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GLOSARIO

ADN (&cido desoxirribonucleico). Es un &cido nucleico que contiene instrucciones genéticas
usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos y algunos
virus, y es responsable de su transmision hereditaria.

Agua potable. Agua exenta de contaminacion objetable e inocua y que se considera satisfactoria
para el consumo humano segun la NOM-127-SSA1-1994 de México.

Alimento. Es la sustancia que se ingiere, bebe y se absorbe por cualquier ser vivo ya que el
término alimento incluye también bebidas liquidas, como la leche. Los alimentos son la principal
fuente de energia y nutricién de animales, siendo considerados generalmente aquellos de origen
animal o vegetal.

Andeva (Anova). Andlisis de varianza, ANOVA por sus siglas en inglés (Analysis of Variance).
ARN (acido ribonucleico). Es un &cido nucleico implicado en la sintesis proteica mediante la
transferencia de informacion.

Benzoato de sodio. Es la sal que se obtiene como producto de la reaccién entre el acido benzoico
y el hidroxido de sodio. Es un aditivo cominmente utilizado como conservador de alimentos ya
que puede inhibir o retardar la actividad microbioldgica de mohos, hongos y levaduras.

Caloria. Unidad de energia térmica equivalente a la cantidad de calor necesaria para elevar la
temperatura de un gramo de agua en un grado centigrado, de 14.5 a 15.5°C, a la presion normal;
equivale a 4.185 J.

Diabetes mellitus. Es una enfermedad metabolica caracterizada por hiperglucemia (aumento de
los niveles de glucosa en sangre), resultado de defectos en la secrecion de insulina, en su accion o
ambas. Se trata de una compleja enfermedad en la que coexiste un trastorno global del
metabolismo de los hidratos de carbono de las grasas y de las proteinas. Es considerada como una
enfermedad multifactorial por factores implicados en su patogénesis.

Diabetes mellitus tipo 1. Se da en algunas personas propensas a esta enfermedad en la época
temprana de su vida y se caracteriza por un déficit absoluto de insulina, dado por la destruccion
de las células beta del pancreas por procesos autoinmunes o idiopaticos.

Diabetes mellitus tipo 2. Se caracteriza por un complejo mecanismo fisiopatolégico, que se
caracteriza por el déficit relativo de produccion de insulina y por una deficiente utilizacion
periférica por los tejidos de glucosa (resistencia a la insulina). Se desarrolla a menudo en etapas
adultas de la vida y es muy frecuente su asociacién con la obesidad.

Dieta. La dieta es el conjunto de habitos o comportamientos alimenticios o nutricionales de una
persona o poblacion. La dieta forma parte de los estilos de vida de las personas.

Edulcorantes. Sustancias que endulzan los alimentos o medicamentos. Pueden ser naturales o
sintéticos. Entre los naturales se encuentran la sacarosa, la fructosa y los polialcoholes y entre los
sintéticos se encuentran la sacarina, el aspartame y la sucralosa, entre otros.

Energia. El término energia tiene varias acepciones y definiciones, aunque todas ellas dan idea
de una capacidad para obrar, transformar y poner algun objeto en movimiento.

Enfermedad. Una enfermedad es cualquier trastorno anormal del cuerpo o la mente que provoca
malestar y alteracion de las funciones normales.

FAO. Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion. FAO por sus
siglas en inglés (Food and Agriculture Organization of the United Nations).

FDA. Administracion de Alimentos y Medicamentos. FDA por sus siglas en inglés (Food and
Drug Administration).
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Fructosa. La fructosa es un endulzante natural obtenido de la fruta. Los medicos la han
recomendado a los diabéticos tipo 2 porque su metabolismo es diferente al de la glucosa que
requiere de insulina para metabolizarla. Es una cetohexosa (6 atomos de carbono). Aungque como
en los ultimos afios se ha detectado que se transforma en triglicéridos en el higado causando
hipertrigliceridemia ya no se les recomienda tampoco. Es mejor que recuerden con carifio al
azUcar y no que consuman otros sustitutos que tienen efectos secundarios (nota de la asesora)
GIP. Siglas en inglés para Gastric inhibitory polypeptide, también conocida como glucose-
dependent insulinotropic polypeptide, es una hormona inhibidora de la familia de las secretinas.
Aunqgue es un inhibidor débil de la secrecion acida gastrica su rol principal siendo una incretina
es el de estimular la secrecion de la insulina.

Glicina. Es un aminoéacido no esencial (ya que lo produce el organismo) que participa en la
sintesis de proteinas.

GLP-1. Siglas en inglés para Glucagon-like peptide 1. Es una hormona peptidica secretada en el
intestino, que desempefia un papel en la regulacién de las concentraciones de glucosa en sangre
posprandial. Debido a que su secrecion esta disminuida en pacientes con diabetes tipo 2, se ha
sugerido que la administracion de GLP-1 exdgeno podria ser beneficiosa en esta enfermedad.
Glucosa. Molécula carbohidrogenada de formula CsH120s, la cual se encuentra formada por una
aldohexosa (aldehido pentahidroxilado) y es un monoglicido. La glucosa es el compuesto
organico més abundante de la naturaleza. Es la fuente principal de energia de las células,
mediante la degradacion catabdlica y es el componente principal de polimeros de importancia
estructural como la celulosa y de polimeros de almacenamiento energético como el almidon.
GRAS. Siglas en inglés para denotar que un alimento o bebida es “generalmente considerado
como seguro” (generally recognized as safe)

Hipertension. Es una condicién médica caracterizada por un incremento continuo de las cifras de
presion arterial por encima de 139/89mmHg y considerada uno de los problemas méas importantes
de salud publica en paises desarrollados, afectando a cerca de mil millones de personas a nivel
mundial. La hipertension es una enfermedad asintomatica y facil de detectar; sin embargo, lleva a
complicaciones graves y letales si no se trata a tiempo.

Hormonas incretinas. Conjunto de hormonas que se producen en el intestino en respuesta a la
ingesta de alimentos. Uno de sus efectos mas importantes es la secrecion de insulina por el
pancreas y la disminucion en los niveles de glucosa en sangre. Durante el ayuno, las
concentraciones de GIP se mantienen bajas. La ingestién de glucosa o lipidos desencadena la
secrecién de la hormona GIP y se produce un incremento en su concentracion plasmatica, hecho
que favorece la secrecién de GLP-1 desde las células L intestinales. De esta manera, ambas
hormonas promueven la secrecion de insulina desde los islotes de Langerhans de las células beta
en lo que se conoce como mecanismo incretina.

IG (indice glucémico). Es un sistema de clasificacion de hidratos de carbono basado en su efecto
inmediato en los niveles de glucosa en la sangre. Esta escala compara los hidratos de carbono
gramo a gramo en comidas individuales, proporcionando un indice numérico respaldado por
pruebas de glucemia posterior a la comida.

Ingesta diaria admisible (IDA). Cantidad aceptada como inocua internacionalmente de alguna
sustancia quimica (ADI, por sus siglas en inglés, Acceptable Daily Intake).

Insulina. Es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos. Esta hormona es segregada
por las células beta de los grupos de Langerhans del pancreas, interviene en el aprovechamiento
metabdlico de los nutrientes, sobre todo con el anabolismo de los hidratos de carbono. Su déficit
provoca la diabetes mellitus.
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Lipidos o grasas. Son la fuente de energia de largo plazo para el cuerpo y para los vegetales.
Quimicamente son productos que contienen acidos grasos, que pueden ser saturados o
insaturados, lo que tiene importante efecto en la salud. Pueden ser sélidos (como la mantequilla,
el queso, etc.) o liquidos como el aceite vegetal.

LSD. Diferencias minimas significativas por sus siglas en inglés (least square difference). Es la
diferencia entre dos medias, basada en la prueba t de Student, empleando el valor de la varianza
del error. El valor de la DMS o LSD se encuentra referido a la distribucion de t.

Murino. Barbarismo tomado del inglés murine por marido, del latin mus, muris 'ratén’' e —ido?
mdrido. 1. Adjetivo. Zoologia. Dicho de un mamifero: Del orden de los roedores que tienen
claviculas, de incisivos inferiores agudos y tres o cuatro molares tuberculosos y con raices a
cada lado de ambas mandibulas, el hocico largo y puntiagudo y la cola larga y escamosa. Se
usa comunmente en plural como taxén (https://dle.rae.es/m%C3%BArido?m=form).

Obesidad. La obesidad es un exceso de grasa en el cuerpo que frecuentemente condiciona una
alteracion del estado de la salud. Es un factor de riesgo conocido para enfermedades cronicas
como: enfermedades cardiacas, diabetes, hipertension arterial y algunas formas de cancer. La
evidencia sugiere que se trata de una enfermedad con origen multifactorial: genético, ambiental y
psicoldgico, entre otros.

Poder edulcorante. Es la capacidad de una sustancia para causar la sensacion de dulzor, dicha
sensacion se mide subjetivamente tomando como base de comparacion la sacarosa, a la que se le
da un valor arbitrario de 1 o de 100. Es decir, si un compuesto tiene un poder edulcorante de 2 (1
para la sacarosa), indica que es 100% mas dulce que el diglucido.

Sacarosa. Su nombre comun es azUcar. Proviene de la cafia de azlcar y de la remolacha, asi
como de algunas frutas y de la miel. Formada por la unién de una molécula de glucosa y una de
fructosa. Por ello es un diglucido y es no reductor a diferencia de los demas mono vy diglicidos
que son reductores. La formula empirica de este diglucido es C12H22011

Sindrome metabdlico. Se denomina sindrome metabdlico al conjunto de alteraciones
metabdlicas constituido por la obesidad de distribucion central, la disminucion de las
concentraciones del colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en
inglés, high density lipoproteins), la elevacion de las concentraciones de triglicéridos, el aumento
de la presion arterial (PA) y la hiperglucemia.

Tejido adiposo (adipocitos). Elemento celular que tiene como caracteristica acumulacion y
fusién de pequefias gotas de grasa dentro del citoplasma. El tejido adiposo cumple funciones
estructurales y una de ellas es servir como amortiguador, protegiendo y manteniendo en su lugar
los drganos internos asi como a otras estructuras mas externas del cuerpo.

TG (Triglicéridos). Es el nombre que se le da a las grasas saturadas en los analisis clinicos.

Nota: Esta tesis usa el punto decimal, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana correspondiente
(DOF, 2009). Las abreviaturas de et altere (et al.) y et cetera (etc.) no iran con cursivas por su
uso frecuente. Los simbolos % y °C van junto al guarismo o0 nimero
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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad cronica y multifactorial que, junto con el exceso de masa
corporal, representa uno de los principales desafios de la salud publica global debido a su rapida
y creciente prevalencia ademas de sus efectos adversos en la salud, como lo es un mayor riesgo
de enfermedades como la diabetes mellitus tipo II. Particularmente, en México la prevalencia de
obesidad ha alcanzado niveles alarmantes, manifestandose mayormente en mujeres. Un aumento
en el consumo de alimentos hipercaloricos, una disminucion en la actividad fisica y la ingesta de
alimentos procesados y bebidas endulzadas, ricos en aditivos como edulcorantes y conservadores
artificiales, son factores que han sido vinculados al desarrollo de esta enfermedad. A pesar de que
los edulcorantes nutritivos y no nutritivos y el benzoato de sodio son aditivos comunmente
usados en dichos alimentos, aun existen dudas sobre su consumo y su impacto en la salud en
general. Por esta razdn, este estudio investiga los efectos del consumo cronico de edulcorantes
nutritivos y benzoato de sodio mediante un modelo animal sobre los patrones de ingesta de
alimento, ingesta de bebida y energia acumulada (kJ), asi como los niveles séricos de glucosa y
triglicéridos. Para ello, se emplearon 8 grupos de ratas hembra recién destetadas de la estirpe
Wistar (12 ratas por grupo): (1) Agua potable (C), (2) agua potable + benzoato de sodio (CB)
[0.169 g/L], (3) glucosa (G) [14% m/v], (4) glucosa [14 % m/v] + benzoato de sodio (GB) [0.169
g/L], (5) fructosa (F) [7% m/v], (6) fructosa [7% m/v] + benzoato de sodio (FB) [0.169 g/L], (7)
sacarosa (S) [10 % m/v], (8) sacarosa [10 % m/v] + benzoato de sodio (SB) [0.169 g/L]. Durante
180 dias se les suministraron a las ratas soluciones de cada edulcorante y conservador. Fueron
alimentadas ad libitum con una dieta balanceada. Se realizaron tomas de glucosa y triglicéridos a
los 2, 4 y 6 meses de experimentacion, asi como una eutanasia a los 6 meses. Se encontraron
diferencias significativas en el aumento de masa corporal debido al consumo de edulcorantes,
manteniéndose contante dicho aumento a lo largo del tiempo. Los grupos que consumieron
glucosa y sacarosa, y especialmente aquellos que ingirieron benzoato de sodio, mostraron mayor
masa corporal, destacando al grupo GB con la mayor masa acumulada y el grupo C con la menor.
En términos de consumo de alimento, los grupos que ingirieron glucosa y sacarosa consumieron
menos alimento, indicando que se produjo una saciedad por las bebidas. Las ratas prefirieron mas
la bebida de sacarosa, posiblemente por el origen de los seres humanos y su evolucion ya que es
no reductora a diferencia de la glucosa y la fructosa. El bajo consumo de alimento en estos
grupos resulté en una menor ganancia de energia, reforzando la idea de la saciedad. Los niveles
séricos de glucosa se mantuvieron normales para todos los grupos de ratas durante el
experimento, Sin embargo, los niveles de triglicéridos superaron los valores normales a los 180
dias de experimentacion en varios grupos (G, S, SB, F y FB), siendo los més altos en el grupo
gue consumid fructosa con benzoato de sodio, posiblemente debido a un efecto sinérgico entre
estos aditivos en el higado y la produccién de triglicéridos.

Palabras clave: Edulcorantes, conservadores quimicos, glucosa sérica, triglicéricos, ratas Wistar
hembra
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CAPITULO 1. PROBLEMATICA

1.1. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad sistémica, cronica y multicausal que, junto con el exceso de masa
corporal, son algunos de los retos mas importantes en la salud publica mundial dada la rapidez y
magnitud con la que incrementa su padecimiento cada dia en conjunto con su efecto negativo
sobre la salud de quien la padece. El exceso de masa y la obesidad aumentan el riesgo de padecer
enfermedades crdnicas no transmisibles, tal como la diabetes mellitus tipo 2, ademas de reducir la
calidad de vida (Barrera-Cruz et al., 2013). El exceso de masa corporal es un proceso gradual que
suele comenzar en la infancia y la adolescencia cuando existe un desequilibrio entre la ingesta y
el gasto energético, asi como la ingestion de sustancias quimicas cuyos efectos siguen en estudio.
Su origen estd asociado con factores genéticos y ambientales que producen un trastorno
metabolico que ocasiona una excesiva acumulacion de grasa corporal que supera el valor

esperado para sexo, talla y edad (Mitchell et al., 2011).

En México, las tendencias del exceso de masa corporal y la obesidad en encuestas nacionales
muestran que la prevalencia va aumentando con el tiempo tanto que ha alcanzado proporciones
alarmantes. México ocupa el quinto lugar de obesidad en el mundo, de acuerdo con el método
simplificado de la Organizacion Mundial de la Salud basado en el indice de masa corporal, IMC,
a pesar de que, desde 2015, Nuttall sefial6 las severas deficiencias que este indice tiene. Un
estudio realizado sobre la transicion epidemioldgica en México en el afio 2004 mostrd que las
enfermedades cronicas no transmisibles causaron 75% del total de muertes y 68% de los afios de

vida potencialmente perdidos en la poblacion (Stevens et al., 2008).

De acuerdo con Lazcano-Ponce y Shamah-Levy (2018), los datos mas recientes de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricién 2022 (ENSANUT) muestran que el 75.2% de las personas
mayores de 20 afios presentan exceso de masa corporal y obesidad, y la proporcién es mayor en
mujeres (76.8%) que en hombres (73.5%). Es de resaltar que la prevalencia de obesidad aumentd
21.4% en el periodo que va de 2006 a 2022. Otro dato por destacar es que el grupo de poblacion
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correspondiente a los adultos de 40 a 60 afios es el que concentra las prevalencias mas altas
(85%). Este panorama epidemioldgico refleja la gravedad que implica la obesidad en México.

Nuevamente, hay que considerar criticamente que estos datos se basan en el IMC (Nuttall, 2015).

La causa fundamental del exceso de masa corporal y la obesidad ha sido atribuida por las
autoridades de salud a nivel mundial al supuesto desequilibrio energético entre las calorias
consumidas y gastadas indicando que las poblaciones han aumentado la ingesta de alimentos
hipercaldricos (ricos en grasa, sal y glucidos -erroneamente llamados azlcares®- pero deficientes
de vitaminas, minerales y otros micronutrientes) y una disminucion en la actividad fisica debida
al incremento de la vida sedentaria en muchas formas de trabajo, de los modos de desplazamiento
y la urbanizacién (OMS, 2006). Se tiene la hipotesis por parte del grupo de trabajo académico
donde se realizO esta investigacion de que la causa raiz es el aumento en la ingestion de
sustancias quimicas producidas por los seres humanos que estan alterando el metabolismo
humano, tanto provenientes de los alimentos y bebidas no alcohélicas procesadas como de los

medicamentos, vacunas, etc.

