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Desarrollo de un método analítico para la cuantificación de 

acrilamida en tostadas de tortillas de maíz procedentes de 

Monterrey (México) y estimación de la exposición dietética 

                          RESUMEN/SUMMARY 

Tesis Doctoral. Mirna Elizabeth Santos Lara. Departamento de Ciencia Animal y 
de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universitat Autònoma de Barcelona 
 

La acrilamida es una molécula muy polar altamente soluble en agua. Es un 

compuesto neurotóxico, genotóxico y carcinógeno, catalogado como probable 

carcinógeno para humanos por la Agencia Internacional de Investigación en 

Cáncer. En el 2002 se reportó presencia de niveles muy altos de acrilamida en 

alimentos ricos en carbohidratos cuando son sometidos al proceso de cocción por 

horneado, fritura, tostados o asado por encima de 120 °C. Este hallazgo generó 

gran preocupación a nivel mundial por el riesgo que representa para la salud 

pública y ha llevado a organismos internacionales a incluir a la acrilamida como un 

tema prioritario en la seguridad alimentaria.   

Este trabajo de investigación se centró en tortillas de maíz, por ser un 

producto base en la alimentación de México, planteando el desarrollo de un 

método analítico para la cuantificación de acrilamida en tostadas de tortillas de 

maíz procedentes de Monterrey (Nuevo León, México) y la estimación de la 

exposición dietética. 

Para la determinación de acrilamida en tostadas de tortillas de maíz se 

probaron diversas técnicas y métodos analíticos: cromatografía de gases con 

detector de masas (GC-MS), GC-MS empleando el N,O-Bis (trimetilsilil) 

trifluoroacetamida (BSTFA) como agente derivatizante, cromatografía de gases 

con captura de electrones (GC-ECD) y cromatografía líquida acoplada a masas-

masas (LC-MS/MS). Después de revisar las dificultades en cuanto a la aplicación 

de cada uno de los métodos mencionados se optó por la LC-MS/MS.  

El método propuesto se validó evaluando linealidad con intervalo de 

concentraciones de 0,5 a 1000 µg/kg, coeficientes de correlaciones mayores a 

0,996. Exactitud expresada como porcentaje de error presentó valores de 1,96%. 
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El límite de detección fue de 3 ppb y de cuantificación de 10 ppb, se obtuvo una 

recuperación de 101%. La cuantificación fue por el método de adición de estándar. 

Desarrollando un método preciso, exacto y capaz de cuantificar acrilamida a 

niveles bajos en tostadas de tortillas de maíz. 

Analizando un total de 45 muestras comerciales de tostadas de tortillas de 

maíz, clasificadas como tortillas de maíz, tostadas fritas grandes, tostadas 

horneadas y tostadas pequeñas, redondas y fritas. Las concentraciones de 

acrilamida presentadas en las tortillas fritas grandes (n=11) fueron de 114,26-

279,19 μg/kg. En el grupo de tostadas horneadas (n=14) se encontró de 154,18-

266,53 μg/kg, superando en ambos casos la media recomendada por la Comisión 

Europea, que sugiere valores indicativos de 200 µg/kg en productos de maíz 

(Recomendación 2013/647/UE, European Comission, 2013). Las concentraciones 

más bajas de acrilamida se presentaron en la clasificación del grupo de tostadas 

pequeñas, redondas y fritas, con un intervalo de concentración de 115,66 a 197,34 

μg/kg (n=16). 

Para la estimación del consumo promedio de acrilamida se tomaron los 

datos obtenidos de la ingesta diaria del consumo de tostadas de tortillas de maíz 

por grupo de edad, así como el peso corporal promedio de la población por grupo 

de edad, y la cantidad de acrilamida determinada en las tostadas de tortillas de 

maíz (se tomó como referencia las tortillas de maíz horneadas con un contenido 

medio de acrilamida de 210,36 µg/kg), los resultados obtenidos se compararon 

con la estimación de referencia propuesta en 2011 por la JECFA para los 

procesos tumorales y los problemas neurotóxicos. El mayor consumo y así 

exposición a la acrilamida lo presentó el grupo de adultos jóvenes (20-39 años) 

con 0,73-0,70 µg/kg, seguido del grupo de adultos (40-59 años) con 0,51-0,47 

µg/kg, después el grupo de menores (5-11 años) con 0,19 µg/kg y el grupo de 

adultos mayores (60+ años) con 0,19-0,14 µg/kg, y finalmente el grupo de 

adolescentes (12-19 años) con 0,11-0,12 µg/kg. Estos resultados muestran que el 

mayor riesgo de exposición a la acrilamida lo presentan los adultos jóvenes y 

adultos. 
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SUMMARY 

Acrylamide is a polar and highly soluble in water molecule. Is a neurotoxic, 

genotoxic and carcinogen compound, catalogued as a probably carcinogen for 

human beings by the International Agency for Research on Cancer. 

In 2002 the presence of very high levels of acrylamide in rich carbohydrate 

foods when they are submitted to the process of baked, fried, toasting or roasting 

over 120 °C, was reported. This finding generated great concern worldwide 

because of the risk that it represents for the public health, leading international 

organizations to include acrylamide as a priority topic in food safety. 

This investigation was focused on the toasted corn tortillas, for being a 

product of high consumption in Mexico, raising the development of an analytical 

method for the quantification of acrylamide in toasts of corn tortillas from Monterrey 

(Nuevo León, Mexico) and the estimation of the dietetic human exposure. 

For the determination of acrylamide in toasts of corn tortillas diverse 

technologies and analytical methods were proved: gas chromatography with mass 

detector (GC-MS), GC-MS using N, O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) 

as derivatization agent, electron capture gas chromatography (GC-ECD) and mass 

mass liquid chromatography (LC-MS/MS). After checking the difficulties for the 

application of each one of the mentioned methods the LC-MS/MS was chosen. 

The proposed method was validated evaluating the linearity in an interval of 

concentrations from 0.5 to 1000 µg/kg, with correlations coefficient being bigger 

than 0.996. The accuracy expressed as error percentage presented values of 

1.96%. The detection limit was 3 ppb, the quantification limit was 10 ppb, and a 

recovery of 101% was obtained. The quantification was for the method of standard 

addition. Therefore, a precise and exact method, able to quantify acrylamide at low 

levels in toasted corn tortillas, was developed. 

The concentrations of acrylamide obtained in the fried big tortillas (n=11) 

were 114.26-279.19 µg/kg. In the group of baked toasts (n=14) the values were in 

the range of 154.18-266.53 µg/kg, overcoming in both cases the average 

recommended by the European Commission, which suggests indicative values of 
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200 µg/kg in corn products (Recommendation 2013/647/UE, European Comission, 

2013). The lower concentrations of acrylamide appeared in the group classified as 

small, round and fried toasts, with an interval of concentration from 115.66 to 

197.34 µg/kg (n=16). 

For the estimation of the average consumption of acrylamide, the 

information obtained of the daily ingestion  of corn tortillas toasts by group of age, 

as well as the corporal average weight of the population for group of age, and the 

quantity of acrylamide in the  corn tortillas toasts (we took as a reference the corn 

tortillas baked with an average content of acrylamide of 210.36 µg/kg) were 

considered, and the obtained results were compared with the reference estimation 

proposed in 2011 by the JECFA for the tumour processes and the neurotoxic 

problems. 

The biggest consumption and then exposure to the acrylamide was 

presented by the group of young adults (20-39 years) with 0.73-0.70 µg/kg, 

followed by the group of adults (40-59 years) with 0.51-0.47 µg/kg, next to under 

eighteen group (5-11 years) with 0.19 µg/kg and the group of senior citizen (60 + 

years) with 0.19-0.14 µg/kg, and finally the group of teenagers (12-19 years) with 

0.11-0.12 µg/kg. These results showed that the biggest exposure risk to the 

acrylamide is that presented by the young and adult adults. 
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En nuestra vida diaria nos exponemos a una gran cantidad de sustancias 

químicas, ya sea en el aire que respiramos, los productos que empleamos en la 

casa o el jardín, incluso en el agua que bebemos y los alimentos que consumimos. 

En estos últimos se ha detectado, después de años de investigación científica, la 

presencia de sustancias químicas tóxicas para el consumidor, ya sea que 

ingresaron por vía externa o se formaron durante los tratamientos tecnológicos 

usados en su preparación, como los procesos térmicos que se utilizan para la 

cocción, esterilización, fritura, tostado u horneado (Barlow et al., 2009). 

El término contaminante se refiere a cualquier sustancia que no haya sido 

agregada intencionadamente al alimento en cuestión, pero que se encuentra en el 

mismo como residuo de la producción, fabricación, transformación, preparación, 

tratamiento, acondicionamiento, empaquetado, transporte, almacenamiento o 

como consecuencia de la contaminación ambiental. Esta definición no abarca las 

partículas extrañas, por ejemplo, restos de insectos, pelos de animales u otras 

(Agencia Española de Seguridad Alimentaria y Nutrición - Aecosan, 2016). 

En el grupo de contaminantes industriales y medioambientales se engloban 

aquellas sustancias que se derivan de la actividad industrial y se acumulan en el 

ambiente, incluyendo micotoxinas, nitratos, metales pesados, contaminación 

radioactiva, todo el grupo de contaminantes orgánicos persistentes (COP: dioxinas 

y policlorobifenilos, PCB; sustancias perfluoroalquiladas, PFA; retardantes de 

llama bromados, BFR), cloropropanoles/3-MCPD e hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAP), entre otras substancias, como melamina, estaño, perclorato, 

níquel, etil carbamato y furano (Aecosan, 2016). 

Los tratamientos térmicos implican una serie de transformaciones en los 

alimentos que crean nuevos compuestos, los cuales, de manera general, inciden 

en la aceptabilidad del producto por el consumidor. Sin embargo, en algunos 

casos el empleo de altas temperaturas, en combinación con otros factores 

externos, produce compuestos tóxicos que reducen el valor biológico y afectan la 

seguridad de los alimentos (Jiménez et al., 2007). Estas sustancias se incluyen en 

el grupo de contaminantes industriales y se forman durante el proceso de cocción, 
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es decir, no estaban presentes en el alimento fresco, y su origen está 

directamente relacionado con el proceso tecnológico o culinario aplicado. Algunas 

de estas sustancias están vinculadas con alergias, actividades mutagénicas, 

teratogénicas, carcinogénicas y otra serie de alteraciones en la salud en 

organismos vivos de gran complejidad, sobre todo al ser consumidas durante 

periodos prolongados (Barlow et al., 2009). El desarrollo de estos padecimientos 

depende de factores internos de tipo personal, dosis o tiempo de exposición 

(Masson et al., 2007). Por esta razón, los alimentos no sólo deben ser 

considerados como vehículos de nutrimentos para el hombre, sino también de 

contaminantes y tóxicos que en la mayoría de los casos resultan por descuido de 

actividades antropogénicas diversas, o bien, por desconocimiento y falta de 

calidad en los procesos aplicados, que se han intensificado desde la Revolución 

Industrial (Vega et al., 2007). 

Uno de los primeros compuestos químicos generados durante la 

preparación de alimentos que ha sido objeto de numerosos estudios es la 

acrilamida, la cual se produce durante la aplicación de métodos tradicionales de 

cocción. Los resultados obtenidos en estos estudios han establecido que la 

acrilamida se crea en diversos tipos de comida de acuerdo a su origen, 

composición y modo de preparación (Jiménez et al., 2007). De acuerdo a la 

Agencia Internacional de Investigación del Cáncer (IARC, https://www.iarc.fr/) y 

con base en los estudios realizados en animales, la acrilamida se encuentra 

clasificada como probable carcinógeno para los humanos (Grupo 2A).  

En abril de 2002, la Autoridad Sanitaria Sueca de los Alimentos (Swedish 

National Food Authority), junto a un grupo de investigadores de la Universidad de 

Estocolmo, anunciaron el descubrimiento de niveles relativamente altos de 

acrilamida en muchos tipos de alimentos, formada al momento de preparar, cocer, 

freír u hornear a altas temperaturas (más de 120 °C), principalmente en alimentos 

particularmente ricos en almidón y pobres en proteínas. Entre los productos 

analizados destacaron por su concentración en acrilamida los productos 

industrializados derivados de los cereales y los tubérculos, sobre todo los 

https://www.iarc.fr/
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procedentes de plantas de procesamiento comerciales, de establecimientos de 

servicios alimentarios y, finalmente del hogar (Tareke et al., 2002).  

El antiguo Comité Científico de la Alimentación Humana (Scientific 

Committee on Food, SCF) adoptó en 2002 la opinión científica sobre la presencia 

de acrilamida, en la que recomendaba reducir su contenido en alimentos ante la 

alerta lanzada por la autoridad sanitaria sueca. Por otra parte, la Comisión 

Europea publicó en 2003 recomendaciones dirigidas a las industrias de alimentos, 

restaurantes y consumidores para lograr reducir esta sustancia en los grupos de 

alimentos susceptibles. Además, en colaboración con la Autoridad Europea de 

Seguridad Alimentaria (EFSA, http://www.efsa.europa.eu/), se creó una base de 

datos de acrilamida que incluye las investigaciones desarrolladas por los estados 

miembros y una recopilación de información sobre este contaminante en todos los 

grupos de alimentos. 

También a nivel internacional, evaluaciones llevadas a cabo por el Comité 

Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 

http://www.fao.org/food/food-safety-quality/scientific-advice/jecfa/es/), en especial 

las de 2005 y 2010, y recientemente la llevada a cabo por los expertos de la EFSA 

han concluido que son necesarias más investigaciones para establecer una 

ingesta diaria tolerable (IDT) de acrilamida en alimentos. 

Los expertos de la EFSA estimaron el intervalo de la dosis en el que la 

acrilamida presenta más probabilidad de causar una pequeña pero apreciable 

incidencia de tumores (efecto neoplásico) u otras consecuencias adversas 

potenciales, como afectar la reproducción masculina y daños neurológicos en el 

desarrollo pre o posnatal. El valor mínimo de este intervalo se llama límite mínimo 

de confianza para la dosis de referencia (BMDL10). En el caso de tumores, los 

expertos seleccionaron un BMDL10 de 0,17 mg/kg de peso corporal por día; para 

otros efectos, los cambios neurolorológicos fueron aquellos con un BMDL10 de 

0,43 mg/kg de peso corporal por día. 

Comparando el BMDL10 con la exposición de los humanos a la acrilamida a 

través de la dieta, los científicos pueden indicar un nivel de peligro sanitario, 
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conocido como margen de exposición (MOE: Margin of Exposure), el cual no 

cuantifica el riesgo. Aun así, el uso del MOE puede ayudar a los gestores del 

riesgo a definir las posibles acciones necesarias para mantener la exposición a 

dichas sustancias tan baja como sea posible.  

Desde 2002, cuando se descubrió la presencia de la acrilamida en los 

alimentos cocinados, se han utilizado varios métodos para su determinación y 

cuantificación, basados principalmente en la cromatografía, ya sea cromatografía 

gaseosa (GC) o cromatografía líquida (LC), junto con espectrometría de masas 

(Abdalla et al., 2014; Zhang et al., 2005), aunque también se han desarrollado 

procedimientos rápidos de análisis (Hu et al., 2015). Sin embargo, muchos de 

estos métodos no han sido eficientes para todos los grupos de alimentos, a lo cual 

se suma la falta de laboratorios con un método implementado para la 

determinación de acrilamida, así como la inexistencia de una normatividad que 

exija un control en los niveles de este compuesto en los alimentos.  

La tortilla de maíz es el producto alimenticio básico más comercializado en 

México, ya que se estima que el 94% de la población la consume, lo que 

representa un volumen de producción y consumo cercano a los 12 millones de 

toneladas por año. La tortilla de maíz provee energía por su alto contenido de 

carbohidratos, además, es rica en calcio, potasio y fósforo; también aporta fibra, 

proteínas y algunas vitaminas, como la tiamina, riboflavina, niacina y vitamina A 

(Retes, 2010). Este alimento se le identifica principalmente como un complemento 

en forma de disco aplanado de masa de maíz nixtamalizado, cuyas dimensiones 

varían entre doce y dieciocho centímetros de diámetro y de uno a dos milímetros 

de espesor. Normalmente se cuece sobre un comal, que es una superficie 

caliente, generalmente metálica, cuya temperatura oscila entre 230 y 270 °C 

(Yuliana et al., 2015). Las tortillas se pueden someter al proceso de tostado y 

fritura a altas temperaturas, generalmente de 160 a 300 °C para obtener tostadas 

de tortillas de maíz horneadas o fritas (Serna, 2008). Sus características de 

composición y la temperatura de tratamiento la convierten en un candidato ideal 

para generar acrilamida. Considerando que en México existen muy pocos estudios 
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sobre este contaminante en estos productos, ya sea su concentración o ingesta 

diaria, se planteó la necesidad de desarrollar y validar un método analítico para 

determinar la presencia de este compuesto en alimentos elaborados a base de 

maíz, principalmente las mencionadas tostadas de tortilla de maíz horneadas y 

fritas. La cuantificación de este tipo de analito y el análisis de la ingesta diaria del 

mismo indicarán el riesgo de consumir estos productos en la población de 

Monterrey (Nuevo León, México). 

 

1.1 Acrilamida: Generalidades 

1.1.1 Características químicas, propiedades físicas y estructura 

La acrilamida (2-propenamida, CH2=CH-CO-NH2) es un compuesto sólido, 

blanco y cristalino que carece de aroma, con un peso molecular de 71,08 g/mol. 

Es una molécula polar y altamente soluble en agua (2155 g/L a 30 °C), tiene baja 

solubilidad en alcoholes (1550 g/L en metanol y 860 g/L en etanol) y en otros 

solventes orgánicos polares (396 g/L en acetonitrilo, 126 g/L en acetato de etilo y 

631 g/L en acetona), también es soluble en solventes orgánicos no polares como 

heptano o tetracloruro de carbono (<1 g/L). Tiene una densidad de 1,27 g/L (25 

°C), su punto de fusión es de 84,5 °C y de ebullición a 25 mm/Hg es de 125 °C 

(Valenzuela et al., 2007). La acrilamida sólida es estable a temperatura ambiente, 

pero puede polimerizarse violentamente cuando se mezcla o expone a agentes 

oxidantes. Se utiliza en la fabricación de materiales de poliacrilamida de alto peso 

molecular y para proporcionar a los materiales propiedades iónicas (El-Ziney et al., 

2009). Algunas de las aplicaciones más comunes de esos polímeros son el 

tratamiento de agua potable, procesado de petróleo, papel, minerales, concreto y 

textiles, también en la industria de los cosméticos, cirugías oftálmicas, plásticos, 

lentes de contacto y en emulsiones y adhesivos; además, está presente en el 

humo del tabaco (Sharama et al., 2008; Zubeldia et al., 2007). 
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1.1.2 Estructura química de la acrilamida  

La estructura química de la acrilamida (Figura I.1) tiene un doble enlace 

reactivo deficiente de electrones y un grupo amida, así, sufre reacciones típicas de 

estos grupos funcionales y además exhibe propiedades de ácido y base débil 

(Castle & Eriksson, 2005).  

El doble enlace electrolítico puede participar en reacciones como adición 

nucleofílica con grupos funcionales que tengan hidrógenos ácidos, reacciones 

Diels-Alder o reacciones medidas por radicales libres (Granados, 2007), siendo la 

química de la acrilamida más compleja que la del resto de las amidas alifáticas.  

En presencia de radicales libres, la acrilamida fácilmente forma 

poliacrilamida siguiendo el mecanismo de polimerización vinílica, que puede ser 

iniciada por diferentes sistemas, entre ellos: peróxidos, persulfatos, pares redox, 

compuestos azo, sistemas fotoquímicos, perboratos, percarbonatos y radiación 

(Girma, 2005).  

 

Figura I.1. Estructura química de la acrilamida. Tomado de Godnic (2010). 
 

 

1.1.3 Formación de la acrilamida en los alimentos 

Científicos del área de alimentos han estado tratando de elucidar las vías 

químicas de formación de la acrilamida y buscan tratamientos efectivos para 

reducir o inhibir su presencia, así como investigar la química de su toxicidad (Zhu 

et al., 2008). 
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1.1.3.1 Reacción de Maillard 

Según las investigaciones de los últimos años, se ha demostrado que la 

acrilamida se forma de manera mayoritaria mediante la reacción de Maillard, en la 

cual los grupos carbonilos de los azúcares reductores reaccionan con ciertos 

aminoácidos para formar este compuesto (Claus et al., 2008; Kaplan et al., 2009). 

También se ha comprobado que la asparagina es el aminoácido principal que 

interviene en esta reacción, por lo tanto, se le considera un precursor, como en el 

caso de los azúcares reductores. Esto explica, por ejemplo, por qué la cantidad de 

acrilamida en productos a base de patata es tan abundante, puesto que este 

tubérculo es particularmente rico en asparagina (Mottram et al., 2002). 

 

En la Figura I.2 se presentan las reacciones principales que tienen lugar en 

la formación de la acrilamida, teniendo como reactivos principales la asparagina 

libre y una fuente de compuestos carbonílicos. Los estudios muestran que la 

acrilamida se forma a temperaturas altas (> 120 º C) y por una vía que involucra 

una base de Schiff como molécula precursora resultante de la reacción entre el 

azúcar reductor y el aminoácido (Barutcu et al., 2009; Friedman & Levin, 2008; 

Stadler et al., 2004). Según estas investigaciones, la reacción continúa con una 

descarboxilación y degradación posterior de la base de Schiff, la cual se produce 

por una rotura de un puente entre carbono y nitrógeno que puede darse por dos 

mecanismos principales. Por un lado, puede ocurrir la eliminación de una imina de 

la base de Schiff descarboxilada, dando como resultado la acrilamida. La otra vía 

posible consiste en una hidrólisis de la base de Schiff descarboxilada, para formar 

un compuesto carbonílico y además un precursor denominado 3-

aminopropionamida, que puede perder una molécula de amoníaco para formar la 

acrilamida (Arribas, 2013). 

 

Finalmente, hay que mencionar que la cantidad de asparagina que acaba 

por crear acrilamida es baja, del orden de 1%; estos valores se han calculado a 

partir de estudios realizados en sistemas modelo, más simples en comparación 
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con los alimentos, por lo que el rendimiento de estas reacciones es menor 

(Stadler, 2006). 

 

 

 

 
Figura I.2. Mecanismos de formación de acrilamida en la reacción de Maillard. 
Tomado de Friedman y Levin (2008). 
 
 

1.1.3.2 Vías alternativas de formación  

La acroleína (2-propenal) es un aldehído -insaturado que se forma 

cuando un triglicérido sufre hidrólisis, de forma que con la incorporación de 

moléculas de agua y en presencia de temperatura elevada da como producto 

resultante el glicerol (Figura I.3). Éste sigue estando bajo condiciones de 
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temperatura elevada, por lo que acaba perdiendo dos moléculas de agua, lo que 

supone la formación de la acroleína. Estos dos últimos pasos pueden considerarse 

también previos (Stadler, 2006). Llegados a este punto pueden pasar dos 

situaciones: por un lado, debido a una oxidación de la acroleína por las altas 

temperaturas, se obtendrá ácido acrílico, el cual tendrá suficiente reactividad como 

para interaccionar con moléculas de amoníaco procedentes de aminoácidos y 

formar finalmente la acrilamida. Asimismo, se daría una segunda reacción en que 

la acroleína pasa a formar un radical de acroleína debido a la temperatura 

elevada; la reacción final de esta vía consiste en la interacción del radical de 

acroleína con un radical amino, procedente de aminoácidos, formando finalmente 

la acrilamida (Claeys et al., 2005).  

Por otro lado, el ácido acrílico también puede formarse por descomposición 

térmica a partir del ácido aspártico, la carnosina o la -alanina, o bien, generarse 

indirectamente por la serina y la cisteína a través del ácido pirúvico. En este punto 

la reacción sigue el mismo sentido que antes: el ácido acrílico reacciona con el 

amoníaco. La formación de acrilamida estará determinada por la disponibilidad de 

las moléculas de amoníaco, de forma que si el número de moléculas que hay no 

es suficiente o si éstas no tienen una estructura adecuada para llevar a cabo la 

reacción, la cantidad de acrilamida formada finalmente será menor (Xu et al., 

2014). 
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Figura I.3. Formación de acrilamida a partir de la acroleína. Tomado de Calderón 
(2015). 
 

