurenti contenenti formaldeide. Le sostanze
cancerogene identificate in questi processi sono state: 1,3-butadiene, acri-
lonitrile e stirene nello stampaggio di ABS; idrocarburi policiclici aro-
matici (IPA) nello stampaggio della gomma; formaldeide nello stampag-
gio di resine termoindurenti. Solo per alcune di queste sostanze sono di-
sponibili indicatori biologici. La limitata contaminazione ambientale nel-
lo stampaggio di ABS e le caratteristiche intrinseche degli indicatori pro-
posti per 1-3 butadiene hanno determinato la non applicabilità del moni-
toraggio biologico a questa situazione lavorativa. La assenza di un indi-
catore biologico di esposizione a formaldeide ha reso anche questa situa-
zione non indagabile. L’esposizione nello stampaggio gomma è stata in-
vece studiata in 19 lavoratori applicando la misura degli IPA urinari non
metabolizzati. I livelli degli indicatori sono risultati confrontabili con
quelli misurati in altri gruppi di soggetti privi di esposizione professiona-
le a IPA, confermando una esposizione lavorativa limitata. 

Parole chiave: monitoraggio biologico, stampaggio gomma, idro-
carburi policiclici aromatici.

BIOLOGICAL MONITORING IN THE MOLDING OF PLASTICS AND RUBBERS

ABSTRACT. This survey was carried out in the molding of plastics
and rubbers, in the “Professional Cancer Prevention Project” sponsored
by the Lombardy region with the objective of developing and
implementing protocols for evaluating exposure to carcinogens through
the biological monitoring. The realities of molding the thermoplastic
polymer ABS, rubber, and thermosetting plastics containing
formaldehyde were examined. The carcinogenic substances identified in

these processes were: 1,3-butadiene, acrylonitrile and styrene in molding
ABS, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in molding rubber, and
formaldehyde in molding the thermosetting plastics. Only for some of
these substances biological indicators are available. The limited
exposure to airborne chemicals in molding ABS and the intrinsic
characteristics of biological indicators available for 1-3 butadiene have
determined the non applicability of biological monitoring to this
situation. The absence of a biological indicator of exposure to
formaldehyde has made this situation not investigable. Exposure in the
rubber molding was studied in 19 subjects applying the determination not
metabolized PAH in urine. The levels of these indicators were similar to
those measured in other groups of subjects without occupational
exposure to PAH, confirming a low airborne contamination in this
workplace.

Key words: biological monitoring, molding rubber, polycyclic
aromatic hydrocarbons.

INTRODUZIONE
Questa indagine è stata svolta nel comparto dello stampaggio di pla-

stiche e gomme, nell’ambito del “Progetto Prevenzione Tumori Profes-
sionali” promosso dalla regione Lombardia con lo scopo di predisporre e
attuare protocolli per la valutazione dell’esposizione a sostanze cancero-
gene attraverso il monitoraggio biologico. Sono state esaminate tre realtà
produttive particolarmente rappresentate nelle province di Varese, Cre-
mona e Mantova: lo stampaggio del polimero ABS, lo stampaggio della
gomma e la lavorazione di resine termoindurenti contenenti formaldeide
(es: bakelite e resina ureica). 

Nello stampaggio di ABS come agenti di rischio sono stati identifi-
cati i monomeri costituenti il polimero 1,3-butadiene, acrilonitrile e stire-
ne, che possono trovarsi residui nel polimero e/o formarsi per decompo-
sizione durante lo stampaggio a caldo. Nello stampaggio gomma come
agenti di rischio sono stati identificati gli idrocarburi policiclici aromati-
ci (IPA) che sono contenuti negli oli e nel nerofumo addizionati alla me-
scola nella fase di preparazione della gomma e che possono liberarsi/for-
marsi per decomposizione durante lo stampaggio a caldo. Nella lavora-
zione delle resine termoindurenti l’agente di rischio è la formaldeide li-
bera, che può liberarsi durante lo stampaggio per compressione.

In Tabella I per ciascuna delle sostanze identificate come agenti di ri-
schio sono riportate: la classificazione di cancerogenicità secondo la
Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC), i valori limite
per gli agenti aerodispersi negli ambienti di lavoro secondo le raccoman-
dazioni della associazione governativa degli igienisti industriali america-
ni (ACGIH, 2007) e i relativi indicatori biologici di esposizione.