Aunque los factores genéticos parecieran desempefiar un papel predominante en el desarrollo de
la obesidad, el draméatico aumento en la prevalencia de la obesidad parece sugerir que factores
ambientales y cambios en el estilo de vida pueden contribuir significativamente a la tendencia
epidémica de esta enfermedad. La actividad fisica y el mayor consumo de alimentos y bebidas
adicionadas de compuestos quimicos denominados hipocaléricos que siempre van acompariados
de otros productos quimicos -conservadores, antioxidantes, colorantes, saborizantes, etc.- son
factores directamente relacionados con el desarrollo de exceso de masa corporal y obesidad.
Actualmente, el papel del consumo de sacarosa ha sido culpado del desarrollo de la obesidad ain
cuando ha sido consumida desde hace miles de afios y, en el caso de México, hace cientos, sin
que las personas fueran obesas o tuvieran exceso de masa corporal (Duran-Dominguez-de-Bazua,
2020; Lisbona-Catalan et al., 2013).

! Los glucidos son compuestos formados por carbono, hidrégeno y oxigeno -anteriormente conocidos como
hidratos de carbono o con el anglicismo carbohidratos- que normalmente tienen como compuesto parental a la
glucosa no a la sacarosa. De hecho, la sacarosa o azucar es un glicido ya que su molécula esta formada por una
glucosa y una fructosa (nota de la asesora)
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De acuerdo con un articulo publicado por la American Heart Association, se identifico a las
bebidas endulzadas como la principal fuente de glucidos afiadidos de la dieta de estadounidense,
especialmente la fructosa de origen vegetal (mieles hidrolizadas de almidones de maiz
principalmente) y, aunado a esto, en los Gltimos afios se ha identificado en algunos estudios la
relacion entre el consumo de bebidas endulzadas y el aumento de masa corporal o el riesgo de
exceso de masa corporal y obesidad y la diabetes mellitus 11 (Bray et al., 2004; Malik et al., 2010;
Softic et al., 2016). Se considera que debido a las altas cantidades de carbohidratos de rapida
absorcion que contienen estas bebidas, ademas de su baja saciedad y la incompleta compensacion
de energia que provoca una mayor ingesta, contribuyen al desarrollo de las afecciones antes
mencionadas (Mattes, 1996).

Debido a la creciente demanda de alimentos y al patron dietético de la poblacion -que prefiere y
consume alimentos de preparacion facil y/o instantanea, con sabor distintivo, alta densidad
energética y bajo costo-, el uso de sustancias quimicas conservantes ha ido en aumento para la
produccién de alimentos y bebidas no alcohdlicas quimicamente estables, seguros y duraderos
favoreciendo a los fabricantes que desean tenerlos en los anaqueles de las tiendas el mayor
tiempo posible (Linke et al., 2018).

El benzoato de sodio es uno de los conservantes de alimentos de uso comun que se encuentran
entre los compuestos “generalmente considerados seguros” (por sus siglas en inglés GRAS) por la
United States Food and Drug Administration (Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos) y puede encontrarse en los alimentos y bebidas no alcohdlicas en
concentraciones que van desde 0.1% hasta lo que decidan sus fabricantes sin que altere el sabor
de ellos (Lennerz et al., 2016). Este compuesto es usado para inhibir el crecimiento de hongos y
bacterias durante el almacenamiento de alimentos y bebidas no alcohédlicas ademas de que es de

facil aplicacion ya que tiene una excelente solubilidad en el agua (Linke et al., 2018).

Asi mismo, aungue esté presente en una gran cantidad de alimentos, los estudios de poblacion
muestran que los refrescos son la principal fuente dietética del benzoato de sodio. Por otro lado,
se ha descubierto que el acido benzoico y sus sales presentan riesgos para la salud ya que se ha

asociado con la generacion de benceno, el cual es clasificado como cancerigeno (Mendeiros-
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Vinci et al., 2012), entre otro tipo de afecciones como alteraciones de la homeostasis de glucosa
(Brial et al., 2022; Spustova et al., 1987; Spustova y Dzlrik, 1991).

1.2. JUSTIFICACION

A pesar de que se conocen los efectos en el metabolismo ocasionados por el consumo cronico de
edulcorantes y conservadores, no existe mucha informacion sobre los posibles efectos sinérgicos
del consumo simultdneo de dos o més aditivos, como seria la combinacion de edulcorantes y
conservadores (como el benzoato de sodio). Dado lo anterior, la presente investigacion evalué el
efecto del consumo simultdneo de edulcorantes naturales y benzoato de sodio sobre los niveles
séricos de glucosa y triglicéridos y los patrones de ingesta de alimento, ingesta de bebida y

energia acumulada (kJ) empleando animales modelo de laboratorio.

1.3. HIPOTESIS

La ingesta cronica de edulcorantes nutritivos o caldricos con la adicién de benzoato de sodio
tendra un efecto sinérgico de manera negativa en el aumento de masa corporal y posible obesidad
de ratas hembra de la estirpe Wistar afectando los patrones de ingesta y consumo de bebida en
comparacion con un grupo control que ingirié Unicamente agua potable, asi mismo, existiran

diferencias en los niveles séricos de glucosa y triglicéridos.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ingesta crénica de edulcorantes nutritivos con la adicion de benzoato de
sodio en un modelo animal (ratas hembra de la estirpe Wistar) sobre la ganancia de masa corporal
por medio del estudio del consumo de estos edulcorantes ad libitum al adicionarlos en el agua
potable para beber manteniendo la composicion de una dieta equilibrada y constante para conocer

si existe un efecto sinérgico en el uso de estos dos aditivos.
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1.4.2. OBJETIVOS PARTICULARES
e Examinar el comportamiento de la ingesta de alimento y consumo de bebida para
establecer la potencial correlacion con la preferencia por los edulcorantes suministrados a
las ratas
e Observar los cambios de la energia teodrica calculada suministrada para identificar
diferencias entre los grupos de edulcorantes y edulcorantes con benzoato de sodio
e Observar los cambios de la glucosa sérica y los triglicéridos en sangre para identificar

diferencias entre los grupos de edulcorantes y edulcorantes con benzoato de sodio

A continuacién, en los siguientes capitulos se presentard la informacion obtenida de esta

investigacion experimental.
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CAPITULO 2. FUNDAMENTOS

2.1. ADITIVOS

De acuerdo con la OMS (2023), los aditivos alimentarios son compuestos que se agregan a
alimentos, principalmente procesados o fabricados a escala industrial, con objetivos técnicos
como la mejora de la inocuidad, prolongar la vida atil del alimento o modificar sus caracteristicas
sensoriales. Son sustancias que generalmente no se consumen solas como alimento y raramente
se utilizan como ingrediente principal en los mismos. Antes de la aprobacion de su uso, los
aditivos alimentarios son evaluados para determinar el posible impacto negativo sobre la salud
humana. La evaluacién de la seguridad del uso de estos es responsabilidad de organismos

autorizados a nivel nacional, regional e internacional.
2.1.1. EDULCORANTES

La Norma Oficial Mexicana NOM-186-SSA1/SCFI-2002, Productos y servicios. Cacao,
productos y derivados. | Cacao. Il Chocolate. 111 Derivados, en su apartado 3.14 (DOF, 2002)
define al edulcorante como la sustancia que sensorialmente confiere sabor dulce. Los
edulcorantes pueden ser clasificados de acuerdo con su valor nutritivo, poder edulcorante, su
procedencia o en funcion de su contenido caldrico. Por lo que se pueden dividir en: edulcorantes
nutritivos y no nutritivos o intensos; sintéticos y naturales; caléricos e hipocal6ricos (Carocho et
al., 2017).

Los monoglucidos y diglucidos como glucosa, fructosa y sacarosa estan presentes de forma
natural en frutas y verduras. Estos glucidos han sido parte de la dieta humana desde hace mucho
tiempo, aunque la fuente y la cantidad de estos ha cambiado (Edwards et al., 2016). La miel es
considerada como el edulcorante mas antiguo del mundo ya que fue utilizada por los egipcios
alrededor del afio 2100 a. C. En el siglo XVIII, los avances tecnologicos hicieron que la sacarosa
extraida de la cafia y la remolacha se volviera mas disponible y asequible, por lo que la sacarosa o

“aziicar de mesa” se convirtio en el principal edulcorante (Carocho et al., 2017).
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El aspecto mas importante de los edulcorantes es su dulzor, el cual se mide con relacion a la
sacarosa, dado que esta sustancia es el glucido de referencia. Un factor que influye en el sabor
dulce es la estructura del edulcorante (cuya intensidad disminuye a medida que aumenta el
namero de monogldcidos), la temperatura, el pH y la presencia de otras moléculas que puedan
influir en los receptores (Carocho et al., 2017). En la Tabla 1 se presentan los valores de poder

edulcorante de los tres principales edulcorantes naturales, glucosa, fructosa y sacarosa.

Tabla 1. Diferencia de dulzor entre diferentes moléculas, calculada basandose en el
supuesto de que la sacarosa equivale a 1 unidad de dulzor. Datos extraidos de Mitchell,
2006; Otabe et al., 2011; Varzakas et al., 2012

Edulcorante Poder edulcorante
Sacarosa 1
Fructosa 1.1-15
Glucosa 0.75

2.1.1.1. EDULCORANTES NUTRITIVOS

Los edulcorantes nutritivos se caracterizan por aportar una cantidad significativa de energia al
consumirse ademas de que generalmente provienen de los glucidos. Estos edulcorantes se pueden
clasificar en monoglucidos, diglucidos y oligoglicidos, los cuales tienen un aporte energético de
4 kcal/g (16.7 kJ/g) e incluyen edulcorantes como sacarosa, fructosa, glucosa, lactosa, isomaltosa,
miel de abeja, azucar invertido y jarabe de maiz. Dentro de los edulcorantes nutritivos también se
encuentran los polioles o polialcoholes, que aportan en promedio 2 kcal/g (8.4 kJ/g) (Fitch y
Keim, 2012), como el sorbitol, xilitol, isomaltitol, maltitol y manitol (Echavarria-Almeida y
Velasco-Gonzalez, 2011; Garcia-Almeida et al., 2013).

2.1.1.1.1. SACAROSA

La sacarosa, conocida comunmente como “azticar” o llamada aziicar de mesa o azlcar de cana, es

un diglacido formado por una molécula de glucosa y una de fructosa unidas mediante un enlace
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glucosidico B(1,2) formado por el carbono aldehidico de la glucosa con el cetonico de la fructosa.
Dicho enlace confiere que este diglicido sea no reductor ya que no tiene grupos aldehido o
cetona libres (Badui-Dergal, 2006). Su estructura quimica se muestra en la Figura 1. Se extrae
industrialmente de la cafia de azlcar o de la remolacha aunque abunda de forma natural en casi
todas las frutas, algunos granos y leguminosas. Todavia sigue siendo el endulzante mayormente
presente en los alimentos. Ademas de atenuar el sabor acido y amargo, se usa como conservador
para los alimentos mediante un aumento de la presion osmotica, lo cual impide el crecimiento de

microorganismos (Plaza-Diaz et al., 2013)

Al ser hidrolizada, se utiliza comercialmente en la elaboracion de azlcar invertido usado en
bebidas dado que proporciona un mayor dulzor con el uso de poca cantidad, lo cual resulta
beneficioso econdmicamente para las empresas (Badui-Dergal, 2006) pero no para los

consumidores que ingieren més fructosa.

CH,OH
| " o HOCH, O
OH 5 HO /|
HO CH,OH
OH OH

Figura 1. Estructura quimica de la sacarosa (Badui-Dergal, 2006)

La sacarosa es el carbohidrato de baja masa? molecular mas abundante en el mundo (Leoricy-
Marques et al., 2016). Proviene de la cafia de azlcar o de la remolacha, la cual es producida en
123 paises, siendo extraida principalmente de la cafia de azlcar, representando aproximadamente
el 80% de la produccién de azucar mundial (ARD, 2015). La cafia de azlcar contiene entre un 12
a un 13% de sacarosa (White, 2014). De acuerdo con Leoricy-Marques et al. (2016), la
cristalizacion del azicar comenzo alrededor del afio 350 d.C. en la India. La cafia de azucar fue la
primera fuente de energia sacarosa usada de manera masiva ya que su domesticacion comenzé

alrededor del 8000 a.C. en Nueva Guinea.

2 La palabra peso NO es sindbnimo de masa. El peso es una fuerza y, segun el Sistema Internacional de Unidades, SI,
se mide en Newtons y la masa es una propiedad de los cuerpos y, segin la misma entidad, se mide en kilogramos
(nota de la asesora)
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En la digestion de los seres humanos y la mayoria de los mamiferos, la sacarosa se hidroliza
mediante la enzima sacarasa —la cual esta situada en la luz del intestino delgado, mas
especificamente en las microvellosidades intestinales— para liberar glucosa y fructosa, las cuales

seguiran sus rutas metabolicas correspondientes (White, 2014).

2.1.1.1.2. GLUCOSA

La glucosa, también conocida como dextrosa, es el monoglucido mas abundante en la naturaleza
y esta presente en variedad de frutas y hortalizas. La concentracion de la glucosa en estos
alimentos se basa en el grado de madurez del mismo, aunque las frutas con mayor cantidad de
este monoglucido son los datiles, manzanas, fresas, etc. Asi mismo, un producto rico en glucosa
es la miel. La glucosa es utilizada comercialmente en la elaboracién de productos alimenticios y
es obtenida mayormente a través de la hidrolisis enzimética del almidén (Badui-Dergal, 2006;
Plaza-Diaz et al., 2013).

Es un gldcido reductor presente como glucdgeno en forma de polimero para reserva en animales
y en las plantas en forma de almidon (Plaza-Diaz et al., 2013). De ahi que es un compuesto
biolégico muy importante para la vida, ya que es la base estructural para la formacion de
moléculas complejas como las antes mencionadas. Asi mismo, es usada como combustible
principal para rutas metabolicas como la glucoélisis y vias posteriores de la respiracion. La
glucosa es responsable de producir la mayor parte de la energia necesaria para el crecimiento y

reproduccion de las células en el organismo (Galant et al., 2015).

La glucosa se clasifica como aldosa, dado a que es un carbohidrato que contiene un grupo
aldehido y, més especificamente, pertenece al grupo de las hexosas ya que contiene seis atomos
de carbono (Shendurse y Khedkar, 2016). Su estructura quimica se presenta en la Figura 2.
Aunado a esto, la glucosa da origen a otros glucidos, tales como la sacarosa y fructosa, ademas de
polimeros como celulosa y almidén (Badui-Dergal, 2006). La historia de la glucosa estd marcada
por descubrimientos clave que llevaron a su identificacion y posterior comprension. En el siglo

XVII, se explord la posibilidad de extraerse de remolachas y pasas, algo que fue logrado
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mediante la cristalizacion de azlcar de estas fuentes, lo cual es considerado una de las primeras
extracciones exitosas. No fue hasta el afio 1838 que se acufi6 el término “glucosa” para describir
el azlcar extraido de uvas, pasas y frutas en general. Finalmente, entre el afio 1891-1894, se
dedujo las estructuras de los glucidos, identificando de manera concluyente a la glucosa (Galant
etal., 2015).

CH,OH
OH
H
OH H

HO OH
H OH

Figura 2. Estructura quimica de la glucosa (Badui-Dergal, 2006)

Es importante destacar que la historia de la glucosa se entrelaza con la diabetes. En 1838 George
Rees aisl6 el exceso de glucosa en sangre de un paciente diabético. Estos hitos historicos sentaron
las bases para el desarrollo de métodos de prueba de glucosa cruciales para el monitoreo o

seguimiento de la diabetes y para pruebas alimenticias (Galant et al., 2015).

Las rutas metabdlicas de la glucosa varian entre distintos tipos de células de acuerdo con las
necesidades fisioldgicas del individuo. Asi, el higado es el 6rgano de desempefia una funcion
primordial en el equilibrio de la glucosa en el organismo. Se consideran dos vias principales para
la utilizacién de la glucosa. La glucdlisis es la primordial (Kohlmeier, 2015). En ella se degrada
la glucosa hasta obtener energia en forma de ATP, asi como moléculas de piruvato y NADH que
sirven como precursores para la sintesis de componentes celulares (Plaza-Diaz et al., 2013). La
otra via principal, es la de las pentosas fosfato. Esta ruta metabdlica proporciona ribosa, una
molécula que participa en la sintesis de ADN y ARN, ademas de generar NADPH (KohlImeier,
2015), el cual es utilizado para la sintesis de acidos grasos, colesterol, etc. (Mendoza-Pérez
2021).

