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1 INTRODUCCION

Descubierto en 1965, el aspartame es un edulcorante sintético de
bajas calorias que es mas dulce que la sacarosa (aproximadamente 200
veces) sin un regusto amargo, su dulzura varia con el pH y diferentes
temperaturas, ademas de su uso como edulcorante, el aspartame intensifica
el sabor de algunos alimentos, principalmente en las frutas. Se vende en
Estados Unidos por las compafias Ajinomoto EE.UU., La Compafiia
Edulcorante Holanda y la Comparfiia de NutraSweet®. El aspartame esta
compuesto de dos aminoacidos la L-fenilalanina y del acido aspartico.(1,9)

En 1981, el aspartame se volvid el primer edulcorante de bajas-
calorias aprobado por la FDA en mas de 25 afios. Hoy, el aspartame se ha
establecido como un componente importante en centenares de comidas y
bebidas. Su sabor excelente y conveniencia para una gran variedad de
productos es una opcién apropiada para las personas que desean un sabor
dulce sin las calorias. (3,4)

El dulce ha sido siempre para el hombre uno de los mayores placeres
. El sabor dulce es por mucho el mas agradable de los “sabores” basicos
(agrio, salado, amargo y dulce) que todos experimentamos diariamente.
Pero, hasta ahora, la busqueda de la dulzura a significado para las
personas calorias indeseables, caries o un sabor menos que perfecto.(9)

El sabor dulce del aspartame ha sido objeto de varias investigaciones
con el fin de encontrar la relacion entre la estructura quimica y el sabor. El
sabor dulce del aspartame se puede explicar por la teoria AH,B propuesta
por shallenberger y Acree. En adicion a esta teoria se puede observar que
un grupo hidrofobico (x) de la estructura, participa en la produccion del

dulzor segun estudios realizados de la sintesis del aspartame.



Especialmente se concluye que el sabor dulce es exhibido por las
unidades funcionales en la molécula la cual esta formada de un grupo alfa-
amino (AH electropositivo) y beta carbonilo (B-electronegativo) grupos de

los residuos del acido L-aspartico y de la cadena hidrofobica del residuo de

L-fenilalanina (x).

El sabor como otros procesos biolégicos, ocurre por la interaccion
entre una sustancia y un receptor. En el caso del aspartame las unidades
trifuncionales, AH-x-B, interaccionan con un receptor de la papila gustativa.

El dulzor es una propiedad subjetiva de los alimentos que hasta la
fecha ningun instrumento, salvo los botones gustativos, ha sido capaz de
medir. El azicar es todavia el agente edulcorante estandar, pero tiene el

inconveniente de producir obesidad y caries dental.

En tiempos de escasez, los edulcorantes artificiales permitieron la
elaboracion de alimentos dulces facilitando el ahorro de azucar, pues su
precio era alto. Para los diabéticos siempre han sido importantes, ya que
endulzan sin aportar glucosa. Ambas son razones importantes que justifican
su empleo. En la actualidad los edulcorantes se emplean cada vez mas y en
mayor numero de productos con el pretexto del ahorro calérico;
practicamente el aspartame no tiene
impacto calérico debido a su intenso poder edulcorante, produciendo con
tan solo pequefias cantidades el sabor dulce deseado en el alimento

final.(1,2,9)

Aunque en los ultimos afnos el aspartame ha causado polémica y
preocupacion debido a innumerables quejas referentes a sus posibles
dafios secundarios por su consumo, esto posiblemente debido a su

toxicidad causada por sus metabolitos (metanol, acido aspartico y
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fenilalanina), hoy el aspartame se ha establecido como un componente de
bajas calorias importante en muchos, alimentos sin azucar y bebidas
ademas ha sido el principal responsable para el crecimiento durante las
ultimas dos décadas del mercado en alimentos sin azucar. Un testimonio al
sabor excelente de aspartame y conveniencia para una gran variedad de
productos.

Actualmente, mas de 100 millones de personas alrededor del mundo
consumen aspartame contenido en varios productos. El edulcorante esta
disponible en los EE.UU. para su uso en mas de 1,500 productos, como:
bebidas en polvo, vitaminas masticables, cereales, chicles, gelatinas,
budines y rellenos de pastel, mezclas secas para los postres, bebidas
carbonatadas, jarabes de la bebida carbonatados, mentas, los productos del
tipo yogur, postres helados, bebidas de vino de fruta, dulces duros y suaves,

pastillas para la tos, bebidas de malta y farmacéuticas entre otros.(1,51)



1.1 Resumen

El presente trabajo, nos muestra los resultados obtenidos en un estudio de
comparacién del edulcorante sintético aspartame realizado durante tres
meses en ratas wistar. En dicho trabajo el aspartame, fue administrado a
las ratas por via oral con el fin de observar cambios en las pruebas
bioguimicas realizadas una vez que termino el periodo de administracion,
esto fue realizando comparaciones estadisticas entre los resultados
obtenidos para las concentraciones estudiadas de aspartame y un lote
control en el que solo fue administrado agua.

Los resultados estadisticos obtenidos, nos ayudaran a concluir si el
aspartame durante el tiempo de administracién y a las concentraciones
administradas provocan un efecto hepatotdxico en las ratas o si no hay

evidencias de dafios hepatotdxicos.



2 DEFINICION DE EDULCORANTES

El término aditivo se deriva del latin addere, poner. La Organizacién de
Agricultura y Alimento (FAQ) define a los aditivos de los alimentos como
“‘una sustancia no nutritiva agregada a la comida generalmente en
cantidades pequefnas para mejorar su apariencia, textura o propiedades de

almacenamiento” (Davis 1967).

Por otro lado el Comité de la Proteccion de Alimentos de los E.U., el
Concilio de Investigacion Nacional (NRC), y la Academia Nacional de
Ciencias (NAS) (1970) define los aditivos de alimentos como “sustancias
agregadas directa e intencionalmente a los alimentos con un propédsito
funcional, o indirectamente durante una fase de produccién, proceso,
almacenamiento o empaquetado sabiéndose que ellos permanecen o sirven

a un proposito en el producto final”(18).

Asi pues, a los agentes que proporcionan un sabor dulce afadido a
algunos alimentos ya sea producido por el hombre o la naturaleza se les

denomina edulcorantes(21).
21 Clasificacion

Existen dos tipos de sustitutos del aztcar: aquellos que no aportan energia
(edulcorantes no nutritivos) y aquellos que aportan energia (edulcorantes
nutritivos). También suelen conocerse como edulcorantes artificiales y

naturales respectivamente.



Los edulcorantes nutritivos tienen un valor caldrico por unidad de peso
idéntico al de la sacarosa. En este grupo se incluyen el sorbitol, la fructosa,

los jarabes de maiz, la dextrosa, el manitol y el xilitol.

Los edulcorantes no nutritivos se caracterizan por un sabor intensamente
dulce. Si bien algunos aportan calorias, generalmente se emplean en
cantidades tan pequerias que su contribucion a la ingesta calérica total
resulta despreciable. Entre los edulcorantes no nutritivos podemos
encontrar la sacarina, el ciclamato, el acelsufamo K y el aspartame entre
otros. Los edulcorantes artificiales constituyen una clase importante de
aditivos en los alimentos que estan usandose progresivamente en
cantidades cada vez mayores, estos son considerados seguros en
cantidades normales, por ejemplo la cantidad diaria empleada en 3 o0 4

tazas de té, pero debe evitarse el consumo excesivo(9,38,63,43).

2.2 Poder edulcorante

El poder edulcorante del aspartame es de 160 a 220 veces el de la
sacarosa (teniendo la sacarosa un poder edulcorante de 1), encontrandose
que el poder edulcorante del aspartame disminuye a medida que la

concentracion de sacarosa aumenta cuando ambos se emplean en mezcla.



Tabla 1. Poder edulcorante del aspartame en relacioén con la sacarosa en

una mezcla acuosa

Sacarosa (%) Aspartame(%) Poder edulcorante
0.34 0.001 - 0.007 4

4.3 0.02 2.1

10 0.075 1.3

15 0.15 1

En estudios realizados por el doctor Robert H: Mazur, se ha indicado
que el reemplazo de la fenilalanina por otro aminoacido conduce ala

disminucién del poder edulcorante relativo y que el producto obtenido seria

unicamente 50 veces mas dulce que la sacarosa.

El uso de edulcorantes en los alimentos es controlado por el Sweeteners in

Food Regulations y dan una lista de los edulcorantes permitidos y algunos

ejemplos de su uso y su poder edulcorante en la tabla 2. (36,77).



Tabla 2. Edulcorantes permitidos y algunos ejemplos de su uso(28,73).

Edulcorante

Ejemplo de uso

Poder Edulcorante

Alimentos enlatados,

mascar

Acelsulfame K bebidas gaseosas, table- 200
top sweeteners.
Gaseosas, Yoghurts,
Aspartame postres y mezcla de 140
bebidas, tabletas
-Hidrogenated glucose.
-Syrup isomalt. AzUcar para confiteria 0.6
-Manitol. |
Sacarina: Gaseosas, sidra, tabletas
-Sacarina de sodio. edulcorantes, table-top 450
-Sacarina de calcio. sweeteners.
Sorbitol, almibar de Azucar para confiteria, 0.5
sorbitol mermelada para
diabéticos
Thaumatin Table-top sweeteners, 2a35
yoghurt.
Xylitol Azucar para goma de 1.1




2.3 Sinergismo del aspartame

El aspartame puede usarse libremente en combinacién con
carbohidratos y edulcorantes artificiales tales como: sacarosa, glucosa,
fructuosa y sacarina. Y como se ha comprobado, este en combinacion con
muchos edulcorantes presenta un efecto sinergista. Por ejemplo 0.25g de
aspartame combinado con 40g de sacarosa (0.62% de aspartame) es tan
dulce como 100g de sacarosa pura. De igual manera 0.55g de aspartame
es equivalente en dulzor a 100g de sacarosa, lo que representa un 15% de

nivel sinérgico.

El nivel sinergista mas alto que es de 25% se puede encontrar en la

combinaciéon de aspartame/glucosa(7)



3 ASPARTAME

3.1 Definicion de aspartame

El aspartame es un potente edulcorante. Es cerca de 200 veces mas
dulce que la sacarosa, por lo que solo se necesitan unas bajas
concentraciones para endulzar alimentos y bebidas. Las cantidades
utilizadas son tan pequefias que el aspartame casi no aporta calorias. El
excelente perfil de su gusto lo ha convertido en uno de los principales
edulcorantes bajos en calorias de todo el mundo.

Otros nombres con los que se puede encontrar el aspartame son:

e N-L-alfa-Aspartil-L-fenilalanina 1-metil éster

¢ 3-Amino-N-(alfa-carboxyfenetil) succanimico éster del N-metilo acidos
e APM

e SC-18862

e Canderel™

e Equal™

e NutraSweet™ (4,6)
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3.2 Aplicaciones

El aspartame se utiliza para endulzar una gran variedad de alimentos

y bebidas. Actualmente se utiliza en marcas conocidas de los siguientes

tipos de alimentos y bebidas(9):

« bebidas refrescantes
« bebidas carbonatadas

« pudines, rellenos de pasteles,

gelatinas
« postres y cremas pasteleras
« goma de mascar
« chicles
« frutas escarchadas

» Coberturas para pastel

postres helados
productos lacteos
confituras, mermeladas
cereales para el desayuno
reposteria

bebidas de chocolate

calientes
refrescos en polvo
multivitaminas

caramelos de menta para el

aliento

productos farmacéuticos



3.3 Antecedentes histéricos

Descubrimiento. Era diciembre de 1965 cuando Jim Schlatter, un quimico
de G.D Searle se encontraba trabajando en un proyecto para descubrir
nuevos tratamientos para las Ulceras gastricas. Probaban un nuevo
compuesto anti-ulceroso (un tetrapéptido) producido normalmente en el
estomago, Schiatter estaba sintetizando este tetrapéptido en el laboratorio y
uno de los pasos en el proceso era hacer un dipéptido intermediario, el
aspartil-fenilalanina metil éster.