Como vía alternativa de formación puede mencionarse también la molécula 

precursora 3-aminopropanamida, que a pesar de ser presente a la reacción de 

Maillard, también puede formarse por descarboxilación enzimática de la 

asparagina. Es un precursor que se encuentra en poca cantidad, pero que tiene 

mucha eficacia para formar acrilamida, aunque sea sin presencia de compuestos 

carbonílicos (EFSA, 2013). 

Según diferentes estudios (Arribas, 2013; Zhang et al., 2005), se ha 

demostrado que los lípidos oxidados compiten muy eficientemente con los hidratos 

de carbono por las reacciones entre amina y grupos carbonilo. De este modo se 

producen los mismos compuestos tanto a partir de carbohidratos como a partir de 

lípidos oxidados, mediante reacciones muy similares. Un ejemplo de estos lípidos 

es el 2,4-decadienal, que presenta un grado de reactividad muy grande para 

convertir la asparagina en acrilamida. Por lo tanto, se piensa que el mecanismo de 
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esta reacción tiene lugar mediante dos etapas principales, primero una 

descarboxilación de la asparagina y posteriormente una desaminación de la 3-

aminopropionamida, dando como producto final la acrilamida. 

 
1.2 Factores que influyen en la formación de acrilamida en los 

alimentos 

Los niveles de concentración de acrilamida en los alimentos dependen de 

diferentes factores, entre ellos, temperatura, composición química, contenido de 

agua, pH y grosor del producto.  

 
1.2.1 Temperatura  

Según diferentes autores, la temperatura y el tiempo de tratamiento que 

reciben los alimentos son factores relevantes en la formación de acrilamida. En 

cuanto a la temperatura, se ha comprobado que la forma de transferir el calor al 

alimento (freír, asar u hornear) no está relacionada con una mayor o menor 

formación de la substancia (Stadler, 2006). Sin embargo, sí se ha observado que a 

temperaturas de entre 120 y 185 °C la formación de acrilamida aumenta. 

Hay que destacar que algunos estudios demuestran que a temperaturas 

superiores a las citadas, la acrilamida formada sufre un proceso de degradación, 

lo que disminuye la concentración final (Friesling et al., 2013). Este es el caso de 

productos como el café, que durante su producción se somete a tostado u otros 

métodos similares y llega a temperaturas muy elevadas, hasta 300 °C, de manera 

que la acrilamida que se crea en los primeros instantes del proceso se degrada al 

llegar a esas temperaturas (Stadler, 2006; Taeymans et al., 2004). 

El tiempo de tratamiento también es importante: los procesos de mayor 

duración permiten mayor formación de acrilamida (Figura I.4). Los estudios 

muestran que la concentración de acrilamida formada presenta una cierta 

linealidad con el tiempo de tratamiento, a diferencia de con la temperatura 

(Gökmen et al., 2006; Surdyk et al., 2004; Tardiff et al., 2010).  
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Otras investigaciones van más allá y muestran que la formación de 

acrilamida se produce mayormente en la parte superficial de los productos, sobre 

todo en patatas o cereales, ya que las temperaturas de tratamiento son mucho 

más elevadas en la superficie que en el interior. Algunos autores sugieren que 

podría haber una relación entre la intensidad del color de los alimentos (por 

ejemplo, en una tostada de pan) y la cantidad de acrilamida formada (Gertz et al., 

2002; Surdyk et al., 2004; Yasuhara et al., 2003). 

 

1.2.2 Composición química de los alimentos 

Los compuestos precursores de la acrilamida son aquellas moléculas 

presentes en el alimento que por altas temperaturas u otras vías pueden formar 

este compuesto. Como se ha comentado anteriormente, son sobre todo los 

azúcares reductores y aminoácidos, principalmente la asparagina. Las 

concentraciones de estas moléculas en el alimento están determinadas por 

muchos factores, desde el sistema de cultivo utilizado, el método de recolección, 

las condiciones de almacenamiento (que influye mucho en productos como la 

patata), hasta aspectos más intrínsecos, como la genética de la especie que se 

cultiva (Jackson, 2009).  
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Figura I.4. Formación de acrilamida en patatas fritas en función de la humedad del 
alimento, temperatura y tiempo de procesado. Tomado de Gökmen et al. (2006). 

 
Aparte de estas moléculas precursoras principales, destacan otras como 

bases de Schiff, 3-aminopropionamida, glioxal, octanal y 2-octanona, 2-

desoxiglucosa o glicerol, que reaccionan con la asparagina para formar acrilamida 

(Bråthen et al., 2005; Gökmen et al., 2006; Low et al., 2006; Matthäus et al., 2004; 

Pedreschi et al., 2005; Serpen & Gökmen, 2007; Stadler et al., 2004; Zyzak et al. 

2003).  

 
1.2.3 Contenido de agua 

Se ha observado que la cantidad de acrilamida formada es 

significativamente más grande cuando la humedad del producto se reduce en 

procesos o tratamientos prolongados (Gökmen, 2005). Por lo tanto, cuánto más 

tiempo está el alimento a cierta temperatura (unos 120 °C), la acrilamida se crea 

en mayor medida, lo que vuelve a demostrar la linealidad entre formación de 
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acrilamida y tiempo de exposición, pero esta vez refiriéndose a la humedad del 

producto (Figura I.4).  

 

1.2.4 pH en los alimentos  

El grado de protonación de un aminoácido a cualquier pH se determina por 

el valor de pKa de este grupo, en el que la mayor parte de los valores de pKa para 

aminoácidos naturales oscilan entre 9,3 y 9,8 (a 25 °C). A pH de 8, el grupo α-

amino de la asparagina, exhibe un valor de pKa excepcionalmente bajo (8,9 a 25 

°C), y se protona en un grado más bajo. Por esta razón, a este pH la asparagina 

es más propensa a reaccionar con electrófilos, por ejemplo, grupos aldehído de 

hidratos de carbono, lo que resulta en la formación de la base de Schiff, el primer 

paso en la formación de acrilamida. 

El pH neutro es óptimo para la formación de acrilamida en los alimentos. 

Sin embargo, la reducción del pH con ácidos orgánicos como el ácido cítrico ha 

permitido la disminución de la formación de la acrilamida, debido a que la 

reducción del pH provoca la conversión de los grupos α-amino libres de la 

asparagina en grupos amino protonados, impidiendo participar posteriormente en 

reacciones de adición nucleofílica con compuestos carbonílicos. Se ha 

demostrado que el ácido cítrico es el modificador más eficiente en la reducción de 

acrilamida en sistemas modelo de patatas (78%, pH 3,7), seguido por el láctico 

(62%, pH 4,2) y el acético (46%, pH 4,5) comparado con el control (pH 5,4) 

(Arribas, 2013; Jung et al., 2003). 

 

1.2.5 Forma o tamaño del alimento  

La formación de acrilamida también se desarrolla de acuerdo a la forma del 

alimento, así como la relación que existe entre el tamaño del producto y la 

superficie. Asimismo, el color se ve afectado por las condiciones de procesado, 

tiempo, temperatura y tipo de aceite, así como por las características del producto, 
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como el tamaño, la variedad, o las condiciones de almacenamiento (Fellows, 

1998; Krokida et al., 2001; Sahin, 2000). 

 

1.3 Niveles de acrilamida en alimentos 

En general, la acrilamida suele presentarse en alimentos que incluyen los 

productos hechos con patata, como las patatas fritas o de bolsa y los productos a 

base de cereales o de panadería como las galletas, pasteles y pan, entre otros, 

además del café.  

Desde el descubrimiento de la acrilamida en los alimentos, gran parte de la 

comunidad científica ha intentado recoger el máximo número de datos para 

documentar y tener un cierto control sobre la presencia de este contaminante. En 

2002, los estudios suecos revelaron niveles relativamente altos en diferentes 

productos, por ejemplo, las patatas u otros a base de cereales sujetos a procesos 

de fritura, cocción u horneado. Después, la FAO/OMS convocó a una consulta 

para examinar los datos disponibles (Tabla 1.1) y se continuó trabajando en un 

seguimiento desde el 2002 hasta el 2004 sobre la presencia de acrilamida en 

grupos como los cereales, el café, el pan, las patatas y otros que estaban bajo 

sospecha, incluyendo ciertas verduras. Los resultados fueron presentados en el 

2005 por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios 

(JECFA); el informe se puede encontrar de manera resumida en 

http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/ 43258/1/WHO_TRS_930_eng.pdf. 

Por otro lado, en los años posteriores (2007-2012) la EFSA también realizó 

un nuevo seguimiento para determinar la presencia de acrilamida en los alimentos, 

centrándose más en los grupos que podían presentar mayor cantidad de este 

contaminante. Durante el estudio se recogieron y analizaron 8240 muestras (10% 

controles analíticos) procedentes de 24 países europeos y un total de 37552 

muestras (4% controles analíticos) procedentes de 6 asociaciones europeas 

alimentarias (European Coffee Federation, European Breakfast Cereals 
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Association, European Snaks Association, Food Drink Europe, Finnish Food and 

Drink Industries Federation y German Plant Bakeries Association).  

A partir de los resultados obtenidos, en 2011 se publicó un documento en la 

página web de la Comisión Europea (Recomendación 2010/307/UE) donde se 

establecían una serie de advertencias sobre los niveles indicativos de acrilamida 

en determinados alimentos. En 2013, la Comisión Europea dio a conocer una lista 

de valores recomendados de acrilamida en alimentos (Recomendación 

2013/647/UE), en concreto en patatas fritas, pan de molde, cereales, galletas y 

barquillos, café tostado e instantáneo y alimentos infantiles (Tabla 1.2). Estos 

nuevos niveles sustituyen a los establecidos en 2011; por ejemplo, han disminuido 

hasta 50 μg/kg en alimentos infantiles y también en alimentos elaborados a base 

de cereales para lactantes y niños de corta edad. 

La FDA también se ha pronunciado y publicó un borrador de guía para que 

la industria controle los niveles de acrilamida en los alimentos 

(http://www.fda.gov/downloads/Food/GuidanceRegulation/GuidanceDocumentsRe

gulatoryInformation/ChemicalContaminantsMetalsNaturalToxinsPesticides/UCM37

4534.pdf), guía que proporciona información para ayudar a productores, 

fabricantes y operadores del sector de la alimentación a reducir este contaminante 

en ciertos productos. Sin embargo, no establece valores máximos. 

Con todo esto, las acciones de la Comisión Europea y FDA en EE. UU. 

pueden convertirse en una regulación que fije el control de los niveles de 

acrilamida en los alimentos a mediano plazo. 
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Tabla 1.1. Acrilamida en diferentes grupos de alimentos y productos alimenticios 
de Noruega, Suecia, Suiza, Reino Unido y los Estados Unidos de América. 

Grupo de productos 
alimenticios 

Niveles de Acrilamida (µg/kg)  

Media Mediana Mínima/ 
Máxima 

Número de 
muestras 

Papa/papas fritas en 
rodajas 1312 1343 170-2287 38 

Papas fritas en bastón 537 330 < 50-3500 39 

Producto rebozados 36 36 < 30 - 42 2 

Productos de panadería 112 < 50 < 50 - 450 19 

Bizcochos, galletas, 
tostada, rodajas de pan 423 142 < 30 - 3200 58 

Cereales para el 
desayuno 298 150 < 30 - 1346 29 

Copos de maíz 218 167 34 - 416 7 

Pan suave 50 30 < 30 - 162 41 
Pescados y productos 
del mar, empanados, 

rebosado 
35 35 30 - 39 4 

Carnes de aves, 
empanados, rebosado 52 52 39 - 64 2 

Bebidas de malta de 
instantáneas 50 50 < 50 - 70 3 

Chocolate en polvo 75 75 < 50 - 100 2 

Café en povo 200 200 170 - 230 3 

Cerveza < 30 < 30 < 30 1 

FAO/OMS (2002). 
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Tabla 1.2. Valores indicativos de acrilamida basados en los datos de control de la 
EFSA entre 2007 y 2012. 

Alimento Valor indicativo 
(µg/kg) 

Patatas fritas listas para consumir 600 

Patatas fritas a la inglesa (chips) fabricadas con patatas frescas y 
con masa de patatas, galletas saladas a base de patatas 1000 

Pan de molde 
    a) Pan de molde a base de trigo 
    b) Otro pan de molde 

80 
150 

Cereales para el desayuno 
   a) Productos de salvado y cereales integrales, grano inflado 

(sólo es pertinente si está así etiquetado) 
   b) Productos de trigo y centeno (*) 
   c) Productos de maíz, avena, espelta, cebada y arroz (*) 

 
400 
300 
200 

Galletas y barquillos 
Galletas saladas, excepto las de patata 
Pan crujiente, pan de especias 
Pan de jengibre 
Productos similares a otros de esta categoría 

500 
500 
450 

1 000 
500 

Café tostado 450 
(Café soluble) instantáneo 900 
Sustituto de café 
    a) Sustituto de café a base de cereal 
    b) otro sustituto de café 

 
2000 
4000 

Alimentos para bebés, excepto los alimentos elaborados a base 
de cereales 
    a) que no contengan ciruelas pasas 
    b) que contengan ciruelas pasas 

 
 

50 
80 

Galletas y bizcochos para lactantes y niños de corta edad 200 

Alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y niños 
pequeños excluyendo galletas y bizcochos 50 

(*) Cereales no integrales ni de salvado. La categoría se determina en función del cereal presente 
en mayor cantidad. 
EFSA Journal 2015; 13(6):4104. 
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Hasta el momento la mayor parte de los alimentos estudiados son típicos de 

dietas europeas, estadounidense y japonesa, pero no de la mexicana, cuya base 

es el maíz (Millán, 2008). 

 

1.4 Métodos empleados en el análisis de acrilamida en 

alimentos 

Como resultado de los efectos tóxicos de la acrilamida, se ha despertado un 

gran interés mundial en desarrollar métodos analíticos para cuantificar su 

presencia en alimentos, los más reportados son la cromatografía de gases-masas 

(GC-MS), líquidos-masas (LC-MS) o líquidos masas-masas o masas tándem (LC-

MS/MS), además de la cromatografía de líquidos de interacción hidrófila (HILIC) 

(García et al., 2014), electroforesis capilar (CE) y métodos basados en la radiación 

ultravioleta (UV) (Bermudo et al., 2006; El-Ziney et al., 2009; Geng et al., 2011; Shi 

et al.,  2009; Tezcan & Erim, 2008; Wang et al., 2008; Xu et al., 2012) y la 

fluorescencia (Schieberle et al., 2005). En la Tabla 1.3 se resumen los métodos 

más recientes para cuantificar acrilamida en cereales.  
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Tabla 1.3. Resumen de métodos analíticos para determinar acrilamida en alimentos. 

Referencia 
Muestra 
Alimento 

Extracción y limpieza Columna 
Detector, 
LD y LC 

Cromatografía líquida 

Brandl et al., 
2002 

Varios Extracción acelerada de muestra usando CH3Cl2 con 2% de etanol, 2 g de 
muestra +200 μL H2O en 5 ciclos (10 minutos cada uno a 80°C, 100 bar) 

Synergy Polar-RP 
MS/MS; 

LD 10 ng/mL 
 

Rosén & 
Hellenä, 2002 

Puré de papas, 
harina de centeno, 
pan tostado, papas 

fritas 

2-4 g de muestra + 40 mL H2O, homogenización (2 min a 9500 × g), 
centrifugación (3600 rpm, 10 min), extra centrifugación para papas fritas, 
(10 min a 16,800 × g), precipitar por congelación, pretratamiento con SPE 
con 1 mL de acetonitrilo y lavar con H2O, filtrar con acrodiscos de 0,22 μm 

Hypercarb MS/MS; 
LD = < 10 μg/kg; 

LC = 30 μg/kg 

Ono et al., 
2003 

 

Varios 

50 g de muestra + 300 mL H2O, homogenización, centrifugación (20 min a 
46000 × g), congelar y derretir el sobrenadante, centrifugar (10 min a 21 
700 × g) fraccionar de 0,5 a 2 mL de sobrenadante en cartucho de SPE, 
colectar la fracción y centrifugar (10 min a 27000 × g) filtración de 
sobrenadante a través de discos de filtración de 0,22 µm, centrifugar el 
filtrado con exclusión molecular de 3 kDa (50 min a 1400 × g) 

Atlantis C18 MS/MS; 
LD = 0,2 ng/mL 
LC = 0,8 ng/ mL 

Roach et al., 
2003 

Cereal, pan, papas 
fritas, café 

1 g MTA + 9 mL H2O, mezclar 20 min centrifugación 15 min 9000 rpm, 
centrifugación de 5 mL de la alícuota en un tubo de filtración para 
centrifuga 

(2 a 4 min a 9000 rpm) preacondicionar SPE, 3,5 mL MeOH y después 
3,5 mL H2O 

Synergy Hydro- RP ESI/MS/MS; 
LD = 10 µg/kg 
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Tabla 1.3. (Continuación) 

Becalski 
et al., 2003 

Papas fritas, cereal 
tostado, pan y café 

16 g de mta + 80 mL de H2O + 10 mL CH3Cl2, mezclar (15 min) 
centrifugar (2 h a 24000 × g), centrifugar en filtro de 5 kDa, 10 mL de 
sobrenadante (4 h a 4000 × g), pasar 5 mL del filtrado a través de 
cartucho Oasis MCX en tándem. Cargar el eluido en un cartucho ENVI-
Carb preacondicionado 

Hypercarb MS/MS, 
LD= 6,0 µg/kg 

Riediker & 
Stadler, 

2003 
Cereal y galletas 

Extracción con agua, homogenizar, usando una herramienta de 
dispersión, mezclar con acetonitrilo centrifugar, evaporar acetonitrilo y 
resuspender con H2O, preacondicionamiento de cartuchos SPE ISOLUTE 
Multimode y Accubond II SCX con MeOH y H2O, cargar y colectar 2 mL 
del extracto, cargar y colectar 1 mL del extracto en el segundo cartucho, 
colectar eluido. Filtrar con acrodiscos 

Shodex RS 
pak, columna de gel 
de polimetacrilato 

ESI-MS/MS; 
LD=20-15 µg/kg; 
LC=70-45 µg/kg 

Mestdagh et 
al., 2004 

Papas a la 
francesa 

1 g de mta + 10 mL hexano agitar 10 min y centrifugar (10 min a 4000 
rpm), retirar hexano adicionar 10 mL de H20, centrifugar 20 min a 4000 
rpm, ultrafiltración a través de filtro de membrana de 0,45 µm, 
preacondicionar cartuchos Oasis HLB y Varian Bond Elute Accurate con 5 
mL de MeOH y 5 mL de H2O y cargar muestra 
 

Altantis dC 18 MS/MS 

Andrzejewsi 
et al., 2004 Varios 

Extracción con H2O, en tubos para centrifuga y agitar con vortex (30 s). 
Transferir alícuota a tubos de filtración de 0,45 µm y centrifugar. 
Acondicionar cartucho (Oasis HLB con 3,5 mL de MeOH y H2O) cargar 
1,5 mL de extracto, eluir con 1,5 mL de H2O transferir al segundo 
cartucho (AcBond Elut/Accucat acondicionado con 2,5 mL de MeOH), 
eluir con 1 mL de MeOH 

Synergy Hydro-RP MS/MS; 
LD = 10 µg/kg 
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Tabla 1.3. (Continuación) 

Gökmen et al., 
2005 Papas fritas. 

2 g de mta + 10 mL de MeOH, mezclar por centrifugación (10 min a 1180 
× g), clarificar el sobrenadante con Carrez I y II y centrifugar, secar 2 mL 
de sobrenadante con nitrógeno, resuspender en 1 mL de H2O, 
preacondicionar el cartucho Oasis HLB con 1 mL de MeOH y 1 mL de 
H2O, llenar con el extracto (1 mL) y colectar, filtrar a través de acrodisco 
de 0,45 µm. 

 

Atlantis dc 18, 
Atlantis HILIC, 

ZORBAX SIL, 
Zorbax StableBond, 

Hichrom 5 C18, 
Luna C18, Synergi 

Max RP. 

DAD; LD = 2,0 µg/ mL; 
LC= 4,0 µg/kg 

Zhang 
et al., 2007 

Varios. 

1,5 g de muestra, adicionar 20 mL de éter de petróleo, reposar 10 min, 
mezclar 10 min, retirar el éter de petróleo y repetir la extracción de grasa, 
adicionar 7 mL de NaCI (2 M) y agitar por 20 min, centrifugar 15 min a 
1500 rpm, extraer el residuo con 8 mL de NaCI, extraer la solución de 
NaCI. 

Atlantis dc 18 ESI-MS/MS; 
 LD = 1 µg/kg;  
LC = 4-5 µg/kg 

Kim et al., 2007 

Arroz, pan, frituras 
de maíz, papas 
fritas, dulces y 

café. 

10 g de muestra + 98 mL de H2O, agitar 20 min, centrifugar (10 min a 
9000 rpm) acondicionar cartucho de SPE C18 (5 mL de MeOH y 5 mL de 
H2O) cargar y colectar, filtrar a través de filtro de membrana de 0,45 µm. 

Aqua C18 MS/MS; 
LC = 2 µg/kg 

Genga et al., 
2008 

Frituras de papas, 
comida china frita, 
comida horneada. 

2 g de muestra + 10 mL de MeOH 75%, tratar con Carrez I y II, agitar (45 
min a 100 rpm), centrifugar (10 min a 100 rpm), evaporar 5 mL de 
sobrenadante a 1 mL con nitrógeno. Preacondicionar cartucho Oasis HLB 
(5 mL de MeOH y 5 mL de H2O), cargar y eluir con 2 mL de MeOH 10% 
filtrar con acrodisco de jeringa de 0,45 µm. 

 

 

HC-75 H+ DAD; 
LD = 30 µg/kg 
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Tabla 1.3. (Continuación) 

Liu et al., 2008 Té. 

1 g de muestra + 9 mL de H2O, agitar 20 min adicionar 10 mL de 
acetonitrilo + 4 g de sulfato anhídrido de magnesio + 0,5 g de NaCI, 
mezclar 1 min, centrifugar (5 min a 5000 rpm). Separar la capa de 
acetonitrilo y secar con nitrógeno, disolver el residuo en 0,5 mL de H2O, 
filtrar a través de acrodisco de 0,45 µm. Preacondicionar cartucho Oasis 
MCX (2 mL de MeOH y 2 mL de H2O) cargar y colectar. Filtrar a través de 
acrodisco de 0,22 µm. ODS C18. 

ODS C18 
MS/MS; 

LD = 1 ng/mL; 
LC = 5 mg/mL 

Granados, 
2007 Tortillas tostadas. 

4 g de muestra + 40 mL de MeOH, agitar 2 min en vortex y 20 min en 
agitador rotatorio, centrifugar (15 min 4600 rpm). Filtrar en filtros 0,45 µm 
(5 min a 4600 rpm). Evaporar MeOH del filtrado, resuspender en 8 mL de 
H2O, cargar muestra en cartucho WCX y eluir con MeOH, pasar eluido a 
ENV+, eluir con MeOH, descartar 9,5 mL y colectar 2 mL, evaporar y 
reconstituir en 0,1 mL de H2O, filtrar en acrodiscos 0,45µm e inyectar en 
HPLC Tándem ISRP GFF II e Intersil PH. 

Tándem ISRP GFF 
II e Intersil PH 

UV 210 nm. 
 

LD=0,017 µg/g 
LC= 0,058 µg/g 

Cromatografía de gases 

Tareke et 
al., 2000 Comida frita. 

10 g de muestra + 10 mL de H2O, filtración de extracto a través del filtro 
de fibra de vidrio, purificación en columna de carbograph, formar derivado 
bromado. 

HP PAS 
1701 

MS; 
LD = 5 
µg/kg 

 
Tareke et 
al., 2002 

 
Alimentos ricos en 

proteínas y 
carbohidratos. 

 
10 g de muestra + 10 mL de H2O, filtrar el extracto a través de filtro de 
fibra de vidrio, purificación en columna de carbograph, formar derivado 
bromado. 

 
 

BPX-10 

 
MS; 

LD = 5  µg/kg 
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Tabla 1.3. (Continuación) 

Ono et al., 
2003 Varios. 