2.1.1.1.3. FRUCTOSA
La fructosa es un monoglucido reductor y una furanosa (anillo de cinco atomos), perteneciente al

grupo de las cetohexosas, que se encuentra ampliamente distribuido en una gran cantidad de
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frutas y vegetales, principalmente en mieles y jugos de frutos. Ademas, forma parte de algunos
poliglucidos tales como la inulina, el cual es el més representativo, que se encuentra en plantas
como el maguey, entre otras (Badui-Dergal, 2006; Castillo-Urueta et al., 2003). Su estructura se

muestra en la Figura 3.

HOH,C OH

H HO
H CH,OH
HO H

Figura 3. Estructura quimica de la fructosa (Badui-Dergal, 2006)

En su forma libre, se encuentra en la miel de abeja en una proporcion de entre el 20 y 40 por
ciento, al igual que en las frutas y jugos, mientras que en algunos vegetales entre el 1 y 2 por
ciento de sus glucidos. Sin embargo, la fructosa cristalina y los jarabes de maiz de alta fructosa
estan siendo utilizados como sustitutos de la sacarosa en los productos alimentarios haciendo que
dichos edulcorantes formen la mayor parte de la fructosa consumida en la dieta (Castillo-Urueta
et al, 2003; Mendoza-Pérez, 2021).

Hasta hace poco mas de setenta afios, la principal fuente de “azlicares™® naturales era la cafia de
azucar y la remolacha. Sin embargo, debido al deterioro de la relacion entre Estados Unidos y
Cuba el cual, a principios de 1960 era el principal productor de azlcar de cafia, surgio la
necesidad de buscar sustitutos del azucar, como la miel de maiz, ahora conocida como miel
fructosada. Las mieles o jarabes fructosados son concentrados de fructosa hasta un 90 por ciento
de este carbohidrato. Son fabricados por hidrolisis de almidones provenientes del maiz (Castillo-
Urueta et al, 2003).

Los mecanismos por los que la fructosa es metabolizada difieren de los de la glucosa. Después de

su absorcion intestinal, la fructosa se metaboliza directamente en el higado, siendo independiente

3 Un eufemismo usado por los importadores de mieles fructosadas de maiz pasando por encima del Tratado de
Libre Comercio para hacer una “guerra sucia” al azucar engafiando a los consumidores y, tristemente, ya esta en
nuestras normas oficiales mexicanas y en nuestro etiquetado (nota de la asesora)
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de la insulina. En el higado, la fructosa puede tomar dos caminos: Convertirse en glucosa y
almacenarse como glucdgeno o utilizarse como fuente de energia para los hepatocitos. Por lo
tanto, a menos que los niveles de almacenamiento de glucdgeno sean bajos, cualquier exceso de
fructosa se transformaré en tejido adiposo, principalmente en forma de lipidos (Carvallo et al.,
2017). La fructosa se absorbe facilmente de la dieta y se metaboliza rdpidamente, principalmente
en el higado. Puede proporcionar 4tomos de carbono tanto para el glicerol como para las
porciones acilo de los triglicéridos, lo que la convierte en un inductor altamente eficiente de la
lipogénesis de novo. A diferencia de la glucosa, la fructosa no estimula la insulina ni la leptina
(reguladores de la ingesta de energia y la adiposidad corporal). Es probable que la sintesis
aumentada de triglicéridos resulte en la acumulacion de estos en el higado, lo cual ha demostrado

reducir la sensibilidad hepatica a la insulina (Basciano et al., 2005).

2.1.2. CONSERVADORES

Los conservadores son aditivos, naturales o artificiales, que se utilizan en la industria alimentaria
para detener o retrasar las pérdidas nutricionales causadas por alteraciones microbioldgicas,
enzimaticas o quimicas de los alimentos, ademéas de aumentar la vida util y calidad de los mismos
(Zengin et al.,, 2011). Entre los conservadores mayormente encontrados en alimentos, se
encuentra el benzoato de sodio, el cual es comun encontrarlo en refrescos, bebidas de frutas y

otros alimentos con caracter acido (Barboza-Corona et al., 2004).

2.1.2.1. BENZOATO DE SODIO

El benzoato de sodio es una sal blanquecina derivada del acido benzoico que presenta una alta
solubilidad en agua ademéas de ser inodoro e insipido. Debido a su capacidad antifingica y
antibacteriana se emplea como conservador en los alimentos en dosis especificas, inhibiendo el
desarrollo de bacterias, levaduras y mohos. Es reconocido como el primer conservador de
alimentos aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para su uso en productos
alimenticios (Shahmohammadi et al., 2016). Ademas, es considerado como un compuesto GRAS,
del cual su limite de consumo permitido es de 0 a 5 mg/kg de masa corporal. De igual manera, se
establecio en este nivel la Ingesta Diaria Aceptable (IDA) (Walczak-Nowicka y Herbet, 2022).
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La caracteristica antimicrobiana del benzoato de sodio esté influenciada por el pH, de modo que
tiene mayor actividad a pH bajo. Su accion antimicrobiana se atribuye a la molécula intacta,
siendo menos eficaz en condiciones de pH neutro. Alrededor del 60% del benzoato de sodio
permanece unido a pH 4, mientras que solamente el 1.5% permanece unido a pH 6. Por lo tanto,
el uso del benzoato de sodio no se limita a productos que son altamente &cidos, ya que la acidez
natural suele ser suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo, algunos mohos y
levaduras crecen en medios acidos, donde el benzoato de sodio sirve como una barrera eficaz

contra estos (Shahmohammadi et al., 2016).

El benzoato de sodio es utilizado para preservar alimentos con pH acido, como pulpas y purés de
frutas, mermeladas, etc. Con frecuencia, se agrega a bebidas carbonatadas, salsas, margarinas y
conservas de fruta. Naturalmente se encuentra en alimentos como la canela, las setas, los
aradndanos y el clavo, entre otros. Por consiguiente, se considera al benzoato de sodio como un

compuesto con un amplio perfil de seguridad (Walczak-Nowicka y Herbet, 2022).

El proceso metabolico de este conservador en las mitocondrias implica el uso de ATP y glicina,
ademas de un secuestro transitorio de la coenzima A (CoA). El benzoato de sodio se conjuga con
la glicina para producir hipurato en el higado y los rifiones mediante una reaccién que tiene lugar
en la matriz mitocondrial. Principalmente, se elimina a través del sistema urinario (Lennerz et al.,
2015; Walczak-Nowicka y Herbet, 2022). En la Figura 4 se muestra como ocurre la conversién

de benzoato a hipurato dentro de la matriz mitocondrial.

Algunas investigaciones sugieren que el benzoato de sodio puede afectar la homeostasis de la
glucosa. Segun Brial et al. (2022), en ratones con masa corporal normal de la cepa C57BL/6J, el
benzoato de sodio provoco una intolerancia a la glucosa, incremento la secrecion de insulina,

aumento la adiposidad y promovio la inflamacion del higado.

Adicionalmente, Ciardi et al. (2012) mostraron a través de estudios in vitro que algunos
conservantes, como el benzoato de sodio, disminuian la secrecion de leptina en adipocitos

muridos (mal llamados ‘murinos’, del inglés murines) incubados con estos conservadores. La
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leptina es una de las principales hormonas encargadas de la regulacion energética (Kelesidis et

al., 2010). De acuerdo con Cardi et al. (2012), el consumo cronico de alimentos que contengan

estos conservantes podria disminuir la cantidad de leptina circulante que llega al sistema nervioso

central y, por ende, contribuye a un entorno obesogénico.
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Figura 4. Metabolismo del benzoato de sodio (Lennerz et al., 2015)

En el estudio realizado por Walczak-Nowica y Herbet (2022), destacan que el benzoato de sodio

puede provocar estrés oxidativo e inflamacién. Este aditivo esta relacionado con trastornos

metabolicos incluyendo cambios en el metabolismo de los lipidos. Xiao et al. (2023) encontré

que la ingesta de benzoato de sodio aumentaba significativamente los niveles de triglicéridos y se

promovia la inflamacidn en ratones C57BL/6.

Una vez establecidos estos antecedentes, a continuacién se presenta la metodologia seguida en

esta etapa de la investigacion.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

En la Figura 5 se resume el desarrollo experimental que se realiz6 en esta investigacion.

Recepcidn de las ratas Wistar
hembra recién destetadas con
una masa corporal inicial de
entre 35-50 g, las cuales fueron
puestas en adaptacion por 3
dias en los que se les

suministr6 agua purificada
(250 mL) y alimento (Alimento
Lab Diet 5001, 100g) y se
midié la masa corporal de cada
espécimen/dia

Registro diario del volumen

ingerido de bebida por cada
par de ratas, medido con una
probeta de 500 mL y posterior

remplazo del mismo por un
bebedero ya preparado con la

solucion de edulcorante
correspondiente

A 4

Distribucién aleatoria de las
ratas en 8 grupos: Un grupo
por cada edulcorante a probar,
asi como el mismo edulcorante
con adicion de benzoato de
sodio y dos grupos controles

(uno de agua purificada y otro
de agua purificada con
benzoato de sodio). Cada
grupo tuvo una n=12
(animales/grupo) y las ratas se
colocaron en cajas de 2
especimenes por caja

A 4

Preparacion de las soluciones
edulcoradas bajo las siguientes
concentraciones:

-Control 1: Agua purificada
-Control 2: Agua purificada y
benzoato de sodio (0.169 g/L)
-Glucosa 14% (m/v)

-Glucosa 14% (m/v) y benzoato
de sodio (0.169 g/L)

-Sacarosa 10 % (m/v)
-Sacarosa 10 % (m/v) y
benzoato de sodio (0.169 g/L)
-Fructosa 7% (m/v)

-Fructosa 7% (m/v) y benzoato
de sodio (0.169 g/L)

'

v

Determinacion in vivo de los
niveles séricos de glucosa y
triglicéridos de las ratas
pasados 2, 4 y 6 meses por la
obtencion de una gota de
sangre por medio de una
puncion en la punta de la cola
previamente adormecida con
etanol para minimizar el dolor

Registro diario de la masa

A

corporal de cada rata, asi como
la masa del alimento ingerido
diariamente por cada par de
ratas para una posterior
reposicion del alimento (100
g). Cambio del sustrato
empleado como cama

Realizacion de eutanasia de los
especimenes a los 6 meses de
experimentacion para la

A\ 4

recoleccion de plasma
sanguineo y érganos
principales para su posterior
estudio (otra fase de la
investigacion)

Llenado con 250 mL de cada
solucion en bebederos de vidrio
por cada caja de ratas

Analisis estadistico
comparativo de los
resultados de los grupos
de edulcorantes con

A 4

ayuda del paquete
estadistico Statgraphics
Centurion XVI

Figura 5. Diagrama general del desarrollo experimental
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3.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la Unidad de Experimentacion Animal y en los Laboratorios 301, 302 y 303 del Conjunto E
de la Facultad de Quimica de la UNAM se realizd un experimento biolégico empleando ratas
hembra recién destetadas de la estirpe Wistar (con una masa corporal inicial entre 35-50g) con
una duracién de 18 meses, equivalentes a 60 0 més afios de edad humana segin Sengupta, 2014).
Este trabajo comprende los primeros 6 meses (180 dias de experimentacion equivalentes, segln
Sengupta, a 18 afios de edad humana), siendo este un factor de interés debido a que no hay
muchos estudios que abarquen tanto tiempo, por lo que los hallazgos encontrados pueden resultar

de gran relevancia.

El proyecto se bas6 en un disefio multifactorial, con dos factores categéricos: a) edulcorante
ingerido y b) adicion de benzoato de sodio. El factor edulcorante ingerido consté de 8 niveles: (1)
Glucosa [14% m/v] (G), (2) glucosa [14% m/v] + benzoato de sodio [0.169 g/L] (GB), (3)
fructosa [7% m/v] (F), (4) fructosa [7% m/v] + benzoato de sodio [0.169 g/L] (FB), (5) sacarosa
[10 % m/v] (S) , (6) sacarosa [10 % m/v] + benzoato de sodio [0.169 g/L] (SB), (7) agua potable
(C) y (8) agua potable + benzoato de sodio [0.169 g/L] (CB), de los cuales estos dos ultimos
fungieron como grupos controles. El factor de adicién de benzoato de sodio consta de dos
niveles: Solucion sin benzoato de sodio y solucién con benzoato de sodio a una concentracion de
0.169 g/L.

Se tuvo una n=12 por grupo, con un total de N=96 especimenes (36 ratas que bebieron solucion
adicionada con edulcorantes y benzoato de sodio, 36 ratas que bebieron las soluciones con
edulcorantes, 12 ratas que bebieron agua potable con benzoato de sodio, pero sin edulcorantes, y

12 ratas que bebieron agua potable sin benzoato de sodio ni edulcorantes).
Las variables de respuesta son: El incremento acumulado de masa corporal, el consumo de

alimento acumulado ingerido, el consumo acumulado bebida ingerida y la ingesta energética

tedrica acumulada ingerida.
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Se emplearon ratas hembra debido a que los experimentos realizados en hembras son mas
escasos. Asi mismo, se considerd el hecho que las mujeres son mas propensas a presentar

enfermedades crénico-degenerativas.

3.1.1. MODELO ANIMAL

Fueron evaluadas 96 ratas hembra de la estirpe Wistar, las cuales habian sido destetadas
aproximadamente a los 21 dias de su nacimiento, proporcionadas por la empresa Circulo ADN
S.A. de C.V. Tuvieron un periodo de adaptacion de 3 dias para acostumbrarse al nuevo ambiente
y alimentacion proporcionada. Todos los especimenes fueron alimentados con una dieta estandar,
es decir, equilibrada y sin influencia en el crecimiento de los ejemplares ya que estd compuesta
por ingredientes naturales que permiten un control riguroso sobre el aporte energético. Ademas,
incluye todos los macro y micronutrientes necesarios para proporcionar un adecuado crecimiento

y desarrollo de los roedores.

Los especimenes se identificaron mediante la asignacion de numeros aleatorios que fueron
marcados en la base de su cola con un plumon indeleble, ademas de realizarse muescas 0
perforaciones en las orejas para tener una segunda identificacion en caso de que el numero se

borrase, para ello se muestra a continuacién en la Figura 6 el codigo que se utilizo.

( Unidades = Oréja derecha |
l Decenas = Oreja izquierda |

Figura 6. Cddigos para las muescas de oreja para la identificacion de los especimenes

Una vez adaptados, fueron distribuidos en cada grupo dependiendo las masas del tercer dia de
adaptacion, siguiendo el método de la “culebra japonesa” (Figura 7). Este método distribuye las
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masas de los sujetos de estudio en orden ascendente y se forman lotes de seis en seis de izquierda
a derecha, y luego regresando de derecha a izquierda para tener un arreglo homogéneo de las

masas entre cada grupo (Lépez-P. et al., 2006).
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Figura 7. Distribucion homogénea de las ratas (método de la culebra japonesa)

3.1.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las ratas fueron acomodadas en parejas en cajas de policarbonato para roedores, siguiendo las
especificaciones previamente mencionadas en el apartado 3.1.1. Dichas cajas fueron colocadas en
anaqueles de acuerdo con la aleatorizacion sefialada para evitar un sesgo estadistico. Los
especimenes estuvieron en un ciclo de luz y obscuridad de 12 horas cada uno, en la sala 518 y
posteriormente 519 en conjunto, con una humedad relativa controlada en un rango de 45-50% vy a
una temperatura promedio de 22°C, en la Unidad de Experimentacion Animal, UNEXA, del
Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad de México, México. Al inicio
del experimento fueron colocadas en una sala junto con otras 48 ratas de otro proyecto realizado
al mismo tiempo. Esto, junto con la cantidad de personas que trabajaban en la sala para su
experimentacién, a los 3 meses del inicio del experimento, se decididé usar dos salas para un
mejor desarrollo de los especimenes y que se tuvieran condiciones mas controladas.
Adicionalmente, se les incluydo un medio de enriquecimiento suministrado por la empresa
ENVIGO, que consistio en tiras de celulosa estériles (Teklad 7979C.CS). Este enfoque se adopto
con el fin de mitigar el estrés en los sujetos de experimentacion, ya que estas tiras les permitian
despedazarlas y utilizarlas para formar sus nidos. Ademas, se recolectaron tubos de carton y
recortes de toallas sanitarias de papel conocidas coloquialmente como ‘sanitas’, los cuales fueron

esterilizados, para los mismos propdsitos.
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3.1.3. GANANCIA DE MASA CORPORAL

Diariamente se llevo a cabo el registro del aumento de masa corporal. Se verificaba que no
existieran pérdidas significativas de masa de los especimenes, y en caso de que se observara una
pérdida considerable, el ejemplar afectado se separaba de su rata compafiera hasta que recuperara
su masa corporal ayudandola con una pasta de alimento que le resultara mas facil de comer. Los

datos fueron registrados en una bitacora fisica y después fueron transcritos a una base electronica.