En el curso de su trabajo, Schlatter tuvo contacto accidentalmente con
el compuesto en su mano sin notarlo, después de esa marnana el lamio su
dedo al tratar de alcanzar un fragmento de papel y fue cuando noto un
sabor dulce. La curiosidad le preguntaba de donde podria venir ese sabor
dulce y su primer pensamiento era del buiiuelo que el habia comido durante
el descanso pero recordé que habia ido al bafio y se habia lavado las
manos desde entonces. Podria ser solo por el aspartil-fenilalanina metil
ester con el que habia trabajado, recordd que el acido aspartico y la
fenilalanina constituyentes de este producto son dos aminoacidos naturales
presentes en las proteinas y decidié probar el compuesto para comprobar

que en verdad el sabor dulce provenia de este compuesto(72,63).
3.4 Propiedades fisicoquimicas y estructura

El dipéptido se presenta como un polvo blanco cristalino, inodoro con
un peso molecular de 294.3g, cuya caracteristica mas importante es la de

tener una capacidad edulcorante de 180 a 200 veces superior a la de la

sacarosa, con un punto de fusién de 196°C, sin sabor residual amargo.
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Las pruebas quimicas para su identidad son: aminoacido-positivo;
éster-positivo. Para detectar su pureza: claridad y color de la solucién al
0.8% -claro e incoloro, sin particulas suspendidas; metal pesado 5ppm;
arsénico 0.1ppm. El estudio microbiolégico realizado: E. Coli negativo;

salmonella negativo; staphiloccoco coagulasa positivo — negativo.(19)

El aspartame es una molécula simple, compuesta por la combinacién
de dos aminoacidos y una pequefia cantidad de metanol. Cada uno de
estos tres componentes es un constituyente habitual de los alimentos. Los
aminoacidos -acido aspartico y fenilalanina- forman parte del grupo de
componentes que constituyen los bloques generadores de proteinas. El
acido aspartico y la fenilalanina se encuentran naturalmente en casi todas
las proteinas, mientras que el metanol (concretamente un grupo éster
metilico) aparece ampliamente distribuido en los polisacaridos, como la

pectina, que estan presentes en todas las frutas y verduras.(22)

El aspartame tiene un sabor dulce con amargor minimo para la
mayoria de los catadores. Su ataque de dulzura puede ser ligeramente mas
lento que la sacarosa, y la dulzura puede demorar. La naturaleza peptidica
del aspartame lo hace susceptible a la hidrdlisis, a las interacciones con
otros compuestos quimicos y a las degradaciones microbianas.(7).

El edulcorante de bajo contenido calérico denominado aspartame
(comercializado bajo el nombre de nutra-sweet) es el éster metilico de un
dipéptido, la L-aspartil-L-fenilalanina (L-Asp-Lphe-OCHa) y su estructura es
mostrada en la figura 1(33,29,61).
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Aspartil-fenilalanina metil éster

Formula molecular: Cq4H1gN2Os

Peso molecular: 294 .31
Figura 1. Estructura del aspartame.(29)

3.5 Solubilidad del aspartame

El aspartame es muy soluble en alcohol y ligeramente en agua; su
solubilidad es funcién de dos factor importantes como son: el pH y la
temperatura, su maxima solubilidad se ha encontrado a un pH de 2.2 y su
minima solubilidad a un pH de 5.2. Si se somete el aspartame a un pH de

4.0 a 20°C pierde el 20% de su sabor en un periodo de 4 a 5 meses.

Tabla 3. La solubilidad de aspartame a 25°C en (10.20 mg/ml)(46)

Agua destilada 8.68mg/ml
Metanol 3.72mg/ml
Etanol 95% 0.26mg/ml
Cloroformo 0.04mg/ml
Heptano 0.001 - 0.007%




Algunas bebidas carbonatadas tienen un pH menor, pudiendo ser la
pérdida de sabor mucho mas rapida, al igual que en disoluciones neutras
pH 7.0, donde el 50% de su sabor puede perderse en horas (el aspartame
tiene un tiempo de vida media que es numero de dias donde alcanza un
50% de perdida de aspartame) como se observa en la figura 4 (46,15).

La solubilidad del aspartame a 25°C en agua y a diferentes valores de
pH se muestran en la tabla 4, donde se observa que la solubilidad

disminuye conforme aumenta el pH.(46)
Tabla 4. Solubilidad del aspartame a diferentes valores de pH(46)

pH Solubilidad
(mg/ml a 25°C)
3.72 18.2
4 16.1
4.05 15.2
4.27 14.5
4.78 13.8
5.3 13.5
6 14.2
7 10.2
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3.6 Sintesis Quimica

La obtenciéon del aspartame es por una sintesis quimica que consta de

los siguientes pasos:

a) Esterificacion de la L-fenilalanina.

HZ CH—NH2 ESTERIFICACIC CH2—CH— NH2

CO0
M COOCH3

H2 CH—NH2ESTERIFICACIQ CH2—CH— NH2

COOH
COOCH3

27



b) Ciclizacion del acido L-aspartico a carboxiamidas este paso es una
modalidad del método de Ajinomoto que favorece la reaccion del grupo

carboxilo en alfa respecto al grupo aminico del acido L-aspartico.

coclz2
HOGE— CH2— CH—COOH—» HOOC— CH— NH

NH2 ‘ I

Co Co
acido L-aspartico \ C/

coclz
HOGE— CHZ— CH—COOH——> HOOC— CH— NH

NH2 [ ’

co co
acido L-aspartico \C/
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c) Reaccion del éster metilico de la L-fenilalanina y carboxianhidrica interna

del acido L-aspartico.

o co COOCH3

éster metilico de la L-fenilalanine

i

HOGE—CH— C—NH—CH—C

NH2 COOCH3

éster metilico aspartil-L-fenilalanina (Aspartame)

HOOE— CHZ2—CH— NH CHA— CH NH2
‘ +

(<3 JCO COOCH3

éster metilico de la L-fenilalanine

[

HOGEe—CH— C-——NH——CH—C

NH2 COOCH3

éster metilico aspartil-L-fenilalanina (Aspartame)

La sintesis de la compafia japonesa toyosoda ha estudiado la
condensacién de los dos aminoacidos para producir aspartame por una via
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enzimatica, evitando la necesidad de agentes bloqueantes del aminoacido y

el inconveniente de obtencién de isémeros.(22,78,6,11)

Aunque existen tres procesos para sintetizar de forma quimica el
aspartame, el método clasico es efectuar la condensacion del acido N-
benziloxicarbonil y el éster metilico de la fenilalanina con reactivos como el

N,N-diciclohexilcarbodiimida.

El producto obtenido es reducido a aspartame mediante
hidrogenacién catalitica. Una desventaja de la sintesis quimica es la
obtencion de los « y [ isémeros, aunque la separacion del isémero es
relativamente simple al disolverse en acido clorhidrico diluido y cristalizarse

posteriormente(6).
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Alcohol bencilico cH H Cloruro de e
-ASP - —COC >
RIS H+ I 2 2 Carbobenzoxilo

NH—CH-—COOH

CH 2—OCONHCH —COCH

CH COOCHO

H/Pd Alfa fen O Me
CH OCONHCHCONHCH COOCH _
(Aspartame)

Figura 2. Sintesis quimica del aspartame(24)

L fen O Me
CH5—COOCH 5 >
Q | N-Nidiciclohexilcarbodiimida
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3.7 Sintesis enzimatica

Existen varios procesos enzimaticos mas especificos desarrollados

para la sintesis del aspartame. Por ejemplo:

tenemos el desarrollado por Genex, usando la enzima fenilalanina
amonioliasa y como sustratos acido transcinamico y amoniaco. El de la
Purification Engineering Inc. que implica la trans-eliminacion del acido
fenilpirtvico con la enzima aminotransferasa de Paracoccus dentrificans.

La de Searle, Ajinomoto, Biotécnica por fermentacion directa de
glucosa.

Otras companias han desarrollado la sintesis enzimatica del dipéptido
mediante termolisina inmovilizada en una resina de intercambio idnico o

mediante exopeptidasas microbianas.

Otro método para obtener el aspartame es con la enzima aminoacil-t-
RNA sintetasa extraida de Bacillus stearothermophilus. En este proceso la
cataliza la sintesis de la forma activa del aminoacido aminoacil-AMP en
presencia de ATP. (47,29)



3.8 Estabilidad

Algunas limitantes de la estabilidad del aspartame derivan de su
identidad quimica como el ester metilico del dipéptido aspartilfenilalanina.
La molécula de este tiene dos grupos que en forma individual condiciona el
comportamiento y la estabilidad; uno es el grupo carboxilo esterificado de la
fenilalanina. El grupo carboxilo permite la formacién de la sal del aspartame

generalmente de sodio y potasio; facilitando la solubilidad de este en agua.

La estructura del aspartame contiene un par de enlaces, de los cuales
depende la estabilidad del sistema donde se use este. El mas sensible de
estos enlaces es la uniéon éster. Bajo ciertas condiciones de humedad,
temperatura y pH, este enlace puede hidrolizarse para producir
aspartilfenilalanina o recicla el hidrolizado y producir dicetopiperazina. La
dicetopiperazina puede abrirse para regresar a fenilalanina y por dltimo ésta
se puede hidrolizar para dar los aminoacidos individuales, acido aspartico y

fenilalanina.

Las reacciones quimicas de hidrélisis y ciclizacion del aspartame son
rapidas a altas temperaturas. Esta caracteristica limita el potencial de uso
para este edulcorante en productos que llevan un proceso de cocinado o
que involucran el emplear altas temperaturas por tiempo prolongado. En
algunos casos debido a esta caracteristica del aspartame, para poderlo
emplear en ciertos productos es necesario adicionar una cantidad extra para

compensar el que se descomponga.
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Estabilidad en forma seca

La estabilidad del aspartame en forma seca o polvo es

completamente buena, bajo condiciones muy severas. Se necesitan
temperaturas mayores a 150°C (302°F) para poder descomponer esta

sustancia en su forma seca (Fig.3). No hay evidencia de una perdida

significante de este o conversion a dicetopiperazina cuando se almacena en

bolsas de polietileno.

En periodos mayores a un afo, la estabilidad es buena, asi como en

mezclas secas.

(%)

150°C
100 | 120°C
807
60 —
40 -
20 _| 105°C
I l i f l
20 40 60 80 100

Tiempo (h)

Figura 3. Descomposicion del aspartame en forma seca por calor
(9).
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Estabilidad en solucion
El aspartame contiene una unién ester que bajo ciertas condiciones

de humedad, temperatura y pH pueden hidrolizarse al dipéptido o
ciclohidrolizarlo a su dicetopiperazina (DKP). Entonces, la estabilidad del
aspartame en solucion es funcién de tres factores interrelacionados, tiempo,
temperatura y pH (9).

Cuando el tiempo se incrementa a una temperatura dada, el
porcentaje de aspartame hidrolizado aumenta. Similarmente cuando
aumenta la temperatura para un proceso de tiempo dado, la cantidad de
aspartame hidrolizado aumenta. El control y ajuste de cualquiera de los tres
factores (tiempo, temperatura y pH) permitira perfeccionar la estabilidad del
aspartame para una gran gama de productos y las condiciones de los
procesos.

El pH es especialmente importante ya que el aspartame es muy
estable en el rango de pH de 2.5-5.5 (el pH éptimo es de 4.2 como puede
observarse en la fig.4 ) rango de pH en el que la mayoria de los productos

alimenticios liquidos o humedos se encuentran, entre 3 y 5 (46,9)

300
250
t1/2 200
dias
(25°C) 150 |
100
i
[ I I [ I T I I
1 2 3 4 5 6 7 8
pH

Figura 4. Perfil de estabilidad del aspartame a 25°C (9)

e
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Hay que recordar que ninguno de los productos de la conversion (ni la
aspartilfenilalanina ni la diketopiperazina) presentan sabor dulce, sin
embargo, la calidad del sabor no se ve afectada.

Como se puede observar su estabilidad es un inconveniente a largo
plazo y por el calor se hidroliza, fuera de un rango de pH 3-6, especialmente
a temperaturas de 70°C; a esta temperatura el metanol proveniente de la
descomposicién del aspartame se transforma en formaldehido y acido

formico los cuales pueden producir acidosis metabdélica(63).
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4 METABOLISMO

El aspartame se metaboliza de forma segura como cualquier otro
péptido, generando dos aminoacidos y produciendo metanol , al cual el
cuerpo humano lo trata de forma igual al presente en las frutas citricas y

tomate.

Una vez ingerido el aspartame puede absorberse y metabolizarse en el

intestino a través de dos vias principales:

1) Se hidroliza en el borde del cepillo de las células intestinales a sus
componentes: acido aspartico, fenilalanina y metanol, mediante enzimas
proteoliticas e hidroliticas.

2) Posteriormente los componentes se absorben en el intestino y pasan al
sistema circulatorio de una manera similar a como lo realizan los
aminoacidos procedentes del consumo de proteinas para ser llevados y
metabolizados principalmente en el higado.

3) Alternativamente el aspartame puede ser metilado en el intestino para
producir un dipéptido formado por el acido aspartico y la fenilalanina.
Este dipéptido se absorbe directamente en las células de la mucosa
mediante el mecanismo de transporte de péptidos, como una
subsecuente hidrélisis . Posteriormente la fenilalanina y el acido
aspartico entran el la circulacion para ser llevados a su metabolismo en
el higado. (11,30,34)
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Fig.5 Productos de conversion del aspartame(29)
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El metabolismo del aspartame sigue la misma via metabdlica de las
proteinas la cual es la siguiente:

La digestion de las proteina se inicia en el estomago, donde se
encuentran unas enzimas llamadas pepsinas, las cuales rompen algunos
enlaces peptidicos . Las pepsinas son secretadas en forma de precursores
inactivos (proenzimas) y se activan en el intestino. Los precursores de las
pepsinas se llaman pepsinégenos y son activados por el HCI del estomago.

