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ResumEn
El municipio de Tula de Allende, Hidalgo, es de gran relevancia para su estado así como para los aledaños debido a las empresas que se han instalado en él. Dentro de estas empresas se encuentran la Refinería Miguel Hidalgo, las Cementeras Cooperativa “La Cruz Azul” y “CEMEX”, así como la Termoeléctrica Francisco Pérez Ríos. En conjunto, estas empresas coinciden en la emisión de benceno y tolueno, compuestos que se encuentran de manera natural en el petróleo, y son liberados al ambiente durante su proceso de manufactura causando efectos adversos en las poblaciones aledañas.

En este estudio se realizó un monitoreo de los metabolitos del benceno, el ácido trans, trans-mucónico (AttM) y tolueno, el ácido hipúrico (AH), en orina como biomarcadores de exposición. Se evaluaron niños de edades entre 6-12 años de zonas aledañas. La determinación de los metabolitos se realizó mediante la técnica de HPLC-UV utilizando modificaciones a las metodologías de Ducos et al. para AttM y NIOSH para AH. Para el control de calidad de dichas metodologías se utilizó un Clin-Check RECIPE® obteniendo un 85.13% y 92.3% de recobro para AttM y AH respectivamente.

Como resultado para el AttM la población analizada presentó un porcentaje de 20.63% de los niños con niveles superiores a los marcados en la NOM-047-SSA-2011 (500 µg/g de creatinina, exposición ocupacional) para benceno lo que resulta de relevancia. Además el 69.84% de ésta población se encuentra por encima de los niveles encontrados en zonas urbanas (170 µg/g de creatinina). Por otro lado, para el análisis del AH, se obtuvieron en todas las muestras niveles bajos correspondientes a individuos no fumadores y no expuestos. Todos los resultados se compararon con una población control del municipio de Irapuato, Gto., la cual, no se encuentra expuesta a ninguna de las fuentes de estos compuestos.

1. Introducción
Geográficamente el municipio de Tula de Allende se ubica en la región del Valle del Mezquital en el estado de Hidalgo. Dicho municipio se destaca principalmente por las industrias que se encuentran presentes, dedicadas principalmente a la transformación, procesos de extracción, construcción y maquiladoras.

Entre las empresas que se encuentran en el municipio se encuentra la refinería Miguel Hidalgo, en la cual se procesan actualmente alrededor de 320,000 barriles de petróleo crudo, controlando una gran porción del mercado nacional (procesando un 24% del total del crudo que se refina en México[1]). Por otro lado, se encuentran las industrias cementeras ubicadas en este municipio (cementera “La Cruz Azul” y “CEMEX” las de mayor relevancia, además de las locales) y la Termoeléctrica “Francisco Pérez Ríos”, que en conjunto son de gran importancia económica, no sólo del estado de Hidalgo, sino también para los estados vecinos[2].
Las industrias mencionadas con anterioridad, además de ser el motor que contribuye al buen desarrollo económico en la región, afectan el ambiente de manera adversa en esta zona por las emisiones de compuestos que se liberan a causa de sus procesos.
Al ambiente son emitidos un gran número de compuestos, entre los cuales se encuentra el benceno y el tolueno, compuestos volátiles de gran relevancia por su conocida toxicidad. El benceno junto con el tolueno son compuestos muy empleados en la industria por sus propiedades como solventes y materia prima para la generación de otros compuestos más complejos, además de ser muy volátiles poco solubles en agua[3, 4]. Ambos compuestos, aparte de ser producidos como materia prima, son generados y liberados al ambiente de manera involuntaria, por la combustión incompleta de materia orgánica en los procesos de transformación de las industrias presentes en el municipio de Tula de Allende, mencionadas anteriormente. Para el caso particular de la cementera estas emisiones se dan por medio de sus hornos, los cuales, tienen tres fuentes potenciales de benceno: el combustible, la materia prima y los nuevos compuestos formados por las reacciones en el precalcinador (productos de la combustión incompleta, PIC por sus siglas en inglés)[5].
De acuerdo con la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) y la Agencia Internacional de Investigación sobre Cáncer (IARC)[6], el benceno es considerado como un compuesto carcinogénico en humanos como resultado de exposiciones crónicas, además de que puede provocar efectos como disminución en los glóbulos rojos (ocasionando anemia), hemorragias y afectación del sistema inmunitario (aumentando las probabilidades de contraer infecciones y disminuyendo las capacidades del cuerpo contra el cáncer). Los malestares por exposiciones agudas a benceno (dependiendo del nivel de exposición al mismo), van desde dolores de cabeza, náuseas, confusión y temblores, los cuales pueden desaparecer si se alejan de la fuente de exposición[3].
Mientras tanto para el tolueno la EPA y la IARC lo tienen clasificado como compuesto no carcinogénico, aunque la exposición a dicho compuesto trae consigo malestares y problemas como: mareos, confusión, depresión, dolor de cabeza, los cuales pueden desaparecer si la persona se aleja de la fuente de emisión, sin embargo, si el contacto continua volviéndose una exposición crónica, la afectación se da principalmente en el sistema nervioso central con daños irreversibles en la mayoría de los casos.