Nella presente indagine i risultati del monitoraggio ambientale per la
valutazione dell’esposizione a questi agenti di rischio sono stati incrocia-
ti con le informazioni sugli indicatori biologici disponibili per valutare la
fattibilità ed eventualmente applicare un protocollo di monitoraggio bio-
logico dell’esposizione in queste realtà produttive. 

MATERIALI E METODI

Monitoraggio ambientale
Stampaggio ABS Sono state indagate 12 realtà produttive della pro-

vincia di Varese che stampano ABS per estrusione, per un totale di circa
60 campionamenti ambientali. Per 1,3-butadiene sono state utilizzate car-
tucce con Carbosive III collegate a campionatori operanti al flusso di 50
ml/min per circa 2 ore (Fustinoni e coll., 2004). Per misurare acrilonitri-
le e stirene sono state utilizzate cartucce contenenti Tenax TA collegate a
campionatori attivi operanti al flusso di 200 ml/min per circa 2 ore. Gli
analiti sono stati desorbiti termicamente ed analizzati in gascromatogra-
fia capillare accoppiata a rivelatore di fiamma. I limiti di quantificazione
sono pari a 1 µg/m3 per 1,3-butadiene, 10 µg/m3 per acrilonitrile e 1
µg/m3 per stirene.

Stampaggio gomme Sono stati indagati 19 soggetti addetti allo stam-
paggio gomma per compressione in realtà produttive della provincia di
Cremona e Mantova. La misura degli IPA aerodispersi è avvenuta accop-
piando in serie una membrana in Teflon e una fiala XAD-2 collegate con
un campionatore operate al flusso di 2 L/min per circa 4 ore. 15 IPA so-
no stati quantificati dopo desorbimento con acetonitrile e analisi in HPLC
con rivelatore a fluorescenza (Campo e coll., 2006). I limiti di quantifi-
cazione sono stati: 2 ng/m3 per naftalene, 2 ng/m3 acenaftene, 0.2 ng/m3

fluorene, 1.4 ng/m3 fenantrene, 0.4 ng/m3 antracene, 0.4 ng/m3 fluoran-
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tene, 0.6 ng/m3 pirene, 0.08 ng/m3 crisene, 0.08 ng/m3 benzo[a]antrance-
ne, 0.03 ng/m3 benzo[k]fluorantene, 0.2 ng/m3 benzo[b]fluorantene, 0.03
ng/m3 benzo[a]pirene, 0.07 ng/m3 dibenzo[a,h]antracene, 0.3 ng/m3 ben-
zo[g,h,i]perilene, e 0.3 ng/m3 indeno[1,2,3 cd]pirene. 

Lavorazione resine termoindurenti Sono stati effettuati campiona-
menti ambientali in 5 realtà produttive della provincia di Varese che stam-
pano resine termoindurenti per un totale di circa 40 campionamenti. Per il
campionamento sono state usate cartucce di gel di silice impregnate con
2,4-dinitrofenilidrazina collegate con un campionatore operate al flusso di
200-400 ml/min per 2 ore o per brevi intervalli. Le cartucce sono state de-
sorbite con acetonitrile e la formaldeide analizzata in HPLC con rivelato-
re UV (EPA TO-11A). Il limite di quantificazione del metodo è 15 µg/m3.

Monitoraggio biologico
IPA urinari nello stampaggio gomme Il monitoraggio dell’esposizio-