Las pepsinas hidrolizan las uniones entre los aminoacidos aromaticos
como la fenilalanina o la tirosina y un segundo aminoacido, de manera que
los productos de la digestion péptidica son polipéptidos de muy diversos
tamarios, debido que estas enzimas tienen un pH optimo de 1.6 — 3.2, su
accién termina cuando el contenido gastrico se mezcla con el jugo

pancreatico alcalino en el duodeno donde el pH es de 6.3.

En el intestino delgado, los polipéptidos formados en el estomago,
son digeridos por las potentes enzimas proteoliticas del pancreas y de la
mucosa intestinal. La tripsina, la quimotripsinas y la elasteasa actian sobre
las uniones péptidicas interiores en las moléculas polipeptidicas y reciben el
nombre de endopeptidasas. La carboxipeptidasas del pancreas y las
aminopeptidasas del borde en cepillo son exopepetidasas que hidrolizan los
aminoacidos en las terminales carboxilicas y aminas de los polipéptidos.
Algunos aminoacidos son liberados en la luz intestinal, pero otros son
liberados en las superficies celulares por aminopeptidasas y dipeptidasas
del borde en cepillo de las células de la mucosa.

Algunos dipéptidos y tripéptidos son transportados activamente al
interior de las células intestinales e hidrolizados por peptidasas
intracelulares, pasando a los aminoacidos a la corriente sanguinea. Por lo
tanto, la digestion final a aminoacidos ocurre en tres ciclos; la luz intestinal,

el borde del cepillo y el citoplasma de las células de la mucosa.(70,34)
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4.1 Metabolitos

411  Acido aspartico

Este puede dar lugar a lesiones cervicales en rata, pero la dosis
necesaria para ello seria enorme (en un ser humano seria de unos 120g),
ya que es metabolizado rapidamente por transaminacién conviertiendose en
un componente natural de la célula: el oxalacetato (10)

El acido aspartico es un aminoacido natural (aminoacido no esencial),
que es un componente de todas las proteinas. El acido aspartico puede ser
interconvertido en el organismo en glutamato, el cual junto con el acido
aspartico, son constituyentes de las células, siendo los principales
aminoacidos que se encuentran en la mitocondria. Ambos participan en el
metabolismo de la energia y del nitrogeno (ciclo de Krebs), ya que al ser
eliminado el grupo amino en su molécula produce la formacion de alfa-
cetoacidos (en este caso el acido oxalacético), que son compuestos

intermedios del ciclo de krebs.

(2C] Acetil CoA
Oxalacetato
CNADHIH ¢ il
g = 166! Aoido citrico
Aeido milico 4C T
6C; Acido isocitrico
f NADH#H* ©
FADHo
cop SC hcido a-cetoglutirico
GIP & NADH#H*

4C, Aeoido succinico

Figura 6 Ciclo de Krebs(11)
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Asi mismo participan activamente en el ciclo de la urea. Asi pues, el
acido aspartico es importante en la sintesis de nuevo ADN y como un
neurotransmisor en el cerebro. Como tal, se regulan sus niveles en el
cuerpo cuidadosamente. Si el cuerpo necesita acido aspartico, sintetiza
mas, usando acido oxalacético del ciclo de Krebs. Si el cuerpo tiene un
sobrante de acido aspartico, convierte el exceso a fumarato que entra en el

ciclo de krebs para proporcionar energia.
4.1.2 Fenilalanina

La fenilalanina es un aminoacido aromatico esencial y en el
metabolismo normal, el Unico papel conocido de la fenilalanina, ademas de
su utilizaciéon para la sintesis de proteinas es su conversion en tirosina
(proceso realizado en el higado). La fenilalanina es el precursor de las
catecolaminas en nuestro cuerpo (como dopamina, epinefrina,
norepinefrina). Muchas drogas de las que conocemos como psicotrépicas,
contienen fenilalanina. La fenilalanina es un constituyente importante de los
neuropéptidos cerebrales, como la somatostatina, vasopresina,
melanotropina, encefalina, ACTH, angiotensina, sustancia P vy
colecistoquinina. La fuente mas importante de fenilalanina son los alimentos
ricos en proteinas, como es la camne y los productos lacteos(49). Es
importante sefialar que este aminoacido se requiere en la sintesis de las
proteinas y que interviene en una serie de funciones metabdlicas.(26)

La fenilalanina constituye un 60% de la molécula de aspartame, es un
componente esencial de las proteinas del cuerpo y un precursor importante
de varios componentes aromaticos necesarios para un buen
funcionamiento del organismo. La fenilalanina es un aminoacido esencial
por lo que se debe suministrar en la dieta de los mamiferos, ya que estos no

la pueden sintetizar.
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En 1913 Embden y Baldes descubrieron que la fenilalanina puede ser
convertida a tirosina en el higado de los mamiferos. Posteriormente se
comprob6 que esta conversion es el paso inicial en el metabolismo de la
fenilalanina.

La tirosina es el precursor inmediato de muchos de los componentes
aromaticos formados por la fenilalanina. Por lo tanto los papeles
nutricionales de la fenilalanina y la tirosina estan intimamente ligados.

La conversiéon de fenilalanina a tirosina es el primer paso en la via
principal del catabolismo de fenilalanina, consiste de una hidroxilacion
irreversible; también puede experimentar una transaminacién con piruvato;
también la fenilalanina puede ser convertida a feniletilamina por medio de
una carboxilacion directa con una descarboxilasa, pero esta es menos
frecuente en el metabolismo de la fenilalanina.

El sistema de la enzima responsable de la conversion de fenilalanina
a tirosina se encuentra en el higado pero también en pequenas cantidades
en los rifiones y pancreas. La reaccion de hidroxilacion depende de la
coenzimas reducidas como la NADH, el sistema de enzimas consiste en dos
componentes proteicos, Kaufman establecié que el sistema completo de
hidroxilacion consiste de dos enzimas, una fenilalanina hidroxilasa con
hierro y una dihidropteridina reductasa, las cuales requieren de dos
cofactores; la tetrahidrobiopterina y el fosfato de nicotinamina
adenindinucleitido reducido. Estas consumen cantidades equimoleculares
de fenilalanina, oxigeno y NADPH, para producir cantidades equivalentes de

tirosina.
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También se requiere de la dihidrofolata reductasa la cual es un
componente auxiliar necesario para la conversion inicial de la forma inactiva
7,8-dihidrobipterin a la forma activa 5,6,7,8,-tetrahidrobipterin del cofactor, el
oxigeno molécular es la fuente de oxigeno necesario para la reaccién en el
grupo hidréxilo de la tirosina y el NADH es la coenzima reducida que es mas

activa que el NADPH en la reaccion de I|a dihidropteridina

reductasa(fig.6)(61).
La tirosina es el precursor inmediato de:

a) Catecolaminas neurotransmisoras, dopamina y norepinefrina

en el cerebro.

b) Las hormonas epinefrina y norepinefrina en la médula
suprarrenal, y tirosina y triyodotironina en la glandula tiroides.

c) El pigmento melanina en la piel y otros 6érganos

d) Ubiquinona que es transportadora de electrones.
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Su importancia nutricional de la fenilalanina se ha determinado en
ciertos estudios realizados en ratas donde si la fenilalanina se proporciona
en la dieta no es necesario suministrar tirosina. También se ha encontrado
que el requerimiento de fenilalanina para adultos humanos es en promedio
de 12 mg por Kg. de peso corporal por dia; para infantes de 2-6 meses es

de 141 mg. por Kg. de peso corporal por dia.(40,45)

La utilizacion de aspartame a los niveles concebibles en la dieta, produce
una elevacion de la concentracion de fenilalanina en la sangre menor que la
producida por una comida normal. Cantidades muy elevadas, solo ingeribles
por accidente, producen elevaciones en la concentracion de fenilalanina en
la sangre inferiores a las consideradas nocivas, que ademas desaparecen

rapidamente.
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Fig. 7 Principal via catabdlica para la fenilalanina(11,61)



4.1.3 Metanol

El metanol es otro de los productos resultantes del metabolismo de

aspartame, por lo que es importante mencionar la forma en que se

metaboliza en el organismo.

El metanol al igual que el etanol es absorbido rapidamente del
intestino y distribuido uniformemente en el organismo.

Los efectos toxicos del metanol se deben a su conversiéon en formato
(via formaldehido), el cual produce entre otras cosas acidosis y ceguera. El
metanol puede ser oxidado a formaldehido con la intervencién de dos
enzimas, la alcoholdeshidrogenasa y la catalasa; aunque Lutwat-Mann
mostré que esta enzima (alcoholdidrogenasa) oxida al metanol a una

velocidad menor al etanol(66).

La eliminacién del metanol de la sangre es muy lenta en todas las
especies, especialmente cuando se compara con el etanol(1,40,66).

Durante el metabolismo, el metanol que se ingiere, es oxidado por la
accion de la enzima alcoholdeshidrogenasa, en formaldehido, el cual es
oxidado para producir acido formico por la formaldehidodeshidrogenasa. Su
biotransformacion se realiza principalmente en el higado y su eliminacion

como acido férmico por via urinaria.

Se cree que la acumulacion de formaldehido en la retina es parcialmente
responsable de la ceguera que se presenta al ingerir metanol, también tiene
la propiedad de precipitar las proteinas de las vias nerviosas causando
dario irreparable. El acido férmico es un acido organico bastante fuerte; por
lo tanto puede sobre pasar la capacidad buffer de la sangre y producir

acidosis,
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No obstante se ha encontrado que la ingestion de 200mg/kg de
aspartame en una sola toma (lo que es equivalente a la ingestién
consecutiva de 20mg de metanol por kilogramo de peso corporal o es igual
a la ingestion consecutiva de 60 latas de bebida gaseosa de una persona de
60 Kg de peso), no se ha incrementado el nivel del acido férmico urinario, lo

cual no excede la velocidad de excrecion.

Otros estudios han demostrado que dosis de aspartame de 34 mg/kg
de peso corporal no produjeron aumentos detectables en la concentracion
de metanol en la sangre. Al ingerir 200 mg/kg el nivel fue de 2.58 mg/dI,
disminuyendo rapidamente el nivel inicial al cabo de 8 horas, y no se

detecto formato(66).

Respecto a su posible efecto en el embarazo, se ha determinado que
dada la baja concentracion de metanol que presenta el aspartame, no

presenta un riesgo para las mujeres embarazadas.(13,14)
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5 TOXICIDAD

La toxicidad potencial del aspartame (éster metilico de
aspartilfenilalanina) se atribuye a los productos de degradacion tales como:
dekeopiperazina (DKP), sus componentes aminodacidos ; acido aspartico y

fenilalanina, y al metanol.

Los estudios preclinicos formaron las bases para la deliberacion por la
Bursau of Foods o the U.S.Food and Drug Administration (FDA) vy
subsecuentemente, por los comisionados de la FDA quienes dieron la
decision final para permitir el uso de Aspartame como un aditivo alimenticio.
Estos datos fueron evaluados también por la Joint FAO/WHO Expert Comité
on Food Additives (JEC/FA) y fue la base para establecer la ingesta diaria
(ADI).(71,47)

Para una persona de 70 Kg de peso, la ingestiéon de 40 mg/Kg de
aspartame en una toma, puede producir aproximadamente 14 mg/KG de
acido aspartico, 17mg/Kg de fenilalanina y 3.3mg/Kg de metanol. Segtin la
FDA la ingestion diaria aceptable es de 40mg/Kg de peso, lo cual
representa 12 latas de bebida gaseosa de 12 onzas endulzadas al 100%
con aspartame o el equivalente a 62 latas de bebida gaseosa endulzada

con aspartame y sacarina.(42,75)

Por otra parte, otro producto de descomposicion del aspartame, es la
diketopiperazina (DKP), la cual se forma en la hidrolisis del éster y de la
aspartilfenilalanina para posteriormente sufrir una ciclizaciéon a
diketopiperazina; respecto a su toxicidad, se ha determinado que en su nivel
de 3000mg/Kg de peso corporal, es aceptable ya que no contribuye a la

formacion de sustancias nocivas o al deterioro de la salud.
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Los estudios realizados por los cientificos norteamericanos Richard
wurtman del Instituto tecnolégico de Massachusetts (MIT) y Timothy Maher
del colegio de Farmacologia de Massachusetts (1986), al mostrar su
preocupacion sobre la toxicidad del aspartame comercializado como
Nutrasweet (uso industrial) y Equal (uso publico). Dichos investigadores
recopilaron resultados de diferentes investigaciones, encontrando que el
cerebro humano es mas susceptible a los efectos del aspartame que las
ratas de laboratorio y que pueden presentarse convulsiones en dosis tan
bajas como 15mg/Kg de peso, debido a que la fenilalanina inhibe la sintesis
de monoaminas, cuya carencia se ha asociado con padecimientos de este
tipo. Asi mismo se cree que el aspartame ocasiona cambios en la quimica
cerebral lo que puede influenciar el comportamiento humano u ocasionar
dolores de cabeza. Sin embargo la FDA ha rechazado la solicitud de

prohibicién del aspartame.(74,50,5)

Se han reportado efectos toxicos al consumir aspartame como son
(50,12,5):

« Nauseas. + Problemas de vision (vision
& Depresion. borrosa).