50 g de mta + 300 a 400 mL de H2O, homogenizar, centrifugar (20 min a 
48000 × g) congelar y derretir el sobrenadante, centrifugar 10 min a 
21700 × g, fraccionar 0,5 a 2 mL de sobrenadante en cartucho de SPE, 
colectar la fracción y centrifugar (10 min a 21700 x g), filtrar el 
sobrenadante a través de acrodisco de 0,22 µm, centrifugar el filtrado con 
exclusión de 3 kDa (50 min a 14000 × g). 
 

CP-Sil 24 
CB 

MS; 
LD = 0,2 ng/ mL 

Hamlet et 
al., 2004 Pan. 

5 g de mta + H2O desionizada, agitar 1 min, adicionar 0,3 mL de ácido 
acético glacial, tratar con Carrez I y II, centrifugar por 20 min a 1942 × g. 
 

Rtx-50 MS/MS; 
LD = 0,01 ng/10 mL 

Pittet et al., 
2004 

Cereales. 

15 g de muestra, en un recipiente para centrifuga de 250 mL, suspender 
en 150 mL de H2O  homogenizar por 30 s, acidificar la suspensión a un 
pH  de 4 y 5 adicionado ácido acético glacial (aprox. 1 mL), tratar 
sucesivamente con Carrez I y II (2 mL de cada uno), centrifugar a 16000 
× g por 15 min, bromar transferir el extracto a una columna 
cromatográfica de vidrio que contenga sulfato calcinado de sodio y Florisil 
activado (5 g de cada uno), usando pequeñas alícuotas diluidas en 
hexano (50 mL) evaporar aproximadamente 2 mL y después secar con 
nitrógeno, redisolver en acetato de etilo (400 µL), adicionar trietilamina 
(40 µL), filtrar a través de microfiltros de 0,2 µm 
 

ZB -WAX MS; 
LD= 2 µg/kg 

Dunovska et 
al., 2006 

Papas, tostadas, 
cereales de 

desayuno, pan 
tostado. 

3 g de muestra + 4,5 mL de H2O desionizada, sonicar 30 min, adicionar 
24 mL de propanol, centrifugar 5 min a 11000 × g, adicionar 5 gotas de 
aceite de oliva, secar. Disolver el residuo en 2 mL de acetonitrilo, extraer 
grasas con 10 y 5 mL de hexano, mezclar 1 mL de acetonitrilo con 50 mg 
de absorbente PSA, centrifugar por 1 min a 11000 rpm. 

INNOWax HRTOF MS, LC = 15 
a 40 µg/kg 
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Tabla 1.3. (Continuación) 

Serpen & 
Gokmen, 

2007 
Papas fritas. 

2 g de muestra + 20 mL de MeOH, clarificar con Carrez, centrifugar 10 
min a 10000 rpm, usando tubos de filtros para centrifuga de 0,45 µm. 
 

HP 
INNOWax 

MS; 
LD =15 ng/g; 
LC = 50 ng/g. 

Zhang et al., 
2007 Varios. 

1.5 g de muestra adicionar 20 mL de éter de petróleo, agitar 10 min, 
remover el éter de petróleo y repetir la extracción de grasas, adicionar 7 
mL de NaCl (2 M), agitar 20 min, centrifugar 15 min a 15000 rpm, extraer 
el residuo con 8 mL de NaCl. 
 

HP 
INNOWax 

MECD; 
LD = 10 µg/kg 

Lee et al., 
2007 Papas a la francesa. 

10 g de muestra + 100 mL de H2O, centrifugar 10 min a 5000 rpm, diluir 
alícuota de 1,5 mL a 15 mL con agua, mezclar con 15 mL de buffer a pH 
7, extraer con fibra de SPME. 
 

DB-WAX 
Silica 

PCI-MS/MS; 
LD = 0,1 µg/L 

Keramat et al. (2011). 
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1.4.1 Método de cromatografía de gases (GC) 

La cromatografía de gases es un método físico de separación que se 

compone de fase móvil, puerto de inyección, horno de la columna, columnas, 

fase estacionaria, detector y sistema de registro de datos (Olguín et al., 2004). 

Este método describe cómo se distribuye el analito entre una fase móvil 

gaseosa y una fase estacionaria, que puede ser un sólido o un líquido, y la 

separación del analito se produce en función de cómo las sustancias químicas 

se distribuyen entre la fase móvil y la fase estacionaria (Duque et al., 2015).  

En cromatografía de gases la muestra se inyecta en la fase móvil, la cual 

es un gas inerte. En esta etapa los distintos componentes de la muestra pasan 

a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una columna dentro 

de un horno con programación de temperatura, siendo actualmente, las 

columnas capilares las más empleadas.  

La velocidad de migración de cada componente (tiempo de retención en 

la columna) ocurre en función de su distribución entre la fase móvil y la fase 

estacionaria (Sogorb & Vilanova, 2004). Cada soluto presente en la muestra 

tiene una diferente afinidad hacia la fase estacionaria, lo que permite su 

separación: los componentes fuertemente retenidos por esta fase se moverán 

lentamente en la fase móvil, mientras que los débilmente retenidos lo harán 

rápidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presión de vapor de los 

compuestos (en general, a mayor presión de vapor, menor tiempo de retención 

en la columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los 

diversos componentes de la muestra se separan en bandas que pueden 

analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los 

detectores seleccionados (Olguín et al., 2004). El análisis de acrilamida puede 

llevarse a cabo de forma directa sin derivatización de la molécula o mediante 

bromación (Zhang et al., 2005). 

 

1.4.1.1 Método de cromatografía de gases-masas (GC-MS)  

La asociación de la cromatografía de gases (GC) y la espectrometría de 

masas (MS) es una técnica para separar, identificar y cuantificar los 
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componentes volátiles y semivolátiles. Permite también la separación e 

identificación de mezclas complejas (Garrido et al., 2008). 

Cuando una mezcla de compuestos es inyectada en el cromatógrafo de 

gases se separa en la columna cromatográfica, obteniendo la elución sucesiva 

de los componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al 

espectrómetro de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma 

de pico cromatográfico y se identifica mediante su respectivo espectro de 

masas.  

 

1.4.1.2 Cromatografía de GC-MS y análisis directo de acrilamida 

Algunos autores proponen el análisis directo de acrilamida por GC-MS 

(Amrein et al, 2005; Ellenberg et al., 2004, Hoenicke et Al., 2004; Jezussek & 

Schieberle, 2003; Swiss Federal Office of Public Health, 2002). Debido a la alta 

polaridad de las columnas de acrilamida, se utilizan con fases polares, como 

polietilenglicol. En el análisis de GC su mayor problema sin derivatización es la 

falta de picos característicos no derivatizados en el espectro de masas de la 

acrilamida. Los fragmentos principales son iones de m/z 55 y 72, utilizados 

también para la cuantificación. Las sustancias con tiempos de retención cerca 

de acrilamida, por ejemplo, el maltol o ácido heptanoico, también producen 

sustancialmente los mismos iones, por lo tanto, pueden interferir con la 

cuantificación (Biedermann et al., 2002; Shalini et al., 2010; Zhu et al., 2008).  

 

1.4.1.3 Cromatografía de GC-MS y análisis de acrilamida por 

derivatización con bromación 

Los métodos mediante derivatización se remontan a la década de 1990 

(Castle, 1993) y se componen de una extracción acuosa a partir de la matriz 

seguida de la derivatización de la acrilamida en 2,3‐dibromopropionamida: 

 

Br2 + CH2=CH‐CONH2 → CH2Br‐CHBr‐CONH2 
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La derivatización se logra con una solución acuosa de bromo elemental 

o mediante el uso de KBrO3 y KBr que son más seguros. Posteriormente, el 

derivado se extrae con acetato de etilo el cual puede ser inyectado 

directamente mediante GC‐MS o bien ser purificado o preconcentrado para 

conseguir límites de detección más bajos. Aunque la derivatización es larga y 

tediosa, esta metodología demuestra ventajas de selectividad y sensibilidad, 

eliminación de los interferentes coextractivos y aumento en la volatilidad. 

Algunos investigadores optan por convertir el dibromo derivado a 2‐ 

bromopropenamida con tratamiento con trietilamina. Este paso adicional evita 

el riesgo de una deshidrobromación en el inyector o en la fuente de iones del 

MS sin disminuir la selectividad o la sensibilidad del método (Shalini et al., 

2010; Zhang et al., 2009).  

En cuanto a la separación, se realiza en columnas capilares de polaridad 

media‐alta. El empleo de GC‐MS/MS o con acoplamiento a un espectrómetro 

de masas de alta resolución puede disminuir la interferencia y obtener buen 

límite de detección en ciertos alimentos (Cheng et al., 2006; Hoenicke et al., 

2004). 

 

1.4.1.4 Cromatografía de GC-MS y análisis de acrilamida por 

derivatización con N, 0-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida 

(BTMSA) 

Además de la bromación, se han propuesto otros métodos de 

derivatización de acrilamida. Lagalante & Felter (2004) propusieron un método 

para el análisis cuantitativo de fase sólida basado en microextracción (SPME) 

de la acrilamida y se analiza mediante GC-MS. En este método, la acrilamida 

se silila con N,O-Bis (trimetilsilil) Trifluoroacetamida (BSTFA) para dar el 

compuesto volátil N,O-Bis (trimetilsilil) acrilamida (BTMSA). Una vez formado, 

el BTMSA es fácil de extraer con una fibra de SPME de 100 µm de poli 

(dimetilsiloxano). El método se ha aplicado a muestras de cereales, pero de 

acuerdo con diferentes autores (Hoenicke et al., 2004; Lee et al., 2007 y Wenzl 

et al., 2003) es necesario realizar mejoras adicionales para permitir su 

aplicación a otras matrices.  
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1.4.1.5 Método de cromatografía de gas con impacto de electrones 

(GC-IE) 

Este método de ionización, el reactivo que crea los productos iónicos es 

un haz de electrones enérgicos calentados en un filamento incandescente que 

viajan a través de la cámara de iones hasta un ánodo en el lado opuesto 

(trampa de iones). El flujo de moléculas vaporizadas de la muestra que entra a 

la fuente, a una presión de aproximadamente 10-3 Pa (10-5 torr), interactúa con 

el flujo de iones para formar una variedad de productos, incluyendo los iones 

positivos. Con la IE se pueden introducir muestras de moléculas largas usando 

la técnica de haz de partículas (Mc Lafferty, 1994). 

En el método de cromatografía de gases-masas con impacto de 

electrones (GC-MS-IE), se pueden presentar errores durante el proceso de 

extracción que se consideran un riesgo cuando se utiliza un disolvente 

(metanol o propanol) después de la evaporación de la grasa, lo que causa una 

extracción incompleta a través de la precipitación de sólidos. Para la 

cuantificación de la acrilamida se recomienda utilizar como estándares internos 

D3-acrilamida y metacrilamida (Biedermann, 2003). 

 

1.4.2  Método de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas-masas (LC-MS/MS)  

El análisis de la acrilamida requiere un método confiable que permita 

cuantificar muy pequeñas cantidades de este compuesto, y se ha recomendado 

el método de cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de masas-

masas o masas tándem (LC-MS/MS), desarrollado a principios de 2002 por 

Rosen & Hellenas, para verificar los resultados iniciales obtenidos de la 

bromación de acrilamida por el método GC-MS.  

La técnica LC-MS/MS tiene alta selectividad en cuanto al sistema de 

detección; la mayoría de los trabajos publicados emplean la espectrometría de 

masas con un analizador de triple cuadrupolo con ionización positiva por 

electrospray (Electrospray ionization, ESI) en el modo Monitorización de 

Reacción Múltiple o MRM (Wenzl et al., 2003 y 2007; Zhang, et al., 2005).  
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Los iones monitorizados para el análisis de acrilamida por LC-MS/MS 

son (CH2= CHC = O)+ = 55 y (CH2 = CHC = NH)+ = 54, (CH2 CHCONH2) = 72 

m/z. 

La transición 72 > 55 siempre se selecciona para cuantificar, ya que 

tiene alta abundancia relativa (Ahn et al., 2002; Hoenicke et al., 2004; Murkovic, 

2004; Rosen & Hellenas, 2002). En algunos casos se han utilizado otras 

transiciones como 72 > 54, 72 > 44 y 72 > 27 para confirmar la presencia de 

acrilamida (Becalski et al., 2003; Delatour et al., 2004; Granby & Fagt, 2004; 

Konings et al., 2003; Leung et al., 2003; Nielsen et al., 2006; Zhang et al., 

2005). Para la detección de isótopos de acrilamida se usa como patrón interno 

la transición de 75 > 58 en el caso de (2H3) acrilamida y (í3C3) acrilamida (Kim et 

al., 2007; Ono et al., 2003) y 73 > 56 de (13C1) acrilamida (Petersson et al., 

2006; Zhang et al., 2005) y una relación de iones de transición de 55/58 de 

iones para cuantificar la acrilamida (Cheng et al., 2009). 

A pesar de la alta selectividad proporcionada por el modo MS-MS, que 

permite una buena separación de los analitos, inevitablemente pueden 

producirse interferencias, en especial cuando la matriz es muy compleja 

(Becalski et al., 2003); así, se pueden observar picos con tiempos de retención 

idénticos a la acrilamida y la acrilamida deuterada. Para evitar estos 

solapamientos, se recomienda volver a extraer el extracto acuoso de acrilamida 

obtenido de la muestra con un disolvente orgánico de carácter polar, por 

ejemplo, acetato de etilo. De este modo se pueden extraer componentes de 

interferencia como sales, azúcares, almidones o aminoácidos, que permanecen 

en la fase acuosa. El extracto obtenido se puede analizar por LC-MS/MS 

(Becalski et. al., 2003; Claus et al., 2005; Hoenicke et al., 2004; Jiao et al., 

2005; Zhang et al., 2005). También hay compuestos de interferencia en la 

transición 72 > 55, y para separar estas interferencias, se debe utilizar una 

columna de intercambio iónico (Cavalli et al., 2004).  

No obstante, debido al alto costo de este sistema ha sido necesario 

desarrollar métodos basados en un único cuadrupolo en modo SIM, con los 

que se han obtenido buenos límites de detección para la mayoría de las 

matrices alimentarias. Hay que tener en cuenta que, debido al bajo peso 

molecular de la acrilamida y sus fragmentos iónicos, la confirmación se logra 
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monitorizando más de una transición característica. Sin embargo, ya que la 

acrilamida es una molécula muy polar con escasa retención en los rellenos 

convencionales de fase inversa, y a pesar del uso de un espectrómetro de 

masas en tándem operando mediante monitorización de reacciones 

seleccionadas, la identificación se basa en el tiempo de retención 

cromatográfica y en la presencia y abundancia relativa de los iones 

característicos (Arribas, 2013). 

El desarrollo de este método tiene como objetivo incrementar la 

sensibilidad hasta 10 veces más que el método de GC, y además, se puede 

aplicar en una amplia variedad de muestras de alimentos, mejora el 

procedimiento de limpieza y evita el empleo de filtros que puedan contener 

acrilamida (Becalski et al, 2005; Lagalante & Felter, 2004; Mottram et al., 2002; 

Nemoto et al., 2002; Tareke  et al., 2002). 

La mayoría de los métodos publicados con las diferentes técnicas 

describen problemas y falta de certeza en la selectividad del analito en un 

alimento complejo para confirmar en la matriz la presencia de una molécula 

pequeña como la acrilamida (Paleologos & Kontominas, 2005; Pittet et al., 

2004; Wang et al., 2008; Zhang et al., 2005). Sin embargo, han logrado una 

buena selectividad, sensibilidad y límites de detección, al utilizar técnicas 

cromatográficas acopladas a masas-masas (Bermudo et al., 2006; Khoshnam 

et al., 2010; Ozer et al, 2012).  

A la fecha se puede concluir que, entre los estudios metodológicos de 

alto rendimiento en la detección de acrilamida, LC-MS/MS es el más utilizado y 

reconocido para la determinación de acrilamida, con la ventaja que la 

cromatografía líquida no se necesita derivación (Cheng et al., 2006; Kim et al., 

2011; Küttinga et al., 2009; Mastovska & Lehotay, 2006; Mikulikova & 

Sobotova, 2007; Pittet et al., 2004; Wenzl et al., 2003; Xu et al., 2012; Zhang et 

al., 2007). 
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1.5 Toxicidad de la acrilamida 

Existen diversos factores involucrados en la exposición a la acrilamida, 

determinados por la dosis, duración, vía de contacto, edad, sexo, dieta, 

características personales, estilo de vida y condición de salud (Lema & Rojas, 

2010). De acuerdo a las nuevas conclusiones acerca de la presencia de 

acrilamida en los alimentos, según dictamen del Comité Científico de Alimentos 

(2012), la exposición a esta sustancia se presenta cuando se absorbe a través 

de la piel, o bien, por inhalación, o ingestión.  

Las propiedades físicas y químicas hacen de la acrilamida un agente 

tóxico capaz de reaccionar con varias biomoléculas (Stadler, 2016). Su bajo 

peso molecular y alta polaridad le facilita su distribución en tejidos, lo cual se ha 

demostrado en experimentos en los que se emplearon isótopos en animales 

(Claus et al., 2008). Se ha constatado en diferentes estudios que dosis 

mayores a 203 mg/kg causan efectos adversos en el desarrollo y reproducción 

de roedores, por ejemplo, degeneración neural, deficiencia de enzimas 

intestinales, fertilidad reducida y espermas anormales (El-Ziney et al., 2009). 

La acrilamida está catalogada por la Agencia Internacional de 

Investigación del Cáncer (International Agency of Research on Cancer) dentro 

del grupo 2A como probable carcinógeno para el ser humano, además se sabe 

que tiene efectos neurotóxicos y genotóxicos (Küttinga et al., 2009; Wang et al., 

2008). Una vez ingerida, la acrilamida se distribuye por todo el cuerpo vía el 

torrente sanguíneo, y así se puede encontrar en el timo, hígado, corazón, 

cerebro, riñones e inclusive en la leche materna. La conjugación de acrilamida 

a glutatión, así como su epoxidación a glicidamida en el hígado vía citocromo 

P450, representa la mayor ruta metabólica. Los estudios toxicocinéticos, 

revelan que la epoxidación a gliciamida es considerado un paso crítico para los 

efectos genotóxicos de la acrilamida y sus metabolitos. Acrilamida y gliciamida 

a una mayor proporción pueden reaccionar con macromoléculas como la 

hemoglobina y algunas enzimas; adicionalmente, la gliciamida puede 

reaccionar con el ADN, promoviendo mutaciones puntuales y, eventualmente, 

cáncer (Kocadagli & Gokmen, 2016). 
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Aunque los efectos nocivos sólo han sido demostrados en bioensayos in 

vitro e in vivo en modelos animales y dosis experimentales, la acrilamida 

permanece catalogada como potencialmente cancerígena para humanos hasta 

que otros estudios provean evidencia clara de lo opuesto. Por lo tanto, la 

exposición a acrilamida debe permanecer tan baja como sea razonablemente 

posible (Claus et al., 2008). 

 
1.6 Estimación de la ingesta de acrilamida en la dieta 

La evaluación de la exposición dietética a contaminantes puede 

realizarse mediante métodos directos o indirectos, y la elección del 

procedimiento depende de los objetivos de la evaluación y de los recursos 

disponibles (Lineback et al., 2012). 

Un enfoque común para estimar la exposición de la población a la 

acrilamida es el método indirecto, ya que combina las concentraciones del 

contaminante en determinados alimentos con las cantidades consumidas por 

una población de interés en un tiempo definido. Los datos de consumo de los 

alimentos son obtenidos de las encuestas dietéticas; éstas están diseñadas 

principalmente para evaluar el estado nutricional de la población, como es el 

caso de la Encuesta Estatal de Salud y Nutrición-Nuevo León 2011/2012 

(EESN-NL 2011/2012). 

En algunos países se han realizado estudios en donde determinaron los 

niveles de acrilamida en varios alimentos y se ha estimado su ingesta 

alimentaria en la población (Claeys et al., 2016; Mills et al, 2008; Powers et al., 

2013; Sirot et al., 2012; Yunfeng et al., 2016). En Europa, la FAO/OMS y el 

Comité de Aditivos Alimentarios (JECFA) evaluó en el 2011 los datos de la 

ingesta alimentaria de acrilamida de ocho países representativos. En este 

estudio se demostró que no hay cambios significativos en la exposición de 

alimentos para la población en general. Considerando el promedio de 

exposición dietética, que se estima en 1 µg/kg de peso corporal por día, se 

sugiere un valor de 0,2 mg/kg de peso corporal por día como referencia para el 

nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) (JECFA, 2006). Con base 

en los últimos experimentos con animales de laboratorio, la JECFA propuso en 
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el 2011 dos diferentes valores de referencia (BMDL 10) para el riesgo 

cancerígeno de 0,31 mg/kg de peso corporal por día para la inducción de 

tumores mamarios en ratas, y de 0,18 µg/kg de peso corporal por día para 

tumores de la glándula de Harder en ratones (Gao et al., 2016). 

 

1.7 Maíz en México  

México es uno de los países más importantes en la ingesta de maíz, 

siendo la base de la alimentación de su población, y de los múltiples productos 

obtenidos de este cereal, las tortillas son el principal (Contreras & Flores, 2014; 

Luna et al., 2012).  

El hombre prehispánico comenzó a guardar el grano de cada cosecha 

para su consumo posterior. Así, transformó el grano duro y seco en una masa 

con la que debió hacer las primeras tortillas. Hasta la actualidad sigue siendo el 

alimento más importante para la gran mayoría de la población en México. La 

tortilla acompaña, envuelve, revuelve y prensa otros alimentos y “es la única 

cuchara que se puede comer después de usarla” (Cruz & Verdalet, 2007; Daza, 

2013).   

Otros derivados del maíz son las tostadas, gordas, garnachas, memelas, 

martajadas, picadas, pellizcadas, tlayudas, enfrijoladas, enchiladas, chalupas, 

quesadillas, peneques, papadzules, totopos, sopes, molotes, esquites, 

chilmole, además de diversas botanas. El aumento en la preferencia entre el 

público y el crecimiento continuo colocan a las tortillas y otros productos de 

maíz en el mercado internacional (INEGI, 2014). 

 
1.7.1 Definición de tortilla de maíz  

La tortilla se define como un disco aplanado de masa de maíz 

nixtamalizado, cuyas dimensiones varían entre 10 a 12 cm de diámetro y de 1 a 

2 mm de espesor. Se le cuece sobre una superficie caliente, generalmente 

metálica, denominada comal, en temperaturas por encima de 160 °C, por un 
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tiempo aproximado de 60 s. Pueden consumirse directamente o se empacan 

en bolsas de polietileno para su distribución y venta (Morales & Vélez, 2011). 

Las tortillas siguen usándose como principio, medio y fin de las comidas; 

de su inagotable especie surgirán los llamados “antojitos”, para después llegar 

a lo que conocemos como totopos o tortilla chips, botanas a base de tortilla. A 

la masa se le da forma para convertirla primero en tortillas y posteriormente se 

le transforma en tostadas mediante varios procesos, lo que permite que se 

conserve fresco durante seis meses sin necesidad de conservadores (Retes, 

2010).  

 
1.7.2 Valor nutritivo y consumo de tortilla  

Una pieza de tortilla aporta 1,4 g de proteínas, 0,5 g de lípidos, 13,6 g de 

carbohidratos, 0,6 g de fibra, 58,8 mg de calcio y presenta un índice glicémico 

de 52,0 mg, aportando un total de 64 kcal (Pérez, 2014).  

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadística, y Geografía (INEGI, 

2010), se estima que el consumo diario de tortilla por persona en las zonas 

rurales mexicanas es de 217,9 g (considerando un peso aproximado de 27 g 

por tortilla resulta en 8 tortillas al día), mientras que en las zonas urbanas este 

indicador es de 155,4 g (6 tortillas al día). Su consumo es mayor en la 

población masculina que femenina, aumenta con la edad y está asociado con 

el ingreso económico: a menor ingreso, mayor ingesta de tortillas (Rodríguez et 

al., 2008).  

 
1.7.3 Subproductos de tortillas de maíz: tostadas de tortillas de maíz 

horneadas y fritas 

Desde tiempos precolombinos, los aztecas realizaban el totopochtli, es 

decir, tostaban las tortillas en un comal caliente. Después se hizo una práctica 

común entre las amas de casa freír las tortillas sobrantes de la comida para 

mejorar su sabor; a las tortillas fritas se les dio el nombre de tostadas cuando 

mantenían su forma original y totopos si se moldeaban o seccionaban en 

partes (Medina & Juan, 2016; Vivek et al., 2008).  
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1.7.3.1 Tostada 

Se le conoce como tostada al producto elaborado a partir de tortilla o 

masa que puede ser mezclada con ingredientes opcionales, sometido a un 

proceso de horneado, fritura, deshidratado u otro, hasta obtener una 

consistencia rígida y crujiente (Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-

2002, Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas preparadas para 

su elaboración y establecimientos donde se procesan. Especificaciones 

sanitarias. Información comercial. Métodos de prueba). 