El seguimiento (monitoreo) de éstos compuestos en la población usualmente se da mediante la cuantificación del compuesto mismo o su metabolito (compuesto metabolizado en el organismo vivo) en fluidos corporales (sangre u orina), siendo el ácido trans, trans-mucónico (AttM) el empleado para benceno y el ácido hipúrico (AH) en esta investigación.

2. Justificación
La presencia de benceno y tolueno en el ambiente es de gran importancia ya que son compuestos que presentan características fisicoquímicas similares y toxicidad en organismos. Por lo que es de interés el conocimiento de la cantidad a la que las personas se encuentran expuestas al vivir cerca de fuentes que generan estos compuestos (termoeléctrica, refinería y cementeras), con la finalidad de con la información que se obtenga conocer la situación en cuanto a estos compuestos en esta zona y proporcionar los datos necesarios para la toma de decisiones

3. PARTE EXPERIMENTAL
La selección de la población se realizó con base en su ubicación en relación a las industrias presentes en la ciudad de Tula de Allende, (N=63). La edad de la población fue de entre 6 y 12 años, a la cual se le dio las recomendaciones (no ingesta de alimentos procesados) a tomar 24 horas previas a la colecta de la muestra. Se colectó la primera orina de la mañana en recipientes estériles de polipropileno, las cuales, una vez en el laboratorio se acidificaron con HCl 6N, para posteriormente centrifugar y tomar dos alícuotas haciéndolas pasar a través de un filtro para jeringa de PTFE. Las muestras se mantuvieron almacenadas a -20°C hasta su análisis.

Cuantificación de ácido trans, trans-mucónico
La determinación se llevó a cabo por el método descrito por Ducos [7] con previas modificaciones. A 1mL de muestra se adicionó un buffer de fosfatos pH 7 y se hizo pasar a través de un cartucho de intercambio aniónico. El metabolito fue eluido con ácido acético al 10% (v/v), del cual, 20µL fueron inyectados en un equipo HPLC acoplado a un detector UV-Vis, utilizando una columna C18 y siguiendo el metabolito a una longitud de onda de 259 nm.

Cuantificación de ácido hipúrico
Para esta determinación el método utilizado fue el descrito en la NIOSH 83001 [8] con algunas modificaciones. A 1mL de orina se le adicionó HCl 6N, NaCl y acetato de etilo. Se agitaron en durante 10min para después centrifugar a 4500rpm durante 30min. De la fase orgánica se tomaron 400µL y se dejó evaporar en un baño de agua a 30°C, para finalmente resuspender en el mismo volumen de agua grado HPLC y agitar durante 3 minutos. De estos 400µL se inyectaron 20µL en el equipo HPLC empleado para el AttM, con una longitud de onda de 254nm.