+ Fatiga. + Veértigo.

& Irritabilidad. + Perdida de la memoria.

# Taquicardia. & Dolores de cabeza.

* Insomnio.
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5.1 Aspartame y diabetes

La diabetes mellitus es la incapacidad para metabolizar
adecuadamente la glucosa, lo cual origina hiperglucemia y glucosuria, se
caracteriza por la alteracion del metabolismo de los carbohidratos con
modificaciones importantes en el metabolismo de los lipidos y proteinas; es
una de las enfermedades cronicas mas comunes de las sociedades

industrializadas hoy en dia.

La terapia de dieta es parte del tratamiento de todos los diabéticos y
requiere manejo de grasas, proteinas y carbohidratos refinados. Aunque no
es necesario el requerimiento de edulcorantes en la dieta del diabético, la
disponibilidad de edulcorantes bajos en calorias da facilidad para disefiar

comidas para estos.

Se han efectuado estudios para el empleo de aspartame por sujetos
diabéticos, en los que se ha determinado la seguridad en el empleo de este
edulcorante, estableciéndose que no afecta en forma adversa el control
glicémico de personas insulino-dependientes, asi la American Dabetes
Association ha aprobado el consumo de alimentos que contienen aspartame
en diabéticos.(55,53,39,48)
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5.2 Aspartame y fenilcetonuria

Foling en 1934 descubri6 la enfermedad genética humana
relacionada al metabolismo de la fenilalanina; conocida como
fenilcetonuria(PKU), la cual fue identificada como un defecto debido a la

deficiencia en el sistema de oxidacion de la fenilalanina.

Proteinas organicas
L

Y

FENILALANINA < > Acido fenilpiravic

Via normal I

Acido fenilacético

E] Bloqueo

Y
TIROSINA <— > Proteinas corporales

Melanina

Fig. 8. Via normal del metabolismo de la fenilalanina, que muestra un
bloqueo en la fenilcetonuria causado por falta de fenilalanina
hidroxilasa(53).
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Aproximadamente se diagnostican 400 casos de fenilcetonuria cada
afno, el defecto se presenta en el momento del nacimiento y las anomalias
metabdlicas se manifiestan cuando el nifio comienza a ingerir proteinas
(leche).

Esta enfermedad se identifica por analisis en sangre y orina, donde
son encontradas altas concentraciones de fenilalanina en la sangre,
acomparado de bajos niveles en la sangre de tirosina; ademas en la orina
se encuentra, fenilalanina junto con grandes cantidades de acido
fenilpiravico y acido fenilactico (la via alterna del metabolismo de la
fenilalanina es el acido fenilpiravico, un cetoacido de fenilalanina, y de ahi el
nombre de fenilcetonuria fig.8), productos de la transaminacion de la
fenilalanina que normalmente se encuentra en pequefias cantidades.

Otros compuestos aromaticos identificados son: o-hidroxifenilacetato
y fenilacetilglutamina en la orina. Estos ultimos le comunican a la orina un

olor rancio, la cantidad de estos productos dependen de la cantidad de

proteinas consumidas.

Los fenilcetonudricos son intolerantes a concentraciones elevadas de
fenilalanina porque se tiene una deficiencia de la enzima fenilalanina
hidroxilasa del higado (la actividad de fenilalanina hidroxilasa en el higado
de pacientes con fenilcetonuria es aproximadamente un 0.27% de la
actividad normal) que convierte este aminoacido en tirosina; la acumulacién
de fenilalanina o de sus derivados en la sangre provoca una mielinizacion
deficiente del cerebro y en consecuencia un retraso mental, otro mecanismo
que con mayor probabilidad explica retraso mental es la competencia entre
los niveles elevados de fenilalanina y otros aminoacidos por el transporte
hacia el interior de las neuronas, que generan un desequilibrio de

aminoacidos que inhibe la sintesis de proteinas y la sinaptogénesis.



Restringiendo en la dieta diaria de los nifios fenilcetonuricos el aporte de
fenilalanina, se reduce el nivel en sangre de la fenilalanina, y se evita en
grado considerable el retraso mental (68,59,49).

La forma comun de esta enfermedad resulta de la ausencia
hereditaria o un defecto en la sintesis de la enzima fenilalanina hidroxilasa,
que se debe al estar el homocigoto de un sencillo gen recesivo autosomal,
el cual es llevado por uno de cada 60 individuos, la proporcién exacta varia
de poblacién a poblacion.

Dicha enfermedad provoca desarrollo de retraso mental y
anormalidades electroencefalograficas, escasa pigmentacion en la
poblaciébn que la padece; ademas una proporcion de ellos sufren
agarrotamiento.

La fenilalanina requiere especial atencion al estar relacionado con
esta enfermedad que se ha indicado que cerca de 1 de cada 15,000
personas (quienes heredan 2 genes autosomales recesivos), carecen de la
enzima fenilalanina hidroxilasa. Al acumularse la fenilalanina en la sangre y
los tejidos, se causa un dafio progresivo al cerebro, manifestandose dicha
enfermedad.(59)

Se han identificado tres tipos de fenilalaninemia (exceso de
fenilalanina en sangre: el tipo |, fenilcetonuria clasica,se caracteriza por la
elevada concentracion sanguinea de fenilalanina, siempre superior a 20mg
por 100ml, y por excrecion de este acido y sus metabolitos en la orina. La
hiperfenilalaninemia de tipo Il se caracteriza por una elevada concentracion
sanguinea (menos de 15 o 20mg por 100ml) de fenilalanina acomparada
por excrecién de acido fenilpirivico y la hiperfenilalaninemia transitoria y
benigna de tipo Il, se caracteriza por un alto valor de este acido (mayor de

20mg por 100ml, cifra que con el tiempo se acerca a normal(37,61).
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Puesto que el aspartame también es una fuente de fenilalanina, todos
los productos de comida que contienen aspartame son claramente
etiquetados para indicar la presencia de fenilalanina para que esas
personas que padecen fenilcetonuria puedan evitar consumir estos

productos. Este etiquetado es un requisito legal(42).

5.3 Aspartame y embarazo

Desde la introduccién del aspartame al mercado, ha existido considerable
polémica sobre su seguridad, incluyendo posibles efectos teratogénicos
sobre el feto en crecimiento.

La ingesta diaria aceptable (IDA) de aspartame es de 50 mg/kg de peso
corporal, para alcanzar la IDA, seria preciso que una persona de 50 kg de
peso consumiese el equivalente a 12 latas de bebida gaseosa dietética
endulzada con aspartame al 100% o 71 sobrecitos de EQUAL.

Estudios realizados con mujeres y animales, en los que se les administraba
cantidades de aspartame significativamente superior al IDA (200 mg/kg para
humanos, 100 mg/kg para animales o el equivalente a 100-200 latas de
soda dietética para una persona de 68 kg) no parecieron demostrar efectos
adversos sobre el feto en crecimiento. Basandonos en las investigaciones
realizadas, es mejor aconsejar a las embarazadas que consumen in forma
regular productos endulzados con aspartame que no ingieran mas de 2-3

porciones diarias de los mismos(49).
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En otros investigaciones en el que se sabe que la fenilalanina se
concentra en el lado fetal de la placenta, se han realizado varios estudios
con el fin de determinar si el consumo de aspartame eleva las
concentraciones de fenilalanina en el plasma en una cantidad suficiente
para causar dafos al feto. Se ha demostrado que a concentraciones de
18mg/dI en el nivel sanguineo maternal puede provocar al infante un retraso
mental severo, mientras que a concentraciones de 20mg/dl en el nivel
sanguineo maternal hay presencia de microcefalia, en comparacién con un

nivel menor de 10mg/dl es el que se considera seguro(40)

5.4 Aspartame y tumores cerebrales

Las tasas de incidencia del cancer del cerebro han estado aumentando en
los Estados Unidos, tanto en adultos como en nifios. La posibilidad de que
el aspartame, un edulcorante artificial ampliamente ingerido, pueda ser una
causa del cancer del cerebro en humanos fue sugerida en un reporte
reciente de Olney y otros. A partir de un analisis descriptivo de datos
nacionales acerca del cancer, se observo un crecimiento en las tasas de
cancer del cerebro en los Estados Unidos, lo cual coincidia con la
introduccién del aspartame en los productos alimenticios en los primeros

afos de los 1980.

Como parte de un estudio a nivel de la poblacion de casos bajo control
relacionados con los factores de riesgo ambientales y nutricionales para un
tumor cerebral pediatrico, se recolectaron datos acerca del consumo del
aspartame antes de la fecha de diagnostico para los pacientes del caso (o
una fecha que sirve de referencia comparable para los sujetos del control).
Estos datos fueron proporcionados en entrevistas personales por las

madres biologicas de los nifios sometidos al estudio (32).
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Los resultados indicaban que no era mas probable que los nifios del caso
consumiesen en comparacion mas que los nifios del control en cuanto a
alimentos conteniendo aspartame, ya sea de todas las fuentes combinadas
de aspartame o proveniente de los refrescos de dieta. No se observo riesgo
elevado de tumor cerebral para un nifio, que se haya producido por el
consumo de aspartame por la madre durante el embarazo, ni tampoco se
encontraron riesgos elevados durante ningun trimestre del embarazo ni
durante la lactancia. Ademas no hubo evidencia de asociacién alguna entre
el aspartame y el tumor cerebral cuando el analisis se estratifico por

subgrupos histologicos (astroglial, neuroectodermal primitivo, y demas) (32).

Han habido numerosos estudios relacionados con los efectos neurotéxicos
potenciales del aspartame. Sin embargo, pocos reportes experimentales o
bioquimicos relacionados con el caracter carcindgeno del aspartame
aparecen en la literatura cientifica existente. Antes de la aprobacion del
aspartame para el consumo humano, la FDA y una junta publica de
encuestas designada por la FDA examiné varios estudios para determinar si
el aspartame podia inducir neoplasmas en el cerebro de ratones o ratas.
Los estudios con los ratones fueron negativos, pero la interpretacion de dos
de los tres estudios de ratas diferian inicialmente entre la FDA y su junta
publica de encuestas. Estas diferencias fueron resueltas y el comisionado
de la FDA concluyé que el aspartame no contribuia a la formacion de

tumores cerebrales en las ratas (32).
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6 REGULACION LEGAL

Este edulcorante fue aceptado inicialmente para su uso en E.U. Sin
embargo, por las objeciones de algunos cientificos, la FDA detuvo la
aprobacion de este edulcorante en Diciembre 5, de 1976. Tras varias
investigaciones posteriores la FDA aprob6 el uso de aspartame en 1981

para usos en ciertos alimentos.

El aspartame es un edulcorante aprobado en la Directiva 94/35/EC
del Parlamento Europeo y del Consejo de 30 de Junio 1994, relativa a los
edulcorantes utilizados en los productos alimenticios. Esta Directiva entré en

vigor para los Estados Miembros el 31 de diciembre de 1995.

El aspartame esta autorizado en mas de 90 paises. El aspartame se
utiliza ampliamente a lo largo y ancho de Europa Oriental y Occidental,

Estados Unidos, Canada, Sudamerica, Australia y Japén.

El aspartame ha sido revisado y encontrado seguro por el Comité
Cientifico de la Alimentacién de la Comisién Europea (SCF), el Comité
Conjunto de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) de la FAO/OMS',
asi como por la Administraciéon de Estados Unidos para Alimentos y
Medicamentos (FDA).

Evaluacion de Seguridad. La seguridad en el uso de un aditivo de alimentos
o el riesgo por consumir un aditivo de alimentos es evaluado con ensayos
donde son alimentados animales de laboratorio. La aceptabilidad de un
aditivo de comida es determinada entonces normalmente de los resultados

calculados en estos estudios, un calculo de la ingesta diaria aceptada (IDA)

para el hombre.
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La Ingesta Diaria Admisible (IDA) para el aspartame se ha fijado en
40 mg por kilo de peso corporal (JECFA) en 1981 a e, 1984 por el Comité
Cientifico de la Alimentacion (SCF) de la Comisién Europea.(56)

Es una politica de la Comunidad Europea que, "todos los aditivos
alimentarios deben mantenerse en observacién continua y deben ser
reevaluados siempre que sea necesario en funcion de los cambios que se
produzcan en sus condiciones de uso y de la aparicion de nuevas

evidencias cientificas."