ne a IPA attraverso la misura degli IPA urinari non metabolizzati è stato
effettuato nei 19 soggetti (8 fumatori e 11 non fumatori) sottoposti a mo-
nitoraggio ambientale. A questi è stato chiesto di astenersi dal consumo
di cibi ad elevato contenuto di IPA il giorno precedente e durante la rac-
colta del campione biologico. Per ciascun soggetto sono stati raccolti tre
campioni di urina: uno all’inizio del turno di lavoro del primo giorno del-
la settimana (BL), gli altri due uno a inizio (IT) e l’altro a fine turno (FT)
di un giorno nella seconda metà della settimana lavorativa. Informazioni
riguardanti lo stato di salute, le mansioni lavorative e l’abitudine al fumo
sono state ottenute con un questionario. I soggetti hanno aderito allo stu-
dio attraverso il consenso informato. La raccolta dell’urina e la determi-
nazione di IPA urinari è stata effettuata, dopo campionamento degli ana-
liti nello spazio di testa tramite microestrazione in fase solida, via analisi
gascromatografica con rivelatore di massa (Campo e coll., 2007). Sono
stati quantificati: naftalene (limite di quantificazione 25 ng/L), acenafte-
ne (6 ng/L), acenaftilene (5 ng/L), fluorene (5 ng/L), fenantrene (2 ng/L),
antracene (2 ng/L), fluorantene (2 ng/L), pirene (4 ng/L), benzo[a]antra-
cene (3 ng/L), e crisene (3 ng/L) urinari.

Analisi statistica
Per l’analisi statistica è stato utilizzato il programma SPSS 12.0 per

Windows. Agli analiti non misurabili è stato assegnato un valore pari al-
la metà del limite di quantificazione dei metodi. Per l’analisi statistica so-
no state usate tecniche parametriche dopo trasformazione dei dati nei cor-
rispondenti logaritmi decimali per assicurare normalità alle distribuzioni.
Un valore di p<0.05 è stato considerato significativo.

RISULTATI E DISCUSSIONE
Stampaggio ABS Sono state trovate concentrazioni di 1,3-butadiene,

acrilonitrile e stirene molto modeste. Per 1,3-butadiene nella quasi tota-
lità dei casi sono stati
trovati valori inferiori
al limite di quantifica-
zione (1 µg/m3), con un
massimo di 6 µg/m3.
Per acrilonitrile il
100% dei risultati è in-
feriore al limite di
quantificazione (10
µg/m3). Per lo stirene
aerodisperso sono stati
trovati valori nell’inter-
vallo 1-20 µg/m3, ad
eccezione di un’azien-
da nella quale si sono
trovati livelli fino a
4000 µg/m3, a posterio-
ri attribuiti allo stam-
paggio di manufatti in
polistirolo effettuato
nelle immediate vici-
nanze. Questi risultati
sono congruenti con
precedenti esperienze
pubblicate in letteratu-
ra (Forrest e coll.,
1995; Yoshida e coll.,

Tabella I. Classificazione di cancerogenicità e valori limite ambientali e biologici per le sostanze di interesse
tossicologico identificate nelle realtà produttive indagate

2002). Considerato questi risultati e la presenza, nel caso degli indicatori
biologici di esposizione a 1,3-butadiene della notazione sui livelli di
background nella popolazione generale non esposta (ACGIH, 2007), non
si è ritenuto utile effettuare una campagna di monitoraggio biologico. 

Stampaggio gomme Nei 19 soggetti indagati sono state trovate con-
centrazioni di IPA aerodispersi piuttosto modeste. Il composto più ab-
bondante è il naftalene, con valore mediano di 1033 ng/m3, seguito da
fluorene con 84 ng/m3 e fenantrene con 55 ng/m3. Tutti IPA altobollenti
(più pesanti del pirene) hanno mostrato concentrazioni inferiori a 0.5
ng/m3, ed in particolare il livello di esposizione a benzo[a]pirene è risul-
tato pari a 0.2 ng/m3. 

La determinazione degli IPA urinari è stata comunque effettuata in
quanto questi analiti sono allo studio come possibili indicatori biologici
che consentano una valutazione dell’esposizione a una miscela di sostan-
ze con la possibilità di includere anche composti ritenuti diretti responsa-
bili dell’azione cancerogena (Campo e coll., 2007). Il naftalene e il fe-
nantrene urinari sono risultati gli IPA presenti in maggiori quantità con
concentrazioni pari a 67, 115 e 131 ng/L e 22, 28 e 32 ng/L rispettiva-
mente nei campioni BL, IT e FT. Gli altri IPA urinari bassobollenti, pur
presenti nella maggior parte dei campioni, sono risultati inferiori a 10
ng/L, mentre gli IPA altobollenti sono risultati sempre inferiori al limite
di quantificazione. Una correlazione significativa è stata trovata tra naf-
talene urinario e naftalene aerodisperso (r di Pearson 0.46). Per alcuni
analiti i valori BL sono risultati statisticamente inferiori ai valori FT. Nes-
suna differenza è stata osservata tra soggetti fumatori e non fumatori. I li-
velli degli indicatori sono risultati confrontabili con quelli misurati in al-
tri gruppi di soggetti privi di esposizione professionale a IPA e quindi in-
dicano una esposizione lavorativa limitata.