3.1.4. ALIMENTO INGERIDO

La dieta utilizada fue la 5001 Rodent Diet de la empresa LabDiet. Su informacion nutrimental se
encuentra en la Tabla 2. Se proporciond un acceso al alimento de manera ad libitum.
Diariamente fueron pesados y colocados 100 g de alimento en cada comedero de las ratas. Al dia
siguiente (24 horas después), se pesaba el alimento remanente en los comederos antes de

reponerlo con la misma cantidad de alimento antes mencionada.

Tabla 2. Informacion nutrimental de la dieta 5001 Rodent Diet de la empresa LabDiet

Densidad energética 14.05 kJ/g (3.4 kcal/g)
Proteina cruda 23.9%
Grasa 5%
Carbohidratos 48.7%
Fibra cruda 5.1%

La cantidad de alimento consumida diariamente fue calculada mediante la sustraccion de la
cantidad remanente de alimento a la cantidad inicial del dia anterior. Se utiliz6 una balanza
digital (VELAB Modelo 5000H) para el pesaje del alimento.

Los datos se registraron tanto en una bitacora fisica como en una base de datos electrénica.
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3.1.5. BEBIDA INGERIDA

La bebida se suministraba diariamente de manera ad libitum, y se reponian cada dia con
soluciones preparadas el dia anterior en bebederos limpios. La cantidad de ingesta de bebida se
calcul6 cada 24 h restando la cantidad remanente en el bebedero de la cantidad inicialmente
suministrada (250 mL). Dicha cantidad fue siendo aumentada conforme las ratas consumieron un
volumen cercano al limite de 250 mL, de manera que tuvieran disponible la bebida en todo
momento y no se diera la oportunidad de que se les racionara. Se registraron los datos

diariamente tanto en una bitacora fisica, asi como en una base de datos electronica.

3.1.6. ENERGIA TEORICA INGERIDA

La ingesta energética tedrica se determiné mediante la suma de la energia del alimento mas la
energia de la bebida. La contribucién energética de la dieta 5001 Rodent Diet de la empresa
LabDiet (PMI Nutrition International, LLC, Estados Unidos) fue de 14 kJ/g, mientras que el
aporte energético de las bebidas fue de: 2.34 kJ/mL para la bebida con glucosa, 1.16 kJ/mL para
la bebida con fructosa y 1.67 kJ/mL para la bebida con sacarosa. Para el caso de la mezcla con
benzoato de sodio, el aporte energético de este aditivo se consider6 insignificante y se desprecio

en la sumatoria.

3.1.7. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las pruebas bioguimicas que se realizaron fueron la determinacion de niveles séricos de glucosa
y de triglicéridos, ambas in vivo, a los 2, 4 y 6 meses de experimentacion. Los especimenes se
sometieron a un ayuno de 6 horas para la determinacion, cuidando de que la Gltima muestra se
tomara maximo 2 horas después de que fue tomada la primera, por lo que, en este proceso se

tomaban cerca de 24 ratas en un dia.

Para realizar las pruebas, se utilizé una aguja estéril para cada rata y se obtuvo sangre capilar

mediante la puncion del extremo de la cola de cada especimen. Asi, con una sola puncion se
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obtenia una gota para realizar la prueba de triglicéridos y otra gota consecutiva para la
determinacion de glucosa. Con esto, se busco tener la agresividad minima posible hacia las ratas.

3.1.7.1. DETERMINACION DE NIVELES SERICOS DE GLUCOSA in vivo

Las mediciones de glucosa se llevaron a cabo utilizando un glucémetro de la marca Bayer®
modelo Contour® TS. Este dispositivo proporciona mediciones cuantitativas de glucosa en
sangre en un rango de 10 a 600 mg/dL mediante el uso de tiras reactivas. La determinacién de
glucosa en sangre con dicho aparato se basa en la medicion de la corriente eléctrica generada por
la reaccion de la glucosa con los reactivos presentes en la tira reactiva (glucosa deshidrogenasa
dependiente de FAD (flavin adenin dinucleotide) (FAD-GDH), pirroguinolina guinona (PQQ) y
ferrocianuro de potasio). La muestra de sangre se absorbe en la punta de la tira reactiva debido a
la accion capilar. La glucosa en la muestra reacciona con la FAD-GDH vy el ferrocianuro de
potasio generando electrones, generando asi una corriente eléctrica proporcional a la

concentracion de glucosa presente en la muestra (Ascensia, 2017).

3.1.7.2. DETERMINACION DE NIVELES SERICOS DE TRIGLICERIDOS in vivo

Las mediciones de triglicéridos se obtuvieron con la ayuda del medidor multiparamétrico
Accutrend® Plus de la marca Roche® (Roche Diagnostics GmbG, Mannheim, Alemania), el cual
proporciona una mediciones cuantitativa de los triglicéridos en sangre en un rango de 70 a 600
mg/dL mediante el uso de tiras reactivas. Este dispositivo esta basado en la espectrofotometria de

reflectancia.

Las tiras reactivas tienen una zona de prueba que contiene una combinacion de lipoproteinlipasa,
glicerol quinasa, glicerol fosfato oxidasa, peroxidasa, ATP, 4-aminofenazona y p-clorofenol. Asi,
los resultados de la prueba se derivan de la medicion de la luz reflejada en la tira reactiva
(reflectancia), la cual cambia de color después de que la sangre ha reaccionado con las enzimas
en la zona de prueba de la tira. La intensidad del color esta directamente relacionada con el nivel
de triglicéridos; es decir, cuanto mas oscuro sea el color, mayor serd la concentracion de

triglicéridos (Mendoza-Pérez, 2021).
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3.1.8. EUTANASIA

Transcurridos los 180 dias de experimentacion, se realizd la eutanasia de los especimenes. Para
esto, se escogieron aleatoriamente la mitad de los especimenes, tomando en consideracion que
sean la misma cantidad para cada grupo. Ademas, debido a la carga de trabajo y de personal, se
repartieron las eutanasias para que se hicieran en 4 dias, esto de igual manera considerando la

semana en que iban desfasadas las ratas desde su llegada.

Cada espécimen fue colocado de manera individual dentro de una cdmara de dioxido de carbono
durante aproximadamente 90 a 120 segundos para inducirle un estado de inconsciencia. Tras esto,
se procedio a la decapitacion del animal mediante el uso de una guillotina para roedores con el
proposito de recuperar la mayor cantidad de sangre posible, la cual fue recolectada en tubos BD
Vaccutainer ® y se almacenaron en refrigeracion. Asi mismo, se extrajeron 6rganos como:
Corazdn, higado, rifiones y tejido adiposo, los cuales fueron diseccionados y almacenados en
refrigeracion (-4°C) y en ultracongelacion (-70°C) para un analisis a corto plazo y a largo plazo
respectivamente. Cabe destacar que el analisis de estos drganos, asi como la sangre obtenida, no

formo parte de esta experimentacion.

3.2. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos experimentales fueron registrados diariamente en una bitacora y, posteriormente, se
trascribieron a una hoja de célculo de Microsoft Excel. Una vez transcurridos los 180 dias de
experimentacion, se llevd a cabo el analisis estadistico utilizando el software Statgraphics
Centurion VXI. Las graficas de incremento de masa corporal acumulada, consumo de alimento
acumulado, consumo de bebida acumulada y para la ingesta acumulada de energia (kJ), fueron
realizadas mediante el software GraphPad Prism 11. El analisis estadistico de estos factores se
realizo mediante un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias (tipo de edulcorante y la
presencia o ausencia de benzoato de sodio), con ayuda del software Statgraphics Centurion VXI.

Para poder realizar este analisis estadistico, se tuvo que cumplir con los siguientes criterios:
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1. Los datos deben seguir una distribucién normal
2. Todas las distribuciones normales deben tener igualdad de varianza (homocelasticidad)

3. Las muestras deben ser independientes
Para esto, el tratamiento estadistico realizado estuvo integrado de las siguientes pruebas:

Identificacion de datos atipicos o aberrantes mediante la prueba de Grubbs
Comprobacion de la normalidad de datos a través de la prueba de Shapiro-Wilk
Verificacion de la homocedasticidad por medio de la prueba de Levene

Anédlisis de varianza de varianza simple y multifactorial (ANDEVA)

o > 0w N oE

Prueba de rangos multiples mediante la prueba de Duncan

A continuacion se presentan los resultados de esta investigacion experimental.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan de manera gréfica y sintetizada los resultados obtenidos de los 180
dias de experimentacion de las 96 ratas hembra pertenecientes a la estirpe Wistar pertenecientes a

los grupos que consumieron edulcorantes y benzoato de sodio, incluyendo los grupos controles.

Para este capitulo se usara una forma abreviada para la nomenclatura para los edulcorantes

usados durante esta investigacion, la cual sera la siguiente:

e Control (C)
e Control con adicion de benzoato de sodio (CB)
e Glucosa (G)
e Glucosa con adicién de benzoato de sodio (GB)
e Fructosa (F)
e Fructosa con adicién de benzoato de sodio (FB)
e Sacarosa (S)

e Sacarosa con adicién de benzoato de sodio (SB)

4.1. Ganancia de masa corporal

Los datos experimentales obtenidos sobre la ganancia de masa corporal durante los 180 dias de
experimentacion para las ratas hembra mostraron una tendencia de aumento durante todo el
experimento. Se puede apreciar que durante los primeros 60 dias de experimentacion, se mostro
un aumento acelerado, siendo este un fendmeno particular en esta especie (Rocha-de-Santiago et
al., 2015), mientras que durante el resto del periodo de estudio se observé un aumento mas
gradual. Esta tendencia se expresa de manera més clara en la Tabla 3, donde se registra que las
ratas alcanzaron aproximadamente un 70% de su masa corporal a los 60 dias de experimentacion,
mientras que a los 120 dias experimentaron un aumento de aproximadamente 15-18%. En la
Grafica 1 se muestra el aumento de masa corporal durante los 180 dias de experimentacion de

las ratas hembra.
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Masa (g)

Tabla 3. Porcentaje de cambio en la masa corporal de las ratas a los 60 y 120 dias

Grupo % Cambio (60 dias) | % Cambio (120 dias)
C 76.33 92.53
CB 76.47 92.46
G 70.21 87.20
GB 68.30 86.07
F 71.95 89.93
FB 71.97 89.26
S 69.35 87.09
SB 70.50 88.81
400 + Control

= Control Benzoato
Glucosa
Glucosa Benzoato
Fructosa
Fructosa Benzoato
Sacarosa

- Sacarosa Benzoato

0 | |

0 30 60

Dias

|
90 120 130

|
180

Graéfica 1. Ganancia de masa corporal en ratas hembra durante 180 dias, comparacion

entre los diferentes grupos de edulcorantes y grupos controles
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Aparentemente, la mayor ganancia de masa corporal la obtuvo el grupo de GB (llegando a
valores promedio de 321.34 g de masa corporal al dia 180), mientras que la menor ganancia de
masa corporal la obtuvo el grupo C (teniendo un promedio de 280.92 g de masa corporal al dia
180). Para identificar la existencia de diferencias significativas entre los diferentes grupos, se

realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA) que sera explicado més adelante.

4.2. Analisis de la masa acumulada para los grupos control y edulcorantes

nutritivos CON y SIN presencia de benzoato de sodio

Para realizar el andlisis de la ganancia de masa acumulada para los grupos de edulcorantes
nutritivos sin y con la presencia de benzoato de sodio, se realiz6 el analisis de varianza ANDEVA

(Tabla 4a) donde se planteo que:

Ho: No existe diferencia significativa en la ganancia de masa corporal acumulada de las ratas.

Hq: Existe diferencia significativa en la ganancia de masa corporal acumulada de las ratas.

Dado que el valor P obtenido (0.0010) fue menor a 0.05, se rechaza la hipdtesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (0=0.05) entre la media del incremento de
masa corporal acumulada entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa),

ademas de la presencia o ausencia de benzoato de sodio, y los grupos controles.

Tabla 4a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para masa corporal acumulada al dia 180 de
experimentacién en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de muadrados | Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 17881.7 7 2554.53 3.93 0.0010
Intra grupos 53262.4 82 649.541
Total (Corr.) 71144.1 89

Donde: Gl=grados de libertad

La prueba de rangos multiples (Tablas 4b y 4c) indica que las medias de las ganancias de masa

corporal de los grupos F, FB y CB, fueron similares a la del grupo control.

43



Tabla 4b. Prueba de rangos multiples para masa corporal acumulada (g) al dia 180 de

con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos |Media (g) Desviacion estandar (g)  [Grupos homogéneos
C 12 217.133 30.6722 A
F 11 230.745 17.0035 AB
CB 8 233.425 9.5934 ABC
FB 12 237.675 31.4639 ABC
S 12 249.975 30.3914 BC
SB 11 254.455 16.7336 BC
G 12 255.883 22.9004 C
GB 12 259.117 29.7868

experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

Tabla 4c. Diferencia de medias para masa acumulada (g) al dia 180 de experimentacién en ratas
hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos con y sin benzoato de sodio

entre grupos

Método: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB -16.2917
C-F -13.6121
C-FB -20.5417
C-G * -38.75
C-GB * -41.9833
C-S * -32.8417
C-SB * -37.3212
CB-F 2.67955
CB-FB -4.25
CB-G -22.4583
CB-GB * -25.6917
CB-S -16.55
CB-SB -21.0295
F-FB -6.92955
F-G -25.1379
F-GB -28.3712
F-S -19.2295
F-SB -23.7091
FB -G -18.2083
FB - GB -21.4417
FB-S -12.3
FB - SB -16.7795
G-GB -3.23333
G-S 5.90833
G-SB 1.42879
GB-S 9.14167
GB - SB 4.66212
S-SB -4.47955

* indica una diferencia significativa
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Los grupos de CB, F, FB, Sy SB no presentaron diferencias significativas entre si y de la misma
manera, entre los grupos CB, FB, S, SB y G, al igual que entre los grupos FB, S, SB, G y GB.
También se puede observar que el grupo de GB tiene la mayor masa corporal media (259.117 g),
seguido de cerca por el grupo G (255.883) y SB (254.455 g). Asi mismo, es de notar que los
grupos que tienen la presencia de benzoato de sodio (CB, FB, SB y GB) tienen una mayor media
de la masa corporal acumulada en comparacion con sus contrapartes sin benzoato, lo cual
indicaria que el benzoato de sodio parece tener un efecto de aumento en la masa corporal cuando

se combina con edulcorantes.

Los grupos G, GB, S y SB presentan una diferencia significativa con el grupo control sin
benzoato de sodio, mientras que solamente el grupo GB fue el que presentd una diferencia
significativa con respecto al grupo control con benzoato de sodio. Por otro lado, el grupo que

presenta mayor diferencia significativa es el grupo control con el grupo GB.

Para realizar el analisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 4d) y determinar qué

factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la masa de las ratas, se planteo:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en la ganancia de masa corporal
acumulada de las ratas.
Hi: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en la ganancia de masa corporal

acumulada de las ratas.

Tabla 4d. Andlisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para masa corporal acumulada al dia
180 de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes

nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 14794.8 3 4931.6 7.59 0.0002
B:Presencia o ausencia de benzoato de |1322.65 1 1322.65 2.04 0.1574
sodio
INTERACCIONES
AB 533.74 3 177.913 0.27 0.8441
RESIDUOS 53262.4 82 [649.541
TOTAL (CORREGIDO) 71144.1 89

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad
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Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0002) fue menor a 0.05, se
rechaza la hipdtesis nula y se concluye que este factor si tiene un efecto estadisticamente
significativo (a=0.05) sobre el incremento de masa corporal acumulada para las ratas hembra de
la estirpe Wistar. Destacando que tanto la presencia o ausencia de benzoato de sodio, asi como la
interaccion entre edulcorante y benzoato de sodio, no presentaron un efecto significativo sobre el

incremento de masa corporal acumulada.

4.3. Analisis del alimento consumido acumulado para los grupos control y

edulcorantes nutritivos CON y SIN presencia de benzoato de sodio

De la misma manera que para la masa corporal acumulada, para realizar el andlisis del alimento

acumulado se realiz6 el analisis de varianza ANDEVA (Tabla 5a) donde se plante6 que:

Ho: No existe diferencia significativa en el alimento ingerido acumulado de las ratas.

H1: Existe diferencia significativa en el alimento ingerido acumulado de las ratas.

Considerando que el valor P obtenido (0.0000) fue menor a 0.05, se rechaza la hipétesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (a=0.05) entre la media del consumo de
alimento acumulado entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa), ademas
de la presencia o ausencia de benzoato de sodio y de los grupos controles. Como se observa en la
prueba de rangos multiples (Tablas 5b y 5c), no hubo diferencias significativas entre cada
edulcorante (G, F y S) y su par correspondiente con adiciéon de benzoato de sodio (GB, FB y
SB).