 
1.7.3.2 Tostada de maíz frita  

Las frituras producidas a partir de maíz tienen gran aceptación en el 

mercado mexicano debido a la gran diversidad de productos que se pueden 

desarrollar en relación a textura, forma, sabor y considerable vida de anaquel. 

La masa para la fritura de tortilla se moldea en tiras, triángulos o círculos antes 

de ser cocidas. Los alimentos fritos gozan de una popularidad cada vez mayor; 

su preparación es fácil, rápida, y su aspecto y sabor corresponden a los deseos 

del consumidor (Peña, 2006). 

La fritura es el proceso fisicoquímico complejo en el cual el producto se 

somete a temperaturas altas con el propósito de modificar su superficie, 

impermeabilizándolo de alguna manera para controlar la pérdida de agua 

desde su interior. La fritura por inmersión en aceite es uno de los métodos de 

cocinado más usados a nivel mundial, el aceite desempeña un papel crítico en 

la trasferencia de calor y medio de impregnación, y es el componente decisivo 

del proceso de fritura (Helen, 2004). Las temperaturas de fritura y los intervalos 

de tiempo van de 165 a 195 °C y de 50 a 90 s (Plasencia, 1998). 

 

1.7.3.3 Tostada de maíz horneada  

La cocción y horneado tienen la función de cocer la tortilla y secar 

parcialmente la masa, impartir una apariencia ligeramente tostada y desarrollar 

la textura final de la tortilla. La combinación de la humedad y el tamaño de 

partícula de la masa con la temperatura y tiempo de residencia en el horno 

deben optimizarse para productos específicos (Almeida, 1996). 
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2.1 Objetivo general 

El objetivo general del presente trabajo es desarrollar y validar un 

método analítico para determinar la presencia de acrilamida en tostadas de 

tortilla de maíz horneadas y fritas que se consumen en el área metropolitana de 

Monterrey, Nuevo León (México), con la finalidad de analizar las 

concentraciones y establecer la ingesta y el riesgo asociado al consumo. Para 

lograrlo se establecieron los siguientes objetivos específicos: 

 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Seleccionar un método analítico capaz de cuantificar los niveles 

de acrilamida encontrados en los productos a base de cereales  

Al hacer una revisión bibliográfica no se encontró un método establecido 

en México para el análisis de acrilamida en tortillas de maíz.  Por esta razón, se 

buscaron procedimientos analíticos basados en la cromatografía de gases y la 

cromatografía líquida que determinaran y cuantificaran los niveles de acrilamida 

hallados en los productos a base de cereales para poder después aplicarlo a 

nuestra matriz de estudio: tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas. 

 

 
2.2.2 Adaptar y validar el método analítico de cuantificación de 

acrilamida seleccionado (LC-MS/MS) en tostadas de tortillas de 

maíz horneadas y fritas 

Se adaptó y validó un método de cuantificación de acrilamida por LC-

MS/MS en tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas, ya que esta 

metodología permitió cuantificar concentraciones bajas de acrilamida en 

matrices complejas como son las tostadas de tortillas de maíz. 

 
 

2.2.3 Cuantificar la presencia de acrilamida en tostadas de tortillas de 

maíz horneadas y fritas comercializadas en el área metropolitana 

de Monterrey, Nuevo León (México) mediante el método de LC-

MS/MS 
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Se realizó un muestreo de los productos de tostadas de tortillas de maíz 

horneadas y fritas comercializados en supermercados y tiendas de 

conveniencia, y se determinó la concentración de acrilamida por LC-MS/MS. 

 

 

2.2.4 Relacionar la presencia de acrilamida según tipo  de tortillas de 

maíz  y proceso de fabricación 

Se cuantificó la acrilamida en diferentes tipos de tostadas de tortillas de 

maíz para poder identificar una posible relación de la formación de acrilamida 

con los parámetros utilizados de elaboración, y tamaño de las tostadas de 

tortillas de maíz horneadas y fritas. 

 

 
2.2.5 Determinar la ingesta diaria de acrilamida por peso corporal en la 

población de Monterrey, Nuevo León (México) estimando la 

exposición a este contaminante y el riesgo asociado por 

consumo de tortillas de maíz 

Se analizaron los datos reportados en la Encuesta Estatal de Salud y 

Nutrición-Nuevo León 2011/2012 (EESN-NL 2011/2012) tomando de aquí los 

correspondientes al consumo de tortillas, que conjuntamente con el 

conocimiento del nivel de contaminación de las tortillas, permite  realizar la 

estimación de la exposición de la población a la acrilamida, y el riesgo asociado 

a su consumo. 
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3.1 Diseño  experimental:  actividades,  motivos y 

justificación. 

3.1.1 Estudios de acrilamida  

La industria alimentaria y algunos países han investigado los niveles de 

acrilamida en varios alimentos por ser un compuesto genotóxico, es decir, con 

capacidad para modificar el ADN. Los ensayos ya han demostrado que la 

acrilamida produce cáncer en ratas y ratones (Kocadagli & Gokmen, 2016), 

pero existen pocos estudios en seres humanos que confirmen los efectos 

carcinogénicos. Está clasificada por la Agencia Internacional de Investigación 

del Cáncer (IARC) como potencial cancerígeno de categoría 2A, esto es, una 

sustancia probablemente cancerígena en humanos. 

En 2002, estudios suecos revelaron por primera vez la formación de 

acrilamida al freír, asar y hornear, particularmente en alimentos ricos en 

carbohidratos y bajos en proteína, como papas fritas, café, galletas y pan 

tostado.  

En México, la tortilla es el producto de mayor consumo susceptible a 

generar acrilamida, ya que el maíz es rico en carbohidratos y preparado a altas 

temperaturas. 

Los laboratorios de la Dirección General de Salud y Protección del 

Consumidor en Europa han publicado los métodos analíticos oficiales utilizados 

para la detección y cuantificación de acrilamida, los más utilizados, como se ha 

comentado anteriormente son la GC-MS y la LC-MS/MS.  

En México no existen publicaciones de una metodología oficial, tampoco 

estudios de determinación de acrilamida en alimentos regionales que permitan 

valorar el consumo de acrilamida, por lo que para esta investigación se decidió 

realizar la determinación de acrilamida en un producto comercial de gran 

consumo en la región, utilizando el método de LC-MS/MS y validando este 

método en el laboratorio de la Unión Ganadera Regional de Nuevo León, en el 

Departamento de Residuos Tóxicos. Esta validación se ha realizado de 

acuerdo al funcionamiento de métodos analíticos declarados en la Criterios 

para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Secretaría de Salud en 

México (2011): linealidad (curva de calibración), precisión (Repetibilidad y 
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reproducibilidad), exactitud y límite de detección, para así obtener datos 

confiables y medir el riesgo o exposición de acrilamida.  

 

3.1.2 Selección de muestra de matriz para el análisis de acrilamida 

El maíz es un factor de identidad nacional mexicana, y es el único 

alimento al que sin distinción somos afectos todos; más allá de las diferencias 

por estratos económicos, sociales, culturales o por región, todos los mexicanos 

comemos maíz.  

Las tortillas de maíz son especialmente importantes en la gastronomía 

mexicana y con ellas se hacen los populares tacos, flautas, quesadillas, 

burritos, enchiladas, tostadas y chilaquiles, entre muchos otros productos. 

Para esta investigación se eligió un alimento de la cocina tradicional de 

México: la tostada de tortilla de maíz horneada o frita, que es una tortilla dura y 

crujiente. Pierde su humedad mediante el tostado en una plancha caliente, o 

bien, por freído en aceite, sometida a una temperatura de 120 a 180 °C hasta 

adquirir la textura deseada. Suele consumirse en compañía de frijoles, salsas o 

guacamole. Proviene de las culturas precolombinas, de la cual se origina la 

palabra totopochtli, que en náhuatl significa dorar o tostar. 

Hoy las tostadas son fáciles de conseguir en cualquier supermercado o 

tienda del área metropolitana de Monterrey, Nuevo León, México. Existen 

varias marcas comerciales, cada una con sus características particulares de 

tamaño, de grosor, dureza y más o menos crujientes; estos rasgos son 

importantes también en la formación de la acrilamida. En este estudio se han 

obtenido un total de 45 muestras de diferentes marcas comerciales más 

habitualmente consumidas y de distintos lotes, y su concentración en 

acrilamida ha sido determinada por el método de LC-MS/MS. 

 

3.1.3 Determinación de la ingesta diaria de acrilamida por grupo de 

edad 

Para determinar la exposición de la población a la acrilamida, se 

determinó la ingesta diaria por consumo de tortillas y grupos de edad; los datos 

de la ingesta promedio de tortillas y el peso corporal por grupos de edad se 
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obtuvieron de la Encuesta Estatal de Salud y Nutrición-Nuevo León 2011-2012 

(EESN-NL 2011-2012). 

 

 

3.2 Plan de trabajo. 

De acuerdo con los objetivos establecidos, la Figura III.1 representa el 

diseño experimental utilizado para la realización de esta investigación. 

 

 
 

Figura III.1. Plan de trabajo realizado para la determinación de acrilamida en 
las tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas, y la estimación de la 
exposición a la acrilamida en la población por grupos de edad. 

 

En la primera fase del trabajo se realizó una búsqueda bibliográfica 

sobre la acrilamida y los métodos de detección y cuantificación en productos 

con características similares a las de la tortilla de maíz. A partir de esta 

información se seleccionaron diferentes métodos cromatográficos basados en 

GC y LC para ser testados. 
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Se seleccionó el método por cromatografía líquida acoplada a masas-

masas (LC-MS/MS), el cual se estandarizó y se validó, para posteriormente 

realizar el análisis en muestras de tostadas de tortillas de maíz horneadas y 

fritas, que se consumen en el área metropolitana de Monterrey, N.L. y 

relacionar el riesgo potencial asociado al consumo de este producto. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS  
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4.1 Equipos 

 Cromatógrafo de Gases (Perkin Elmer Clarus 680, Massachusetts, EE. 

UU.).  

 Cromatógrafo de gases (Perkin Elmer Auto System XL, 7000A) /Detector 

selectivo de masas (Perkin Elmer). 

 Cromatógrafo de líquidos acoplado con un detector de masas-masas 

(Waters, LC-MS/MS Xevo TQD, Milford, Massachusetts, EE. UU.). 

 Agitador magnético horizontal (Eberbach Corporation, Ann Arbor, 

Michigan, EE. UU.). 

 Balanza analítica (Sartorius CUBIS MSA125S100DI, Göttingen, 

Alemania). 

 Equipo de purificación de agua Easy Pure RF compact ultra-pure (Water 

system Barhstead/Thermo Scientific D7031, Waltham Massachusetts, 

EE. UU.). 

 Procesador T-Fal 1,2,3, pica lica 650 W (Modelo MI002MX, D.F México). 

 Baño de ultrasonido Vicking, (Modelo Masson, San Miguel de Tucumán, 

Argentina).  

 Centrífuga Beckman (Coulter Allegra® X-15R, Marsella, Francia). 

 Campana de extracción de gases (GV-C-120, Toluca, México).  

 Agitador vórtex (Genie 2 Thermolab, Burgwedel, Alemania). 

 Rotaevaporador Buchi (Model R-200, Cinnaminson, EE. UU.). 

 Placa de calentamiento de 20 × 25 cm (modelo PC - 2025, 

Marca FIGURSA, D.F. México).  
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4.2 Material 

 Columna Elite-5MS (5% difenil 95% dimetil polisiloxano) (30 m × 0,32 

mm id × 0,25 µm) (Perkin Elmer). 

 Columna HP-INNOWax (60 m × 0,32 mm id × 0,25 μm) (Agilent, Palo 

Alto, California, EE. UU.). 

 Columna DB-5MS Polar (15 m × 0,25 mm id × 0,50 μm) (Agilent). 

 Columna DB-WAX (30 m × 0,32 mm id × 0,25 µm), (Perkin Elmer). 

 Columna DB-5 (30 m × 0,32mm id x 0,25 µm) (Perkin Elmer). 

 Columna Acquity UPLC BEH C18 (100 mm × 2,1 mm id × 1,7 µm) 

(Waters, Milford). 

 Filtros Millex-HPF 0,45 µm (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

 Filtros de filtración de 22 µm (Acrodiscos, Merck). 

 

4.3 Material de seguridad 

 Campana de gases tipo 1 (Labconco, Kansas, EE. UU.). 

 Bata blanca de laboratorio (Barco, para dama Modelo 1343, Monterrey 

N.L.). 

 Máscaras de protección contra gases y humo tóxico (Mascarilla Facial 

Moldex Serie 8000, Querétaro. México). 

 Cubre boca Plisado 3 Capas Blanco 2000, (Grupo Alyger, Guadalupe 

N.L, México). 

 Guantes de nitrilo (Ambiderm, Guadalupe N.L, México). 

 Lentes de seguridad (Jackson expo mica clara, Guadalupe N.L, México). 
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4.4 Reactivos 

 Acrilamida, ≥ 99 % pureza (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EE. UU.).  

 Acetona grado reactivo (JT Baker, Pennsylvania, EE. UU.). 

 Acetonitrilo HPLC (JT Baker). 

 Acetonitrilo spectranal ≥ 99,9%, (Sigma-Aldrich). 

 Acetonitrilo HPLC (Thermo Fisher Scientific, Alcobendas, Madrid, 

España). 

 Ácido fórmico HPLC, 98 -100% (Merck, KGaA). 

 Ácido hidrobrómico ≥ 40,0% (Sigma-Aldrich). 

 Agua HPLC, Pure Lab UHQII (Elga, Illinois, EE. UU.). 

 Acetato de etilo (Thermo Fisher Scientific). 

 N,O-Bis (trimetilsilil) Trifluoroacetamida (BSTFA) y TMCS 

(trimetilclorosilano) (Thermo Fisher Scientific).  

 Bromato de potasio (Sigma-Aldrich).  

 Bromo (Br2) (Fluka, Sigma-Aldrich). 

 Bromuro de potasio (Sigma-Aldrich). 

 2,3 DBPA, 2,3-dibromopropanol (Sigma-Aldrich). 

 Cloruro de Sodio grado analítico (Thermo Fisher Scientific). 

 Florisil (Supelco, Sigma-Aldrich). 

 Hexano ≥ 99,0% (Fluka, Sigma-Aldrich). 

 Hexano HPLC (JT Baker). 

 Heptano (Thermo Fisher Scientific). 

 Metacrilamida ≥ 98,0% HPLC (Fluka Sigma-Aldrich). 
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 Metanol HPLC (JT Baker).  

 Sulfato de magnesio (Sigma-Aldrich).  

 Metanol HPLC (Fermont, Productos Químicos Monterrey, Monterrey, 

México). 

 Mezcla PSA y MgSO4, (Thermo Fisher Scientific). 

 Nitrógeno (Gases Industriales INFRA,  Monterrey, Nuevo León, México) 

 Propanol HPLC (JT Baker). 

 Sulfato de amonio para biología molecular ≥ 99.0% (Sigma-Aldrich).   

 Sulfato de sodio HPLC (Thermo Fisher Scientific). 

 Sulfato de magnesio anhidro (Thermo Fisher Scientific). 

 Trietilamina HPLC (Fluka, Sigma-Aldrich).   

 Tiosulfato de sodio, ≥ 99,5% (Sigma-Aldrich). 

 

4.5 Metodología  

Con el objetivo de seleccionar un método analítico que cuantificara los 

niveles de acrilamida en tostadas de tortillas de maíz se testaron varios 

métodos basados en cromatografía de gases con detector de masas (GC-MS) 

o captura de electrones (GC-ECD). Primero, se probó el método de Tateo & 

Bononi (2003), posteriormente se testó el propuesto por Lagalante & Felter 

(2004), y por último el de Zhu et al. (2008). Finalmente, por los resultados 

obtenidos se empleó el método de cromatografía líquida acoplada a masas-

masas (LC-MS/MS) desarrollado por la Food and Drug Administration (FDA). 

 

4.5.1 Determinación de acrilamida por cromatografía de gases-masas 

Se utilizó el método de Tateo & Bononi (2003) con los siguientes 

equipos, columna y condiciones cromatográficas: 
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 Cromatógrafo de Gases Perkin Elmer Autosystem XL. 

 Detector Selectivo de Masas Perkin Elmer.  

 Fuente de ionización por impacto de electrones y analizador cuádruple. 

 Columna polar HP-INNOWax (60 m × 0,32 mm id × 0,25 μm).  

 Inyector 

o Temperatura de inyector: 250 °C. 

o Modo: Split. 

o Volumen de inyección: 10 µL. 

 Horno 

o Temperatura del horno: 60 °C por 1 min incrementando 10 °C por min 

hasta 250 °C.  

o Tiempo de corrida: 21 min. 

o Gas acarreador: nitrógeno. 

o Flujo de 2,0 mL / min. 

 Detector de Masas 

o Temperatura de la fuente de ionización: 230 °C. 

o Temperatura de interface: 230 °C. 

o Temperatura de cuádruplo: 150 °C. 

o Modo de adquisición de datos: SIM. 

 

4.5.2 Determinación de acrilamida empleando N,O-Bis (trimetilsilil) 

trifluoroacetamida (BSTFA) por cromatografía de gases-masas 

(GC-MS) 

Después de probar el método de Tateo & Bononi (2003), se trabajó con el 

método de sililación propuesto por Lagalante y Felter (2004). Para ello se 

tomaron 2 mL de la solución de trabajo anterior y se llevó a evaporación con 

nitrógeno a 50 °C; después se le agregó el BSTFA (N,O-Bis (trimetilsilil) 

trifluoroacetamida) a una temperatura de 80 °C por 20 min. Finalmente se 

recuperó con 200 µL de metanol y se llevó a inyectar.  

Se trabajó con el mismo equipo GC-MS del apartado 4.5.2 y sólo se 

cambió de columna utilizando una columna Elite-5MS (5 % difenil 95 % dimetil 

polisiloxano) (30 m × 0,32 mm id × 0,25 µm). 
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4.5.2.1 Preparación del estándar de acrilamida  

Se prepararon una solución de stock de acrilamida de 100 mg/L (ppm) y 

una solución de trabajo de 10 ppm, pesando 10 mg del estándar, y se llevó a 

aforo con metanol en un matraz aforado de 100 mL (solución stock). Se tomó 1 

mL de la solución stock y se llevó a aforo de 10 mL con metanol (solución de 

trabajo). Esta última se inyectó directamente en el cromatógrafo de gases-

masas (GC-MS). 

 

4.5.3 Determinación de acrilamida por cromatografía de gases con 

captura de electrones 

Posteriormente se trabajó con el método propuesto por Zhu et al. (2008) 

empleando un cromatógrafo de gases con detector de captura de electrones 

(GC-ECD), utilizando un método de adición de estándar. En esta técnica se 

determina la acrilamida mediante la identificación del pico con el mismo tiempo 

de retención del compuesto estándar 2,3-dibromopropionamida (2,3-DBPA) y es   

confirmado por GC-MS. El análisis de GC-MS confirma que el 2,3-DBPA se 

convierte en 2-BPA casi por completo en la columna capilar polar empleando 

trietilamina. Para la aplicación del método se realizaron los siguientes pasos: 

 
1. Se preparó una solución de 2000 ppm de acrilamida en agua pureza 

HPLC pesándose 2 mg de acrilamida y se aforó a 10 mL. 

2. En un balón de fondo redondo cubierto con papel aluminio y en un baño 

de hielo a 0 °C (temperatura controlada) se añadió la solución de 

acrilamida preparada, más 0,1 g de KBr y 5 gotas de HBr. La adición se 

realizó con un agitador magnético para mantener la agitación constante. 

Se mide la Tª (0 °C) y el pH = 0-3, la recomendación fue dejarlo a pH = 0.  

3. Luego se goteó 2 mL de agua saturada de Br2.  

4. Esperar 4 h manteniendo la Ta = 0 °C y siempre en agitación. 

5. Para eliminar el exceso de bromo, se le adicionó unas pocas gotas de 

solución de tiosulfato de sodio 1 M hasta que se observe un color blanco 

(transparente). 
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6. En un embudo de separación se colocó la mezcla de reacción y se 

adicionó una porción de 10-15 mL de acetato de etilo, y se agitó 

vigorosamente por 3 min.  

7. Se repitió la extracción (numeral 6) dos veces más, y se recogió cada 

porción de acetato de etilo (fase orgánica) en un erlenmeyer con una 

cama de sulfato de sodio anhidro previamente calentado a 80 °C. 

8. Se transfirió el extracto a un balón de fondo redondo y se lavó el residuo 

de sulfato con aproximadamente con 8 mL de acetato de etilo preparado 

al momento. Los lavados se juntaron con el extracto. 

9. Los extractos se evaporaron en rotavapor hasta reducir el volumen a 3 

mL. 

10. Se transfirió el extracto a un tubo de ensayo y se lavó el balón con 3 mL 

de acetato de etilo. 

11. Se concentró con N2 hasta tener un volumen de aproximadamente de un 

1 mL. Nota: si se utilizan concentraciones altas y se produce precipitado 

sólido blanco en el numeral 9, omitir los numerales 10 y 11. 

12. Se preparó la columna de florisil (3 cm de florisil). 

13. Se acondicionó la columna de florisil con 10 mL de hexano. 

14. Se pasó la muestra por la columna de florisil, se lavó el recipiente que 

contenía la muestra con acetato de etilo (1 mL) y el eluente se recogió en 

un balón previamente tarado. 

15. Se adicionó a la columna de florisil 10 mL de una solución hexano 

acetona (9:1) y se recogió todo en el mismo recipiente. 

16. Se lavó la columna de florisil con 10 mL de una solución hexano acetona 

(8:2) y se recogió todo el mismo recipiente del numeral 14.  

17. Se concentró con N2 hasta la sequedad. 

18. En el fondo del recipiente deberá quedar un sólido blanco en forma de 

agujas que corresponde al 2,3-DBPA. Esperar a que se seque 

completamente el solvente y pesar el recipiente más el sólido. Calcular el 

peso del sólido.  
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19. Se recogieron unos cuantos cristales para correr por GC-MS.  

20. Se reconstituyó el sólido del numeral 18 con 1-2 mL de acetato de etilo. 

21. Se adicionó trietilamina para obtener el compuesto 2-BPA. 

22. Se agitó por 7 min hasta precipitación de una sal blanca. 

23. Se filtró a través de un filtro Millex-HPF 0,45 µm. 

24. Concentrar con nitrógeno hasta sequedad.  

25. Se agregaron 10 mL de heptano y se calentó hasta punto de ebullición; 

cuando se disolvió la mayor cantidad de sólido, se pasó el sobrenadante a 

un vaso de precipitados limpio (recristalización).  

26. Se repitió el numeral 25 una vez más, pero adicionando el heptano en 

otro vaso limpio. 

27. Se dejó enfriar el vaso a temperatura ambiente y se esperó a la formación 

de cristales blancos brillantes en forma de láminas.  

28. Una vez formados los cristales, se desechó el heptano sobrenadante, y se 

secaron los cristales en un embudo Büchner empleando vacío. 

29. Finalmente se almacenó en condiciones de oscuridad y refrigeración, y se 

intentó utilizar lo más rápido posible. 

 

4.5.3.1 Preparación de la solución stock 

El sólido seco obtenido en el numeral 28 corresponde a BPA. Se pesó 1 

mg de este producto y se aforó a 1 mL con acetato de etilo para obtener una 

concentración stock de 1000 ppm (1 mg/mL). 

 

4.5.3.2 Solución de trabajo 

Se tomaron 5 µL de la solución stock y se aforaron en 1 mL con acetato 

de etilo para obtener una concentración de solución de trabajo de 5 ppb. 
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4.5.3.3 Soluciones de la curva externa 

De la solución de trabajo se inyectaron en el cromatógrafo de gases 9 

niveles con un volumen de 1,5; 2; 5; 10; 15; 20; 50; 100; 150 y 200 µL para 

obtener en la curva de calibración externa una concentración de 7,5; 10; 25; 50; 

75; 100; 250; 500; 750 y 1000 ppb, respectivamente.  