Lavorazione resine termoindurenti Mentre il tre aziende sono stati ri-
scontrati livelli ambientali di formaldeide inferiori al limite di quantifica-
zione del metodo (15 µg/m3), in altre due si sono trovati valori vicini o
superiori al valore limite TLV-Celing di 370 µg/m3, con punte di concen-
trazioni fino anche a 962 µg/m3. Per il monitoraggio biologico della for-
maldeide purtroppo non sono disponibili indicatori raccomandati da AC-
GIH. In letteratura è stato recentemente proposto l’utilizzo di addotti for-
maldeide-emoglobina in campioni di sangue periferico (Bono e coll.,
2006). Tuttavia i risultati di questo studio, che è da considerarsi prelimi-
nare, sono interlocutori in quanto questi addotti risultano presenti a livel-
li significativi anche nella popolazione non esposta e fortemente influen-
zati dall’abitudine al fumo di sigaretta, e questo suggerisce che possano
esserci difficoltà nel discriminare situazioni lavorative nelle quali le espo-
sizioni ambientali siano a livelli confrontabili a quelli degli attuali limiti
di esposizione professionale. Nuove prospettive per la scoperta di indica-
tori biologici per l’esposizione a formaldeide si stanno apprendo con l’u-
tilizzo di nuove tecnologie quali la proteomica (Im e coll., 2006).
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RIASSUNTO. L’effetto genotossico ed ossidativo dell’estratto di
matrici ambientali raccolte in una cokeria è stato valutato su cellule A549
con lo scopo di chiarire i meccanismi d’azione di miscele complesse di
IPA ed identificare bioindicatori di effetto per la diagnosi precoce di tu-
more al polmone. Il particolato è stato analizzato mediante GM/MS. Gli
effetti genotossici ed ossidativi indotti dall’esposizione per 30 min, 2h e
4h a 0.01%, 0.02% and 0.05% dell’estratto sono stati valutati mediante
Fpg comet assay. Il danno al DNA è stato valutato analizzando nelle cel-
lule esposte ed in quelle non esposte i valori di Tail moment da cellule
trattate con l’enzima Fpg (TMenz) e da cellule non trattate con l’enzima
(TM) indicativi rispettivamente di danno ossidativo e diretto al DNA. È
stata valutata inoltre la percentuale di comete. L’analisi del particolato ha
evidenziato nell’estratto 0.328 ng/m3 di pirene, 0.33 ng/m3 di
benzo(a)antracene, 1.073 ng/m3 di benzo(b)fluorantene, 0.22 ng/m3 di
benzo(k)fluorantene, 0.35 ng/m3 di benzo(a)pirene, 0.079 ng/m3 di di-
benzo(a,h)antracene e 0.40 ng/m3 di benzo(g,h,i)perilene. Un non signi-
ficativo incremento dose-tempo dipendente di TM e TMenz è stato indi-
viduato nelle cellule esposte rispetto al controllo indicando una lieve in-
duzione di danno diretto e ossidativo al DNA. Un lieve aumento della

percentuale di comete è stato rilevato alla dose più elevata. I risultati evi-
denziano l’elevata sensibilità del comet assay nel rivelare precocemente
l’induzione di danno al DNA a basse dosi suggerendo l’utilizzo di tale te-
st sulle A549 per valutare a livello dell’organo bersaglio gli effetti di mi-
scele complesse di sostanze genotossiche. 

Parole chiave: Idrocarburi policiclici aromatici, cokeria, Comet assay.