Tabla 5a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para alimento acumulado al dia 180 de
experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl [ Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 5.46679x107 7 7.8097x10° 276.61 0.0000
Intra grupos 2.23049x108 79 28234.0
Total (Corr.) 5.68984x107 86

Donde: Gl=grados de libertad

46



Tabla 5b. Prueba de rangos multiples para alimento acumulado (g) al dia 180 de

con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (g) Desviacion estandar (g) Grupos homogéneos
GB 12 1296.17 61.6787 A
G 12 1363.83 180.701 A
SB 10 1563.28 83.5046 B
S 12 1591.55 141.256 B
F 8 2374.72 232.141 C
FB 12 2439.4 132.881 C
C 12 3240.47 275.105
CB 9 3470.18 133.814 E

experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

Tabla 5c. Diferencia de medias para alimento acumulado (g) al dia 180 de experimentacion en
ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos con y sin benzoato de
sodio entre grupos
Método: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB * -229.703
C-F * 865.75
C-FB * 801.075
C-G * 1876.64
C-GB * 1944.31

C-S * 1648.93
C-SB * 1677.19
CB-F * 1095.45

CB-FB * 1030.78
CB-G * 2106.34
CB-GB * 2174.01
CB-S * 1878.63
CB-SB * 1906.9
F-FB -64.675
F-G * 1010.89
F-GB * 1078.56
F-S * 783.175
F-SB * 811.445
FB -G * 1075.57
FB - GB * 1143.23
FB-S * 847.85
FB - SB * 876.12
G-GB 67.6667

G-S * -227.717
G-SB * -199.447
GB-S * -295.383

GB - SB * -267.113
S-SB 28.27

* indica una diferencia significativa
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Sin embargo, si se encontro6 diferencia significativa con respecto a todos los deméas grupos. Por su
parte, el grupo control si presentd diferencia significativa con respecto a su par, el grupo control
con benzoato de sodio. El grupo CB presenta la mayor media de alimento consumido acumulado
(3470.18 @), seguido por el grupo C (3240.47 g), mientras que el grupo GB la menor media
(1296.17 g). Lo anterior expone que este tipo de edulcorantes (nutritivos) alteraron los patrones
normales en el consumo de alimento con respecto al grupo control. Esto puede ser debido a que
las bebidas endulzadas reducen el apetito de los roedores o producen saciedad, disminuyendo asi
la ingesta de alimento en comparacion con los controles. Para realizar el andlisis de varianza
ANDEVA multifactorial (Tabla 5d) y determinar qué factores tienen un efecto estadisticamente

significativo sobre el alimento consumido por las ratas, se plante6 nuevamente:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en el alimento ingerido acumulado
de las ratas.
H1: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en el alimento ingerido acumulado de

las ratas.

Tabla 5d. Anélisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para alimento acumulado (g) al dia 180
de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl [ Cuadrado medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 5.43763E7 3 1.81254E7 641.97 0.0000
B:Presencia o ausencia de benzoato de |52311.4 1 52311.4 1.85 0.1773
sodio
INTERACCIONES
AB 282707. 3 94235.6 3.34 0.0235
RESIDUOS 2.23049E6 79 128234.0
TOTAL (CORREGIDO) 5.68984E7 86

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0000) y para la interaccion
entre el tipo de edulcorante y la presencia o ausencia de benzoato de sodio (0.0235) fue menor a
0.05, se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que estos factores si tienen un efecto

estadisticamente significativo (0=0.05) sobre el alimento ingerido acumulado de las ratas hembra
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de la estirpe Wistar. Por lo que esto indica que no es suficiente considerar solamente la presencia
0 ausencia de benzoato de sodio sin considerar qué edulcorante estd presente, ya que su

combinacion produce diferentes efectos en esta variable (alimento ingerido acumulado).

4.4. Analisis de bebida ingerida acumulada para los grupos control y

edulcorantes nutritivos CON y SIN presencia de benzoato de sodio

Para el analisis de resultados del volumen de bebida ingerida acumulado se realizé el anélisis de

varianza ANDEVA (Tabla 6a), para el cual se establecio otra vez que:

Ho: No existe diferencia significativa en la bebida ingerida acumulada de las ratas.

H1: Existe diferencia significativa en la bebida ingerida acumulada de las ratas.

Puesto que el valor P obtenido (0.0000) fue menor a 0.05, se rechaza la hip6tesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (0=0.05) entre la media del volumen de
bebida ingerida acumulada entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa),
ademas de la presencia o ausencia de benzoato de sodio, y los grupos controles. La prueba de
rangos multiples (Tablas 6b y 6¢) muestra que la media del grupo C (8227.42 mL) es la menor
en comparacion con todos los demas grupos, indicando que fue el grupo que ingirié la menor
cantidad de bebida, seguido del grupo CB (8638.78 mL).

Tabla 6a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para bebida ingerida acumulada al dia 180 de
experimentacién en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl [ Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1.77127x10° 7 2.53038x108 72.30 0.0000
Intra grupos 2.5548x108 73 3.49973x108
Total (Corr.) 2.02675x10° 80

Donde: Gl=grados de libertad

Estos mismos grupos no presentaron diferencia significativa entre si. Por su parte, los grupos F,
FB, G, GB y S no presentaron diferencia significativa entre si. Mientras que el grupo SB ingirio

significativamente méas bebida acumulada, por lo que presento diferencia significativa con

49



respecto a todos los demas grupos. Esto podria sugerir que en el caso del edulcorante sacarosa, el
benzoato de sodio pudo haber mejorado la percepcion del dulzor, haciendo la bebida mas
atractiva para las ratas, o bien, debido a que las ratas tienen una predileccion natural por
soluciones de sacarosa, junto con el benzoato de sodio, podria haberse incrementado esta
preferencia solamente para este edulcorante. Los resultados obtenidos por Grimm et al. (2022)

también sefialaron que las ratas hembra tenian una preferencia por la sacarosa.

Tabla 6b. Prueba de rangos multiples para bebida ingerida acumulada (mL) al dia 180 de
experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos |Media (mL)|[ Desviacion estandar (mL) Grupos homogéneos

C 12 8227.42 792.069 A
CB 9 8638.78 1640.5 A

FB 8 17424.0 1172.75 B

F 10 17814.6 3009.48 B
GB 9 18035.9 1881.59 B

G 10 18214.6 1271.72 B

S 12 19260.8 2297.61 B

SB 11 21188.1 1869.81 C

Asi mismo, se muestra que la mayor diferencia de medias la tienen los grupos CB y S, mientras
que la menor esta entre los grupos F y FB. Es relevante destacar que 10s grupos que consumieron
fructosa tuvieron el menor consumo de bebida entre los tres tipos de edulcorantes nutritivos. Lo
anterior concuerda con lo reportado por Mendoza-Pérez et al. (2021b); quienes mostraron que las
ratas hembra tienen una menor preferencia por la fructosa y una mayor inclinacion hacia la
sacarosa y la glucosa. Ademas, la literatura cientifica ha demostrado que los roedores consumen
grandes cantidades de agua endulzada con glucosa en experimentacion de libre acceso (Martinez
et al., 2006; Martinez et al., 2010) y que prefieren soluciones de glucosa sobre soluciones de

otros endulzantes como la fructosa (Ackroff et al., 1997).
Para realizar el analisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 6d) y determinar qué

factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la bebida ingerida acumulada por

las ratas, se plante6 como en todos los casos anteriores que:
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Tabla 6c. Diferencia de medias para bebida ingerida acumulada (mL) al dia 180 de
experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos
con y sin benzoato de sodio entre grupos

Meétodo: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB -411.361
C-F * -9587.18
C-FB * -9196.58
C-G * -9987.18
C-GB * -9808.47
C-S * -11033.4
C-SB * -12960.7
CB-F * -9175.82
CB-FB * -8785.22
CB-G * -9575.82
CB-GB * -9397.11
CB-S * -10622.1
CB - SB * -12549.3
F-FB 390.6
F-G -400.0
F-GB -221.289
F-S -1446.23
F-SB * -3373.49
FB-G -790.6
FB - GB -611.889
FB-S -1836.83
FB - SB * -3764.09
G-GB 178.711
G-S -1046.23
G-SB * -2973.49
GB-S -1224.94
GB - SB -3152.2
S-SB -1927.26

* indica una diferencia significativa.

Tabla 6d. Analisis de varianza, ANDEVA multifactorial, para bebida ingerida acumulada (mL)
al dia 180 de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes
nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 1.71842E9 3 5.72806E8 163.67 0.0000
B:Presencia o ausencia de benzoato de |3.88973E6 1 3.88973E6 1.11 0.2952
sodio
INTERACCIONES
AB 1.74228E7 3 5.80761E6 1.66 0.1832
RESIDUOS 2.5548E8 73 |3.49973E6
TOTAL (CORREGIDO) 2.02675E9 80

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Donde: Gl=grados de libertad




Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en la bebida ingerida acumulada de
las ratas.
H1: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en la bebida ingerida acumulada de las

ratas.

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0000) fue menor a 0.05, se
rechaza la hipdtesis nula y se concluye que este factor si tiene un efecto estadisticamente
significativo (0=0.05) sobre ¢l consumo de bebida acumulada para las ratas hembra de la estirpe
Wistar. Destaca también que, tanto la presencia o ausencia de benzoato de sodio, asi como la
interaccion entre edulcorante y benzoato de sodio no presentaron un efecto significativo sobre la

bebida ingerida acumulada.

4.5. Analisis de la energia tedrica acumulada (kJ) para los grupos control y

edulcorantes nutritivos CON y SIN presencia de benzoato de sodio

Para el analisis de energia tedrica acumulada (kJ) se realizd el analisis de varianza ANDEVA

(Tabla 7a), para el cual se establecié como arriba que:

Ho: No existe diferencia significativa en la energia teérica acumulada (kJ) de las ratas.

H1: Existe diferencia significativa en la energia teorica acumulada (kJ) de las ratas.

Considerando que el valor P obtenido (0.0000) fue menor a 0.05, se rechaza la hipétesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (a=0.05) entre la media de la energia
acumulada (kJ) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa), ademas de la

presencia o ausencia de benzoato de sodio, y los grupos controles.

La prueba de rangos multiples (Tablas 7b y 7¢) muestra que no hubo diferencias significativas
entre el grupo con edulcorante (G, F y S) y su respectivo par con adicion de benzoato de sodio
(GB, FB y SB), asi como para los grupos controles (C y CB). Asi mismo, estos dos Gltimos
grupos fueron los que presentaron la mayor cantidad de energia acumulada (kJ). Ademas, se

observa que la menor diferencia de energia acumulada (kJ) se presenta entre los grupos G y GB.
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Tabla 7a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para energia tedrica acumulada (kJ) al dia 180 de
experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 8.24606x10° 7 1.17801x10° 278.74 0.0000
Intra grupos 3.04284x108 72 4.22617x10°
Total (Corr.) 8.55034x10° 79

Donde: Gl=grados de libertad

Por otro lado, el grupo que mostrd la menor cantidad de energia tedrica acumulada (kJ) fue el
grupo que consumid glucosa con benzoato de sodio (GB), seguido del grupo G. Este hecho es de
relevancia ya que sugiere que la ingesta energética no es el Gnico factor determinante en la
ganancia de masa corporal. Como se muestra en las Tablas 4b y 5b, este grupo fue el que
presentd la mayor ganancia de masa corporal a pesar de consumir, tedricamente, la menor
cantidad de energia. Esto podria ser debido a una menor ingesta de alimento relacionada con el
alto consumo de bebida. Se sabe que el consumo excesivo de glucidos simples puede fomentar la
lipogénesis de novo, lo que sugiere que la ganancia de masa corporal se deba al aumento de tejido

adiposo. Sera necesario realizar estudios de composicion corporal para corroborar esta hipétesis.

Tabla 7b. Prueba de rangos multiples para energia tedrica acumulada (kJ) al dia 180 de
experimentacién en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (kJ) | Desviacion estandar (kJ) Grupos homogéneos
GB 11 16756.7 770.026 A
G 10 16763.5 723.069 A
SB 10 20654.2 1695.59 B
S 11 20747.1 1914.78 B
F 10 30539.4 2617.92 C
FB 10 32050.1 1855.69 C
C 10 42689.6 3741.17
CB 8 44260.5 1334.66

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Olguin et al. (2015), quienes sefialaron
que el dulzor acentuado de los glucidos pareciera haber provocado una mayor saciedad, reflejada
en el menor consumo de alimento registrado, el cual no genero diferencias en el incremento de

masa corporal entre los grupos. El hecho de que los grupos que consumieron glucosa obtuvieran
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el menor aumento de energia acumulada refuerza la idea de que el acentuado dulzor de los
glucidos puede llevar a una mayor saciedad, resultando en un menor consumo de alimento y, por

ende, una menor transformacion de energia proveniente del alimento.

Tabla 7c. Diferencia de medias para energia tedrica acumulada (kJ) al dia 180 de
experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos
con y sin benzoato de sodio entre grupos

Meétodo: Duncan al 95% de confianza

Contraste | Sig. | Diferencia
C-CB -1570.93
C-F * 12150.3
C-FB * 10639.5
C-G * 25926.1
C-GB * 25932.9
C-S * 21942.5
C-SB * 22035.4
CB-F * 13721.2
CB-FB * 12210.4
CB-G * 27497.0
CB-GB * 27503.8
CB-S * 23513.4
CB - SB * 23606.4
F-FB -1510.78
F-G * 13775.8
F-GB * 13782.6
F-S * 9792.24
F-SB * 9885.18
FB-G * 15286.6
FB - GB * 15293.4
FB -S * 11303.0
FB - SB * 11396.0
G-GB 6.78364
G-S * -3983.6
G-SB * -3890.66
GB-S * -3990.38
GB - SB * -3897.44
S-SB 92.9382

* indica una diferencia significativa

Para realizar el analisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 7d) y determinar qué
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la energia tedrica acumulada por las

ratas, se planteo:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en la energia tedrica acumulada de

las ratas.
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H1: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en la energia tedrica acumulada de las

ratas.

Tabla 7d. Analisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para energia tedrica acumulada (kJ) al
dia 180 de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes
nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 8.20963E9 3 2.73654E9 647.52 0.0000
B:Presencia o ausencia de benzoato de |1.10214E7 1 1.10214E7 2.61 0.1107
sodio
INTERACCIONES
AB 1.25679E7 3 4.1893E6 0.99 0.4019
RESIDUOS 3.04284E8 72 |4.22617E6
TOTAL (CORREGIDO) 8.55034E9 79

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0000) fue menor a 0.05, se
rechaza la hipotesis nula y se concluye que este factor si tiene un efecto estadisticamente
significativo (0=0.05) sobre la energia acumulada para las ratas hembra de la estirpe Wistar.
Destaca que, tanto la presencia o como la ausencia de benzoato de sodio, asi como la interaccién
entre edulcorante y benzoato de sodio, no presentaron un efecto significativo sobre la energia

tedrica acumulada (kJ).

4.6. Analisis de los valores sericos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 60 dias
de experimentacion para los grupos control y edulcorantes nutritivos CON y

SIN presencia de benzoato de sodio

Para el andlisis de los niveles séricos de glucosa (mg/dL) a los 60 dias de experimentacion se

realizé el analisis de varianza ANDEVA (Tabla 8a), para el cual se establecié como arriba que:

Ho: No existe diferencia significativa en los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas a los
60 dias de experimentacion.
H1: Existe diferencia significativa en los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas a los 60

dias de experimentacion.
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Considerando que el valor P obtenido (0.0157) fue menor a 0.05, se rechaza la hipétesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (0=0.05) entre la media de los niveles sericos
de glucosa (mg/dL) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa), ademas de
la presencia o ausencia de benzoato de sodio y los grupos controles, a los 60 dias de

experimentacion.

Tabla 8a. Analisis de varianza, ANDEVA, para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a
los 60 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron
edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 5650.67 7 807.238 2.66 0.0157
Intra grupos 25532.6 84 303.959
Total (Corr.) 31183.2 91

Donde: Gl=grados de libertad

Los resultados de la prueba de rangos multiples (Tablas 8b y 8c) muestran que el grupo con el
valor mas bajo en la media de glucosa sérica es el FB (66.4167 mg/dL), mientras que el grupo
con el valor més alto es el de G (91.8333 mg/dL). La adicion de benzoato de sodio parece tener
un efecto en los niveles séricos de glucosa, ya que los grupos que se adicionaron con este aditivo
parecen mostrar una tendencia de valores mas bajos en comparacion con sus contrapartes sin el

benzoato de sodio.