 
4.5.3.4 Condiciones cromatográficas del método con captura de 

electrones 

Se utilizó la siguiente columna y condiciones cromatográficas: 

 Columna polar HP-INNOWax (60 m × 0,32 mm id × 0,25 μm)  

 Inyector 

o Temperatura de inyector: 230 °C. 

o Modo: Splitless. 

o Volumen de inyección: 1 µL.  

 Horno 

o Temperatura del horno: 45 °C (2 min) 150 °C (6 °C/min) 6 °C/ min/ 

240 °C a 8 °C/min 270 °C durante 20 min.  

o Tiempo de corrida: 20 min. 

o Presión: Flujo de 2,0 mL/min. 

o Gas acarreador: Nitrógeno a una velocidad de flujo de 1 mL/min. 

 Detector de Masas 

o Temperatura de la fuente de ionización: 230 °C. 

o Temperatura de interface: 270 y 250 °C. 

o Temperatura de cuádruplo: 150 °C. 

o Modo de adquisición de datos: SIM. 

 

4.5.3.5 Curva de calibración  

De la solución de trabajo se inyectaron en el cromatógrafo de gases 9 

niveles con un volumen de  1,5; 2; 5; 10; 15; 20; 50; 100; 150 y 200 µL, para 

obtener  en la curva de calibración externa una concentración de 7,5; 10; 25; 

50; 75; 100; 250; 500; 750 y 1000 ppb, respectivamente.  
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4.5.3.6 Preparación de la muestra 

Se realizó de la siguiente manera: 

1. En un tubo de ensayo se pesó un gramo de muestra previamente 

triturada en una licuadora. 

2. Se le colocó un agitador magnético y se enriqueció con la solución de 

trabajo de una concentración de 10 ppb de acrilamida preparada en 

agua HPLC. 

3. Luego se le adicionaron 10 mL de agua HPLC. 

4. Se agitó el tubo en un baño de 60 °C por una hora. 

5. Posteriormente, se centrifugó por 3 min a 1000 rpm. 

6. Se extrajo la fase acuosa en un tubo de ensayo y se le adicionaron 8 mL 

de n-hexano, se centrifugó por 2 min a 2500 rpm y luego se eliminó el 

hexano. Este paso se repitió 2 veces. 

7. Luego se retiró la fase acuosa y se siguió el tratamiento descrito en el 

punto 4.5.4 a partir del paso 2, sustituyendo la solución de acrilamida 

preparada por la solución acuosa del tratamiento de la muestra. 

 

4.5.4 Determinación de acrilamida por el método de cromatografía 

líquida acoplada a masas-masas (LC-MS/MS) 

Con los métodos mencionados anteriormente no se pudo detectar la 

acrilamida en tostadas de tortillas de maíz. Sin embargo, la aplicación del 

método de cromatografía líquida y espectrometría de masas (LC-MS/MS), 

basado en el método desarrollado por la Food and Drug Administration (FDA) 

de los Estados Unidos, permitió la detectar y cuantificar la acrilamida en tortillas 

de maíz tostadas. A continuación, se describe el proceso realizado.   

 

4.5.4.1 Preparación de soluciones de acrilamida y metacrilamida 

Se prepararon una serie de soluciones de acrilamida y metacrilamida 

según se muestra en las Tablas 4.1 y 4.2. 
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4.5.4.2 Establecimiento de las condiciones para el análisis de 

acrilamida por LC-MS/MS 

 

4.5.4.2.1 Validación del sistema 

Para validar el sistema cromatográfico, se evaluaron la linealidad, 

precisión, exactitud, límite de detección y límite de cuantificación, de acuerdo a 

las recomendaciones de la Comisión de Control Analítico y Ampliación de 

Cobertura: Criterios para la Validación de Métodos Fisicoquímicos de la 

Secretaria de Salud en México (2011) para el contenido de contaminantes en 

alimentos. 

Tabla 4.1. Preparación de soluciones de acrilamida. 

Nombre de 
la solución 

Cantidad 
tomada Unidad Procedencia 

Volumen 
aforado 

(mL) 
Concentración 

(ppb) 

Stock 0,1 g Material de 
referencia 100 1 000 000 

Intermedia 1 mL Stock 100 10 000 

Trabajo I 10 mL Intermedia 100 1 000 

Trabajo II 10 mL Trabajo I 100 100 

 

Tabla 4.2. Preparación de soluciones de metacrilamida como estándar interno. 

Nombre de 
la solución 

Cantidad 
tomada Unidad Procedencia 

Volumen 
aforado 

(mL) 

Concentración 
(ppb) 

Stock 0,1 G Material de 
referencia 100 1 000 000 

Intermedia 0,5 mL Stock 100 5 000 

Trabajo 10 mL Intermedia 100 500 
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4.5.4.2.2 Linealidad del sistema 

Se construyó una curva de calibración con 5 estándares de acrilamida 

por triplicado en concentraciones entre 10 y 1000 ppb. Utilizando el método de 

mínimos cuadrados, se obtuvo la ecuación de la recta para el área en función 

de la concentración y se verificó la linealidad considerando el coeficiente de 

correlación (Secretaria de Salud, 2011). 

 

4.5.4.2.3 Precisión  

Para evaluar la precisión, se calculó en función del porcentaje de 

desviación estándar relativa (% DER) de los factores de respuesta de los 

estándares de la curva de calibración. 

 

4.5.4.2.4 Exactitud  

Para evaluar la exactitud, se calculó la concentración de los estándares 

de la curva de calibración utilizando la ecuación obtenida por regresión lineal. 

Utilizando el método de mínimos cuadrados se obtuvo la ecuación de la recta 

para la concentración calculada en función de la concentración teórica. La 

concordancia entre ambas se evaluó a través del valor de la pendiente y del 

coeficiente de correlación. 

 

4.5.4.2.5 Límite de detección (LD) y cuantificación (LC)   

El LD se determinó considerando una relación señal/ruido de 3 y el LC 

se determinó considerando una relación señal/ruido de 10 (Miller & Miller, 

2002). 
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4.5.4.2.6 Curva de calibración de acrilamida 

De la solución de trabajo II de acrilamida se inyectaron 6 niveles para la 

curva de calibración externa en concentraciones de 1, 2, 5, 10, 20 y 50 ppb, 

utilizando metacrilamida como estándar interno en concentración de 5 ppb para 

cada uno de los niveles estudiados. La preparación de las soluciones 

empleadas en la curva de calibración se resume en la Tabla 4.3. 

Tabla 4.3. Soluciones de acrilamida para curva de calibración en el sistema 
LC-MS/MS. 

Identificación   de la 
solución 

Volumen 
tomado de 
solución de 
trabajo (mL) 

Volumen 
aforado 

(mL) 

Concentración 
(ppb) 

LC1 5 100 50 

LC2 2 100 20 

LC3 1 100 10 

LC4 0,5 100 5 

LC5 0,2 100 2 
LC6 

 0,1 100 1 

Se adiciona 1 mL de solución de trabajo de 
metacrilamida de 500 ppb. 5 

 

4.5.4.3 Determinación de acrilamida en tostadas de tortillas de maíz 

horneadas y fritas por LC-MS/MS 

Dado que no existe un procedimiento oficial para la cuantificación de 

acrilamida en tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas, se adoptó la 

técnica de cuantificación en galletas, pan y cereales descrita por la FDA de los 

EE. UU. para determinar y cuantificar la acrilamida en estos alimentos.  

El procedimiento para la cuantificación de acrilamida se trabajó en dos 

etapas: extracción y limpieza. Para la extracción de la muestra se empleó una 

mezcla de sulfato de magnesio (MgSO4) y cloruro de sodio (NaCl), con el fin de 

reducir el contenido de agua. En la etapa de limpieza se usó PSA (amina 

primaria y secundaria) para eliminar ácidos orgánicos, pigmentos polares y 

otros productos, con la finalidad de purificar la muestra. 
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4.5.4.3.1 Fortificación de la muestra 

El procedimiento empleado consiste en fortificar muestras de productos 

de tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas con estándar certificado de 

acrilamida a distintas concentraciones.   

La validación del sistema se realizó empleando una curva de calibración 

de 6 niveles, y la validación del método se trabajó también con 6 niveles de 

adición de estándar a la matriz. En la Tabla 4.4 se resume la preparación de las 

soluciones utilizadas, con la adición de 100 µL de solución de trabajo de 

metacrilamida de 500 ppb., para obtener una concentración final de 50 µg/kg. 

Tabla 4.4. Fortificación de la muestra para la validación del método. 

Identificación 
de la muestra 

Cantidad 
tomada (µL) 

Tomada de 
la solución 

de 
Matriz (g) Concentración 

final (µg/kg) 

N1 500 Trabajo I 1 500 
N2 200 Trabajo I 1 200 
N3 100 Trabajo I 1 100 
N4 500 Trabajo II 1 50 
N5 200 Trabajo II 1 20 
N6 100 Trabajo II 1 10 

 

4.5.4.4 Validación del método para la determinación de acrilamida 

Para la validación del método se emplearon los criterios de linealidad, 

precisión, exactitud, límite de detección y límite de cuantificación de acuerdo a 

las Recomendaciones de la Comisión de Control Analítico y Ampliación de 

Cobertura: Criterios para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la 

Secretaria de Salud de México (2011) para el contenido de contaminantes en 

alimentos. 

 
4.5.4.4.1 Linealidad 

Para evaluar la linealidad del método, se construyó una curva de calibración 

con estándares de acrilamida a 6 niveles de concentración de 10 a 500 µg/kg 

por triplicado, utilizando el método de mínimos cuadrados se obtuvo la 

ecuación de la recta para el área en función de la concentración y se verificó la 
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linealidad considerando el coeficiente de correlación (Secretaria de Salud de 

México, 2011).  

 
4.5.4.4.2 Exactitud y precisión  

La exactitud del método desarrollado se evaluó determinando el 

porcentaje de recuperación de acrilamida adicionada a muestras de tortillas 

tostadas. Las muestras adicionadas se prepararon de acuerdo al siguiente 

procedimiento: se tomaron 4 bolsas 800 g cada una y de cada bolsa el 10 %, 

equivalente a 80 g, se trituró en un procesador T-Fal 1,2,3, pica lica 650 W 

(Modelo MI002MX, Cd. de México, México). Del polvo obtenido se pesó 1 g y 

se adicionó 100 µL de la solución de trabajo del estándar interno de 

metacrilamida de una concentración de 500 µg/L. Posteriormente se agregaron 

10 mL de agua pureza HPLC, 5 mL de hexano, 10 mL de acetonitrilo, 4,5 g de 

sales de sulfato de magnesio y cloruro de sodio. El tubo se agitó vigorosamente 

por 15 min y se centrifugó a 2000 rpm por 10 min. La capa de hexano se 

eliminó y 2 mL de acetonitrilo se transfirieron a un tubo de 15 mL con 50 mg de 

PSA y 150 mg de MgSO4; el tubo se agitó por 30 s para después centrifugarse 

a 2000 rpm por 10 min. El sobrenadante se filtró en filtros de 0,22 µm y se 

transfirió a un vial de 2 mL para el análisis de LC-MS/MS. 

 

Para evaluar la exactitud se calculó el porcentaje de recuperación con la 

siguiente ecuación: 

 
 

Para evaluar la precisión se calculó el % Desviación Estándar (DER) de 

los porcentajes de recuperación obtenidos. 

 

 
4.5.4.4.3 Límite de detección (LD) y de cuantificación (LC)  

El LD se determinó considerando una relación Señal/Ruido de 3 y el LC 

considerando una relación de 10 (Miller & Miller, 2002). Se emplearon los 

cromatogramas de muestras de tortilla adicionada con acrilamida. 
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4.5.4.5 Aplicación del método desarrollado en muestras 

comerciales de tortillas de tostadas horneadas y fritas  

El método desarrollado se empleó en el análisis de acrilamida presente 

en muestras comerciales de tortillas tostadas. Se examinaron 45 muestras de 

diferentes marcas comerciales más habitualmente consumidas, de diferente 

tamaño, tipos (11 fritas grandes, 14 horneadas, 16 pequeñas-redondas-fritas, y 

4 tortillas) y de distintos lotes.  

La cuantificación se realizó con una curva de calibración de 10 a 500 

µg/kg preparada fortificando un blanco con una solución de estándar de 

acrilamida. 

El blanco de tostada se eligió analizando tortillas que no fueron 

sometidas al proceso de tostado o fritura, por lo que no contenían acrilamida. 

 

4.5.4.6 Preparación de la muestra 

Se realizó en dos etapas: la extracción con solvente acetonitrilo y la 

limpieza y purificación de la muestra con una mezcla dispersiva (Figura IV.1). 

 

4.5.4.6.1 Extracción 

Se pesó 1 g de muestra (tostada molida) en un tubo de centrífuga de 50 

mL. Después se le agregaron 5 mL de hexano y se agitó 1 min en el vórtex; 

luego se adicionaron 10 mL de agua pureza HPLC más 10 mL de acetonitrilo 

para precipitar los componentes de la matriz y, posteriormente, se fortificó la 

muestra con 100 µL de la solución de trabajo del estándar interno de 

metacrilamida de una concentración de 500 µg/L y se agitó en el vórtex por 1 

min para homogenizarla. Finalmente, se le agregó una mezcla de 4 g de 

MgSO4 y 0,5 g de NaCl, se agitó manualmente hasta que se disolvieron las 

sales para después colocarlo en el agitador mecánico por 10 min, y 

centrifugarse por 10 min a 2000 rpm, eliminándose así el hexano.   
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4.5.4.6.2 Limpieza y purificación  

Se tomaron 2 mL del extracto y se transfirieron a otro tubo de centrífuga 

de 15 mL, que contenía 0,4 g de la mezcla dispersiva (150 mg MgSO4 /50 mg 

PSA). Después se agitó en el vórtex por 1 min, se centrifugó por 5 min a 2000 

rpm, se filtró el extracto con filtros de 0,22 µm y se trasfirió a viales de 2 mL 

para su cuantificación por LC-MS/MS.  

 

 
 

Figura IV.1. Procedimiento de preparación de muestras de tostadas para la 
determinación de acrilamida por LC-MS/MS. 

 

 4.5.4.7 Condiciones de cromatografía del método LC-MS/MS 

Se utilizaron los siguientes equipos, columnas y condiciones cromatográficas: 

 Equipo Waters XEVO TQ UPLC MS/MS. 
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 Columna Waters Acquity UPLC BEH C18 (1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm). 

 Condiciones cromatográficas. 

o Temperatura de columna: 30 °C. 

o Volumen de inyectado: 10 µL. 

o Flujo de 0,2 mL/min. 

o Modo isocrático. 

o Fase móvil A: Agua + 0,1% acido fórmico (97,5%). 

o Fase móvil B: Metanol + 0,1% acido fórmico (2,5%). 

o Tiempo de ciclo: 10 min. 

o Tiempo de elución: 7 min. 

o Tiempo de registro: 3 min. 

 Espectrómetro de masas-masas 

o Modo de ionización electrospray: ion positivo ESI+. 

o Modo de adquisición del ion: MRM (Monitoreo de Reacción 

Múltiple). 

o Voltaje capilar: 0,70 (kV). 

o Voltaje cono: 70,0 (V). 

o Rango de voltaje: 22 kV. 

o Rango de colisión: 8 eV. 

o Temperatura de la fuente: 150 °C. 

o Temperatura del gas desolvatación: 350 °C. 

o Flujo del gas de desolvatación: 1000 (L/h) nitrógeno. 

o Flujo de gas de colisión: 0,18 (mL/min). 

 
4.5.4.8 Procedimiento de cuantificación  

Se estabilizó y optimizó el equipo con las condiciones cromatográficas 

especificadas anteriormente. Antes de cada análisis cromatográfico se verificó 

la calibración del equipo y la adecuabilidad del método para obtener datos 

seguros y precisos. 

Se usó un análisis de regresión de una curva de calibración 

obteniéndose la pendiente y el coeficiente de correlación. 
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Se inyectaron el blanco de reactivo, el blanco de matriz, las soluciones 

para la curva, las recuperaciones y las muestras. 

 
Tabla 4.5. Parámetros MS-MS utilizados en el método LC-MS/MS. 

Analito Ion 
Padre 

Ion 
Precursor 

Voltaje del cono 
CV (V) 

Energía de 
colisión (eV) 

Acrilamida 71,50 27,10 20 12 

Acrilamida 71,50 44,05 20 11 

Acrilamida 71,50 *55 20 9 

Metacrilamida 85,45 41,05 22 12 

Metacrilamida 85,45 *58,10 22 10 

* Ion de cuantificación.  

 

4.5.4.8.1 Cálculos del analito 

Se calcula la concentración (µg/kg) de acrilamida de acuerdo a 

y = m x +b 

 

Donde:  

x = Concentración de acrilamida en la muestra, en µg/kg. 

y = (Área de acrilamida/área SI) concentración del SI.           

b = Intersección con el eje. 

m = Pendiente de la curva. 

Se reporta en µg/kg del compuesto encontrado. 

 

4.5.4.8.2 Control de calidad 

Se realiza en cada etapa del procedimiento, siguiendo las Buenas Prácticas de 

Laboratorio y los controles de calidad establecidos en este procedimiento. 
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Se verificó el cumplimiento de los criterios de aceptación de los controles 

de calidad para la aceptación de los resultados del análisis que se recogen en 

la Tabla 4.6.  

 

Tabla 4.6. Criterios de aceptación de los resultados de análisis según la 
Comisión de Control Analítico y Ampliación de Cobertura (Criterios 
para la validación de métodos fisicoquímicos, Secretaria de Salud 
de México 2011). 

Proceso Control de 
Calidad Criterio de Aceptación Criterio de Rechazo 

1 
Adecuabilidad 

del sistema 
cromatográfico 

%CV ≤ 20% en respuesta y 
tiempo de retención %CV > 20% 

2 Linealidad Coeficiente de correlación 
mayor o igual a 0,995 

Coeficiente de 
correlación menor a 

0,995 

3 Precisión %CV ≤ 20% %CV > 20% 

4 Exactitud 70 a 120% < 60% o >120% de 
recobro 

5 Muestra 
duplicada 

≤ 10% DPR 
(Diferencia porcentual 

relativa) 
DPR > 10% 

6 Blanco de 
matriz 

 
Se trabajó con tortilla de 
maíz libre de acrilamida. 

 
Se trabajó todo el proceso 
de extracción sin muestra 

sin estándar. 
 

 
 
 

7 Blanco de 
reactivos 
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4.5.5 Determinación de la exposición a la acrilamida en la población 

 
La determinación de la exposición de la población regiomontana a la 

acrilamida por el consumo de tostadas se realizó considerando los datos sobre 

consumo promedio diario de tostadas por grupos de edad, con la 

concentración promedio de acrilamida encontrada en este trabajo, así como el 

peso promedio de la población por grupos de edad. Para ello se aplicó la 

siguiente fórmula: 

 

Ingesta diaria de acrilamida (µg/kg) = 

 

 
 

Donde:  

 

Concentración de acrilamida es el promedio de acrilamida que 

contienen las muestras analizadas, expresadas en µg/kg. 

 

Consumo es la cantidad de tostadas de tortilla de maíz que se ingieren 

en un día por grupos de edad, expresada en kg/día. 

 

Peso corporal es el promedio de peso corporal en la población por 

grupos de edad, expresado en kilos. 

 

Los datos correspondientes al consumo diario de tostadas por grupos 

de edad se obtuvieron de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2012 

(ENSANUT, 2012), en la sección correspondiente al estado de Nuevo León. 

Además, de la Encuesta Estatal de Salud y Nutrición-Nuevo León 2011/2012 

(EESN-NL 2011/2012) se obtuvieron los pesos promedios por edades. 

 

Con los resultados obtenidos se realizó el estudio de análisis de riesgo. 
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4.5.6 Análisis estadístico 

Para conocer la relación de los resultados obtenidos en la cuantificación 

de acrilamida en las tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas, en función 

de las variables del proceso de elaboración, se hicieron las pruebas 

estadísticas de carácter descriptivo, que involucraron medidas de tendencia 

central y variación. Los datos obtenidos se examinaron mediante un análisis de 

varianza (ANOVA) a través del programa SPSS 20, así como la prueba de 

Tukey para comparar las medias.  
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5.1 Métodos probados para determinar acrilamida 

En la presente investigación se experimentaron varios métodos y 

técnicas para determinar el más adecuado para cuantificar la acrilamida en 

tostadas de tortillas de maíz hornadas y fritas, tomando en cuenta la 

disponibilidad de los equipos de los laboratorios en que se trabajó.  

 

El objetivo fundamental fue seleccionar una técnica con las 

características analíticas requeridas, como sensibilidad, especificidad, exactitud 

y precisión, parámetros pertinentes para garantizar que con el método 

empleado se logre determinar los niveles de acrilamida. A continuación, se 

describen las técnicas probadas y los resultados obtenidos.  

 

 

5.1.1 Cromatografía de gases-espectrometría de masas  

Durante los últimos años, diversos investigadores han desarrollado y 

descrito la validación de métodos analíticos basados en la cromatografía de 

gases/masas para la determinación de acrilamida. Estos procedimientos han 

sido publicados por revistas científicas, instituciones gubernamentales y 

universidades. Entre ellos hay métodos directos y otros que utilizan diferentes 

derivatizaciones para mejorar la cuantificación de la acrilamida (Ono et al., 

2003; Pittet et al., 2004; Serpen & Gokmen 2007; Tareke et al., 2000).  

 

 

5.1.1.1 Cromatografía de gases-espectrometría de masas (método 

directo) 

Uno de los métodos testados en este estudio fue el de cromatografía de 

gases con espectrometría de masas que utilizaron la Food Standards Agency 

(FSA, 2002), la Oficina Federal Suiza de Salud Pública (OFSP, 2002) y autores 

de trabajos de investigación como Tateo & Bononi (2003).  

El método descrito por Tateo & Bononi (2003) aplica un análisis directo 

en el que se usa un solo solvente (metanol), para la determinación de 

acrilamida en una concentración de 100 a 4000 µg/L (ppb) con una columna 

polar Supelcowax (30 m × 0,25 mm id × 0,20 µm; Supelco; Milán, Italia), 
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utilizándose un equipo GC-MS QP210 (Shimadzu, Milán, Italia) en modo 

splitless por 1 min. 

En nuestro laboratorio se aplicó esta técnica empleando las condiciones 

cromatográficas señaladas por los autores, pero utilizando una concentración 

de 100 µg/L (ppb) y una columna polar HP-INNOWax, (60 m × 0,32 mm id × 

0,25 μm) con fase similar a la Supelcowax utilizada originalmente. Sin 

embargo, no se logró la detección ni la identificación del pico de acrilamida, 

tanto del estándar interno como el de la curva de calibración. 

De acuerdo con diversos autores como Levine et al. (2009), Shalini et al. 

(2010) y Zhu et al. (2008), éstos  refieren la complejidad de este método para 

detectar acrilamida a niveles bajos de µg/kg (ppb), y comentan que no es 

conveniente para el análisis en alimentos cocidos o procesados. En particular, 

carece de selectividad y grado de certeza del analito, lo que dificulta la 

identificación de iones característicos en el espectro de masa requerida para 

confirmar la presencia de una molécula pequeña como la acrilamida, indicando 

la interferencia o señal de ruido en los cromatogramas que impiden obtener 

información de la detección, ya sea por los solventes utilizados o por la 

composición de la matriz. 

Existen otros autores como Biedermann et al. (2002) que también 

utilizaron un método directo similar al de Tateo & Bononi (2003), no obstante, 

este grupo de investigadores trabajó con una columna Carbowax 20M de 10 m 

× 0,25 mm i.d. recubierta de film de 0,4 μm, y empleando una precolumna de 

Carbowax 20M de 40 cm × 0,53 mm i.d. En este estudio se destaca la 

importancia de usar una precolumna, ya que facilita una buena identificación 

del pico de acrilamida.  

Sin embargo, un estudio más reciente, realizado por Pascali et al. 