Este edulcorante ha sido considerado como seguro para su empleo
por cerca de 90 paises incluyendo a México por organismos tales como el
Comité cientifico de Productos Alimenticios de la CEE y el comité conjunto
de expertos en Aditivos Alimentarios de la FAO/OMS y por diversos
organismos como el consejo de Asuntos Cientificos de la Asociacion Médica
Americana, la Rama Canadiense de Proteccion a la Salud, el Instituto
Danés de la Alimentacion, la Academia Americana de Pediatria y el Comité
Britanico Sobre la Toxicidad de los Quimicos en Alimentos.

Con el fin de asegurar el empleo adecuado de este edulcorante, el
producto que lo obtenga debe mostrar en su etiqueta “contiene

fenilalanina”.(3,77,74)

En la actualidad aun existe la controversia con respecto a la toxicidad
y efectos adversos ocasionados por el aspartame, controversia que se va
disipando poco a poco debido a los numerosos estudios que aun se realizan
para asegurar que el consumo de los productos que contienen este
edulcorante no produciran dafio alguno al organismo. Sin embargo debe
tenerse una especial atencion para las personas con el sindrome de
fenilcetonuria y las mujeres embarazadas ya que estos podrian presentar

complicaciones por el consumo de aspartame.
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Asi pues, el empleo de edulcorantes artificiales representa una
alternativa de consumo para personas con problemas de salud (por ejemplo
en la diabetes o en la obesidad), o para aquellas personas con problemas
de consumo que deben limitar su ingestion calérica de una manera
adecuada, uno de los que mas se utiliza es el aspartame mas conocido
como Nutrasweet, no obstante a los resultados del presente trabajo deben

considerarse las limitaciones que se presentan para su empleo.



7 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos toxicos del edulcorante sintético aspartame,
administrando dosis diarias a ratas wistar y determinando parametros

bioquimicos para corroborar su seguridad en el consumo humano.

OBJETIVOS PARTICULARES
Estudiar tres concentraciones diferentes de aspartame a partir de cuatro

lotes homogéneos, de los cuales uno sera el lote control.

Evaluar y comparar los datos obtenidos para observar posibles cambios en

los resultados debido al aspartame.

Determinar si existe algun efecto agudo por el consumo del aspartame en el

tiempo de administracion.
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8 DESARROLLO EXPERIMENTAL

8.1
58 ratas wistar machos
como material bioldgico
Tubos de ensaye
Gradillas metalicas para
tubos de ensaye
Pipetas graduadas de 0.1,
1,2y 5ml
Piseta
Termdmetro
Vasos de precipitado de
250, 500 y 1000 ml
Vidrio de reloj
Probeta de vidrio 100 ml
Sonda metdlica

Jeringas de 10 ml

Material y equipo

Agujas para insulina
Pipeta Pasteur
Balanza granataria de 1
plato

Balanza granataria de 2
platos

Balanza analitica
Centrifuga de camisas
Bafio Maria
Espectrofotémetro
digital compur M 2000
CS

Celdas para

espectrofotémetro
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Reactivos
Aspartame (NutraSweet ™)
Agua destilada
Kit de bilirrubina directa Diagnosticos Delta ®
Kit de transaminasas 200
Kit para la prueba de Glucosa
Proteinas totales: Reactivo de Biuret
Solucion de NaCl 0.9%
Std. de albumina
Determinacién de albumina: Solucién de sulfatos-sulfitos
Eter etilico
Solucion de NaCl 0.9%
Reactivo de Biuret
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8.2

Procedimiento.

Se marcaron, sexaron y pesaron 58 ratas wistar para dividir en 4
lotes.

De estos 4 lotes, uno corresponde al control y los restantes a los
lotes problema que se repartiran de la siguiente forma:

o Lote Control 15 ratas

o Lote 1 14 ratas
o Lote 2 15 ratas
o Lote3 14 ratas

Los lotes problema se trataron con el edulcorante sintético
aspartame (NutraSweet ™) el cual se disolvi6 en agua a
temperatura ambiente y se administro por via oral con ayuda de
una sonda, mientras que el lote control solo bebié agua.

El aspartame se administro diariamente por un lapso de 3 meses
Al lote 1 se le administro dosis de aspartame de 300 mg/kg de
peso*

Al lote 2 se le administro dosis de aspartame de 600 mg/kg de
peso*

Al lote 3 se le administro dosis de aspartame de 1200 mg/kg de
peso*

Una vez transcurrido el tiempo de administracion, se le realizo la
puncion cardiaca a todas las ratas para obtener las muestras de
sangre.

Se tomaron 2 muestras para cada rata, la segunda muestra se
tomo 3 dias después de haberse realizado la primera muestra.

Se centrifugaron las muestras a 2500 rpm para obtener el suero
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e Se separo con cuidado el suero con una pipeta Pasteur para evitar
la hemolisis

e A partir del suero obtenido se determinaron los parametros
bioquimicos TGO (transaminasa glutamico oxalacético), TGP
(transaminasa glutamico piravica), Proteinas totales, Albumina,
bilirrubina directa y determinacién de glucosa (ver anexo).

e Las ratas se sacrificaron una vez obtenida la segunda muestra de
sangre.

e A los datos obtenidos en las pruebas bioguimicas se les realizo el
tratamiento estadistico de Analisis de Varianza (ANADEVA) y la
prueba de Tukey.

e Por ultimo se concluyo a partir de los datos analizados.

* Nota.- Justificacion de las dosis utilizadas para este experimento: Dado
que hoy en dia el consumo de alimentos dietéticos se encuentra en auge, la
mayoria de estos alimentos dietéticos son endulzados con aspartame vy
ademas las persona no suelen consumir solo un producto con este
edulcorante, sino que llegan a consumir una gran cantidad de estos
alimentos durante el dia, lo que puede ocasionar que se rebase la ingesta
diaria admitida por la OMS (40 mg/kg de peso corporal), por esta razén
decidimos utilizar concentraciones muy elevadas para nuestro experimento
(300 mg/kg, 600 mg/kg, 1200 mg/kg) y poder demostrar si a estas

concentraciones el aspartame puede producir efectos hepatotoxicos.
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Diagrama 1. Diagrama de flujo que explica el proceso que se llevo a

cabo durante la fase experimental

Se formaron cuatro lotes de ratas
wistar machos

cardiaca (se realizaron dos
muestras)

Lote control Lote 1 Lote 2 Lote 3
(15 ratas) (14 ratas) (15 ratas) (14 ratas)
Se les administro Se les administro Se les
dosis de dosis de administro dosis
aspartame de aspartame de de aspartame de
300 mg/kg de 600 mg/kg de 1200 mg/kg de
peso via oral peso via oral peso via oral
diariamente diariamente diariamente
Tres meses después, tomar
muestras de sangre por puncion

Utilizar el suero para determinar
los parametros bioguimicos
(TGO, TGP, glucosa, albimina,
proteinas totales y bilirrubinas)

Analizar los resultados




9 RESULTADOS

Tabla 5 Tabla que presenta los mg/dl de glucosa obtenidos en el
experimento de comparacion del aspartame bajo cuatro condiciones

diferentes.
Lote 1 Lote 2 Lote 3
# de rata | Control (300 (600 (1200

mg/kg) | mg/kg) mg/kg)
1 553 553 547 531
2 464 504 518 591
3 504 514 606 434
4 652 458 580 818
5 799 516 573 600
6 640 553 621 621
7 624 647 105 503
8 56 183 398 852
9 660 576 598 866
10 604 642 585 551
11 270 691 567 273
12 509 739 587 260
13 480 567
14 | — 595 554
15 ‘ = 4%

Nota: Casillas vacias debido a muerte o por hemolisis de la muestra



Concentracion de glucosa (mg/d)

Grafico 1. Resultados de glucosa obtenidos a partir del estudio de

concentraciones diferentes y un grupo control representados
graficamente para un estudio comparativo
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600 «
i3]
i3]
o m
500 -
400 +
300 -
CONTROL LOTE1 LOTEZ2 LOTE3
X=56279 (§DUmgﬂ<g) (600morky) (1200mg/kg)
X =5465 X =5237 X=5729

El cuadrado al centro de cada barra representa la media de cada lote
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Tabla 6 La siguiente tabla corresponde a los resultados obtenidos en la
determinacion de proteinas totales en g/dl bajo cuatro condiciones

diferentes en la dosis de aspartame.

Lote 1 Lote 2 Lote 3
# derata | Control (300 (600 mg/kg) (1200
mg/kg) mg/kg)

1 0.3 0.95 0.09 1.37

2 0.93 0.75 0.38 3.49

3 0.84 0.78 2.02 0.29

4 0.4 0.27 0.18 0.39

5 7.42 3.1 0.24 2.74

6 0.45 0.72 0.6 2.82

7 0.5 0.94 0.11 0.69

8 0.21 0.41 3 2.16

9 3.35 22 1.62 1.02

10 0.91 0.48 0.39 0.67

11 0.03 0.86 0.46 0.11

12 4.38 0.54 577

13 3.66 0.61

14 1.13 0.38

I 15 0.72

Nota: Casillas vacias debido a muerte o por hemdlisis de la muestra
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Concentracion de proteinas totales (g/dl)

Grafico 2. Grafico de barras de los datos obtenidos en la prueba de
proteinas totales donde se observa la distribucion de las concentraciones

y la comparacién de la media correspondiente a cada lote

3.5,
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2.5 4 -
2.0 4
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(]
1.0 4
o N
5 4
0.0 . }
CONTROL LOTET LOTE2 LOTE3
X =1.6433 (300markg) (600ma/kg) (1200mgfkag)
X=1168 X =0.8263 X =1.6079

El cuadrado al centro de cada barra representa la media del lote
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Lote 1 Lote 2 Lote 3
# de rata | Control |(300 mg/kg) | (600 mg/kg) (1200
mg/kg)
1 0.17 1.03 0.59 1.215
2 0.54 0.88 0.17 0.635
3 0.43 0.39 0.11 0.625
4 0.8 0.7 0.52 04
5 0.785 0.465 0.19 1.075
6 0.49 1.09 0.17 0.8
7 0.71 0.81 0.23 0.33
8 0.17 1.14 0.27 1.19
9 1.46 0.87 0.95 0.505
10 0.18 1.25 0.29 1.47
11 0.28 1.22 0.2 0.54
12 0.52 0.61 1.39 1.45
13 - 0.62 - 1.35
14 - 1.8
15 --e- -

Nota: Casillas vacias debido a muerte o por hemdlisis de la muestra
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Grafico 3. Grafico de barras que muestra la variabilidad de los resultados
obtenidos en la prueba de bilirrubina y la comparacién de sus medias
1.4 -

-
L]
x

=3
o
5

Concentracion de bilirrubina (mg/dl)

0.0

CONTROL LOTE1 LOTE2 LOTES

X = 054458 (300marka) (600marka) (1200maike)
X =085192 X =042333 X =008046

El cuadrado al centro de cada barra representa la media del lote
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Lote 1 Lote 2 Lote 3
# de rata | Control |(300 mg/kg) | (600 mg/kg) (1200
mg/kg)
1 1.025 4.77 1.95 4785
2 1.22 0.82 1.17 2.58
3 2.45 0.455 1.93 0.415
4 8.07 3.07 1.54 1.2
5 2.86 1.355 0.64 0.3
6 0.42 5.195 2.38 1.155
7 0.39 0.81 2.03 5563
! 8 1.5 1.46 1.1 1.665
e 142 146 3.79 162
10 1.84 2.42 1.25 0.94
11 - 0.95 1.73 1.96
12 0.915 0.63 0.6
13 . 2.69 2.46 1.35
14 - 1.54
15 o

Nota: Casillas vacias debido a muerte o por hemdlisis de la muestra



Concentracion de albdmina (g/dl)

Grafico 4. Representacion grafica en barras de los resultados obtenidos
en la prueba de albumina donde puede observarse la variabilidad
de los resultados y comparar sus respectivas medias

4.0 -
3.5+ =
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M
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CONTROL LOTE1 LOTE2 LOTE3
X =21185 (300marikg) (600marky) (1200ma/ika)
X =1.99357 X=1.73923 X =1.85885

El cuadrado al centro de cada barra representa la media del lote.



indica la actividad en U/l de la enzima bajo las cuatro condiciones diferentes
de aspartame.

Lote 1 Lote 2 Lote 3

# de rata | Control | (300 mg/kg) (600 mg/kg) (1200

mg/kg)
1 11 30 8 &4
2 15 37 35 10
3 82 38 11 15
4 20 27 19 59
5 11 14 54 33
6 18 12 8 53
7 25 3 45 12
8 10 14 78 4
9 71 48 42 12
10 21 3 60 28
11 2 46 19 12
12 12 37 27
13 59 27
14 12 13
15 ] 26 ; s

Nota: Casillas vacias debido a muerte o por hemolisis de la muestra
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Grafico 5. Grafico de barras que muestra la variabilidad en la actividad de la
enzima TGP y la comparacion de las medias obtenidas para cada lote

Actividad de TGP (U/l)

60
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40

30

20

10

CONTROL LOTE1 LOTE2 LOTE3
% =26.3333 (300mgikg) (600mgika) (1200maikg)
% =12575 % = 34,4545 % = 24.9286

El cuadrado al centro de cada barra representa la media de cada lote.
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Tabla 10

TGO (Transaminasa Glutamico Oxalacética) en U/, para un estudio

comparativo bajo condiciones diferentes en la dosis de aspartame.