De acuerdo con los datos reportados por Envigo (2019), las ratas hembra de la estirpe Wistar de
las 8 a 12 semanas de vida (el equivalente a 60 dias de experimentacion en este ensayo bioldgico)
en condiciones normales tendrian una concentracion sérica de glucosa de 41.8 mg/dL a 157.46
mg/dL (2.32 mmol/L a 8.74 mmol/L). Por tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos, se
observo que los niveles séricos de glucosa en las ratas que bebieron edulcorantes nutritivos
(glucosa, sacarosa y fructosa), con presencia y ausencia de benzoato de sodio tras 60 dias de
experimentacion, se encontraron dentro de los niveles normales. Los grupos GB, G y C no
presentaron diferencia significativa entre los mismos, de igual manera que entre los grupos CB,
F, FB, S, SB. Por lo cual, solo el grupo G presentd diferencias significativas con los grupos CB,
F, FB, Sy SB.
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Tabla 8b. Prueba de rangos multiples para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 60
dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes

nutritivos con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (mg/dL) | Desviacion estandar (mg/dL) [ Grupos homogéneos

FB 12 66.4167 17.4171 A

SB 11 69.2727 14.8398 A

S 12 69.6667 11.9494 A

F 11 73.1818 12.1146 A
CB 10 74.2 7.6274 A
GB 12 79.25 20.9594 AB

C 12 81.1667 10.5558 AB

G 12 91.8333 30.7093 B

Tabla 8c. Diferencia de medias para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 60 dias
de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos
con y sin benzoato de sodio entre grupos
Método: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB 6.96667
C-F 7.98485
C-FB 14.75
C-G -10.6667
C-GB 1.91667
C-S 115
C-SB 11.8939
CB-F 1.01818
CB-FB 7.78333
CB-G * -17.6333
CB-GB -5.05
CB-S 4.53333
CB-SB 4.92727
F-FB 6.76515
F-G * -18.6515
F-GB -6.06818
F-S 3.561515
F-SB 3.90909
FB-G * -25.4167
FB - GB -12.8333
FB -S -3.25
FB - SB -2.85606
G-GB 12.5833
G-S * 22.1667
G-SB * 22.5606
GB - S 9.58333
GB - SB 9.97727
S-SB 0.393939

* indica una diferencia significativa
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Para realizar el andlisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 8d) y determinar qué
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre los niveles séricos de glucosa

(mg/dL) de las ratas, obtenidos a los 60 dias de experimentacion, se planteo:

Ho: EI factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de glucosa
(mg/dL) de las ratas a los 60 dias de experimentacion.
Hi: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de glucosa

(mg/dL) de las ratas a los 60 dias de experimentacion.

Tabla 8d. Andlisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para niveles séricos de glucosa
(mg/dL) obtenidos a los 60 dias de experimentacidn en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 4100.83 3 1366.94 4.50 0.0056
B:Presencia o ausencia de benzoato de sodio  [1021.32 1 1021.32 3.36 0.0703
INTERACCIONES
AB 436.28 3 145.427 0.48 0.6981
RESIDUOS 25532.6 84 [303.959
TOTAL (CORREGIDO) 31183.3 91

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0056) fue menor a 0.05, se
rechaza la hipdtesis nula y se concluye que este factor si tiene un efecto estadisticamente
significativo (0=0.05) sobre los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas hembra de la
estirpe Wistar a los 60 dias de experimentacion. Destacando que tanto la presencia o ausencia de
benzoato de sodio, asi como la interaccion entre edulcorante y benzoato de sodio, no presentaron
un efecto significativo sobre los niveles séricos de glucosa (mg/dL) en este periodo de tiempo.

4.7. Analisis de los valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 120 dias
de experimentacion para los grupos control y edulcorantes nutritivos CON y
SIN presencia de benzoato de sodio

A continuacion, se presenta el analisis estadistico de los niveles séricos de glucosa (mg/dL).
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Para esto, a los 120 dias de experimentacion, se realizé el anélisis de varianza ANDEVA (Tabla

9a), estableciendo como anteriormente que:

Ho: No existe diferencia significativa en los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas a los
120 dias de experimentacion.
H1: Existe diferencia significativa en los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas a los 120

dias de experimentacion.

Considerando que el valor P obtenido (0.3894) fue mayor a 0.05, se acepta la hipétesis nula y se
concluye que no existieron diferencias significativas (0=0.05) entre la media de los niveles
séricos de glucosa (mg/dL) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa),
ademas de la presencia o0 ausencia de benzoato de sodio y los grupos controles, a los 120 dias de
experimentacién. Por tanto, la variacién observada entre los grupos no es lo suficientemente
grande como para concluir que las diferencias en la ingesta de edulcorantes con o sin benzoato de
sodio afectan significativamente los niveles de glucosa en sangre de las ratas hembra. La prueba
de rangos multiples (Tablas 9b y 9c¢) muestra que todos los grupos no presentaron diferencia
significativa entre si, exceptuando los grupos F y G, que tuvieron la media mas baja (62.3636
mg/dL) y la mas alta (751667 mg/dL), respectivamente, aunque esta diferencia podria atribuirse
al azar. Al comparar los resultados obtenidos en este lapso con los datos reportados por Envigo
(2019), las ratas hembra de la estirpe Wistar de las 13 a 18 semanas de vida (el equivalente a 120
dias de experimentacion en este ensayo biolégico) en condiciones normales tendrian una

concentracion sérica de glucosa de 27.02 mg/dL a 196.37 mg/dL (1.5 mmol/L a 10.90 mmol/L).

Tabla 9a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a
los 120 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron

edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1150.69 7 164.384 1.07 0.3894
Intra grupos 12428.5 81 153.439
Total (Corr.) 13579.2 88

Donde: Gl=grados de libertad
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Tomando en cuenta esto, al observar los resultados obtenidos, los niveles séricos de glucosa en

las ratas se encontraron dentro de los niveles normales tras 120 dias de experimentacion.

Tabla 9b. Prueba de rangos multiples para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los

120 dias de experimentacién en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes

nutritivos con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (mg/dL) | Desviacion estandar (mg/dL) | Grupos homogéneos

F 11 62.3636 6.8012 A

SB 11 66.1818 10.4577 AB
CB 9 68.6667 11.3908 AB
GB 11 69.4545 12.5009 AB

FB 11 70.1818 7.6788 AB

C 12 70.3333 9.6326 AB

S 12 71.8333 15.9991 AB

G 12 75.1667 18.6978 B

Tabla 9c. Diferencia de medias para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 120 dias

de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes nutritivos

con y sin benzoato de sodio entre grupos

Método: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB 1.66667
C-F 7.9697
C-FB 0.151515
C-G -4.83333
C-GB 0.878788
C-S -1.5
C-SB 4.15152
CB-F 6.30303
CB-FB -1.51515
CB-G -6.5
CB-GB -0.787879
CB-S -3.16667
CB-SB 2.48485
F-FB -7.81818
F-G * -12.803
F-GB -7.09091
F-S -9.4697
F—-SB -3.81818
FB -G -4.98485
FB — GB 0.727273
FB-S -1.65152
FB — SB 4.0
G-GB 5.71212
G-S 3.33333
G-SB 8.98485
GB-S -2.37879
GB - SB 3.27273
S-SB 5.65152

* indica una diferencia significativa
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Asimismo, en el lapso de los 60 dias de la prueba anterior, se pudo observar que el grupo G sigue
conservando el valor mas alto de la media de glucosa sérica, esta vez seguido del grupo S. Pudo
notarse que, en el caso del edulcorante fructosa, el grupo con adicion de benzoato de sodio
obtuvo valores més altos de glucosa sérica que su contraparte. Para realizar el andlisis de varianza
ANDEVA multifactorial (Tabla 9d) y determinar qué factores tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas, obtenidos a los 120 dias de

experimentacion, se planted nuevamente:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de glucosa
(mg/dL) de las ratas a los 120 dias de experimentacion.
Hi: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de glucosa

(mg/dL) de las ratas a los 120 dias de experimentacion.

Tabla 9d. Analisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para niveles séricos de glucosa
(mg/dL) obtenidos a los 120 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 412.474 3 137.491 0.90 0.4469
B:Presencia o ausencia de benzoato de |37.4837 1 37.4837 0.24 0.6225
sodio
INTERACCIONES
AB 678.179 3 226.06 1.47 0.2280
RESIDUOS 12428.5 81 |153.439
TOTAL (CORREGIDO) 13579.2 88

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

Dado que el valor P obtenido para todos los factores fue mayor a 0.05, se acepta la hipotesis nula
y se concluye que ninguno de los factores (tipo de edulcorante, presencia o ausencia de benzoato
de sodio y la interaccion de estos) no tienen un efecto estadisticamente significativo (a=0.05)
sobre los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas hembra de la estirpe Wistar a los 120

dias de experimentacion.
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4.8. Analisis de los valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 180 dias
de experimentacién para los grupos control y edulcorantes nutritivos CON y

SIN presencia de benzoato de sodio

Para el analisis de los niveles séricos de glucosa (mg/dL) a los 180 dias de experimentacion se

realizé el analisis de varianza ANDEVA (Tabla 10a), para el cual se establecié que:

Ho: No existe diferencia significativa en los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas a los
180 dias de experimentacion.
H1: Existe diferencia significativa en los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas a los 180

dias de experimentacion.

Considerando que el valor P obtenido (0.1538) fue mayor a 0.05, se acepta la hipétesis nula y se
concluye que no existieron diferencias significativas (a=0.05) entre la media de los niveles
séricos de glucosa (mg/dL) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa),
ademas de la presencia o ausencia de benzoato de sodio y los grupos controles, a los 180 dias de
experimentaciéon. Lo anterior sugiere que la presencia de benzoato de sodio y los diferentes
edulcorantes utilizados no tienen un impacto significativo en los niveles de glucosa en sangre de

las ratas. Se necesitarian estudios adicionales para esclarecer estos hallazgos.

Tabla 10a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a
los 180 dias de experimentacién en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron

edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 990.274 7 141.468 1.58 0.1538
Intra grupos 7447.4 83 89.7277
Total (Corr.) 8437.67 90

Donde: Gl=grados de libertad

La prueba de rangos multiples (Tablas 10b y 10c) muestra que todos los grupos no presentaron
diferencia significativa entre ellos, con excepcion de los grupos GB y G, aunque esta diferencia
podria atribuirse de nuevo al azar, es decir, no hay evidencia suficiente para afirmar que las

diferencias observadas se deben a los tratamientos (niveles) aplicados en el estudio. De acuerdo
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con los datos reportados por Envigo (2019), las ratas hembra de la estirpe Wistar de las 19 a 40
semanas de vida (el equivalente a 180 dias de experimentacion en este ensayo bioldgico) en
condiciones normales tendrian una concentracion sérica de glucosa de 48.64 mg/dL a 165.57
mg/dL (2.7 mmol/L a 9.19 mmol/L). Por tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos, se
observd que los niveles séricos de glucosa en las ratas se encontraron dentro de los niveles
normales tras 180 dias de experimentacion. Por otro lado, para este tiempo, se sigue manteniendo
el grupo G como el que presentd mayores valores séricos de glucosa, mientras que ahora el grupo

GB fue el de menores valores.

Tabla 10b. Prueba de rangos multiples para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los
180 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes

nutritivos con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (mg/dL) | Desviacion estandar (mg/dL) | Grupos homogéneos

GB 12 60.6667 10.7054 A

SB 11 61.6364 9.7701 AB

FB 11 62.3636 10.6327 AB

S 12 64.25 9.2650 AB

CB 9 65.8889 5.1586 AB

F 12 66.9167 8.0955 AB

C 12 68.3333 2.2719 AB

G 12 70.5833 11.5637 B

El hecho de que los niveles séricos de glucosa en las ratas no hayan sido tan consistentes como
era esperado, puede explicarse debido a que estos pueden ser afectados por varios factores, como
lo es la nutricidn, el alojamiento de los especimenes, el ritmo circadiano, la actividad diaria, el

estrés, el ciclo sexual, etc. (Patel et al., 2024).

Para realizar el andlisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 10d) y determinar los
factores que tienen un efecto estadisticamente significativo sobre los niveles séricos de glucosa

(mg/dL) de las ratas, obtenidos a los 180 dias de experimentacion, se planted:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de glucosa
(mg/dL) de las ratas a los 180 dias de experimentacion.
Hi: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles seéricos de glucosa

(mg/dL) de las ratas a los 180 dias de experimentacion.
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Tabla 10c. Diferencia de medias para valores séricos de glucosa (mg/dL) obtenidos a los 180
dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes

nutritivos con y sin benzoato de sodio entre grupos

Meétodo: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB 2.44444
C-F 1.41667
C-FB 5.9697
C-G -2.25
C-GB 7.66667
C-S 4.08333
C-SB 6.69697
CB-F -1.02778
CB-FB 3.52525
CB-G -4.69444
CB-GB 5.22222
CB-S 1.63889
CB-SB 4.25253
F-FB 4.55303
F-G -3.66667
F-GB 6.25
F-S 2.66667
F-SB 5.2803
FB-G -8.2197
FB - GB 1.69697
FB-S -1.88636
FB - SB 0.727273
G-GB * 9.91667
G-S 6.33333
G-SB 8.94697
GB-S -3.58333
GB - SB -0.969697
S-SB 2.61364

* indica una diferencia significativa

Tabla 10d. Analisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para niveles séricos de glucosa

(mg/dL) obtenidos a los 180 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 201.052 3 67.0172 0.75 0.5272
B:Presencia 0 ausencia de benzoato de |537.396 1 537.396 5.99 0.0165
sodio
INTERACCIONES
AB 212.458 3 70.8193 0.79 0.5033
RESIDUOS 7447.4 83 189.7277
TOTAL (CORREGIDO) 8437.67 90

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad




Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de presencia o ausencia de benzoato de sodio
(0.0165) fue menor a 0.05, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que este factor si tiene un
efecto estadisticamente significativo (a=0.05) sobre los niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las
ratas hembra de la estirpe Wistar a los 180 dias de experimentacion. Destacando que tanto el tipo
de edulcorante, asi como la interaccion entre edulcorante y benzoato de sodio, no presentaron un

efecto significativo sobre los niveles séricos de glucosa (mg/dL) en este lapso.

4.9. Andlisis de los valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a los 60
dias de experimentacion para los grupos control y edulcorantes nutritivos

CON vy SIN presencia de benzoato de sodio

De la misma manera que para los casos pasados, para el analisis de los niveles séricos de
triglicéridos (mg/dL) a los 60 dias de experimentacion se realiz6 el andlisis de varianza
ANDEVA (Tabla 11a), para el cual se establecié que:

Ho: No existe diferencia significativa en los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas a
los 60 dias de experimentacion.
H1: Existe diferencia significativa en los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas a los

60 dias de experimentacion.

Tabla 11a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para valores séricos de triglicéridos (mg/dL)
obtenidos a los 60 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron

edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 28357.9 7 4051.12 5.32 0.0000
Intra grupos 64733.7 85 761.573
Total (Corr.) 93091.6 92

Donde: Gl=grados de libertad

Considerando que el valor P obtenido (0.0000) fue menor a 0.05, se acepta la hipotesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (0¢=0.05) entre la media de los niveles séricos

de glucosa (mg/dL) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa), ademas de
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la presencia o ausencia de benzoato de sodio y los grupos controles, a los 60 dias de

experimentacion.

En las Tablas 11b y 11c se muestra la prueba de rangos multiples, donde se indica que los
grupos C, CB, SB, F y G no presentaron diferencias significativas entre ellos, de la misma
manera que ente los grupos CB, SB, F, G y GB, al igual que entre SB, F, G, GB y FB. EIl tnico
grupo que presentd una diferencia significativa con respecto a todos los demés grupos fue el
grupo S, siendo este mismo el que presentd la mayor media de niveles séricos de triglicéridos
(157.75 mg/mL). Por otro lado, el grupo que mostr6 a menor media fue el grupo C. Es
importante destacar que al comparar los resultados obtenidos, con los datos reportados por
Envigo (2019), las ratas hembra de la estirpe Wistar de las 8 a 12 semanas de vida (el equivalente
a 60 dias de experimentacidn en este ensayo bioldgico), no superaron aun los niveles normales.
Dichos valores para ratas hembra se encuentran en un rango de 7 mg/dL a 342.13 mg/dL (0.08
mmol/L a 3.91 mmol/L).

Tabla 11b. Prueba de rangos maltiples para valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a
los 60 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron
edulcorantes nutritivos con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (mg/dL) | Desviacion estandar (mg/dL) | Grupos homogéneos

C 12 99.25 14.7963 A
CB 11 102.636 11.2096 AB

SB 10 112.4 17.6711 ABC

F 12 118.333 22.2152 ABC

G 12 121.0 37.2119 ABC
GB 12 126.417 29.2775 BC

FB 12 132.667 30.7965 C

S 12 157.75 40.1545

Para realizar el andlisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 11d) y determinar qué
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre los niveles séricos de triglicéridos

(mg/dL) de las ratas, obtenidos a los 60 dias de experimentacion, se planteo:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de

triglicéridos (mg/dL) de las ratas a los 60 dias de experimentacion.
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Hi: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de triglicéridos
(mg/dL) de las ratas a los 60 dias de experimentacion.