(2014), demostraron que el análisis directo de acrilamida es posible utilizando 

diferentes columnas (Agilent DB-5MS UI 30 m × 0,25 mm × 0,50 µm; Agilent 

VF-WAXms 30 m × 0,25 mm × 0,25 µm; Agilent CP-Wax 58 FFAP CB 25 m × 

0,20 mm × 0,30 µm; Agilent DB-624 UI 30 m × 0,25 mm × 1,40 µm) para 

obtener el pico de acrilamida, evaluando solo la linealidad y las respuestas 

absolutas de área, sin aplicar estándar interno, y considerándose solo las 

especificaciones de temperatura que se adaptaron a cada columna. Además, 
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en aquel trabajo no se estimaron más parámetros de evaluación, como la 

especificidad, exactitud y precisión del método. 

Otros investigadores, por ejemplo Ahn et al. (2002), Nemoto et al. (2002) 

y Ono et al. (2003) sugieren que el análisis de acrilamida no se realice de 

manera directa y se derivatice para obtener buenos resultados e identificación 

de este compuesto, y que, para confirmar la eficiencia del método, se utilice un 

detector de captura de electrones (ECD) o un MS/MS. 

Dunovská et al. (2006) también confirmaron en su estudio que el análisis 

directo por GC-MS muestra una baja eficiencia en el pico de separación 

cromatográfico y la fragmentación de masas es baja, por lo cual sugieren la 

derivatización para determinar y cuantificar la acrilamida. 

 

5.1.1.2 Empleo de N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) 

por cromatografía de gases-masas (GC-MS) 

Se continuaron probando otras técnicas cromatográficas, entre ellas la 

de sililación, empleada por Lagalante & Felter (2004) en donde se utilizó N,O-

Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA), reactivo económico que permite 

una rápida derivatización y la sililación de acrilamida formando N,O-Bis 

(trimetilsilil) acrilamida (BTMSA). En esta investigación no se logró obtener la 

fragmentación del patrón de masas para BTMSA ni detectar el pico específico 

correspondiente a la acrilamida. Lagalante & Felter (2004), en sus resultados 

del análisis utilizando los mismos reactivos, mencionan que cuando la 

extracción es incompleta, los agentes de sililación pueden someterse a 

reacciones adicionales, esto hace que disminuya la sensibilidad analítica para 

la acrilamida y se observa que el ion padre (M+) es débil o inexistente debido a 

la incapacidad para extraerlo o la presencia de acrilamida a niveles bajos. El 

uso excesivo de BSTFA también inhibe las reacciones de sililación.  

La temperatura óptima de reacción de sililación por BTMSA se produce a 

70 °C, pero si se aumenta la temperatura de ionización por encima de este 

valor se disminuye la respuesta de acrilamida, posiblemente debido a la 

autopolimerización, que causa pérdida de señal. Se recomienda que la 

detección de ionización de llama (FID) sea en el modo SIM, ya que el pico de 

acrilamida y el patrón interno están libres de cualquier compuesto coeluyente. 
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5.1.2 Cromatografía de gases con captura de electrones (GC-ECD) 

La cromatografía de gases con captura de electrones (ECD), es el 

método para determinar acrilamida en agua recomendado y utilizado por la 

Agencia de Protección del Medio Ambiente (Método 8316, 1994) y la Agencia 

de Salud Alemana (BGVV), Seminario 2002 

(www.bfr.bund.de/cm/343/wittkowski02.pdf). Sin embargo, este procedimiento 

no es fácil de aplicar para determinar acrilamida en una gran variedad de 

productos alimenticios de matrices complejas. 

Zhu et al. (2008) desarrollaron un método de determinación de 

acrilamida por GC-ECD utilizando la adición estándar, basándose en el empleo 

de 2,3-dibromopropionamida (2,3-DBPA) para convertirlo a 2-

bromopropionamida (2-BPA) e identificar y cuantificar este contaminante en 

alimentos. Este procedimiento, aplicado en nuestro estudio, se describe con 

detalle en el punto 4.5.3 de la metodología. Este método se basa en la 

derivatización y bromación del doble enlace de la acrilamida para producir el 

producto 2,3-dibromopropionamida (2,3-DBPA), que se extrae de la mezcla de 

reacción con acetato de etilo en presencia de sulfato sódico como agente de 

fuerza iónica, para convertirla a 2-bromopropionamida (2-BPA), más estable 

(Andrawes et al., 1987; Arikawa & Shiga 1980; Castle et al., 1991; Castle, 

1993; EPA 1996; Nemoto et al., 2002; Takata & Okamoto, 1991; Takatsuki et 

al., 2003). 

 

5.1.2.1 Validación del sistema 

Una vez probadas las condiciones del método, se inyectó la solución 

bromada para detectar el pico del 2,3-DBPA. Mediante la curva de calibración 

externa se determinó la linealidad, precisión, exactitud, límite de detección y 

límite de cuantificación (Tabla 5.1), dentro de los criterios de validación de 

métodos fisicoquímicos propuestos por la Secretaría de Salud en México 

(2011).  
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Tabla 5.1. Criterios de aceptación y resultados obtenidos en la validación de la 
determinación de acrilamida por curva externa. 

Parámetros de 
Validación 

Criterios de 
aceptación 

Resultados 

Linealidad  
r ≥ 0,995 

Logró un coeficiente de correlación de 
0,9963, por lo tanto, se cumple con este 
parámetro. 

Precisión %CV ≤ 20% 
Obtuvo 1,96 %, por lo tanto, cumple con el 
parámetro. 

Límite de 
detección 10 ppb 

Se obtuvo un límite de detección de 2 ppb. 
Cumple con el límite de detección. 

Límite de 
cuantificación 10 ppb 

Se obtuvo un límite de cuantificación de 5 
ppb. Cumple con el límite de cuantificación. 

Criterios para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Secretaría de Salud de México 
(Secretaría de Salud, 2011). 

  

5.1.2.2 Optimización del equipo 

La optimización del cromatógrafo de gases con captura de electrones 

para determinar la curva externa se realizó modificando la metodología 

propuesta por Zhu et al. (2008). Se empleó una columna DB-5MS no polar (15 

m × 0,25 mm id × 0,50 μm), nitrógeno como gas portador, y en modo de 

inyección splitless. Por otra parte, se modificó la programación de temperatura 

inicial que era de 65 °C x min, 15 °C/min/230 °C (5 min) a una de 45 

°C/2min/150 °C (6 min), 6 °C/min/270 °C (20 min), logrando confirmar el 2,3-

DBPA convertido en 2-BPA, al ser tratado con trietilamina, como se observa en 

la Figura V.1.  

En este estudio se confirmó la identificación del analito por el pico del 

estándar 2,3-DBPA con el mismo tiempo de retención, a pesar de emplear otra 

columna y cambiar la programación de temperatura propuesta por Zhu et al. 

(2008) que emplearon una columna polar Supelcowax-10 (polietilenglicol, 30 m 

× 0,25 mm id × 0,25 µm), mostrando buena retención y respuesta del analito, el 

cual era identificado con el mismo tiempo de retención que el estándar 2,3- 

DBPA. 
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Figura V.1. Derivado dibromado de la acrilamida 2,3-DBPA, y del bromado, 2-
BPA, analizado por GC-ECD. 

 

Una vez acondicionada la técnica, se realizaron modificaciones en 

nuestro estudio, particularmente en relación con el pretratamiento de la 

muestra de tostadas para la extracción en fase sólida, cuidando sobre todo la 

limpieza y la adición de trietilamina. Los pasos del pretratamiento de la muestra 

incluyen la extracción de acrilamida con una solución de cloruro de sodio, 

eliminación de grasa con hexano y derivatización con bromato de potasio y 

bromuro de potasio, limpiando con florisil antes del análisis por CG.  

 

No se obtuvo señal del analito en las matrices analizadas. La Figura V.2 

muestra una comparación de cromatogramas del analito en la matriz y el 

estándar, donde se comprueba que no hay presencia de acrilamida en la 

matriz. 

Con el objetivo de verificar los resultados obtenidos y descartar que la 

extracción de acrilamida fuese incorrecta o ésta estuviese presente en trazas 

no detectables en las tortillas, hecho poco probable, se hizo una serie de 

pruebas con adición de patrón interno. 

 

 

 

2-BPA 

2,3-DBPA 

Estándar  
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Figura V.2. Cromatograma del estándar de acrilamida a una concentración de 

75 ppb y el cromatograma de la muestra de presencia desconocida de 
acrilamida en tortilla de maíz horneada. 

 
 

Durante el tratamiento de la muestra para el análisis de acrilamida se 

homogeneizó, se adicionó el estándar interno (IS) y se llevó a sequedad, 

realizando las operaciones de extracción, concentración y limpieza. La 

extracción y limpieza de la muestra fueron pasos críticos para la recuperación, 

debido a que la acrilamida puede perderse con facilidad si no hay una buena 

homogeneización (Biedermann et al., 2002; Rufián-Henares & Morales, 2006; 

Yusa et al., 2006). Finalmente, se confirmó que sí existieron problemas en la 

recuperación a partir de la matriz ensayada, ya que se obtuvo de 130 a 185% 

más de la cantidad de analito utilizado. Debido a que las pruebas de 

recuperación y repetibilidad no fueron satisfactorias, este método no fue 

considerado idóneo para detectar y cuantificar el contenido de acrilamida en 

tortillas de maíz tostadas. 

En un estudio realizado en China por Geng et al. (2011), y trabajando 

con el método de Zhu et al. (2008), en el cual la extracción y derivatización 

fueron muy similares, con la excepción que la confirmación del analito fue por 

el 2-BPA en un cromatógrafo de gases utilizando una columna ODS-3 C18 y 

acoplado a espectrometría de masas-masas, obtuvieron buenos resultados de 

cuantificación de acrilamida en tortillas de maíz. En nuestro laboratorio no 

contábamos con un equipo semejante para realizar la confirmación de la 

acrilamida por GC masas-masas.  
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5.1.3 Determinación de acrilamida por el método de cromatografía 

líquida acoplada con espectrometría de masas en tándem (LC-

MS/MS) 

Debido a que con los métodos probados anteriormente no se obtuvieron 

resultados satisfactorios, se continuó en la búsqueda de otro método analítico 

capaz de determinar acrilamida en tortillas tostadas con los equipos 

instrumentales a nuestro alcance. En esta ocasión se testó un método basado 

en LC-MS/MS (ver sección 4.5.4 de materiales y métodos). 

Para la validación del método se siguieron las normas de la Comisión de 

Control Analítico y Ampliación de Cobertura: Criterios para Validación de 

Métodos Fisicoquímicos de la Secretaría de Salud en México (2011), Normas 

de Calidad del Laboratorio Central Regional de Monterrey, ubicado en 

Guadalupe, N. L., y se consideró la Recomendación de la Comisión Europea 

(2013/647/UE), relativa a la investigación de los niveles de acrilamida en los 

alimentos.  

 

5.1.4 Desarrollo y validación del método analítico para determinar 

acrilamida por LC-MS/MS 

Para validar el método analítico en nuestro estudio, se tomó como 

fundamento el método de la Food and Drug Administration (FDA) de los 

Estados Unidos, al cual se le realizaron ciertas modificaciones en nuestro 

estudio, utilizando metacrilamida como estándar interno, tal como se menciona 

en el punto 4.5.4.1 de la metodología  

Uno de los ajustes que se tuvo que realizar de esta técnica fue el 

tratamiento de la muestra utilizando acetonitrilo como solvente en la extracción, 

utilizándose para la limpieza y purificación de la muestra una mezcla dispersiva 

descrita en la metodología en el punto 4.5.4.4.2. Se decidió usar el acetonitrilo 

por ser un compuesto miscible en agua y soluble en disolventes orgánicos.  

Con el uso de un estándar interno garantizamos que la cuantificación 

fuese más precisa, se eliminaron errores en la pérdida de la muestra evaluando 

porcentaje real de recuperación y su correlación con el estándar interno, 

mejorando de esta manera la retención de la acrilamida. La mayoría de las 
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investigaciones publicadas han empleado como estándar interno la 13C3-

acrilamida (Chih et al., 2009; Douny et al., 2012), mientras que otros han usado 

D3-acrilamida (Delatour et al., 2004; McHale et al., 2009). También hay reportes 

en los que describen la utilización de  13C1‐acrilamida, N, N‐dimetilacrilamida y 

metacrilamida (Laso et al., 2015;  Becalski et al., 2004; Oracz et al., 2011; 

Roach et al., 2003; Wenzl et al., 2003; Zhang et al., 2005; Zyzak et al., 2003). 

En el presente estudio se eligió metacrilamida como patrón interno por tener un 

comportamiento parecido a la acrilamida (Paleologos & Kontominas, 2005). 

La preparación de la muestra se trabajó de acuerdo con lo descrito en el 

apartado de la metodología. 

 

5.1.5 Técnica LC-MS/MS   

5.1.5.1 Condiciones instrumentales  

Con el objetivo de obtener una señal sensible y de buena resolución 

cromatográfica, se procedió a la optimización de las condiciones de detección 

de los estándares de acrilamida y metacrilamida, tanto instrumentales como 

experimentales. Los criterios empleados para seleccionar los valores óptimos 

fueron la resolución, el área de pico y la relación señal/ruido, tomando en 

cuenta las especificaciones al método definidas por los Criterios para 

Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Secretaría de Salud de México 

(2011). 

 

5.1.5.2 Optimización de los parámetros del espectrómetro de masas 

Para la calibración del equipo se utilizó una conexión en “T” para la 

introducción del analito junto con el flujo utilizado en la fase móvil, a una 

velocidad de 20 μL/min. Se adquirió el espectro de masas en modo barrido 

(scan), entre 10 y 100 m/z, estableciendo el ion m/z 71,5 [M+H]+, como 

precursor de los iones 27,1; 44,05 y 55,0. La acrilamida fue detectada en modo 

ionización positivo (ES+). Una vez establecido el ion precursor, se obtuvo el 

voltaje del cono de 20 V. 
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5.1.5.3 Optimización de las transiciones de fragmentación y de las 

energías de colisión 

Después de aislar el ion precursor, se trabajó con las mejores 

transiciones en modo monitoreo de reacciones múltiples (MRM). Las 

transiciones de ion padre a ion acrilamida y metacrilamida fueron 

seleccionadas en función de los resultados obtenidos durante las pruebas y los 

voltajes óptimos para la mayor respuesta. Éstas fueron m/z 71,5 > 27,1, 71,5 > 

44,05, 71,5 > 55 para la acrilamida y m/z 85,45 > 58,1 para el patrón interno de 

metacrilamida. La energía de colisión fue optimizada para cada transición 

MRM.  

Estos resultados evidencian que los criterios para confirmar las 

condiciones instrumentales fueron precisos por detectar el ion más 

característico de acrilamida, y al trabajar en modo MRM se obtuvo mayor 

selectividad (Zhang et al., 2005). 

Algunos autores (Ahn et al., 2002; Becalski et al., 2003; Özer et al., 

2012) sugieren vigilar la transición para la cuantificación y las transiciones de 

m/z 72, 55, 54, 44, y 27 para confirmar la identidad de acrilamida, así como 

observar los criterios sugeridos por la FDA (2002) para el análisis de alimentos. 

Sin embargo, otros investigadores han utilizado la energía de colisiones 

optimizando las transiciones m/z 72 > 55, 72 > 54, 72 > 44, donde el valor 

óptimo seleccionado fue 75 > 58, ya que el reactivo que emplearon fue 13C3-

acrilamida (McHale et al., 2009; Karaseca et al., 2009; Peter et al., 2004; Wei et 

al., 2009). Comparado con otras investigaciones, como las de Bermudo et al. 

(2008)  y Therry et al. (2004), el valor óptimo fue de 72 > 55, al igual que en la 

presente investigación, donde el reactivo fue acrilamida pura. 

 

5.1.5.4 Optimización de la separación cromatográfica 

Se emplearon las columnas disponibles en el laboratorio para 

compuestos polares, utilizando una Waters Acquity UPLC BEH C18 (100 mm × 

2,1 mm id × 1,7 µm) obteniéndose una buena resolución del pico 

cromatográfico, al igual que la mayoría de los métodos de separación 

cromatográfica descritos en los estudios recientes donde se usaron columnas 

inversas diseñadas para analitos altamente polares (Douny et al., 2012; 
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Soares, 2010; Alves et al., 2010), aunque algunos grupos de investigación han 

optado por un relleno de carbono grafítico poroso (Wenzl et al., 2003). 

 

5.1.5.5 Optimización de la fase móvil 

La separación cromatográfica se llevó en modo isocrático empleando las 

fases móviles A: agua + 0,1% acido fórmico (97,5%) y B: metanol + 0,1% ácido 

fórmico (2,5%). Estas condiciones se definieron después de varias pruebas de 

disolución de acrilamida en diferentes concentraciones de ácido fórmico. Se 

mantuvo un flujo constante de 0,2 mL/min durante todo el desarrollo 

cromatográfico. 

En cuanto a la fase móvil, Wang et al. (2013) emplearon el modo 

isocrático con 3 fases de disolución, y mostraron que las mezclas de 10% (v/v) 

de acetonitrilo a 0,40 mL/min, 15% (v/v) de acetonitrilo a 0,40 mL/min y 10% 

(v/v) de acetonitrilo a 0,50 mL/min dieron buena señal de picos del estándar de 

acrilamida para una concentración de 10 ng/L. Por otra parte, Abdalla et al. 

(2014) usaron 4,0% (v/v) de acetonitrilo/agua y metanol/agua 15:85 (v/v) como 

fase móvil, obteniendo buena señal de pico en una concentración de 66 ng/L, 

así como un porcentaje favorable de recobro utilizando el acetonitrilo. Algunos 

autores, como Cavalli et al. (2003) y Xu et al. (2012), indican que este solvente 

facilita la optimización, permite reducir el tiempo de ciclo cromatográfico y evita 

interferencias con componentes de la matriz. En nuestro estudio, sin embargo, 

se empleó en su lugar el ácido fórmico como fase móvil, con lo que logramos 

una buena señal de picos, se evitaron interferencias en la matriz de estudio y 

se obtuvieron buenos recobros. 

 

5.1.5.6 Optimización del tiempo de retención  

Para determinar el tiempo de retención se inyectaron diferentes 

concentraciones de acrilamida y metacrilamida, definiendo 1,38 min para 

acrilamida con un ciclo total cromatográfico de 10 min. En la Figura V.3 se 

observa el tiempo de retención y la altura de pico obtenidos para las diferentes 

concentraciones de acrilamida (1, 5, 10 y 20 ppb). El tiempo de retención de la 

metacrilamida fue de 1,45 min para una concentración de 50 ppb. 
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a) 

 

 

 

 

 

b) 

 

Figura V.3. a) Cromatogramas (LC-MS/MS) de la inyección de la acrilamida a 
diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 20, ppb); b) Cromatograma 
de la inyección de la de metacrilamida a concentración de 50 ppb. 

 
 

En el estudio de Paleologos & Kontominas (2005) el tiempo de retención 

fue de 1 a 3 min diferente a los obtenidos por nosotros, lo podría ser debido a 

que ellos trabajaron con diferente columna. Sin embargo, el tiempo de 

retención obtenido está dentro del intervalo que definieron. Otros 

investigadores, por ejemplo Taubert et al. (2004), también han utilizado la 

metacrilamina como estándar interno, sin embargo ellos no reportan tiempo de 

retención. 
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El tiempo de retención de la acrilamida y el tiempo total del ciclo 

cromatográfico difieren a los mostrados en los estudios realizados por 

Hoenicke et al. (2004), Karaseca et al. (2009), Mastovska et al. (2006) y Yusa 

et al. (2006), debido a que ellos emplearon diferentes columnas y fases 

móviles.  
 

5.1.5.7 Optimización de las condiciones de separación 

cromatográfica  

En cuanto a las condiciones óptimas para la separación cromatográfica 

se tuvieron en cuenta ciertos parámetros, entre ellos la composición de fase 

móvil y flujo señalado en la Tabla 5.2, donde se describen los parámetros 

utilizados y los ajustes del equipo de LC-MS/MS para el análisis de acrilamida. 

Estos parámetros dependen del equipo, asimismo, la columna es importante 

para el éxito del análisis (Andrzejewski et al., 2004; Granby & Fagt, 2004; 

Hoenicke  et al., 2004; Shih et al., 2004).  

 

 

Tabla 5.2. Valores óptimos para la separación cromatográfica LC-MS/MS. 

Columna Waters Acquity UPLC BEH C18  
(1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm) 

Temperatura columna 30 °C 

Volumen de inyección 10 µL 

Composición 
Fase móvil 

A: Agua + 0,1% acido fórmico (97,5%). 

B: Metanol + 0,1% acido fórmico (2,5%) 

Flujo 0,2 mL/min 

Tiempo del ciclo 
cromatográfico 10 min 

 

 

Resultados y discusión 



Mirna Elizabeth Santos Lara. Tesis doctoral 
 

92 
 

5.1.5.8 Optimización del proceso de extracción  

Durante la extracción se debe tener extremo cuidado en la preparación 

de la muestra, de lo contrario puede haber una diferencia significativa en el 

valor del resultado final o perderse con facilidad el analito de estudio 

(Biedermann et al., 2002; Delatour et al., 2004; Rufián et al., 2006; Yusa et al., 

2006). Por esto, durante el proceso de extracción se realizaron ensayos de 

recuperación a diferentes niveles de concentración de acrilamida, de acuerdo 

con el método descrito en el punto de metodología en 4.5.4.6 de preparación 

de la muestra, y estos resultados se muestran en la Tabla 5.3. 

 

Tabla 5.3. Porcentaje de recuperación de acrilamida. 

Solución de trabajo 1 de 

acrilamida 

Concentración µg/kg % de recuperación 

50 100,7 

20 101,1 

10 99,4 

 (n = 3)  

 

Estas medidas nos permitieron conocer la cantidad de acrilamida 

recuperada en las concentraciones analizadas y, de esta forma, evaluar la 

buena eficiencia de la extracción y del proceso de preparación. 

 

 

5.1.6 Validación del sistema 

En la Tabla 5.4 se detallan los resultados satisfactorios para la validación 

del sistema, con acrilamida pura en un equipo de LC-MS/MS.  Se evaluaron los 

parámetros de linealidad, precisión, repetibilidad y límite de detección. 

 
En cuanto a la validación, se obtuvieron resultados de exactitud similares 

a los estudios reportados por otros autores: Abdalla et al. (2014), 93 - 99%; 

Hoenicke et al. (2004), 80-110%; Mastovska et al. (2006), 88 - 113%; Taubert 
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et al. (2004), 94 - 108 % y Wang et al. (2013), 89 - 103%. El valor de parámetro 

de exactitud obtenido se enmarca en los criterios de validación de Métodos 

Fisicoquímicos de la Secretaria de Salud de México (2011). 

 
 
Tabla 5.4. Criterios de aceptación y valores obtenidos en la validación del 

sistema LC-MS/MS. 

Parámetros 
validados 

Criterios de 
aceptación1 Resultados 

Linealidad r ≥  0,999 
Se obtuvo un coeficiente de correlación 
de 0,999, por lo tanto, cumple con este 
parámetro. 

Precisión % CV ≤ 20% Se obtuvo un CV de 4,04 %, por lo tanto, 
cumple con este parámetro. 

Exactitud 60 a 120 % 
Se obtuvo % de recobro mínimo de 
96,68%, por lo tanto, cumple con este 
parámetro. 

Límite de 
detección 

10 ppb 
Se obtuvo un límite de detección de 3 
ppb, considerando que el LD obtenido es 
mejor que el criterio recomendado debido 
a la sensibilidad del equipo empleado. 

Límite de 
cuantificación 

10 ppb 
Se obtuvo un límite de cuantificación de 8 
ppb, considerando que el LC obtenido es 
mejor que el criterio recomendado debido 
a la sensibilidad   del equipo. 

Coeficiente de 
correlación (r) 

 r = 0,999 

Intersección al 
eje (b) 

 0,018 

Pendiente (m)  −0,729 

1Criterios para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Secretaria de Salud en México 
(2011). 
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En cuanto al límite de detección, el valor obtenido de 3 ppb concuerda 

con los reportados por estos autores, que obtuvieron valores desde 2 a 8 µg/kg, 

utilizando diversos estándares internos: (13C3) acrilamida, (2H3) acrilamida o 

metacrilamida. El valor del límite de cuantificación fue de 8 ppb y está dentro de 

los valores que estos investigadores reportaron (de 2 a 30 µg/kg). 

Por tanto, nuestro método analítico propuesto cumple con los 

parámetros de validación, es sensible, preciso y confiable, y se puede aplicar 

para analizar acrilamida en diferentes productos alimenticios. 