4. Discusión y resultados
Se realizó una modificación al proceso empleado por Ducos et al.5 para la determinación de AttM, con la finalidad de acondicionar la muestra y extraer la mayor cantidad de analito posible, homogeneizando el valor de pH a 7 con el buffer de fosfatos permitiendo el aumento en el porcentaje de extracción de 53 a 85.13 %. Posteriormente la validación del método se realizó empleando un estándar certificado, y el porcentaje de recuperación, así como los parámetros analíticos de la curva se muestran a continuación en la Tabla 1.

Tabla 1. Parámetros analíticos del método de análisis para AttM por HPLC-UV en orina.
	Parámetro
	AttM

	No. de Estándares
	6

	Coeficiente de Correlación, R2
	0.9999

	Ordenada en el origen
	11557.25

	Pendiente
	271.25

	Intervalo de Trabajo (µg mL-1)
	0.1-5.0

	Límite de Detección (µg mL-1)
	0.036

	Reproducibilidad (%DSR, n=3, 0.5 µg ml-1 At,t-M)
	0.6

	Recobro (Porcentaje)
	85.13

	Tiempo de análisis (min)
	16.0



Posteriormente se realizó el análisis de 63 muestras obtenidas de niños provenientes de 3 diferentes escuelas primarias del municipio de Tula de Allende, obteniendo los resultados que se muestran a continuación en la Figura 1.

Para la determinación de AH, se realizó una modificación al proceso empleado por NIOSH permitiendo la determinación del analito a pesar de los niveles basales y logrando extraer la mayor cantidad de analito posible, con dicha modificación se logró un porcentaje de recuperación de 92.3%. La validación del método se realizó al igual que para el AttM empleando un estándar certificado, y el porcentaje de recuperación, así como los parámetros analíticos de la curva se muestran a continuación en la Tabla 2.

Tabla 2. Parámetros analíticos del método de análisis para AH por HPLC-UV en orina.
	Parámetro
	AH

	No. de Estándares
	6

	Coeficiente de Correlación, R2
	0.9932

	Ordenada en el origen
	2282443.33

	Pendiente
	5933.09

	Intervalo de Trabajo (µg mL-1)
	5-100

	Límite de Detección (µg mL-1)
	3.59

	Reproducibilidad (%DSR, n=3, 50 µg ml-1 AH)
	2.56

	Recobro (Porcentaje)
	92.3

	Tiempo de análisis (min)
	21.1



Una vez obtenidos los parámetros se realizó el análisis de las muestras obteniendo los resultados que se muestran a continuación en la Figura 2.
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Figura 1. a) Porcentaje de los niños evaluados con niveles superiores y por debajo a lo establecido por la NOM-047 para AttM (500 µg/g de creatinina). b) Porcentaje de los niños evaluados con niveles superiores y por debajo a lo establecido por la NOM-047 para AH (1.6 g/g de creatinina).

Como se puede observar en la Figura 1, para el caso del AttM el porcentaje de la población que se encuentra por encima del valor establecido por la NOM-047 (20.6%) es de gran relevancia debido a que lo establecido en ella corresponde a exposición ocupacional, por lo que los niños no deberían presentar dichos niveles; esto puede ser un indicativo de que las emisiones de benceno a causa de la industria en la región es elevada, lo que trae consigo una afectación a la población que se encuentra en las zonas aledañas.

Por otro lado para el caso del AH, como se puede ver en la Figura 1, los niveles se encuentran por debajo de la NOM-047, lo que nos indica que la exposición a tolueno en la población de esta zona es nula.

5. CONCLUSIONES
Las modificaciones a las metodologías permitió un mejoramiento en el porcentaje de recobro de los analitos, así como su análisis en muestras de orina de niños procedentes del municipio de Tula de Allende.
El porcentaje de niños que se encuentran por encima de lo establecido por la NOM-047 para AttM (20.6%), es de gran relevancia, ya que la norma mexicana establece el nivel de 500 µg/g de creatinina de AttM como exposición ocupacional a benceno, por lo que un análisis más profundo de los datos es de interés.

Para el análisis de Tolueno, se obtuvo que los niveles encontrados en los niños analizados están por debajo de lo establecido en la NOM-047, encontrándose niveles basales en el 100% de los casos, por lo que la exposición a este compuesto no se presenta en la zona.
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