Tabla 11c. Diferencia de medias para valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a los 60
dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes
nutritivos con y sin benzoato de sodio entre grupos

Meétodo: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB -3.38636
C-F -19.0833
C-FB * -33.4167
C-G -21.75
C-GB * -27.1667
C-S * -58.5
C-SB -13.15
CB-F -15.697
CB-FB * -30.0303
CB-G -18.3636
CB-GB -23.7803
CB-S * -55.1136
CB-SB -9.76364
F-FB -14.3333
F-G -2.66667
F-GB -8.08333
F-S * -39.4167
F-SB 5.93333
FB-G 11.6667
FB - GB 6.25
FB-S * -25.0833
FB -SB 20.2667
G-GB -5.41667
G-S * -36.75
G-SB 8.6
GB-S * -31.3333
GB-SB 14.0167
S-SB * 45.35

* indica una diferencia significativa

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0007) y para la interaccion
entre el tipo de edulcorante y la presencia o ausencia de benzoato de sodio (0.0021) fue menor a
0.05, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que estos factores si tuvieron un efecto
estadisticamente significativo (a=0.05) sobre los niveles seéricos de triglicéridos de las ratas
hembra de la estirpe Wistar a los 60 dias de experimentacion. Esto indicaria que depende del
edulcorante y si estd en presencia 0 ausencia de benzoato de sodio, mas no solamente por la

presencia o ausencia de benzoato de sodio sin importar el edulcorante.
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Tabla 11d. Andlisis de varianza, ANDEVA Multifactorial, para niveles séricos de triglicéridos
(mg/dL) obtenidos a los 60 dias de experimentacidn en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 14215.0 3 4738.35 6.22 0.0007
B:Presencia o ausencia de benzoato de |714.198 1 714.198 0.94 0.3356
sodio
INTERACCIONES
AB 12176.2 3 4058.72 5.33 0.0021
RESIDUOQOS 64733.7 85 |761.573
TOTAL (CORREGIDO) 93091.6 92

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

4.10. Analisis de los valores sericos de trigliceridos (mg/dL) obtenidos a los 120
dias de experimentacion para los grupos control y edulcorantes nutritivos

CON vy SIN presencia de benzoato de sodio

De la misma manera, el analisis de los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) a los 120 dias de
experimentacion se realiz6 mediante un andlisis de varianza ANDEVA (Tabla 12a), para el cual

se establecio que:

Ho: No existe diferencia significativa en los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas a
los 120 dias de experimentacion.
H1: Existe diferencia significativa en los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas a los

120 dias de experimentacion.

Considerando que el valor P obtenido (0.0001) fue menor a 0.05, se acepta la hipotesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (0¢=0.05) entre la media de los niveles séricos
de glucosa (mg/dL) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa), ademas de
la presencia o ausencia de benzoato de sodio y los grupos controles, a los 120 dias de

experimentacion.
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Tabla 12a. Andlisis de varianza, ANDEVA, para valores séricos de trigliceridos (mg/dL)
obtenidos a los 120 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 26980.7 7 3854.38 5.14 0.0001
Intra grupos 62252.2 83 750.027
Total (Corr.) 89232.9 90

Donde: Gl=grados de libertad

La prueba de rangos multiples (Tablas 12b y 12c) muestra que los grupos CB, C y G no
presentaron diferencia significativa entre si, siendo estos mismos quienes presentan la menor
media de niveles séricos de triglicéridos (mg/dL), de los cuales el grupo CB fue el de menor
media (103.111 mg/dL). De la misma manera, entre los grupos G, GB y F no se presentaron
diferencias significativas entre si, al igual que para los grupos GB, F, FB, S y SB. Estos ultimos
fueron los grupos que presentaron la mayor media de niveles séricos de triglicéridos para este
periodo, donde el grupo SB destaca como el grupo que obtuvo los mayores niveles (155.636
mg/dL).

Al comparar los resultados obtenidos, con los datos reportados por Envigo (2019), las ratas
hembra de la estirpe Wistar de las 13 a 18 semanas de vida (el equivalente a 120 dias de
experimentacion en este ensayo bioldgico), estos no superaron adn los niveles normales. Dichos
valores para ratas hembra se encuentran en un rango de 0 mg/dL a 181.13 mg/dL (0.00 mmol/L a
2.07 mmol/L).

Tabla 12b. Prueba de rangos maltiples para valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a
los 120 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron

edulcorantes nutritivos con y sin benzoato de sodio por grupo

Edulcorante | Casos | Media (mg/dL) | Desviacion estandar (mg/dL) | Grupos homogéneos

CB 9 103.111 16.3129 A

C 12 107.75 19.6521 A

G 12 114.333 38.5707 AB

F 11 134.182 20.074 BC
GB 12 137.917 28.382 BC

FB 12 140.333 32.6534 C

S 12 143.333 27.4608 C

SB 11 155.636 25.4608 C
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Tabla 12c. Diferencia de medias para valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a los
120 dias de experimentacién en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes
nutritivos con y sin benzoato de sodio entre grupos

Meétodo: Duncan al 95% de confianza

Contraste Sig. Diferencia
C-CB 4.63889
C-F -26.4318
C-FB -32.5833
C-G -6.58333
C-GB * -30.1667
C-S * -35.5833
C-SB * -47.8864
CB-F * -31.0707
CB-FB * -37.2222
CB-G -11.2222
CB-GB * -34.8056
CB-S * -40.2222
CB - SB * -52.5253
F-FB -6.15152
F-G 19.8485
F-GB -3.73485
F-S -9.15152
F-SB -21.4545
FB -G * 26.0
FB - GB 2.41667
FB-S -3.0
FB - SB -15.303
G-GB -23.5833
G-S * -29.0
G-SB * -41.303
GB-S -5.41667
GB - SB -17.7197
S-SB -12.303

* indica una diferencia significativa.

Para realizar el anélisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 12d) y determinar qué
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre los niveles séricos de triglicéridos

(mg/dL) de las ratas, obtenidos a los 120 dias de experimentacion, se planteo:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de
triglicéridos (mg/dL) de las ratas a los 120 dias de experimentacion.
Hq: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de triglicéridos

(mg/dL) de las ratas a los 120 dias de experimentacion.
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Tabla 12d. Analisis de varianza, ANDEVA multifactorial, para niveles séricos de triglicéridos
(mg/dL) obtenidos a los 120 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 22700.7 3 7566.89 10.09 0.0000
B:Presencia o ausencia de benzoato de |1971.1 1 1971.1 2.63 0.1088
sodio
INTERACCIONES
AB 2324.27 3 774.757 1.03 0.3824
RESIDUOS 62252.2 83 |750.027
TOTAL (CORREGIDO) 89232.9 90

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0000) fue menor a 0.05, se
rechaza la hipdtesis nula y se concluye que este factor si tiene un efecto estadisticamente
significativo (a=0.05) sobre los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas hembra de la
estirpe Wistar a los 120 dias de experimentacion. Por su parte, la presencia o ausencia de
benzoato de sodio, asi como la interaccion entre edulcorante y benzoato de sodio, no presentaron
un efecto significativo sobre los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) en este periodo de

tiempo.

4.11. Analisis de los valores sericos de trigliceridos (mg/dL) obtenidos a los 180
dias de experimentacion para los grupos control y edulcorantes nutritivos

CON vy SIN presencia de benzoato de sodio

Para el analisis de los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) a los 180 dias de experimentacion

se realiz6 mediante un analisis de varianza ANDEVA (Tabla 13a), para el cual se establecio6 que:

Ho: No existe diferencia significativa en los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas a
los 180 dias de experimentacion.
H1: Existe diferencia significativa en los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas a los

180 dias de experimentacion.
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Considerando que el valor P obtenido (0.0000) fue menor a 0.05, se acepta la hipétesis nula y se
concluye que si existieron diferencias significativas (¢=0.05) entre la media de los niveles séricos
de glucosa (mg/dL) entre un nivel de edulcorante y otro (glucosa, fructosa y sacarosa), ademas de
la presencia o ausencia de benzoato de sodio y los grupos controles, a los 180 dias de

experimentacion.

Tabla 13a. Analisis de varianza, ANDEVA, para valores séricos de triglicéridos (mg/dL)
obtenidos a los 180 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

Entre grupos 35064.4 7 5009.2 5.54 0.0000
Intra grupos 73240.0 81 904.198
Total (Corr.) 108304. 88

Donde: Gl=grados de libertad

En la prueba de rangos multiples (Tablas 13b y 13c) se observa que los grupos C, CB, Gy GB
no presentaron diferencias significativas entre si. De la misma manera, entre los grupos G, F, S, y
SB no presentaron diferencias significativas entre si, al igual que entre los grupos F, FB, Sy SB.
De estos grupos, se destaca al grupo CB como el que mostrd la menor media de niveles séricos
de triglicéridos a los 180 dias (114.222 mg/dL), mientras que el grupo FB fue el que presentd la
mayor media (164 mg/dL).

De acuerdo con los datos reportados por Envigo (2019), las ratas hembra de la estirpe Wistar de
las 19 a 40 semanas de vida (el equivalente a 180 dias de experimentacion en este ensayo
biolégico) en condiciones normales tendrian una concentracion sérica de triglicéridos en un rango
de 9.63 mg/dL a 131.25 mg/dL (0.11mmol/L a 1.50 mmol/L). Por tanto, de acuerdo con los
resultados obtenidos, se observo que los niveles séricos de triglicéridos para los grupos G, F, FB,
Sy SB superaron los niveles normales, siendo el grupo FB el que presentd la mayor media (164
mg/dL). Esto ultimo podria ser derivado de un posible efecto sinérgico entre la fructosa y el
benzoato de sodio ya que la fructosa es mas propensa a ser convertida en lipidos y ser
almacenada como tal ademas de que estimula la lipogénesis de novo, mientras que el benzoato de
sodio puede llegar a afectar el metabolismo hepatico para asi exacerbar la lipogénesis inducida

por la fructosa, lo cual elevaria los niveles séricos de triglicéridos (Mendoza-Pérez, 2021).
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Tabla 13b. Prueba de rangos multiples para valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a
los 180 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron

edulcorantes nutritivos con y sin benzoato de sodio por grupo

CB 9 114.222 22.0668 A

C 11 116.091 19.9422 A
GB 11 119.636 17.4085 A

G 11 135.636 21.4629 AB
F 12 146.583 38.1134 BC
S 12 161.5 30.7999 BC
SB 11 161.636 40.2424 BC
FB 12 164.0 37.0773 C

Las negritas indican que superaron el nivel normal (Envigo, 2019)

Tabla 13c. Diferencia de medias para valores séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos a los
180 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que consumieron edulcorantes
nutritivos con y sin benzoato de sodio entre grupos
Método: Duncan al 95% de confianza

[ Contraste [ Sig. |  Diferencia |
C-CB 1.86869
C-F * -30.4924
C-FB * -47.9091
C-G -19.5455
C-GB -3.54545
C-S * -45.4091
C-SB * -45.5455
CB-F * -32.3611
CB-FB * -49.7778
CB-G -21.4141
CB-GB -5.41414
CB-S -47.2778
CB-SB -47.4141
F-FB -17.4167
F-G 10.947
F-GB * 26.947
F-S -14.9167
F-SB -15.053
FB -G 28.3636
FB - GB 44.3636
FB-S 2.5
FB - SB 2.36364
G-GB 16.0
G-S -25.8636
G-SB -26.0
GB-S -41.8636
GB -SB -42.0
S-SB -0.136364

*indica una diferencia significativa
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Para realizar el analisis de varianza ANDEVA multifactorial (Tabla 13d) y determinar los
factores que tienen un efecto estadisticamente significativo sobre los niveles séricos de

triglicéridos (mg/dL) de las ratas, obtenidos a los 180 dias de experimentacion, se planteo:

Ho: El factor no tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de
triglicéridos (mg/dL) de las ratas a los 180 dias de experimentacion.
Hi: El factor tiene un efecto estadisticamente significativo en los niveles séricos de triglicéridos

(mg/dL) de las ratas a los 180 dias de experimentacion.

Tabla 13d. Analisis de varianza, ANDEVA multifactorial, para niveles séricos de triglicéridos
(mg/dL) obtenidos a los 180 dias de experimentacion en ratas hembra de la estirpe Wistar que

consumieron edulcorantes nutritivos con y sin la presencia de benzoato de sodio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Edulcorante 31765.8 3 10588.6 11.71 0.0000
B:Presencia o ausencia de benzoato de |0.137481 1 0.137481 0.00 0.9902
sodio

INTERACCIONES

AB 3242.53 3 1080.84 1.20 0.3168
RESIDUOS 73240.0 81 [904.198

TOTAL (CORREGIDO) 108304. 88

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Donde: Gl=grados de libertad

Dado que el valor P obtenido para el factor del tipo de edulcorante (0.0000) fue menor a 0.05, se
rechaza la hipotesis nula y se concluye que este factor si tiene un efecto estadisticamente
significativo (a=0.05) sobre los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas hembra de la
estirpe Wistar a los 180 dias de experimentacion. Por otro lado, tanto la presencia o ausencia de
benzoato de sodio, asi como la interaccién entre edulcorante y benzoato de sodio, no presentaron
un efecto significativo sobre los niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) obtenidos en este

periodo de tiempo.

Con estos resultados se presentan en el siguiente capitulo las conclusiones de esta investigacion y

las recomendaciones para continuarla.

74



CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

De acuerdo con el objetivo general que era el de evaluar el efecto de la ingesta crénica de
edulcorantes nutritivos con la adicion de benzoato de sodio en un modelo animal (ratas hembra
de la estirpe Wistar) en la ganancia de masa corporal por medio del estudio del consumo de estos
edulcorantes ad libitum al adicionarlos en el agua potable para beber manteniendo la composicion
de una dieta equilibrada y constante para conocer si existe un efecto sinérgico en el uso de estos
dos aditivos y de los objetivos particulares que eran: Examinar el comportamiento de la ingesta
de alimento y consumo de bebida para establecer la potencial correlacion con la preferencia por
los edulcorantes suministrados a las ratas, observar los cambios de la energia teorica calculada
suministrada para identificar diferencias entre los grupos de edulcorantes y edulcorantes con
benzoato de sodio y observar los cambios de la glucosa sérica y los triglicéridos en sangre para
identificar diferencias entre los grupos de edulcorantes y edulcorantes con benzoato de sodio, a

continuacidn se presentan las conclusiones alcanzadas:

* El aumento de masa corporal de todos los grupos, en condiciones de una dieta balanceada, fue
alterado por el consumo crénico de los edulcorantes con y sin benzoato de sodio ya que se
encontraron diferencias significativas entre ellos. Especificamente hubo diferencias entre el grupo
control y cuatro de los otros grupos (S, SB, G, GB). De los ocho grupos cinco no tuvieron
diferencias significativas entre ellos (F, FB, S, SB con el CB fueron los primeros; CB, G, F, S,
SBy, finalmente, los terceros fueron FB, S, SB, G, GB).

* Cabe destacar que, aunque las diferencias entre un tipo de edulcorante con y sin benzoato no
fueron estadisticamente diferentes, en todos los casos incluidos los grupos control, el valor
numérico de la masa promedio de los que consumian benzoato de sodio sobrepasaba a sus grupos

contraparte (Tabla 4b).
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* Asi mismo, para el caso del alimento ingerido acumulado, se presentd una tendencia esperada,
siendo los grupos de fructosa>sacarosa>glucosa quienes consumieron una menor cantidad de

alimento, mientras que los grupos controles una mayor cantidad, lo que habla de la homeostasis.

* Consecuentemente con la homeostasis, las ratas presentaron un mayor consumo de bebida con
sacarosa>glucosa>fructosa, siendo el primer edulcorante el que mostré6 mayor preferencia,

precisamente por ser el Unico no reductor.

* El suministro teodrico de energia por el alimento y los aditivos quimicos adicionados a la bebida
fue fructosa>sacarosa>glucosa y, en consecuencia, hubo una menor transformacion de energia
proveniente del alimento. Vale la pena mencionar que no se presentd diferencia significativa
entre cada grupo de ratas ingiriendo edulcorante y su contraparte con adicion de benzoato de

sodio en cuestion de suministro de energia (Tabla 7b).

* Esta informacidn estaria indicando que el grupo control, a pesar de haber ingerido la mayor
cantidad de alimento no fue el que tuvo la masa corporal mayor: G>S>F>C y GB>SB>FB>CB.
De acuerdo con este analisis estadistico se debera esperar al término del experimento para definir

con precision el posible efecto sinérgico entre ambos aditivos quimicos.

* Finalmente, los niveles séricos de glucosa en las ratas hembra de la estirpe Wistar se
encontraron dentro de los niveles normales en cada toma para todo el periodo de experimentacién
(a los 60, 120 y 180 dias), mientras que, para los niveles séricos de triglicéridos, superaron los
niveles normales a los 180 dias los cinco grupos de G, S, SB, F y FB, siendo este tltimo grupo el
que presentd los valores mas altos. Lo anterior era esperado ya que la fructosa se transforma en
triglicéridos en el higado y, ademas, habria un posible efecto sinérgico de la fructosa y el

benzoato de sodio sobre el higado y la produccion de triglicéridos.