Lote 1 Lote 2 Lote 3
# de rata | Control | (300 mg/kg) | (600 mg/kg) (1200
mg/kg)
1 11 7S 12 8
2 22 8 41 1
3 44 22 16 2
4 42 12 9 14
5 35 15 6 58
6 22 1 8 6
7 29 13 78 9
8 23 6 44 23
9 20 12 20 17
10 45 14 19 36
11 6 20 15 6
12 10 25 o oF
13 34 e 18
14 83 60
15 | - e

Nota: Casillas vacias debido a muerte o por hemélisis de la muestra

Los siguientes datos representan la actividad de la enzima
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Grafico 6. Gréfico en barras que muestra la variabilidad en la actividad de la

Actividad de TGO (U/l)

enzima TGO y la comparacion de las medias para cada lote

50 -
40 « I
30 - 1] I =
m
20 « S I n . m
10 « P S
G - -
CONTROL LOTE1 LOTEZ2 LOTE3
X =3043 (300malka) (600markg) (1200morkg)
X =19.42 X =2436 X =21.07

El cuadrado al centro de cada barra representa la media de cada lote.
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Se eligié un analisis unilateral de varianza, para el cual se investiga la
fuente de variacion, para probar la hipétesis nula que indica que los cuatro

tratamientos en nuestra investigacion son iguales

9.1.1 Descripcion de los datos
El tratamiento estadistico se aplico a cada parametro medido: Albumina,
proteinas totales, glucosa, transaminasas, bilirrubinas y a cada uno de los
cuatro lotes estudiados.

9.1.2 Modelo
Para cada lote se obtuvo la media, sumatoria de los valores por lote, la
media de todos los valores (los cuatro lotes). Teniendo un valor de K=4, ya
que estas son el nimero de poblaciones y un valor de significancia de

0.005
Tabla 11  Simbolos utilizados en el analisis estadistico

VALOR SIMBOLO
Valor representado por la muestra X
Media por lote UX
Gran media v}
Sumatoria por lote X
Sumatoria total ZixoT

Numero de muestras por lote

Numero por poblaciones

Nivel de significacion

Z » X| o

Total de observaciones en el

experimento

9.1.3 Formulacion de hipétesis
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ESTA TESIS NO SALK
OE LA BIBLIOTECA

Se trato de probar que la hipétesis nula que indica que todas las medias del
tratamiento o la poblacion completa son iguales, contra la alternativa de que

los miembros de al menos un par sean diferentes.
Ho: p1=p2=p3=p4 ; Donde px corresponde a las medias por lote
HA: no todas las px son iguales

9.1.4 Prueba estadistica
Suma total de cuadrados
SCtotal =(X1+ X2+ .............. +XN) = (T)?/N

Suma de cuadrados dentro de los grupos
SC dentro = Ky + X2 # oo vvvvinnin + Xn) = (Ex12/ ny + Ix2%/ np + Ix3? [ ny + Ix4?

/' ng)

Suma de cuadrados entre grupos
SCentre = (Ex12/ Ny + Ex22/ Ny + £x32/ n3 + Ex4% / ng) - (T)*I N

Cuadrado de las medias dentro de grupos
CMdentro = SCdentro / (N - K)

Cuadrado de la media entre grupos
CMenl.re = Scemre‘r {K A T)

Relacion de variancia
RV = CMEN,EI CMdenlro

Valor critico de F
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Se obtubo de la tabla G(73) , determinando alfa y los grados de libertad
siendo F = 4.98.

9.1.5 Decision estadistica
Para llegar a la decisiéon estadistica fue necesario comparar la RV con el
valor critico de F; si el valor de RV era mayor que el valor critico de F, la
hipotesis nula se rechazaba, por lo tanto se indica que las fluctuaciones en
el comportamiento del parametro analizado presentan variaciones debidas

al dosis de aspartame.

9.1.6 Prueba de DVS de Tukey
Se utilizd para probar la hipotesis nula respecto a la igualdad de todos los
posibles pares de medias del tratamiento. El nivel de significacion alfa es la
probabilidad de que una o mas hipétesis nulas sean falsas. Con este
analisis se determiné la variacion que presentaban entre si el par de lotes
comparados (lote 1-2, 1-3, 1-4, 2-3, 2-4 y 3-4)

La diferencia verdaderamente significativa se obtuvo:
DVS =q a1 k. nx * v (CMyenio / 1)
Donde n, es el valor de muestras mas pequefio entre las 2 poblaciones o

lotes comparados. El valor de q es el mismo para todos los parametros en

nuestra investigacion, teniendo q= 3.79 , obtenido de la tabla H (73).
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9.1.6.1 Diferencia entre medias

Se preparo una tabla con todas las posibles diferencias entre las medias.

Los resultados de estas diferencias se expresan en valor absoluto.

Tabla 12 Diferencias entre medias por lotes.

p1 p2 p3 p4
p1 ul-p2 [p1-p3 | pt1-p4
p2 2 -p3 | p2-p4
H3 p3 - pd
ué4
9.1.7 Decisién Estadistica Para Cada Prueba

Se probé cada hipétesis nula comparando las interpolaciones de la tabla

anterior con el valor DVS para esa misma hipoétesis, rechazando Ho si el

valor de la diferencia entre medias es mayor que el valor correspondiente de

DVS, y aceptandolo si el valor es menor que DVS.
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Tabla 13 Decisién estadistica para la prueba de Tukey
HIPOTESI DVS DECISION
S ESTADISTICA
Ho i1 =p2| Qam knk " ¥ (CMeenro/ 1) | Rechazar o no rechazar
Ho
Ho :u1 = p3| qae k nk * V(CMaenro/ M) | Rechazar o no rechazar
Ho
Ho :u1 = p4| qam k vk * V(CMgenro /M) | Rechazar o no rechazar
Ho
Ho :u2 = u3| qam k vk * Y (CMeeno/ Ny ) | Rechazar o no rechazar
Ho
Ho :p2 = p4| qamm k nk ™ V (CMgeno / N ) | Rechazar o no rechazar
Ho
Ho :u3-p4| qamknk” N (CMgyento / i) | Rechazar o no rechazar
Ho

Si una hipotesis es aceptada, se determina que los dos lotes comparados
no presentan variaciéon dentro de un valor de significancia de 0.005, esto
quiere decir que ambos lotes tienen tendencias similares dentro de los dias

de valoracion.

Por el contrario si una hipotesis es rechazada, indica que los dos lotes
comparados presentan variaciones mayores al valor de significancia 0.005,

por lo que sugiere que dicha variacién es debida a la administracion en

diferentes dosis de aspartame.




10

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Tabla 14  Analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los

resultados de glucosa

Control Lote 1 Lote 2 Lote 3
Promedio | 527.916667 546.5 523.75 572.928571
S 197.434205 | 132.619612 | 144.186196 | 184.371475
Suma 6335 7651 6285 8021

Suma de valores total = 28292

Sctotal
Scdentro
Scentre
Cmdentro
Cmentre
RV

F

=1638282.11
=69604813.2
=67966531.1
=1450100.27
=1332677.08
=0.91902409
=498

DECISION ESTADISTICA: 0.91902409<4.98 entonces Ho No se rechaza



Diferencia entre medias (Prueba de Tukey)

X1 X2 X3 X4
X1 527.916667 18.5833 | 4.166667 |45.011904
X2 546.5 22.75 26.428571
X3 523.75 [ 49.178571
X4 572.928571
Hipotesis DVS Diferencia Decision estadistica
Ho:m1=m2| 1317.490838 | 18.5833<1317.491| No se rechaza Ho
Ho: m1=m3| 1317.490838 | 4.166<1317.491 No se rechaza Ho
Ho:m1=m4| 1317.490838 | 45.011<1317.491 No se rechaza Ho
Ho: m2=m3| 1317.490838 | 22.75<1317.491 No se rechaza Ho
Ho:m2=m4 | 1219.759499 |26.428<1219.7595| No se rechaza Ho
Ho:m3=m4 | 1317.490838 | 49.178<1317.491 No se rechaza Ho

Tabla 15 Anaélisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los

resultados

de Proteinas Totales (g/dl)

Control Lote 1 Lote 2 Lote 3
Promedio| 1.64333333 1.168 0.82636364 | 1.60785714
s 2.26038747 |1.007742881| 0.95767711 | 1.61752032
Suma 19.72 17.52 9.09 22.51
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Suma de valores total = 68.84

Sctotal = 119.045631
Scdentro =316.373416
Scentre =197.327786
Cmdentro =6.591112842
Cmentre = 3.869172267
RV =0.587028679
F =498

DECISION ESTADISTICA: 0.587028679<4.98 entonces Ho No se rechaza

Diferencia entre medias (Prueba de Tukey)

X1

X2

X3

X4

X1

1.64333333

0.4753333

0.8169697

0.0354761

X2

1.168 }

0.34163636

0.43985714

X3

0.82636364 |

0.7814935

X4

1.60785714

Hipotesis

DVS

Diferencia

Decision

estadistica

Ho: m1=m2

2.808846

0.475333<2.808846

No Se rechaza Ho

Ho: m1=m3

2.808846

0.816969<2.808846

No Se rechaza Ho

Ho: m1=m4

2.808846

0.035476<2.808846

No Se rechaza Ho

Ho: m2=m3

2.808846

0.3416363<2.808846

No Se rechaza Ho

Ho: m2=m4

2.600486

0.4398571<2.600486

No Se rechaza Ho

Ho: m3=m4

2.808846

0.781493<2.808846

No Se rechaza Ho
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Tabla 16  Anélisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los

resultados

de Bilirrubinas (mg/dl)

Control

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Promedio

0.54458333

0.85192308

0.42333333

0.95607143

s

0.36787756

0.28382461

0.38829074

0.46626247

Suma

6.535

11.075

5.08

13.385

Suma de valores total = 36.075

Sctotal

Scdentro
Scentre
Cmdentro
Cmentre

RV

F =

= 9.36371765
= 88.4157225
=79.0520048
=1.88118558
=1.55003931
= 0.82396937

4.98

DECISION ESTADISTICA: 0.82396937<4.98 entonces Ho No se rechaza
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Diferencia entre medias (Prueba de Tukey)

X1 X2 X3 X4
X1 0.544583 0.30734 | 0.12125 | 0.41149
X2 0.851923 0.42859 | 0.10415
X3 0.423333 0.563274
X4 0.956071
Hipotesis DVS Diferencia Decision
estadistica
Ho: m1=m2 0.4205 0.30734<0.4205 | No se rechaza Ho
Ho: m1=m3 0.4205 0.12125<0.4205 | No se rechaza Ho
Ho: m1=m4 0.4205 0.41149<0.4205 | No se rechaza Ho
Ho: m2=m3 0.4205 0.42859>0.4205 Se rechaza Ho
Ho: m2=m4 0.4040 0.10415<0.4040 | No se rechaza Ho
Ho: m3=m4 0.4205 0.53274>0.4205 Se rechaza Ho

Tabla 17  Anélisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los
resultados
de Albimina

Control Lote 1 Lote 2 Lote 3
Promedio| 2.1195 | 1.99357143 | 1.73923077 | 1.85384615
s 2.23367466| 1.47710271 | 0.8621375 | 1.60198855
Suma 21.185 27.91 20.15 241
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Suma de valores total = 93.355
=123.064805
=909.711373
= 786.646569
=19.3555611
= 15.4244425
=0.79689979

Sctotal
Scdentro
Scentre
Cmdentro
Cmentre
RV

F

=498

DECISION ESTADISTICA: 0.79689979<4.98 entonces Ho No se rechaza

Diferencia entre medias (Prueba de Tukey)

X1 X2 X3 X4

X1 2.1195 0.125928 | 0.38027 | 0.260653

X2 1.99357143 0.254341 | 0.134725

X3 1.73923077 0.119616

X4 1.85384615
Hipotesis DVsS Diferencia Decision estadistica
Ho:X1=X2 5.27281 0.125928<5.27281 | NO SE RECHAZA Ho
Ho:X1=X3 5.27281 0.38027<5.27281 | NO SE RECHAZA Ho
Ho:X1=X4 5.27281 0.260653<5.27281 | NO SE RECHAZA Ho
Ho:X2=X3 4.62456 0.254341<4.62456 | NO SE RECHAZA Ho
Ho:X2=X4 4.62456 0.134725<4.62456 | NO SE RECHAZA Ho
Ho:X3=X4 4,62456 0.119616<4.62456 | NO SE RECHAZA Ho
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Tabla 18 Anélisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los

resultados de TGP (U/l)