IN VITRO STUDY OF GENOTOXIC AND OXIDATIVE EFFECTS INDUCED ON

HUMAN PULMONARY CELLS BY EXPOSURE TO PAHS EXTRACTED FROM

AIRBORNE PARTICULATE MATTER COLLECTED IN A COKE PLANT

ABSTRACT. Genotoxic and oxidative effect of airborne
particulate matter collected in a coke plant were evaluated on lung
epithelial cells (A549). We aimed to clarify the mechanism of action of
complex mixtures of PAHs and to identify biomarkers of effect of lung
cancer. Particulate matter was analysed by GC/MS. Genotoxic and
oxidative effects induced by the exposure to the extract were evaluated
by Fpg comet assay. The cells were exposed for 30 min, 2h and 4h to
0.01%, 0.02% and 0.05% of the extract. We evaluated comet percentage
and analysed tail moment values of exposed and unexposed cells
treated with Fpg enzyme (TMenz) and untreated (TM) that indicate
respectively oxidative and direct DNA damage. We found 0.328 ng/m3

of pyrene, 0.33 ng/m3 of benzo(a)anthracene, 1.073 ng/m3 of
benzo(b)fluoranthene, 0.22 ng/m3 of benzo(k)fluoranthene, 0.35 ng/m3

of benzo(a)pyrene, 0.079 ng/m3 of dibenzo(a,h)anthracene and 0.40
ng/m3 of benzo(g,h,i)perylene. A dose-dependent increase, although not
significant, of TM and TMenz in the exposed cells in respect to controls
was found that indicates a slight increase of both direct and oxidative
damage in exposed cells. A slight increase of comet percentage was
found at the highest dose. We show the high sensibility of comet assay
to measure early DNA damage also at low doses suggesting the use of
such test on A549 to evaluate on target organ the effects of complex
mixtures of genotoxic substances. 

Key words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, coke plant, Comet
assay.

INTRODUZIONE
L’esposizione professionale dei lavoratori di cokeria è caratterizzata

principalmente dalla presenza nell’ambiente lavorativo di Idrocarburi Po-
liciclici Aromatici (IPA) emessi durante il processo di pirolisi del carbo-
ne in coke (1) ed avviene essenzialmente per inalazione e contatto cuta-
neo. Alcuni di questi composti sono classificati come probabili o possibi-
li cancerogeni per l’uomo. L’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul
Cancro (IARC) ha infatti classificato l’attività di “produzione di coke”
quale sicuro cancerogeno per gli esseri umani, sulla base di evidenze spe-
rimentali ed epidemiologiche di eccessi di rischio soprattutto per carci-
noma polmonare (2). Sempre la IARC classifica nel gruppo 2A il ben-
zo(a)pirene, il benzo(a)antracene e il dibenzo(a,h)antracene; nel gruppo
2B il benzo(b)fluorantene, il benzo(k)fluorantene e l’indeno (1,2,3cd) pe-
rilene; nel gruppo C il benzo(ghi)perilene, il crisene, il coronene, il fluo-
rene, l’antracene, il pirene e il dibenzo(a,c)antracene (3). 

L’esposizione lavorativa agli IPA emessi durante la produzione di
coke nelle attività di cokeria è stata correlata ad una aumentata incidenza
di tumori, in particolare a carico del polmone (4,5). Un recente studio di
Bosetti et al, 2007 (6), ha evidenziato un rischio relativo di 1,58 (CI 1,47-
1,69) di insorgenza di tumori al polmone per i lavoratori addetti alla pro-
duzione di coke. 

L’identificazione di biomarcatori precoci di effetto genotossico in-
dotto dall’esposizione occupazionale a miscele complesse di IPA potreb-
be fornire un utile contributo per la diagnosi precoce di tumore al pol-
mone. 

Nel presente studio l’effetto genotossico ed ossidativo dell’estratto di
matrici ambientali contenenti IPA raccolte nel reparto forni di una coke-
ria è stato valutato sulla linea cellulare A549, rappresentativa del tessuto
polmonare umano. Scopo dello studio è stato chiarire i meccanismi d’a-
zione di miscele complesse di IPA anche a basse dosi presenti in alcune
realtà lavorative e l’identificazione di bioindicatori di effetto per la dia-
gnosi precoce di tumore al polmone.

MATERIALI E METODI
Il particolato aerodisperso è stato raccolto su filtro in fibra di vetro

mediante un campionatore d’aria con flusso di aspirazione costante di 3
L/min, estratto con toluene mediante ultrasuoni ed analizzato per il con-