 

5.1.7 Validación del método 

 
5.1.7.1 Curva de calibración de acrilamida  

La curva de calibración se realizó utilizando adición de estándar, con la 

finalidad de comprobar la señal de acrilamida en una concentración conocida 

para el análisis y determinar las respuestas tanto de esta sustancia como del 

estándar interno, calculando el coeficiente de las dos respuestas.  

En el estudio realizado por Douny et al. (2012) se compararon los 

resultados de una curva de calibración realizada con estándares puros de 

acrilamida y los de una curva de calibración en una muestra de papa cruda 

enriquecida con estándar en las mismas concentraciones. Ambas curvas 

coincidieron en los valores obtenidos, demostrando que no hay diferencia 

significativa entre una curva de calibración realizada con o sin matriz para su 

validación.  

En el presente trabajo se prepararon seis niveles de concentración de 

estándares de acrilamida, tal como se señaló en el método, y se empleó un 

patrón interno, tanto para las muestras como para los estándares. Las curvas 

de calibración se construyeron sobre la base de la relación de las áreas del ion 

m/z 71,5 derivado de la acrilamida y de iones de m/z 85,45 derivados del 

patrón interno. Los coeficientes de correlación obtenidos fueron por lo general 

mayores de 0,999. 
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5.1.8 Linealidad 

El método mostró una respuesta lineal de la acrilamida en el intervalo de 

concentraciones de 10 a 500 µg/kg, con coeficientes de correlación y 

determinación de r = 0,9997. La Figura V.4 muestra una curva de calibración 

de acrilamida. 

 
Figura V.4. Curva de calibración de acrilamida en concentraciones de 10 a 50 

µg/kg por LC-MS/MS.  
 

 

5.1.9 Precisión 

Se realizó de acuerdo a los parámetros establecidos por el laboratorio 

Central Regional de Monterrey. Se calculó la precisión intradía (repetibilidad) y 

la precisión interdía (reproducibilidad).  Presentando valores dentro del rango, 

con un coeficiente de variación de 5,45% lo que nos indica que el método es 

preciso. 

 

5.1.10 Límite de detección (LD) y de cuantificación (LC)  

El límite de detección (LD) se determinó en función de la señal/ruido de 

la acrilamida el cual debe ser igual a 3.  
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El límite de cuantificación (LC) se determinó en función de la señal/ruido 

de la acrilamida el cual debe ser igual o mayor a 10. 

 

 

5.1.11 Recobro de extracción  

Para determinar la eficiencia de la extracción de la acrilamida se 

determinó el recobro (R%), comparándose el área del pico cromatográfico 

obtenida de la inyección y matriz de 19 muestras blanco, fortificadas con 

acrilamida a concentración de 100 μg/kg. Se inyectaron en 3 días diferentes y 

se calculó el porcentaje de recobro de acrilamida adicionada, con una exactitud 

del método de 101,32%.  

 

Tabla 5.5. Criterios de aceptación y valores obtenidos en la validación del 
método LC-MS/MS. 

Parámetros 
validados 

Criterios de 
aceptación1 Resultados 

Linealidad r ≥ 0,999 
 

Se obtuvo un coeficiente de correlación de 
0,9997, por lo tanto, cumple con este 
parámetro. 

Precisión % CV ≤ 20% Se obtuvo un CV de 5,45%, por lo tanto, 
cumple con este parámetro. 

Exactitud 60 a 120 % 
Se obtuvo porcentaje de recobro de 
101,32%, por lo tanto, cumple con este 
parámetro. 

Límite de 
detección 

10 ppb Se obtuvo un límite de detección de 3 ppb 
validado. Cumple con el límite de detección. 

Límite de 
cuantificación 

10 ppb 
Se obtuvo un límite de cuantificación de 10 
ppb validado. Cumple con el límite de 
cuantificación. 

1Criterios para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Secretaría de Salud de México 
(2011). 
 

 

La Tabla 5.5 muestra los resultados de linealidad, precisión, exactitud, 

límite de detección y cuantificación del método LC-MS/MS, los cuales  

cumplieron con los Criterios para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la 

Secretaría de Salud en México (2011). 
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Existen diversos estudios que describen métodos de GC-MS y LC-

MS/MS para la determinación de acrilamida como seguros, útiles y aprobados 

para la cuantificación de esta substancia (Zhang et al., 2005, 2009; Wenzl et 

al., 2003, 2007). Sin embargo, la OMS y la FAO, aconsejan más estudios de 

investigación en la aplicabilidad de estos métodos cromatográficos en las 

diferentes matrices alimentarias, emplear técnicas de detección de 

espectrometría de masas y tener mayor incidencia en repetibilidad, sensibilidad 

y precisión de los métodos desarrollados.  

 

 
5.1.12 Aplicación del método en muestras comerciales   

Una vez validado el método analítico, éste se aplicó para el análisis de 

acrilamida en muestras comerciales de tortillas de maíz horneadas y fritas 

compradas en diferentes supermercados del área metropolitana de Monterrey. 

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.  

En cada secuencia analítica, las muestras fueron inyectadas después de 

correr la curva de calibración, el blanco de reactivo y el blanco de muestra. 

Asimismo, cada tres días se realizó el análisis de recobro, el cual se consideró 

satisfactorio para un intervalo comprendido entre 60 y 120%, para cumplir de 

este modo con los Criterios para Residuos y Contaminantes de Alimentos y 

Agua establecidos en la Guía de la Comisión de Control Analítico y Ampliación 

de Cobertura: Criterios para la Validación de Métodos Fisicoquímicos de la 

Secretaria de Salud de México (2011).  

Se han realizado una serie de investigaciones en matrices diferentes, 

como papas fritas, cereales, panes y galletas, entre otros (Acar, 2010; Anese, 

2010; Mastovska & Lehotay, 2006; Masson et al., 2007; Capei, 2015). La Tabla 

5.6 muestra los resultados que se obtuvieron por técnicas basadas en LC-

MS/MS, resultados que se pueden comparar a los que logramos en la 

validación del método empleado en nuestro estudio como comentaremos a 

continuación. 
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Tabla 5.6. Análisis de acrilamida en diferentes matrices alimenticias por el método de LC-MS/MS. 

Autor Concentración 
de trabajo 

CV 
(%) Muestra Recobros 

(%) 
Límite de 
detección 

Límite 
de 

cuantificación 
Estándar 
interno Matriz 

Concentración 
de acrilamida 

(µg/kg) 

Roach et al. 
2003 

8 - 3,6 µg/kg 10 1 g 92 4 µg/kg 8 µg/kg 200 µg/kg 
13C3 acrilamida 

 

Pan 65 

Kim et al. 
2007 

10 - 500 µg/kg 9 10 g 99,3 NE 2 µg/kg 2000 ng 
13C3 acrilamida 

Pan 33 
 

Gheng et al. 
2009 

5 - 500 ng/mL 6,3 1g 113 3 µg/kg NE 1 µg/mL 
13C3 acrilamida 

Pan 3 - 297 
Depende del 
tipo de pan 

Cheng et al. 
2009 

100 a 500   
μg/kg 

Enriquecida con 
10 mg/kg de 

solución de AA 

Menos 
de 10 

% 

1 g 86 a 113 3 a 20 
μg/kg 

0,242 - 1,6 
mg/kg 

13C3-acrilamida Pan < 3 – 12 µg/kg 

Burlacu et 
al. 2009 

NE NE NE NE NE 0,242 - 1,6 
mg/kg 

< 10 µg/kg Pan 
tostado 

NE 

Rufián et al. 
2009 

NE NE 1 g NE NE 30 µg/kg (13C3) 
acrilamida 

Pan y 
galletas 

NE 
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Tabla 5.6. (Continuación) 

Autor 
Concentración 

de trabajo 
CV 
(%) 

Muestra 
Recobros 

(%) 
Límite de 
detección 

Límite 
de 

cuantificación 

Estándar 
interno 

Matriz 
Concentración 
de acrilamida 

(µg/kg) 

Taubert et 
al. 

2004 

30 µg/kg - 100 
mg/ kg 

NE NE 91,6- 
108,4 

1 ng/mL 3 ng/mL Metacrilamida Papas 
fritas 

20 mg/kg 

Rufián et 
al. 2006 

25-1000 µg/L NE 1 g 98 23, µg/kg 91,8 µg/kg (13C3) 
Acrilamida 
Carrez II 

Papas 25-1000 µg/kg 

Senyuva & 
Gokmen 

2006 

100-1000 ng/g NE 1 g 92 - 101 2 ng/g 6 ng/g (1,0 mg/mL) 

13C acrilamida 

Papas 
fritas 

Papas 
y 

galletas 

250 and 1000 
ng/g 

Tateo 
et al. 2010 

 

10-2500 µg/kg 5,8 1,5 g 90,7 - 96,3 6 µg/kg 18 µg/kg 13C3 acrilamida Papas 
fritas 

27 -1400 
 

Jackson 
2010 

 

50 - 200 ng/mL 5 1 g 116 5 ng/mL 10 ng/mL 500 ng/mL 13C3-
acrilamida 

Papas 
fritas 

NE 

Douny 
et al. 2012 

0-1000 µg/kg NE 1 g NE 25 µg/kg 50 µg/kg 125 µg/kg 
13C3 acrilamida 

Papas 
crudas 

1,409 - 2311 
 

Chen 
et al.2012 

20-200 μg/L 3,5 2 g 91-97 2,4 µg/kg NE NE Papas 
fritas 

58,40 - 
4126,26 

 



Mirna Elizabeth Santos Lara. Tesis doctoral 
 

100 
 

Tabla 5.6. (Continuación) 

Autor Concentración de 
trabajo 

CV 
(%) Muestra Recobros 

(%) 
Límite de 
detección 

Límite 
de cuantificación 

Estándar 
interno Matriz 

Concentración 
de acrilamida 

(µg/kg) 
Roach et 
al. 2003 

NE 10% 1 g 92 <10 µg/kg 10 ppb 2000 ng 
13C3 acrilamida 

Galleta 
salada 

13 µg/kg 

Delatour 
et al. 2004 

10 - 2500 µg/kg 10 2 g 95 3 µg/kg 10 µg/kg d3-acrilamida chocolate 
en polvo 
soluble 

2500 μg/kg 

Hoenicke 
et al. 2004 

NE NE NE 80 - 110 <10 µg/kg < 30 µg/kg (2H3) 
Acrilamida 

NE NE 

Zhang et 
al. 2005 

5 – 200 ng/mL NE NE 87 - 96 NE 1 μg/kg (13C3) 
acrilamida 

Alimentos 
infantiles a 

base de 
cereales 

NE 

Dunovská 
et al. 2006 

NE NE NE NE NE NE (D3) acrilamida NE NE 

Aguas et 
al. 2006 

4,0 – 2000 μg/L NE NE 95 - 105 1,5 9,2 μg/kg (13C3) 

acrilamida 

Café, 
cocoa 

NE 

Yusa et al. 
2006 

1 – 2000 ng/mL NE NE 93 - 101 NE 5 μg/kg (13C3) 
acrilamida 

Alimentos 
a base de 
cereales 

NE 

Mastovska 
et al. 2006 

10 - 2000 ng/g 
(2,5 - 200 ng/ 
mL en MeCN) 

6,6 1g 88 - 113 2 µg/kg < 10 µg/kg 500 ng/g ( d-3 
acrilamida) 

Cereal NE 
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Tabla 5.6. (Continuación)  

Autor Concentración de 
trabajo 

CV 
(%) Muestra Recobros 

(%) 
Límite de 
detección 

Límite 
de cuantificación 

Estándar 
interno Matriz 

Concentración 
de acrilamida 

(µg/kg) 
Kim et al. 

2007 
1 - 500 µg 9 10 g 97 -102 1µg/kg 2 µg/kg (13C3) 

acrilamida 
Alimentos 

procesados 
10 - 500 

µg/kg 

Liu et al. 
2008 

NE NE NE NE 1 ng/mL 5 ng/mL (13C3) 
acrilamida 

NE NE 

Acar & 
Gokmen 

2009 

NE NE NE NE NE NE (13C3) 
acrilamida 

NE NE 

Yang et al. 
2012 

NE NE NE NE 5 mg/L 
 

15 mg/L [13C3]-AA NE NE 

Mojska 
et al. 2012 

10 - 1500 µg/L < 6 2,4 g 94,4 NE 10 µg/kg 
 

200 µg/L 
AA-d3 

deuterado 

Cereales 
para bebé 

148 

Ozer 
et al. 2012 

5 - 200 μg/g 20 1 g 91 - 97 3 ng/g 5 ng/g NE Postres 
turcos 

 

25 - 154 
µg/kg 

Yang et al. 
2012 

NE NE NE NE 0,3 µg/kg 1,2 µg/kg [13C3]-AA Dieta NE 

Wang et 
al. 2013 

50 - 2000 µg/L NE 1g 89 - 103 8,0 µg/kg 25 µg/kg Carrez I, II a 
50 µL 

Alimentos 
al horno y 

fritos 

86,3 – 151 
µg/kg 

Abdalla et 
al. 2014 

NE NE NE 93 - 99 10 µg/kg 20 µg/kg NE Puré de 
papas 
Café y 

cereales 

145 μg/kg 

NE: No se Encontró 
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Para la confirmación de la acrilamida se utilizó el ion 71,5 > 27,1 para 

metacrilamida y el ion 85,45 > 58,1. Las intensidades de los iones detectados 

correspondieron a los utilizados, tanto para patrón de estándar de calibración, 

como para muestras enriquecidas, en concentraciones comparables y medidas 

en las mismas condiciones. 

Por su parte, la evaluación de la linealidad del método se realizó a través 

de una curva de calibración de estándares de acrilamida a niveles de 

concentración entre 10 y 500 µg/kg, encontrándose una buena correlación 

entre el área y la concentración (r > 0,9997). Otros autores (Tabla 5.6) 

trabajando a diferentes concentraciones y empleando diferente estándar 

interno obtuvieron r > 0,999. Los niveles de concentración pueden variar debido 

a la sensibilidad y selectividad del equipo, así como las concentraciones 

esperadas de acrilamida en las muestras (Anese, 2010; Burlacu et al., 2009; 

Jiao et al., 2005; Naushad & Khan, 2014; Soares, 2006; Wang et al., 2013). 

En cuanto a la precisión y exactitud del método, se evaluaron con 

muestras de tortillas de maíz tostadas horneas y fritas, adicionadas con 

acrilamida. El porcentaje de recuperación obtenido fue de 101% y la desviación 

estándar relativa (%DER) del 5,4%, resultados que están dentro de los 

parámetros aceptados por los criterios para validación de métodos (Tabla 5.5) y 

son muy similares a los mostrados en otros estudios (Tabla 5.6). Asimismo, 

éstos confirman el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas 

individuales cuando se aplica el método repetidamente a múltiples muestreos 

de una muestra homogénea.  

Los límites de detección y de cuantificación, por otro lado, fueron de 3 y 

10 ppb, respectivamente, similares a los mostrados en otros estudios (Tabla 

5.6). 

 

5.2 Niveles de acrilamida en diferentes tipos de tostadas de 

tortillas de maíz horneadas y fritas. 

El maíz en México es consumido principalmente en tortillas, 

consideradas un producto básico en la dieta mexicana. Acompañan la mayoría 

de los platillos, ya que se recomiendan por su aporte de nutrientes esencial 

para una dieta equilibrada; muchas veces, la propia tortilla sirve de plato o 
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cuchara al momento de comer. Su elaboración se puede clasificar de acuerdo 

al maíz utilizado, proceso, cocción, tamaño y forma.  

Para la clasificación de las tostadas de maíz en este estudio se tomó 

como referencia la Norma Oficial Mexicana, NOM-187-SSA1/SCFI-2002. 

“Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas preparadas para su 

elaboración y establecimientos donde se procesan. Especificaciones sanitarias. 

Información comercial. Métodos de prueba”.  

La tortilla es el producto elaborado con masa que puede ser mezclada 

con ingredientes opcionales y sometida a cocción. Puede consumirse de 

diferentes formas, una de ellas son las tostadas, elaboradas a partir de tortillas 

o masa, sometidas a un proceso de horneado, freído, deshidratado u otro, 

hasta obtener una consistencia rígida y crujiente.  

Las tostadas se pueden clasificar en horneadas y fritas, a su vez, 

pueden variar en tamaño. En la Tabla 5.7 se muestran los tipos de tostadas, 

diámetro y proceso de elaboración (temperatura y tiempo de tratamiento) de las 

muestras analizadas. 

 
 

Tabla 5.7. Parámetros de evaluación de tostadas de tortillas de maíz 
horneadas y fritas. 

Tipos de tostadas n Diámetro 
(cm) 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(s) 

Frita grande 11 18 165 50 

Horneadas 14 13 280 40 
Pequeñas, redondas 

y fritas 16 7 190 60 
 

Tortillas 4 13 160 60 
n = número de muestras 

 

La formación y la degradación de la acrilamida en otros compuestos se 

producen durante el tratamiento a temperaturas elevadas. El contenido de esta 

substancia se debe principalmente a una mezcla de reacciones que varían de 

acuerdo a la composición del alimento, contenido de agua, pH, presencia de 

inhibidores que compiten con los azúcares reductores y aminoácidos 

producidos en la reacción de Maillard (Baran Das & Prem 2012; Chen et al., 

2012; Gokmen et al., 2008; Serpen & Gokmen, 2009). 
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Durante el proceso de calentamiento por ebullición no se forma la 

acrilamida, necesitándose para ello condiciones de temperaturas altas y baja 

humedad durante la cocción, como sucede al freír, hornear y asar en donde el 

calentamiento y la deshidratación ocurren simultáneamente (Gökmen et al., 

2008). 

Se analizaron un total de 45 muestras de tostadas de tortillas de maíz 

horneadas y fritas. La Tabla 5.8 muestra los contenidos de acrilamida 

encontrados en los diferentes tipos de tostadas. Las concentraciones más 

bajas correspondieron a las clasificadas en el grupo como pequeñas y 

redondas y fritas, con un intervalo de concentración de 115,66 a 197,34 μg/kg. 

El mayor contenido del contaminante se encontró en el grupo de tostadas 

horneadas, que presentó un intervalo de 154,18-266,53 μg/kg, y una media que 

superó el valor  recomendado por la Unión Europea (UE) en productos de 

maíz. Este dato podría tener relación con que se someten a condiciones más 

intensas de temperatura, en comparación al resto de tostadas. Aunque hasta el 

momento no se han establecido límites de acrilamida en alimentos por parte de 

organismos internacionales, la UE ha publicado una recomendación (Tabla 1.2) 

al respecto (2013/647/UE), basada en numerosos estudios realizados por la 

EFSA entre 2007 y 2012. A partir de esta recomendación podemos decir que 

los resultados de este trabajo mostraron que los niveles de acrilamida en 

algunas muestras de tostadas de maíz horneadas y fritas se situaron por 

encima de los 200 μg/kg recomendados por la EFSA. Por otro lado, estos 

resultados son muy similares a los obtenidos en otras investigaciones (Tabla 

5.6) donde se describieron cantidades comprendidas entre 65 y 297 µg/kg de 

acrilamida en pan (Gheng et al., 2009; Kim et al., 2007; Ozer et al., 2012; 

Roach et al., 2003). 

En las tortillas de maíz horneadas y fritas existe un intervalo de variación 

entre los valores mínimo y máximo, debido fundamentalmente a las 

condiciones del proceso aplicado. 

 

Aunque el análisis cromatográfico de acrilamida mostró valores 

diferentes para los distintos grupos de tostadas examinadas, el método 

estadístico aplicado (ANOVA) estableció que las variaciones no fueron 
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significativas entre los diferentes grupos de tostadas evaluadas (P = 0,471). La 

formación de acrilamida en este tipo de producto depende también de la 

concentración de proteínas en el maíz; en las variedades rojas o negras, su 

contenido de antocianinas puede reducirla ligeramente, pero el tiempo de fritura 

sigue siendo determinante (Arámbula et al., 2016). Según estos autores, las 

muestras preparadas a partir de harina de maíz amarillo nixtamalizado 

contienen más acrilamida (> 600 µg/kg) que las de granos de maíz 

pigmentados. Los resultados podrían ser consecuencia de la composición de 

aminoácidos de maíz y azúcares reductores (Salazar et al., 2016).  

 

Tabla 5.8. Contenido de acrilamida en tostadas de tortillas de maíz horneadas 
fritas. 

Tipos de 
tostadas 

Número 
de 

muestras 

Concentración 
media de 
acrilamida 

(µg/kg) 

Intervalo 
(µg/kg) 

Desviación 
estándar 

Frita grande 11 196,73 114,26 - 279,19 122,75 

Horneada 14 210,36 154,18 - 266,53 97,29 

Pequeñas, 
redondas y 

fritas 
16 156,50 115,66 - 197,34 76,64 

Tortillas 4 174,92 45,86 - 303,98 81,11 

 

 

El caso de las tostadas horneadas con alto contenido de acrilamida, este 

nivel se puede deber a su riqueza de carbohidratos conjuntamente a que 

fueron sometidas a una alta temperatura de cocción (Tateo et al., 2010). Si bien 

este valor supera los límites señalados por la UE en su Recomendación 

2013/647/UE en la que se sugiere 200 µg/kg en productos de maíz, este valor 

está muy por debajo de lo encontrado en tortillas de maíz por Salazar et al. 

(2016) que fue de > 600 µg/kg. 

En el caso de las tostadas pequeñas, redondas y fritas, que presentaron 

menor contenido de acrilamida, algunos estudios mencionan que cuando el 

calentamiento se aplica en tiempos más cortos, similar al proceso para elaborar 
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papas fritas en tiritas, se puede reducir la cantidad de acrilamida. La existencia 

de una zona crítica de temperatura/tiempo de procesamiento produce la 

disminución de humedad en el producto, y como resultado, la formación de la 

acrilamida se concentra en la región exterior (Senyuva & Gökmen, 2005). Por 

otra parte, Bent et al. (2012) mencionan que cuanto más grande sea el 

alimento más tiempo se requiere para dorarlo, formándose así la acrilamida en 

la parte exterior, más cercana a la superficie caliente. 

La pérdida de agua en los alimentos deshidratados representa una gran 

eliminación de energía durante el calentamiento, por lo tanto, la mayor parte del 

producto se encuentra a una temperatura más baja que la cocción media. El 

contenido de humedad determina el estado físico y la movilidad de los 

componentes químicos en la matriz alimentaria; el agua sólo afecta la ruta 

química y su mecanismo para la formación de acrilamida (Castle & Eriksson, 

2005). Así los valores más elevados de acrilamida encontrados en las tostadas 

horneadas podrían ser explicados por la pérdida de agua y a que son 

sometidas a una temperatura constante. 

Por otra parte, en el proceso de fritura la temperatura aumenta 

rápidamente, excediendo el punto de ebullición del agua y del aceite de freír. 

La trasferencia de calor se produce más rápidamente en la superficie que en el 

resto del producto (debido también a la grasa), razón por la cual el exterior 

alcanza mayor temperatura y se forma más acrilamida en esa zona (Gökmen et 

al., 2008). 

Gran parte de los estudios realizados en panes y papas obtuvieron 

resultados sobre el contenido de acrilamida comparables a los de este trabajo, 

coincidiendo también en que la acrilamida no es una ocurrencia natural en los 

alimentos, sino que se forma durante el tratamiento térmico a temperaturas por 

encima de 100 °C (Bent et al., 2012). También se ha demostrado en diferentes 

estudios que la acrilamida se origina principalmente a partir de la reacción de 

Maillard de la asparagina y otros aminoácidos con azúcares reductores 

(Calderón, 2015; Mottram et al., 2002). Por otra parte, algunos trabajos han 

demostrado que los azúcares (sobre todo la glucosa) podrían jugar un papel 

importante en la creación del contaminante en algunos alimentos (Koutsidis et 

al., 2008; Summa et al., 2007).    
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El conocimiento actual de las diferentes concentraciones de acrilamida 

encontradas en tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas indica que es 

importante tomar en cuenta el contenido de azúcares reductores, de 

asparagina, el proceso de preparación y el tipo de maíz (blanco, colorido o 

amarillo), para la formación de la acrilamida en estos alimentos.  

 

5.3 Ingesta diaria de acrilamida y evaluación del riesgo a su 

exposición (riesgo carcinogénico). 