Control Lote 1 Lote 2 Lote 3
Promedio| 26.33333 25.75 34.45455 2492857
s 24.15624 | 16.03476 23.50899 17.0946
Suma 395 309 379 349

Suma de valores total =1432

Sctotal =21004.92
Scdentro =171399.9
Scentre =150394.9
Cmdentro =3570.83
Cmentre =2948.92
RV =(0.825836
F =498

DECISION ESTADISTICA: 0.825836<4.98 entonces Ho No se rechaza

Diferencia entre medias (Prueba de Tukey)

X1 X2 X3 X4
X1 26.33333 0.58333 | 8.121212 | 1.40476
X2 25.75 8.704545 | 0.82143
X3 | 34.45455 9.52597
X4 | 2492857
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Hipotesis DVS Diferencia Decision estadistica
Ho:X1=X2 | 65.37823 | 0.58333<65.37823 No Se rechaza Ho
Ho:X1=X3 | 68.28534 |8.121212<68.28534| No Se rechaza Ho
Ho:X1=X4 | 60.52848 | 1.40476<60.52848 No Se rechaza Ho
Ho:X2=X3 | 68.28534 |8.704545<68.28534 No Se rechaza Ho
Ho:X2=X4 | 65.37823 | 0.82143<65.37823 No Se rechaza Ho
Ho:X3=X4 | 68.28534 | 9.52597<68.28534 No Se rechaza Ho

Tabla 19  Anélisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los

resultados de TGO (UN)
Control Lote 1 Lote 2 Lote 3
Promedio 30.42857 19.41667 [ 24.36364 | 21.07143
s 19.6653 18.3623 | 21.7682 | 18.50765
Suma 4.26 233 268 295

Suma de valores total = 1412

Sctotal =45918.77
Scdentro =177214.3
Scentre =131295.5
Cmdentro = 3691.964
Cmentre =2574.422
RV = 0.697304
F =4.98

DECISION ESTADISTICA: 0.697304<4.98 entonces Ho No se rechaza



Diferencia entre medias (Prueba de Tukey)

X1 X2 X3 X4
X1 | 30.42857 11.011903 | 6.064934 | 9.35714
X2 | 19.41667 494697 | 1.65476
X3 | 24.36364 3.29221
X4 | 21.07143
Hipotesis DVvs Diferencia Decision

estadistica

Ho:X1=X2 | 66.4779 |11.0119<66.4779| No Se rechaza Ho
Ho:X1=X3 | 69.4339 |6.06493<69.4339| No Se rechaza Ho
Ho:X1=X4 | 61.5466 |9.35714<61.5466| No Se rechaza Ho
Ho:X2=X3 | 69.4339 |4.94697<69.4339| No Se rechaza Ho
Ho:X2=X4 | 66.4779 |1.65476<66.4779| No Se rechaza Ho
Ho:X3=X4 | 69.4339 [3.29221<69.4339| No Se rechaza Ho

91



11 DISCUSION

En la actualidad aun existe la controversia con respecto a la toxicidad
y efectos adversos ocasionados por el aspartame, controversia que se va
disipando poco a poco debido a los numerosos estudios que aun se realizan
para asegurar que el consumo de los productos que contienen este
edulcorante no produciran dafio alguno al organismo.

El higado es el érgano bioquimico central del organismo, presta
diversos  servicios por absorcion, conversion, almacenamiento,
reacondicionamiento, transporte, sintesis, detoxificacién y secreciéon de una
amplia gama de materiales, y el hecho de que el higado tenga una
circulacién doble (por la arteria hepatica y la vena porta) que lo constituye
como un filtro de la mayor parte del drenaje venoso de los érganos
abdominales, esto lo lleva comprometerse de forma secundaria con muchas
afecciones que originalmente no le son propias.

Para evaluar la salud general y la salud del higado fueron empleados
los andlisis bioquimicos del higado, a partir de estas pruebas se
determinaron las concentraciones de ciertas enzimas liberadas por el

higado en la sangre, ademas de evaluar otras funciones hepaticas.

Al administrar el aspartame diariamente a los animales de
experimentacion en dosis de 300 mg/kg, 600 mg/kg y 1200 mg/kg de peso
para comprobar si este es toxico o no, hemos podido demostrar que el
aspartame podria ser inocuo para las personas (a excepciéon de aquellas
personas con el sindrome de fenilcetonuria), ya que no se presentaron
cambios significativos en las pruebas estadisticas entre el lote control y los
lotes con tratamiento en ninguno de los parametros bioquimicos aqui

estudiados.



La prueba de glucosa, en la que es determinada la concentracion de
azlcar en la sangre, un posible problema provocado por el consumo de
aspartame en las ratas no presento variaciones como puede observarse en
la grafica 1 y en la tabla 14, donde puede observarse que en la comparacion
de las medias por lote no se observaron cambios estadisticamente
significativos mientras que en la prueba estadistica de Tukey donde se
realizo una comparaciéon de los resultados obtenidos en cada lote
administrado con aspartame contra el lote control tampoco se encontro
diferencia significativa en los analisis estadisticos. Por los resultados
obtenidos podemos decir que el aspartame no provoco ningun efecto que
pudiera inducir la elevacién de la concentracién de glucosa en la sangre de

los animales de experimentacion a las concentraciones estudiadas.

En la determinacién de la concentracion de proteinas totales los
resultados son presentados en la grafica 2 de forma puntual para poder
observar la distribuciéon de todos los datos y de las medias de cada lote y
donde se puede hacer una comparacion de los resultados de las ratas en
estudio contra las ratas no tratadas o lote control. De esta grafica podemos
decir que existe variabilidad entre los resultados obtenidos en la prueba
pero no podemos asegurar si los cambios observados son significativos por
lo que tendremos que apoyarnos en los andlisis estadisticos obtenidos en la
tabla 15 donde estan representados los estudios de anélisis de varianza y la
prueba de Tukey para cada lote. El cambio que podiamos haber esperado
en caso de dafio hepatico por causa del aspartame, era el de la disminucién
de la concentracion de proteinas totales (este dato esta relacionado con el
de albumina), pero dado que la decision estadistica para las dos pruebas no
rechazan la hipotesis nula podemos asegurar que el aspartame
administrado a 300 mg/kg, 600 mg/kg y 1200 mg/kg de peso no provocaron

cambios en las concentraciones de proteinas totales en la sangre de los
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animales de experimentacion en comparacion con el lote que fue utilizado
como control ya que las medias de los lotes no cambiaron

significativamente.

Los resultados obtenidos en la prueba de bilirrubina directa son
presentados en la grafica 3 y los andlisis estadisticos en la tabla 16. En la
grafica podemos observar una gran variabilidad de los resultados en las
pruebas y se observa que las medias obtenidas en las concentraciones de
600 mg/kg y 1200 mg/kg de peso son altas en comparacion con la media
obtenida en el lote control. Al observar la decision estadistica obtenida en la
prueba de analisis de varianza de la tabla 16 nos indica que al ser
rechazada la hipétesis nula las medias no sufrieron cambios significativos
entre si, y al querer reafirmar este analisis realizando la prueba de Tukey
que es donde podemos hacer una comparacion del lote control contra cada
uno de los lotes que fueron tratados con aspartame también observamos
que no hay cambios estadisticamente significativos que nos demuestren
que haya una variacion de la concentracion de bilirrubina directa debido al
efecto del aspartame. Y aunque estadisticamente se encontrd una
diferencia significativa entre las concentraciones de el lote que fue tratado
con dosis de 600 mg/kg con respecto a los lotes tratados con 300 mg/kg y
1200 mg/kg de peso debido a que las concentraciones obtenidas fueron
mas bajas con respecto a estas dos Ultimas dosis esta variacion no es de
gran relevancia dado que la comparacién principal y de importancia es la de
el lote control (que no fue tratado de ninguna manera con el aspartame),
con lotes que si fueron tratados y estudiados con las dosis de aspartame.
Aun asi no es completamente seguro afirmar que no existe un dafio en la
funcion hepatica que haya provocado el aumento o el descenso en la

concentracion de bilirrubina en la sangre.
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Cuando se presenta una enfermedad o dafio en el higado este puede
verse reflejado en una disminucién de la concentracion en sangre de
albumina ya que esta proteina es sintetizada por el higado. Pero los
resultados obtenidos en el estudio de la concentracion de esta proteina en
la sangre de los animales de experimentacién que son presentados en la
grafica 4 y el analisis estadistico en la tabla 17 nos indican que no hay gran
variabilidad entre la comparacion de los resultados obtenidos del lote control
y los lotes en estudio de aspartame. Ya que como se puede observar en el
analisis de varianza la hipétesis nula no se rechaza lo que quiere decir que
el aspartame no provoca ninguna variacion o fluctuaciones entre los
resultados y al corroborar esto en la prueba de Tukey donde se hace la
comparacion de los resultados del lote control contra los resultados de cada
dosis estudiada (donde fue rechazada también la posibilidad de que hubiese
variaciones en los resultados provocados por las dosis de aspartame) nos
es posible asegurar que el aspartame a las dosis administradas no provoco
una funcién hepatica deficiente en la sintesis de albumina.

En las graficas 5 y 6 podemos observar los resultados de la actividad
de las enzimas TGP y TGO respectivamente obtenidos de los estudios de
sangre en los animales de experimentacion. A primera vista los datos se
pueden observar con variabilidad entre los resultados, aunque las medias
de cada lote no parecen encontrarse tan lejanas unas de otras, asi que para
asegurarnos si existen diferencias significativas entre los datos es mejor
observar los resultados en las tablas 18 y 19 correspondientes a los andlisis
estadisticos obtenidos para los resultados de TGP y TGO respectivamente.
Los resultados esperados para esta prueba es la de la elevacion de la
actividad de estas dos enzimas debido al posible dafo hepatico producido
por el aspartame en comparacion con el lote control, ya que estas son

enzimas producidas en el interior de las células hepaticas o hepatocitos y
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los niveles de estas enzimas aumentan en la sangre cuando los hepatocitos
estan danados o existe inflamacién del higado (aunque también puede
aumentar el nivele de estas enzimas por necrosis de células del miocardio,
eritrocitos o células del musculo esquelético). De acuerdo al analisis de
varianza y a la prueba de Tukey presentados en las tablas 18 y 19 donde no
se rechaza ninguna de las hipotesis y esto nos indica por tanto que entre los
datos (comparacion del lote control con los lotes tratados con aspartame) no
existe estadisticamente ninguna diferencia significativa y asi podemos
afirmar que el aspartame a las concentraciones administradas no tuvo
ningun efecto toéxico en el higado y en general en la salud de los animales

de experimentacion.
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12 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos afirmar que no hay
evidencia estadistica que nos indique que el aspartame pueda producir

efectos hepatotoxicos en las ratas.

Las dosis que fueron utilizadas en el presente trabajo (300 mg/kg,
600 mg/kg y 1200 mg/kg) son seguras para su consumo.

Es posible extrapolar los resultados encontrados en este trabajo al ser
humano, aunque no debemos olvidar las diferencias fisiologicas, dietéticas y
de habitos que existen entre ambas especies y por ello podrian observarse

cambios o diferencias en los resultados.
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13 ANEXO

Fundamentos y técnicas de las pruebas bioguimicas.

Glucosa.

La glucosa (a y b D-glucopiranosa) es un substrato hidrosoluble que
constituye el principal alimento energético de las células. Es absorbida, casi
siempre, bajo la forma de polisacaridos (almidon, glucégeno), o de
disacaridos (sacarosa, lactosa maltosa). Estas substancias son degradadas
parcialmente por la accion de la amilasa salivar y posteriormente por una
hidrolisis acida en el estdmago. Los oligosacaridos liberados por las
amilasas pancreaticas y los disacaridos intestinales en monosacaridos, de
los cuales el principal es la glucosa. La absorcion de la glucosa a nivel de
tubo digestivo es un mecanismo de transporte activo que, una vez entrado
en circulacién, se reparte entre los diferentes compartimentos: circulatorio
(sanguineo y linfatico), intestinal y tisular.

A nivel de higado y de los musculos, la forma primaria de
almacenamiento de la glucosa es el glucégeno (polimero de almacenaje).
La glucosa circulante es captada por las células de diferentes 6rganos y les
sirve de substrato energético principal (glucdlisis). En caso de necesidad
energética anormal, hay una movilizacién de glucégeno (glucogendlisis) y/o
una biosintesis de glucosa (noeglucogendlisis).

Fundamento De La Técnica:
Glucosa + O, + H,O_GOD, H,0, + Guconato

2H,0, + Fenol + 4-AF —_PQD_,Quinona + 4H,0
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Proteinas totales

El principio de la reaccion de biuret, es la siguiente: las proteinas séricas
reaccionan con sulfato de cobre en hidroxido de sodio formando un
complejo violeta de “biuret’. La intensidad del color violeta es proporcional a
la concentracién de proteina.