5.2. RECOMENDACIONES

De acuerdo con lo encontrado en esta investigacion se recomienda lo siguiente:
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Continuar con la experimentacion para evaluar el efecto de la edad y el consumo crénico
de estos dos aditivos quimicos sobre las mismas variables estudiadas en esta parte de la
investigacion, complementandolo con los estudios bioquimicos posteriores para, de esta

manera, evaluar y determinar si afectan o no su salud de manera general

Realizar los estudios histoldgicos de los diversos drganos de las ratas obtenidos de las
eutanasias humanitarias, en la juventud y en la senectud, para identificar posibles

patologias relacionadas con el consumo crénico de edulcorantes y benzoato de sodio

Evitar en la medida de lo posible el estrés en las ratas con una mejor manipulacion y
coordinacion de los equipos, junto con el personal que manipula, los especimenes para

asegurar la objetividad en los resultados.
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Anexo A.1l. Datos experimentales

Los datos experimentales se encuentran disponibles en un enlace electrénico para quien desee

consultarlos: DatostesisqaqARPUNAMFQ2024*. A continuacion, se presentan gréficos hechos

con ellos.
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Gréfica 2. Alimento acumulado (g) consumido por ratas hembra durante 180 dias, comparacion
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Gréfica 3. Bebida acumulada (mL) consumida por ratas hembra durante 180 dias, comparacion

entre los diferentes grupos de edulcorantes y grupos controles
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Gréfica 4. Energia acumulada (kJ) consumida por ratas hembra durante 180 dias, comparacion
entre los diferentes grupos de edulcorantes y grupos controles
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Gréfica 5. Niveles séricos de glucosa (mg/dL) de las ratas hembra a los 60, 120 y 180 dias de
experimentacién, comparacion entre los diferentes grupos de edulcorantes y grupos controles
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Gréfica 6. Niveles séricos de triglicéridos (mg/dL) de las ratas hembra a los 60, 120 y 180 dias de
experimentacién, comparacion entre los diferentes grupos de edulcorantes y grupos controles
*Enlace electrénico con los datos experimentales que respaldan esta investigacion:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1PtOFAM 2ijUmjbpoUN]Jqg 6Gff3y5SWwO -
/edit?usp=sharing&ouid=107342471886448009741&rtpof=true&sd=true

80


https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Pt0FAM_2jUmjbpoUNJq_6Gff3y5WwO_-/edit?usp=sharing&ouid=107342471886448009741&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Pt0FAM_2jUmjbpoUNJq_6Gff3y5WwO_-/edit?usp=sharing&ouid=107342471886448009741&rtpof=true&sd=true

Anexo A.2. Analisis estadisticos

A.2. Anexo A

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en ganancia de masa corporal

acumulada

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 146.4 a 262.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.91435

Valor -P = 0.230271

Datos/Variable: Glucosa

12 valores con rango desde 218.7 a 290.9
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.945862

Valor —P = 0.536037

Datos/Variable: Fructosa

11 valores con rango desde 208.0 a 255.1
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.931679

Valor —P = 0.408991

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 206.0 a 318.5
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.920331

Valor —P =0.273014

Datos/Variable: Control Benzoato

8 valores con rango desde 223.2 a 253.9
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.847144

Valor —P = 0.09124

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 207.0 a 300.2
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.947699

Valor —P = 0.559892

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 188.9 a 301.4
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.872682

Valor —P = 0.0671942

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 227.6 a 281.2
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.940381

Valor —P = 0.503471

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 1.22788
Valor -P =0.297116
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A.2. Anexo B

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en volumen de alimento consumido

acumulado

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 2910.8 a 3706.8
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.892818

Valor —P = 0.12256

Datos/Variable: Glucosa

10 valores con rango desde 1211.1 a 1353.8
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.869919

Valor —P = 0.0953729

Datos/Variable: Fructosa

4 valores con rango desde 2492.1 a 2494.1
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.730512

Valor —P = 0.0555198

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 1360.0 a 1807.2
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.895537

Valor —-P =0.132855

Datos/Variable: Control Benzoato

9 valores con rango desde 3302.1 a 3552.3
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.837024

Valor —P = 0.053317

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 1219.9 a 1374.9
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.880059

Valor —P = 0.0837829

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 2296.6 a 2664.7
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.872682

Valor —P = 0.0671942

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

8 valores con rango desde 1476.9 a 1612.9
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.839673

Valor -P = 0.076675

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 1.94893
Valor —-P = 0.0727445
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A.2. Anexo C

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en volumen de bebida consumida

acumulada

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 7105.5 a 9416.5
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.942952

Valor —P = 0.49941

Datos/Variable: Glucosa

10 valores con rango desde 16304.0 a 19477.5
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.856783

Valor —P = 0.0672104

Datos/Variable: Fructosa

12 valores con rango desde 11647.5 a 21660.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.92699

Valor —-P = 0.328638

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 15183.0 a 23436.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.893171

Valor -P =0.12385

Datos/Variable: Control Benzoato

4 valores con rango desde 7366.5 a 7435.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.774104

Valor —P = 0.142658

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

6 valores con rango desde 19150.0 a 19372.5
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.801895

Valor —P = 0.0567532

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

6 valores con rango desde 17780.0 a 18290.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.845932

Valor —-P = 0.137077

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 18974.5 a 24222.5
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.908453

Valor —P = 0.223408

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 1.84489
Valor —P =0.0914588
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A.2. Anexo D

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en volumen de energia consumida

acumulada

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 37840.4 a 48187.8
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.892809

Valor —P = 0.122529

Datos/Variable: Glucosa

10 valores con rango desde 15743.7 a 17599.4
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.869955

Valor —P = 0.0954628

Datos/Variable: Fructosa

4 valores con rango desde 32397.3 a 32422.7
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.730512

Valor —P = 0.0555198

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 17679.4 a 23493.9
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.895543

Valor —P = 0.132877

Datos/Variable: Control Benzoato

9 valores con rango desde 42927.3 a 46180.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.837031

Valor —P = 0.0533257

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 15858.7 a 17873.1
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.879894

Valor —P = 0.0833709

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 29855.8 a 34641.1
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.894751

Valor —P = 0.129797

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

8 valores con rango desde 19199.1 a 20967.1
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.839673

Valor -P = 0.076675

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 2.07387
Valor -P = 0.0573286
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A.2. Anexo E

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en la determinacién de los niveles

séricos de glucosa a los 60 dias

Datos/Variable: Control

11 valores con rango desde 18974.5 a 24222.5
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk

Estadistico de la prueba = 0.968202

Valor —P = 0.838501

Datos/Variable: Glucosa

12 valores con rango desde 59.0 a 168.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.870052

Valor —P = 0.0621093

Datos/Variable: Fructosa

11 valores con rango desde 59.0 a 97.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.930522

Valor —P = 0.397466

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 42.0 a 84.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.897617

Valor —P = 0.141289

Datos/Variable: Control Benzoato

10 valores con rango desde 65.0 a 85.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.903802

Valor -P = 0.230119

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 47.0 2 119.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.973687

Valor —P = 0.901872

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 43.0 a 108.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.917521

Valor —-P = 0.252119

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 52.0 a 96.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.92553

Valor —P = 0.350545

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 2.0184
Valor —P = 0.062103
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A.2. Anexo F

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en la determinacién de los niveles

séricos de triglicéridos a los 60 dias

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 76.0 a 124.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.977647

Valor —P = 0.939174

Datos/Variable: Glucosa

12 valores con rango desde 76.0 a 207.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.896389

Valor —P = 0.13625

Datos/Variable: Fructosa

12 valores con rango desde 83.0 a 150.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.955758

Valor —P = 0.669594

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 104.0 a 242.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.936774

Valor —P = 0.427018

Datos/Variable: Control Benzoato

11 valores con rango desde 78.0 a 116.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.926144

Valor —P = 0.356066

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 77.0 a 166.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.935237

Valor -P =0.41023

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 74.0 a 192.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.916348

Valor —P = 0.243831

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

10 valores con rango desde 91.0 a 142.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.940611

Valor —P = 0.543328

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 1.72903
Valor -P =0.112973
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A.2. Anexo G

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en la determinacién de los niveles

séricos de glucosa a los 120 dias

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 53.0 a 84.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.956132

Valor —P = 0.674807

Datos/Variable: Glucosa

12 valores con rango desde 55.0 a 113.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.885116

Valor —P = 0.0974441

Datos/Variable: Fructosa

11 valores con rango desde 55.0 a 73.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.895198

Valor —-P = 0.155219

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 43.0 a 96.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.973477

Valor —-P = 0.89967

Datos/Variable: Control Benzoato

9 valores con rango desde 49.0 a 83.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.942221

Valor —P = 0.598918

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

11 valores con rango desde 53.0 a 95.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.954321

Valor -P = 0.677602

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

11 valores con rango desde 56.0 a 79.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.877829

Valor —P = 0.0953572

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 50.0 a 83.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.975784

Valor —P = 0.928584

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 2.09576
Valor —-P = 0.0531766
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A.2. Anexo H

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en la determinacién de los niveles

séricos de triglicéridos a los 120 dias

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 83.0 a 156.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.904866

Valor —P = 0.174883

Datos/Variable: Glucosa

12 valores con rango desde 64.0 a 193.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.93959

Valor —P = 0.459065

Datos/Variable: Fructosa

11 valores con rango desde 107.0a 177.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.927035

Valor —P = 0.364203

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 95.0 a 187.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.979194

Valor -P =0.951388

Datos/Variable: Control Benzoato

9 valores con rango desde 83.0 a 136.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.939714

Valor -P = 0.572351

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 106.0 a 207.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.876338

Valor —P = 0.0749596

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 97.0 a 209.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.948144

Valor -P = 0.565761

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 112.0 a 200.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.987082

Valor -P =0.991001

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 1.23589
Valor —-P =0.29273
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A.2. Anexo |

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en la determinacién de los niveles

séricos de glucosa a los 180 dias

Datos/Variable: Control

12 valores con rango desde 56.0 a 84.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.960194

Valor -P = 0.731481

Datos/Variable: Glucosa

12 valores con rango desde 54.0 a 96.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.946232

Valor —P = 0.540798

Datos/Variable: Fructosa

12 valores con rango desde 55.0 a 79.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.912408

Valor —P = 0.217758

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 51.0 a 78.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.938889

Valor —P = 0.450934

Datos/Variable: Control Benzoato

9 valores con rango desde 59.0 a 75.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.948278

Valor —P = 0.664695

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

12 valores con rango desde 46.0 a 84.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.930724

Valor —P = 0.3638

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

11 valores con rango desde 44.0 a 80.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.985163

Valor -P =0.98518

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 46.0 a 77.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.939469

Valor —P = 0.492953

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 0.633045
Valor -P =0.727282
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A.2 Anexo J

Valores atipicos, pruebas de normalidad y homocedasticidad en la determinacién de los niveles

séricos de triglicéridos a los 180 dias

Datos/Variable: Control

11 valores con rango desde 93.0 a 152.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.883152

Valor -P = 0.110801

Datos/Variable: Glucosa

11 valores con rango desde 112.0 a 182.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.890535

Valor -P =0.1363

Datos/Variable: Fructosa

12 valores con rango desde 83.0 a 219.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.958006

Valor —-P = 0.700975

Datos/Variable: Sacarosa

12 valores con rango desde 123.0 a 231.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.9122

Valor —-P = 0.216459

Datos/Variable: Control Benzoato

9 valores con rango desde 90.0 a 165.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.84895

Valor —P = 0.071899

Datos/Variable: Glucosa Benzoato

11 valores con rango desde 102.0 a 154.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.856542

Valor —P = 0.0521565

Datos/Variable: Fructosa Benzoato

12 valores con rango desde 117.0 a 222.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.917615

Valor —-P =0.252798

Datos/Variable: Sacarosa Benzoato

11 valores con rango desde 89.0 a 222.0
Numero de valores actualmente excluidos: 0
Prueba de Normalidad

Estadistico W de Shapiro-Wilk
Estadistico de la prueba = 0.980634

Valor —P = 0.963741

Verificacién de Varianza
Prueba de Levene’s (homocedasticidad)
Estadistico de la prueba = 1.71096
Valor —P = 0.117959
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Anexo A.3. Acervo fotogréfico

Figura 8. Rata recién destetada al dia de su Figura 9. Determinacion de la masa corporal
llegada de las ratas

W

Figura 10. Acomodo de las cajas con ratas en  Figura 11. Bebederos con las disoluciones de
la sala de la UNEXA edulcorantes

|
Figura 12. Rata con muescas en la oreja Figura 13. Revision de dientes de la rata
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Anexo A.4. Disposicion controlada de los residuos producidos en esta

Recepcidn de las ratas Wistar
hembra recién destetadas con
una masa corporal inicial de
entre 35-50 g, las cuales fueron
puestas en adaptacion por 3
dias en los que se les

investigacion

suministr6 agua purificada
(250 mL) y alimento (Alimento
Lab Diet 5001, 100g) y se
midié la masa corporal de cada
espécimen/dia

Registro diario del volumen

ingerido de bebida por cada
par de ratas, medido con una
probeta de 500 mL y posterior

remplazo del mismo por un
bebedero ya preparado con la

solucion de edulcorante
correspondiente

A\ 4

Distribucién aleatoria de las
ratas en 8 grupos: Un grupo
por cada edulcorante a probar,
asi como el mismo edulcorante
con adicion de benzoato de
sodio, y dos grupos controles

(uno de agua purificada y otro
de agua purificada con
benzoato de sodio). Cada
grupo tuvo una n=12
animales/grupo y las ratas se
colocaron en cajas de 2
especimenes por caja

A 4

Preparacion de las soluciones
edulcoradas bajo las siguientes
concentraciones:

-Control 1: Agua purificada
-Control 2: Agua purificada y
benzoato de sodio (0.169 g/L)
-Glucosa 14% (m/v)

-Glucosa 14% (m/v) y benzoato
de sodio (0.169 g/L)

-Sacarosa 10 % (m/v)
-Sacarosa 10 % (m/v) y
benzoato de sodio (0.169 g/L)
-Fructosa 7% (m/v)

-Fructosa 7% (m/v) y benzoato
de sodio (0.169 g/L)

'

Determinacion in vivo de los
niveles séricos de glucosa y
triglicéridos de las ratas
pasados 2, 4 y 6 meses por la
obtencion de una gota de
sangre por medio de la
puncion en la punta de la cola

Registro diario de la masa

corporal de cada rata, asi como
la masa del alimento ingerido
diariamente por cada par de
ratas para una posterior
reposicion del alimento (100
g). Cambio del sustrato
empleado como cama

A

Realizacion de eutanasia de los
especimenes a los 6 meses de
experimentacion para la
recoleccién de plasma
sanguineo y érganos
principales para su posterior
estudio

Llenado con 250 mL de cada
solucion en bebederos de vidrio
por cada caja de ratas

Anélisis estadistico
comparativo de los
resultados de los grupos

R6

A 4

de edulcorantes con
ayuda del paquete
estadistico Statgraphics
Centurion XVI

Figura 14. Diagrama esquematico de la disposicion controlada de residuos producidos en esta

investigacion
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R1: El sustrato empleado como cama (aserrin) y restos de heces de los roedores son residuos
orgénicos no peligrosos y son desechados por el personal de la UNEXA en el depdsito
correspondiente.

R2: Resto de soluciones de glucosa, fructosa, sacarosa y mezcla de estos edulcorantes con
benzoato de sodio son residuos no peligrosos que se desechan en la tarja.

R3: Torundas con sangre de los roedores, tiras reactivas Acutrend Plus® de Roche® para la
determinacion de glucosa y triglicéridos con restos de sangre. Se almacena en bolsas rojas de
residuos bioldgico-infecciosos y son colocados en los contenedores adecuados en la Unidad de
Experimentacion Animal (UNEXA). Se almacena temporalmente hasta que una compafiia
recolectora, a través de la Facultad de Quimica de la UNAM, los lleva a incineracion.

R4: Céanulas para la determinacion de glucosa y triglicéridos con restos de sangre. Se almacena
en contenedores rojos para objetos punzocortantes impregnados con residuos bioldgico-
infecciosos y son colocados en los contenedores adecuados en la Unidad de Experimentacion
Animal (UNEXA). Se almacena temporalmente hasta que una compafiia recolectora, a través de
la Facultad de Quimica de la UNAM, los lleva a incineracién.

R5: Hojas de bisturi para la eutanasia con restos de sangre. Se almacena en contenedores rojos
para objetos punzocortantes impregnados con residuos bioldgico-infecciosos y son colocados en
los contenedores adecuados en la Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA). Se almacena
temporalmente hasta que una compafiia recolectora, a través de la Facultad de Quimica de la
UNAM, los lleva a incineracion.

R6: Partes de tejido y restos anatdmicos. Se almacenan en bolsas amarillas para residuos
bioldgico-infecciosos y se almacenan temporalmente a -20°C en la Unidad de Experimentacion
Animal (UNEXA). Son recolectados por una compafia de disposicion de residuos biologicos
infecciosos, a través de la Facultad de Quimica de la UNAM, para su incineracion.
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