La acrilamida ha sido clasificada como probable carcinógeno para los 

humanos (Grupo 2A) por la Agencia Internacional para la Investigación del 

Cáncer (IARC, 1994). Además, la acrilamida ha mostrado neurotoxicidad en los 

seres humanos, así como toxicidad reproductiva y genotoxicidad en animales 

de laboratorio (Friedman, 2003). 

El Comité Mixto de la Organización de las Naciones Unidas para la 

Agricultura y Alimentación, y la Organización Mundial de la Salud (FAO/OMS) y 

Expertos en Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los alimentos se reunió 

en febrero de 2002 para determinar los riesgos para la salud asociados al 

consumo de acrilamida en animales. El principal efecto toxicológico que se 

determinó fue el cáncer, lo que convirtió en una preocupación de salud pública 

el conocer las concentraciones de ese contaminante en alimentos y su 

consumo.  

Instituciones como la FDA en EE.UU., FAO/OMS, la Comisión Europea, 

la Oficina Federal de Salud Pública de Suiza, la Agencia Nacional de Alimentos 

de Suecia, la Autoridad Noruega de Control de Alimentos y el Instituto Federal 

Alemán para la Evaluación de Riesgos, entre otros, establecieron los alimentos 

que más contribuyen a la exposición a la acrilamida a nivel mundial: las papas 

fritas y otros productos a base de este tubérculo, cereales para el desayuno, 

productos horneados, como panes, galletas, tartas y pasteles, y el café (EFSA 

2011, 2012; USFDA 2002 a, b; OMS 2002, 2005). 

Los EE.UU. y la Unión Europea han publicado estudios sobre la 

exposición a acrilamida a través de la dieta, determinando el riesgo por el 

consumo habitual de alimentos en personas. El patrón de consumo de los 

alimentos varía entre países, regiones y a nivel local, de acuerdo a las 
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costumbres culturales, hábitos nutricionales y la forma en que se procesan y 

preparan los alimentos (Konings et al., 2003; Mills et al., 2008; Powers et al., 

2013; Rufian-Henares et al., 2007; Sirot et al., 2012). 

El Comité de Expertos de Aditivos Alimentarios (JECFA) de la FAO/OMS 

evaluó recientemente los datos sobre la ingesta alimentaria de acrilamida de 

ocho países representativos de todas las regiones, excepto África (JECFA, 

2011). Los resultados proporcionados por la última evaluación en la 

sexagésima cuarta reunión no indicaron cambios significativos a la exposición 

alimentaria para la población en general, aunque la exposición para algunos 

subgrupos de la población podría reducirse de manera significativa. La 

exposición dietética media se estima en 1 µg/kg de peso corporal por día, 

mientras que la exposición de los consumidores en el alto percentil (95 al 97,5), 

fue de 4 µg/kg de peso corporal por día. Comparando estas exposiciones con 

los valores toxicológicos de referencia, indican que los márgenes de exposición 

de acrilamida son preocupantes para la salud humana. 

También en la sexagésima cuarta reunión del JECFA, el Comité observó 

que el Efecto Adverso No Observado (NOAEL) para acrilamida indujo cambios 

morfológicos en sistema nervioso desde 0,2 mg/kg de peso corporal por día. 

No han habido nuevos estudios en animales de laboratorio en los que se 

observaran efectos neurotóxicos a una dosis por debajo de 0,2 mg/kg de peso 

corporal por día en los últimos años (JECFA, 2011). Por otra parte, el JECFA 

propuso dos diferentes BMDL10 (límite inferior de la dosis de referencia para 

una respuesta de 10%) para acrilamida de 0,31 mg/kg peso corporal por día 

para la inducción de tumores mamarios en ratas y 0,18 µg día/kg peso corporal 

por día para los tumores de la glándula de Harder en ratones (JECFA, 2011). 

Hasta el momento no existen estudios que refieran al riesgo por ingesta 

de acrilamida en México, sin embargo, dada la relevancia que tiene el consumo 

de la tortilla de maíz (de todos los tipos), es necesario conocerlo. De acuerdo a 

la Encuesta Estatal de Salud y Nutrición-Nuevo León 2011-2012 (EESN-NL 

2011-2012; http://ensanut.insp.mx/), la tortilla es uno de los alimentos más 

consumidos en el estado, con una ingesta de 85% de la población. En este 

estudio se pretende obtener una estimación de la ingesta diaria de acrilamida 

en la dieta a partir de tortillas de maíz tostadas, horneadas y fritas. Sin 

embargo, no se pretende estimar la exposición general a la acrilamida porque 
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no se han analizado otros alimentos en los que también está presente este 

contaminante químico, como patatas fritas, cereales de desayudo o café, entre 

otros. 

 
5.3.1 Estimación de la ingesta diaria de acrilamida por grupos de edad 

En la EESN-NL (2011/2012) se estudió el consumo de alimentos de  un 

total de 13409 individuos, de los cuales 1372 pertenecen al grupo de niños de 5 

a 11 años, 1319 al grupo de adolescentes de 12 a 19 años y 3125 al grupo de 

adultos jóvenes de 20 a 39 años y adultos de 40 a 59; el grupo de edad de 60 y 

más fue de 1474 individuos.  

Para el cálculo de ingesta diaria de acrilamida por kilogramo de peso 

corporal promedio (kg PCP) se aplicó la fórmula descrita en el apartado 4.5.5 

para la determinación de la exposición a la acrilamida en la población 

(Materiales y Métodos), aplicando el consumo promedio de tortilla según grupo 

de edad, la cantidad promedio de acrilamida de las tortillas, y el peso corporal 

estándar de cada grupo. El valor de peso corporal por grupo de edad se 

consideró de acuerdo a la Encuesta Estatal de Salud y Nutrición – N.L. 

2011/2012, elaborada por la Secretaría de Salud. En este estudio, como se ha 

comentado anteriormente, sólo se identifica la estimación de ingesta diaria de 

acrilamida por consumo de tostada, y se decidió tomar el valor medio de 

acrilamida perteneciente a las tostadas horneadas (210,36 µg/kg) para el 

análisis del consumo promedio de acrilamida en los diferentes grupos, por ser 

el tipo de tostada de mayor preferencia, fácil acceso, disponibilidad, y consumo.  

La Tabla 5.9 muestra los valores obtenidos de la ingesta diaria del 

consumo de tostadas de tortillas de maíz deshidratada por grupo de edad, así 

como el peso corporal promedio y el consumo de acrilamida por kilogramo de 

peso por persona. 
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Tabla 5.9. Valores de ingesta diaria de acrilamida por consumo de tortilla de maíz tostada, deshidratada por grupo de edad y peso 
corporal promedio. 

Grupo 
Edad (años) 

**Consumo 
promedio de tortillas 

(g/día) 

Consumo promedio de 
acrilamida (µg) Peso corporal* 95% (kg) 

Consumo promedio 
acrilamida 

(µg/kg) 

Menores 5 - 11 27 5,68 28,32 - 29,83 0,19 0,19 

Adolescentes 12 - 19 27 5,68 45,49 - 50,19 0,12 0,11 

Adultos jóvenes 20 - 39 243 51,12 69,56 - 73 0,73 0,70 

Adultos 40 - 59 162 34,08 67,46 -73,21 0,51 0,47 

Adultos mayores de 60 y 
más 54 11,36 61,08 -83,15 0,19 0,14 

**EESN-NL (2011/2012), INEGI (2014) 
*Intervalo de Confianza de 95% 
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Los datos de consumo aquí presentados fueron establecidos por la EESN-

NL (2011/2012) y reflejan el conjunto de la población de Nuevo León; también son 

considerados por el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) y el 

sector alimentario en México (2014). 

El mayor consumo de acrilamida lo tiene el grupo de adultos jóvenes con 

0,73-0,70 µg/kg, y le sigue el grupo de adultos con 0,51-0,47 µg/kg, después el 

grupo de menores con 0,19 µg/kg, y el grupo de adultos mayores que fue de 0,19-

0,14 µg/kg, y finalmente el grupo de adolescentes con 0,11- 0,12 µg/kg. 

La exposición a la acrilamida por el consumo de tostadas de tortilla de maíz 

es más alta en los adultos jóvenes, ya que consumen más este producto en 

comparación a los adultos y adultos de más de 60 años que, con un peso corporal 

medio muy similar, tienen un consumo promedio de acrilamida mucho menor. 

Después le siguen el grupo de menores en los que disminuye el peso y consumo, 

y así su ingestión en acrilamida, y finalmente en el grupo de adolescentes donde 

mantiene un consumo moderado de tortilla igual que el grupo de menores, pero 

aumenta su peso, por lo que disminuye aún más el consumo de acrilamida por 

kilogramo de peso corporal.  

Actualmente no hay niveles de acrilamida regulados como seguros. Los 

estudios muestran diferencias considerables entre los países europeos debido a 

los patrones de consumo propios de cada país, tradiciones culinarias y la ingesta 

de acuerdo a sus hábitos alimenticios. 

Los estudios realizados por Cengiz & Gündüz (2013), Claeys et al. (2016), 

Delgado et al. (2016) y Dybing et al. (2005) muestran los niveles de exposición a la 

acrilamida en algunos países (Tablas 5.10 y 5.11). En estos trabajos se han 

utilizado los indicadores de edad, total de consumo de alimentos en un día o 

tiempo de consumo de los alimentos, lo cual dificulta la comparación, ya que los 

valores reportados varían de un país a otro. 

De los resultados que hemos obtenido queda claro que el consumo de 

tostadas y el contenido de acrilamida determinado da un valor de ingesta de 

acrilamida elevado para este tipo de producto, ya que al sumarle el consumo de 

otros alimentos donde se genera acrilamida, como el pan y otros cereales, 
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patatas, café, etc. durante un día de consumo alimentario, resulta en una 

exposición alta para la población en general.  

Sin embargo, comparando con diversos estudios realizados en diferentes 

países podemos decir que en Brasil la exposición en adolescentes de 11 a 17 

años es similar a la exposición que encontramos en nuestro estudio en 

adolescentes de 12 a 19 años que es de 0,12 µg/kg de peso corporal por día. Sin 

embargo, la exposición de los adolescentes de nuestro estudio es menor al valor 

expuesto por EFSA que es de 0,43 µg/kg de peso por día (Tabla 5.10). 

 

Tabla 5.10. Niveles de exposición de acrilamida en algunos países. 

     Cengiz & Gündüz (2013). 

País Edad (años) Exposición media de acrilamida  
(µg/kg de peso/día) 

FAO/OMS Población general 0,2 - 1 
EFSA 1 - 3 1,2 - 2,4 

 3 - 10 0,7 - 2,05 
 11 - 17 0,43 - 1,4 
 > 18 0,31 - 1,1 

Países bajos 1 - 97 0,48 
 7 - 18 0,71 
 1 - 6 1,04 

Países bajos 1 - 97 0,5 
 1 - 6 1,1 

Suecia 6 meses 0,04 
 7 - 12 meses 0,5 

Noruega 6 meses (niñas) 0,31 
 6 meses (niños) 0,29 
 12 meses (niñas) 0,36 
 12 meses (niños) 0,33 

Brasil 11 - 17 0,12 
Francia > 15 0,5 

 2 - 14 1,4 
Polonia 1 - 96 0,43 

 1 - 6 0,75 
 7 - 18 0,62 

Polonia 6 - 12 meses 2,10 - 4,32 
 19 - 96 0 - 33 

Alemania < 1 0,16 - 0,98 
 1 - 7 0,19 - 1,79 
 7 - 9 0,12 - 1,60 
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En los estudios de consumo de acrilamida por la población belga en los 

años 2008-2013, los adultos presentaron una exposición media de 0,33 µg/kg de 

peso por día (Tabla 5.11), valor inferior a lo encontrado en nuestro estudio en 

adultos de 40 a 59 años que fue 0,51 µg/kg de peso por día. En cambio los 

adolescentes de la población belga presentaron un valor de consumo de 

acrilamida de 0,48 µg/kg de peso y día, lo cual es muy superior al consumo de los 

adolescentes de nuestro estudio que fue de 0,12 µg/kg de peso por día. Sin 

embargo, de nuevo tenemos que hacer hincapié que los resultados del estudio 

presente se deben exclusivamente a tortillas de maíz, y se debe tener en 

consideración otros alimentos como los cereales y patatas que presentan un 

consumo elevado por este tipo de población. 

De los datos obtenidos, podemos observar que quienes se encuentran en 

mayor riesgo por los niveles de consumo de acrilamida estimados son los grupos 

de adultos jóvenes y adultos, ya que dentro de sus hábitos alimenticios es común 

el alto consumo de tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas, sobre todo por 

la facilidad para obtenerlas en cada comida que realizan fuera de casa. Los otros 

grupos disminuyen el riesgo, ya que, en general, el consumo de alimentos lo 

realizan en casa; se refleja un cambio en la dieta tradicional por grupo de edad, y 

en el grupo de adultos mayores el consumo de tostada de tortilla de maíz 

disminuye.  
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Tabla 5.11. Consumo de acrilamida de la población belga (µg/kg de peso corporal al día). 

 Media P50 P75 P90 P95 P97,5 P99 P99,9 

2008-2013 

Niños 0,72 (0,56-0,85)* 0,39 (0,34-0,47) 0,85 (0,69-1,02) 1,68 (1,35-2,03) 2,42 (1,97-2,99) 3,21 (2,56-4,12) 4,53 (3,35-6,81) 9,03 (5,08-18,21) 

Adolescentes 0,48 (0,42-0,56) 0,27 (0,23-0,32) 0,59 (0,51-0,69) 1,11 (0,94-1,33) 1,58 (1,31-1,91) 2,09 (1,72-2,69) 2,86 (2,17-4,17) 5,36 (3,16-12,22) 

Adultos 0,33 (0,29-0,39) 0,19 (0,17-0,21) 0,40 (0,35-0,46) 0,76 (0,65-0,90) 1,08 (0,09-1,31) 1,47 (1,19-1,86) 2,02 (1,56-3,01) 3,88 (2,25-13,55) 

2002-2007 

Niños 0,87 (0,74-1,03) 0,53 (0,45-0,62) 1,04 (0,89-1,25) 1,90 (1,56-2,34) 2,73 (2,14-3,51) 3,70 (2,79-4,99) 5,21 (3,58-7,56) 9,76 (5,41-23,44) 

Adolescentes 0,64 (0,55-0,76) 0,37 (0,31-0,44) 0,78 (0,65-0,93) 1,47 (1,24-1,77) 2,12 (1,73-2,60) 2,86 (2,22-3,71) 3,93 (2,91-5,54) 7,39 (4,41-17,87) 

Adultos 0,35 (0,31-0,42) 0,20 (0,17-0,22) 0,42 (0,36-0,49) 0,81 (0,67-0,97) 1,16 (0,96-1,44) 1,57 (1,26-2,01) 2,17 (1,62-3,17) 4,01 (2,49-14,88) 

*Valor medio (extremo menor-extremo mayor)  
Claeys  et al. (2016). 
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5.3.2 Evaluación del riesgo a la exposición dietética de acrilamida 

 

En la Tabla 5.12 se muestra la estimación del consumo promedio de 

acrilamida, tomando como base las tostadas deshidratadas (210,36 µg),  para 

conocer si existe el riesgo de generar tumor mamario y tumor de la glándula de 

Harder, según grupo de población y la dosis de referencia (BMDL10) de exposición 

de acrilamida propuesta en 2011 por la JECFA para estos procesos tumorales y 

para problemas neurotóxicos: 0,31 mg/kg PCP/día para la inducción de tumores 

mamarios, 0,18 µg/kg PCP/día para tumores de la glándula de Harder en ratones, 

y de 0,2 mg/kg PCP/día para problemas neurotóxicos (Gao et al., 2016). 

 

Tabla 5.12. Estimación de la exposición dietética media (MOE) del consumo de 
tostadas de tortilla de maíz deshidratadas para generar diferentes 
tumores de acuerdo a las dosis de referencias µg/kg PCP/día. 

Grupo 
Edad 
(años) 

Consumo 
promedio 
Acrilamida 

(µg/kg 
PCP/día) 

Tumores 
mamarios 
BMDL10                

(0,31 mg/kg 
PCP/día) 

Tumores 
Harder 

(0,18 µg/kg 
PCP/día) 

Tumores 
NOAEL                    

(0,2 mg/kg 
PCP/día) 

Menores 
5-11 0,19 Sin riesgo Sin riesgo Sin riesgo 

Adolescentes 
12-19 0,12 - 0,11 Sin riesgo Sin riesgo Sin riesgo 

Adultos jóvenes 
20-39 0,73 - 0,70 Sin riesgo Con riesgo Sin riesgo 

Adultos 
40-59 0,51 - 0,47 Sin riesgo Con riesgo Sin riesgo 

Adultos mayores 
60 y más 0,19 - 0,14 Sin riesgo Sin riesgo Sin riesgo 
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Los diferentes cálculos de exposición dietética de acrilamida por consumo 

de tortillas en relación a los valores de BMBL10 establecidos muestran que parte 

de la población está expuesta a desarrollar algún tipo de tumor. 

Debido a las metodologías y los datos utilizados en los diferentes estudios 

no puede considerarse la estimación de riesgo a tumores mamarios solo con el 

indicador del consumo de un alimento para una población determinada, además 

existe gran diferencia entre los estudios realizados con animales y los realizados 

con humanos, sobre todo por el metabolismo y biomarcadores validados  (Ping et 

al., 2013). Sin embargo, en nuestro estudio existe el riesgo para la población de 

adultos jóvenes y adultos para desarrollar tumores de Harder. 

Es necesario realizar estudios de cuantificación en otros alimentos donde 

hay formación de acrilamida para así tener la exposición total de acrilamida de la 

población. Al no contar con estudios en otros países sobre el consumo de 

acrilamida en tortillas de maíz tostadas, horneadas y fritas nos imposibilita hacer 

comparaciones. Sin embargo, consideramos que los resultados obtenidos en 

nuestro estudio es una aportación para conocer el riesgo que corre la población de 

Monterrey del estado de Nuevo León y, por ende, la población mexicana, debido a 

que las tortillas de maíz son la dieta base de este país.  
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Los estudios sobre los métodos utilizados para la determinación y 

cuantificación de acrilamida en alimentos presentan complicaciones en la 

preparación de la muestra antes del análisis en la mayoría de los casos, no 

existiendo un método analítico específico para cada tipo de alimento, por lo que se 

debe hacer de acuerdo a la matriz de estudio.  

 En la presente investigación se experimentaron varias técnicas y métodos 

para determinar cuál era el más adecuado para cuantificar la acrilamida en 

tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas, tomando en cuenta la 

disponibilidad de los equipos y materiales de los laboratorios en donde se trabajó. 

El método de cromatografía de gases-masas (GC-MS) propuesto por Tateo 

& Bononi (2003), utilizado directamente y con un solo solvente, no es un método 

recomendable para el análisis de acrilamida, ya que no logra identificar el ion de 

acrilamida, en las condiciones ensayadas, por ser una molécula compleja de bajo 

peso molecular. Sucede lo mismo empleando el método propuesto por Lagalante 

& Felter (2004), en el que se utilizó el N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida 

(BSTFA) como agente derivatizante, aun cuando este reactivo logra la 

derivatización y sililación de acrilamida formando N,O-bis (trimetilsilil) acrilamida 

(BTMSA).  

En cuanto a la aplicación del método de cromatografía de gases con 

captura de electrones (GC-ECD) para la identificación y cuantificación de 

acrilamida, propuesto por Zhu et al. (2008), empleando bromato y bromuro de 

potasio como reactivos para la derivatización de acrilamida, tampoco se logró la 

identificación del analito, en las condiciones ensayadas. Además, se observó que 

la extracción y derivatización son pasos críticos en la preparación de la muestra, 

aparte de ser largo, tedioso, tóxico y costoso. 

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos por el método de LC-

MS/MS de la Food and Drug Administration (FDA),  se puede concluir que se ha 

realizado la puesta a punto y validación de un procedimiento analítico para la 

determinación de acrilamida en tostadas de tortillas de maíz mediante LC‐MS/MS 
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según las normas de la Comisión de Control Analítico y Ampliación de Cobertura: 

Criterios para Validación de Métodos Fisicoquímicos de la Secretaría de Salud en 

México (2011), en colaboración con el Laboratorio Central Regional de Monterrey, 

Guadalupe, N. L.  

El método para la determinación de acrilamida en tostadas de tortillas de 

maíz se realizó en dos etapas: extracción y limpieza. En la primera etapa, se 

optimizaron las condiciones de separación para acrilamida, incluyendo muestra de 

tostada y fortificado con solución de trabajo, metacrilamida y acetonitrilo. Para la 

etapa de limpieza se utilizó una mezcla dispersante y después se pasó al análisis 

de LC-MS/MS, utilizando una columna Waters Acquity UPLC BEH C18 (1,7 µm, 

2,1 mm × 100 mm), a una temperatura 30 °C, 2,5% metanol/97,5% de 0,1 % de 

ácido fórmico, velocidad de flujo de 0,2 ml/min, volumen de inyección de 10 µl, 

tiempo de análisis de 7 min, espectrometría de masas ionización positiva con 

inyección de flujo, y temperatura de gas a 350 °C. Se logró desarrollar un método 

preciso y exacto capaz de demostrar la presencia y cuantificación de acrilamida a 

niveles bajos en tostadas de tortillas de maíz. Este método se ha validado 

evaluando la linealidad en un intervalo de concentraciones de 0,5 a 1000 µg/kg, y 

se ha obtenido coeficientes de correlaciones mayores a 0,996. La exactitud 

expresada como porcentaje de error presenta valores de 1,96%. El límite de 

detección es de 3 ppb, el límite de cuantificación de 10 ppb, y se ha obtenido una 

recuperación de 101%. 

Hasta el momento no existen estudios específicos sobre la exposición de 

acrilamida a través de la dieta en México enfocados a la tostada de tortilla de 

maíz, alimento de alto consumo en el estado de Nuevo León. 

De las 45 muestras comerciales de analizadas, el 38% de las muestras de 

tostadas de tortillas de maíz horneadas y fritas analizadas reportaron 

concentraciones de acrilamida por encima de los 200 μg/kg recomendados por la 

Unión Europea (UE) (2013/647/UE), basados en estudios realizados por la EFSA 

2007 y 2012. 
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La contribución del consumo de tostadas de tortillas de maíz a la ingesta 

diaria de acrilamida en la dieta de la población de Monterrey (Nuevo León, México) 

se estimó con el promedio de acrilamida de las tostadas de tortillas de maíz 

horneadas (210,36 μg/kg), la cantidad de ingesta de tortillas por grupo de edad y 

el peso corporal estándar de cada grupo. En el grupo de menores (5-11 años) el 

valor estimado de ingesta de acrilamida es de 0,19 μg/kg, en adolescentes (12-19 

años) es de 0,11-0,12 μg/kg, en adultos jóvenes (20-39 años) es de 0,70-0,73 

µg/kg, para adultos (40-59 años) es de 0,47- 0,51 µg/kg y en adultos mayores (60 

+ años) es de 0,14-0,19 µg/kg.  

De acuerdo con la estimación realizada y comparado con el BMDL10 de 0,31 

mg/kg de peso corporal/día para la inducción de tumores mamarios en ratas 

hembra y de 0,2 mg/kg para procesos neurotóxicos, los niveles de consumo de 

acrilamida a partir de tostadas de tortilla de maíz horneada y frita en la población 

de Monterrey son bajos en toda la población. Sin embargo, si consideramos los 

valores de esta estimación por edad y la comparamos con el BMBL10 de 0,18 

µg/kg de peso corporal/día para la inducción de tumores de la glándula de Harder, 

las poblaciones de adultos jóvenes con una exposición de acrilamida de 0,70-0,73 

µg/kg, de adultos (0,51-0,47 µg/kg) y adultos mayores (0,19 µg/kg), son 

poblaciones con riesgo de padecer este tipo de tumores. 

 Estos resultados de índice de riesgo según grupos de edad pone de 

manifiesto las dificultades inherentes al establecimiento de consumo máximo de 

alimentos con contenido de acrilamida, teniendo en cuenta los distintos patrones 

dietéticos de los diversos países, los aspectos tecnológicos y de mercado 

implicados, por lo cual es necesario realizar un control exhaustivo en todos los 

alimentos ricos en carbohidratos sometidos al proceso de cocción por encima de 

120 °C a fin de disminuir la presencia de acrilamida en dichos alimentos y conocer 

la ingesta total de acrilamida. 
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