Bilirrubinas
La Bilirrubina en solucién neutra forma con el acido sulfanilico diazotado un

compuesto de color rojo, y en solucion alcalina de color azul.
El glucurénido de bilirrubina hidrosoluble reacciona directamente.

Transaminasa Glutamico Pirdvica y Transaminasa Glutamico Oxalacético.

TGP, es una enzima del higado, siendo este el centro de
biotransformaciones de medicamentos y otras sustancias que ingerimos, los
hepatocitos, cuando sufren de un efecto hepatotoxico se rompen liberando
las enzimas presentes en el higado (TGO y TGP) al torrente sanguineo. En
este caso no parece haber hepatotoxicidad ya que no hay cambios

significativos entre los resultados del lote control con los lotes tratados.

Las transaminasas TGO y TGP son enzimas ampliamente difundidas en el
organismo con elevada concentracion en corazén, higado, musculo
esquelético, rifidn y eritrocitos. La actividad sérica en condiciones normales
es baja y nula.

Un dafio o enfermedad en cualquiera de estos tejidos conduce a un
aumento en los niveles séricos.

En hepatitis virales y otras formas de enfermedad hepatica que involucren

necrosis tisular, predominara la actividad sérica.
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Fundamento de la técnica
La GOT cataliza la siguiente reaccion:

l-aspartato + alfa-cetoglutarato GOT glutamato + oxalacetato
La GPT cataliza la siguiente reaccion:

l-alanina + alfa-cetoglutarato GTP glutamato + piruvato

100



14 BIBLIOGRAFIA

. Aumenta el consumo de edulcorantes artificiales en E.U. (1990),
Geplacea VIli(4), 2.

. Edulcorantes sustitutivos del azicar; edulcorantes no caléricos.
(1990), Geplacea. VII(1), 1-8.

. En E.U. la FDA podria autorizar el consumo de los climatos. (1990),
Geplacea. VII(B), 2.

. Getting a product to market without approval. (1990), Food
Engineering International. 15(5), 19-20.

. http:/lwww.aspartame(NutraSweet) toxicity information center main
page.html

. Badui, D. Quimica de los alimentos. 3ed., Addison-Wesley longman,
México (1993),484-485.

. Becerro, B. Edulcorante artificial: aspartame. Alimentaria, (1990), 23-
24.

. Belitz, H.D. y Grosch, W. Food Chemistry. 2ed., Springer, Alemania
(1999), 36,37,414,415.

. Birch, G. y Lindley, G. Low-calorie products. Elsevier Applied
Sciences, Inglaterra (1988), 113-125, 151-163, 276-279.

Black, R.M. Soféa drinks with aspartame: effect on subjetive
hunger, food selection, and food intake of young adult males. (1991),
Physiology and Behavior, (49), 803-810.

Bohinski, R. Bioquimica. 5ed. Addison-Wesley Iberoamericana,
E.U.A. (1991), 520-527.

101



12. Brastock K. Serdula M.K, Marks |.S. Evaluation of reactions to
food additives; the aspartame experience. (1986), The American
Journal of Clinical Nutrition (43), 464-469.

13. Branen L., Davidson P. M., Salminen S. Food additives. Marcel
Dekker, New York (1990), 305-309.
14. Butchko, H. Seguridad del consumo de aspartame. The

Nutrasweet company, investigacion clinica y preclinica, (1990), 1-3, 5-
6.

15. Calderon, M. C. Identificacion de oportunidades para la
produccion de aditivos de bajo contenido calérico en México,
Universidad Iberoamericana, Tesina de licenciatura, México (1994),
55-59, 86.

16. http://www.caloriecontrol.org/aspartame. htmi

1 Coenders, A. Quimica culinaria: estudio de lo que loes sucede a

los alimentos antes, durante y después de cocinados. Acribia, S. A,

Esparia (1996), 45-48.

18. Concon, J. Food toxicology; Part B: Contaminants an Additives.
Marcel Dekker, E.U.A. (1998), 1249-1251, 1292, 1293,

19. Coultate, T. P. Manual de quimica y bioquimica de los
alimentos. 2ed. Acribia, Espafna (1998), 188, 189.

20. Derache, R. Toxicologia y Seguridad de los Alimentos.
Ediciones Omega, Esparia (1990), 379.

21 Diario Oficial. Aditivos para los alimentos, titulo noveno, capitulo
Unico (1988), 71, 72, 74, 77,78, 91.

22. Drummond, E. Nutrition for the food service professional. E.U.A.
(1989), 27-29.

23. European Commission. Opinién of the Scientific Committe on

Food: Update on the Safety of Aspartame. 10 December 2002, Health

and Consumer Protection Directorate-General, 34.

102



24, http://www.fda.gob

25. Fennema, O. Quimica de los alimentos. Acribia, Espafia (1993),
738-740.
26. Fernstrom,. Effects of aspartame ingestién on the carbohydrate-

induced rise in tryptophan hydroxylation rate in rat brain. (1986), The
American Journal of Clinical Nutrition (44), 195-205.

27. Fragne, J. A. La Ciencia de los Alimentos de la A a la Z. Acribia,
Espana (1990), 34.
28. Gaman, P. y Sherrington, K. The science of food; An

introduction to food science, nutrition and microbiology. 3ed.
Pergamon Press, Inglaterra (1990), 248,249,

29. Garard, |. Introductory Food Chemistry. The Avi Publishing
Company Inc., E.U.A. (1976), 134, 135, 285-287.

30. Garcia, M., Ramirez, Q. R. y Munguia, L. A. Biotecnologia
alimentaria. Limusa, México (1993), 521-523, 542-546.

31. Goerss, L., Wagner, C. y Hill, L. Acute effects of aspartame on
aggression and neurochemistry of rats. (2000), Life Sciences, (67),
1325-1329.

32. Gurney, J. G., Pagoda, J. M., Holly, E. A., Hecht, S. S., Martin,
S. P. El Consumo del Aspartame en relacién con el riesgo de tumor
cerebral en la nifiez. (1997), Journal of the Nacional Cancer Institute,
(89), No. 14.

33. Guzman, C. Edulcorantes artificiales, consideraciones sobre su
inocuidad. (1984), Alimentaria, (21), 25-27.

34. Helferich, W. Food toxicology. Editorial CRC Press, Washington
(2001), 193-197.

35, Homler, B. Properties and stability of aspartame. Food
Technology, (1984), 50-55.

36. Hughes, C. C. Guia de aditivos. Acribia, Esparia (1994), 43.



37. Jeffrey, F. Aspartame consumption in rats selectively bred for
high versus low saccharin intake. (1998), Physiology an behavior (65),
No. 2, 393-396.

38. Kamrin, M. Toxicology. Lewis Publisher, Michigan (1990), 75-
78.

39. Kullesa, J. Aspartame use by persons with diabetes. (1985),
Diabetes care (8), 415-417.

40. http://www.lahepatitis.org/transaminasas

41, Lewis, D. S., Filer, L. J., Bell, E. F., Ziegler, E. E., Tephly, T. R.

El efecto de la ingestion repetida de bebidas endulzadas con
aspartame sobre el amino en el plasma, el metanol y la cantidad de
formiato en la sangre en adultos normales. (1989), Metabolism, (38),
No. 4, 357-363.

42. Lindner, E. Toxicologia de los alimentos. 2ed. Aurubia, S.A.,
Esparia (1990), 192.

43 Mason, P. Asesoramiento Nutricional y Dietético en la Oficina
de Farmacia. Acribia, Esparia (1995), 208.

44, Mc Laren, D. La nutricién y sus trastornos. El manual moderno,
S.A. de C.V., México (1983), 218.

45, http://www.misfocus.org/aspart.htm1

46. Moler, B. Properties and stability of aspartame. Food
Technology, (1984), 50-55.

47, Montgomery. Disefio y andlisis de experimentos.
Iberoamericana, México (1991), 45-72, 650, 652.

48. Morgan, L. S. y Weinsier, R. R. Nutricion Clinica. 2ed. Ediciones
Harcourt, Espafia (2000), 30.

49, Nelson, J.K., Moxness K.E., Jensen M., Gastineau C.F.

Dietética y Nutricién: Manual de la Clinica Mayo. 7ed. Mosby/Domay
Libros, Espafia (1996), 109, 110, 159, 160, 522-525.

104



50. http://www.nerusmagazine.com/aspartame.html

51. Niesink, Introduction to havioral toxicology, food and
enviroment. CRCpress, E.U.A. (1999), 299, 300.

52, http://www.nutrasweet.com

53. Pecina, H. J. Nutricion y dieta de Cooper. 17ed. Interamericana,
México (1985), 200.

54, http://www.presidiotex.com/asparspam/FDA/fda.html

55, Rebollar, C. M. Aditivos alimentarios: Propiedades, aplicaciones
y efectos sobre la salud. Editores Mira, Espafia (1991), 123, 124.

56. Rodriguez. Enfermedades y otros riesgos asociados con el

consumo de alimentos. llustre Colegio Oficial de Veterinarias de
Ourense, Editorial Celarayn, Espana (1998), 269, 270.

57. Ronsivalli, L. y Vieira, E. Elementary Food Science. 3ed. An Avi
Book, E.U.A. (1992), 65-68.
58. Rowan, J., Shaywitz, B. A., Tuchman, L., French, J. A., Luciano,

D. Sullivan, C. M. El aspartame y la susceptibilidad a los ataques
epilépticos u otros resultados de un estudio clinico en individuos
reportados como sensibles. (1995), Epilepsia, (36), No. 3, 270-275.

59. Ryan-Harshman. Phenylalanine and aspartame fail to alter
feeding behavior, mood and arousal in men. (1987), Physiology and
behavior, (39), 247-253.

60. Schiffman, S., Buckley lll, C. E., Sampson, H. A. Massey, E. W,
Baraniuk, J. N., Follett, J. V., Warwick, Z. S. El aspartame y la
susceptibilidad al dolor de cabeza. (1987), Journal of Medicina, (317),
1181-1185.

61. Searle de México. Cronologia del aspartame. Searle and Co.
Box 1045, skokie lllinois 60076. 3,7.

105



62. Shaywitz A, Anderson GM, Novotnv EJ, Ebersole JS, Sullivan
CM, y Gillespie SM. El aspartame no tiene ningun efecto sobre los
ataques epilépticos en nifios epilépticos. (1994), Ann. Neuronal, (35):
98-103.

63. Sheule B. Introductory Foods. Editorial Prentice Hall , Columbus
Ohio (1995), 211,212.

64. Silvestre A. Toxicologia de los alimentos. Editorial Hemisferio
Sur, Argentina (1995), 240-242.

65. Spiers A.P., Sabounjjan A.L., Reiner A., Myers K.D., Wurtman

J., ¥y Schomer L.D. El aspartame: neuropsicologia y neurofisiologia de
efectos agudos y crénicos. (1998), American Journal of Clinical
Nutrition, (68): 204-215.

66. Stegink L. The aspartame store: a model for clinical testing of a
food additive. (1987), American Journal of Clinical Nutrition, (46): 204-
215.

67. http://www.sweeteners.org

68. Taylor S. Food toxicology. Editorial Marcel Dekker, Chicago,
Institute of food technologists (1989), 231-273.

69. Vega y Ledn S. Aditivos alimentarios y salud. Cuadernos CBS

No. 20, México, UAM Xochimilco, Unidad de Ciencias Biologicas y de
la Salud (1989), 17.

70. Vidaud C. Accioén, uso, analisis y toxicidad de los edulcorantes
sintéticos de empleo actual y potencial en Cuba. (1989), Alimentaria,
(26): 47, 48, 51,52.

Vi Vollmer G. Elementos de bromatologia descriptiva. Editorial
Acribia, Espana (1990), 70, 71, 250.
72. Vries J. Food safety and toxicity. Editorial CRCpress, New York

(1997), 67, 68, 129-131.

106



73. Wayne W.D. Bioestadistica: base para el analisis de las
ciencias de la salud. Limusa, México (2001), 345-347.

74. White A., Handler P., Smit E. Principios de bioquimica. Mc
Graw-Hill, México (1997), 89, 216, 248, 540, 573, 574, 606, 607, 700,
953, 954.

75. William H. y Carl K. W. Food toxicology, CRCpress, New York
(2001), 193-199.

76. Wong D. Quimica de los alimentos: mecanismos y teoria.
Acribia, Espania (1989), 295-302.

77. Yufera E. Quimica de los alimentos. Editorial Sintesis, Espana
(1998), 412, 413.

107



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Definición de Edulcorantes
	3. Aspartame
	4. Metabolismo
	5. Toxicidad
	6. Regulación Legal
	7. Objetivos
	8. Desarrollo Experimental
	9. Resultados
	10. Análisis Estadístico de los Resultados
	11. Discusión
	12. Conclusiones
	13. Anexo
	14. Bibliografía



