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Resumen

Introduccion: las bebidas refrescantes son cada vez
mas consumidas por la sociedad. Estan compuestas por
una gran variedad de sustancias, de las cuales algunas,
si se consumen en dosis altas y con elevada frecuencia,
pueden provocar efectos negativos.

Objetivos: determinar la concentracion de cafeina y
quinina para comprobar si sus niveles se encuentran por
debajo de los maximos permitidos por la reglamentacion
técnico-sanitaria vigente y calcular la contribucion a la
ingesta dietética obteniendo la Ingesta Diaria Estimada.

Método: se analizaron las concentraciones de cafeina y
quinina en las principales marcas comerciales de refres-
cos, usando para ello la técnica de cromatografia liquida
de alta resolucién.

Resultados: se obtuvieron concentraciones para todas
las marcas analizadas, que permitieron estimar la media
en cada una.

Conclusiones: se ha observado que en ningtn caso se
superan las concentraciones maximas y que la contribu-
cion a la ingesta no genera aparicion alguna de reaccién
adversa.
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CAFFEINE AND QUININE IN SOFT DRINKS;
CONTRIBUTION TO THE DIETARY INTAKE

Abstract

Introduction: soft drinks are becoming increasingly
consumed by society. They are composed by a great va-
riety of components, some of which can produce adverse
effects if they are frequently consumed in high levels.

Objectives: determine caffeine and quinine concentra-
tion to prove that those concentration levels are lower
than the legal limits allowed and calculate the contribu-
tion to dietary intake to obtain the Estimated Daily In-
take.

Methods: levels of caffeine and quinine of the main
brands of soft drinks were analyzed using High-Perfor-
mance Liquid Chromatography technique.

Results: concentrations were obtained for all brands,
and the medium level was estimated.

Conclusions: it has been observed that in any case
the maximum concentration limits are exceeded and the
contribution to dietary intake doesn’t mean adverse re-
action.

(Nutr Hosp. 2015;32:2880-2886)
DOI:10.3305/nh.2015.32.6.9714

Key words: High Pressure Liquid Chromatography. Ca-
[feine. Quinine. Soft drinks.

Abreviaturas

CLAR: Cromatograffa Liquida de Alta Resolucidn.

FDA: Food and Drug Administration.

GRAS: Generally Recognise As Safe.

IDE: Ingesta Diaria Estimada.

IDA: Ingesta Diaria Admisible.

MAGRAMA: Ministerio de Agricultura, Alimenta-
cién y Medio Ambiente.

AECOSAN: Agencia Espaifiola de Consumo, Segu-
ridad Alimentaria y Nutricion.



Introduccion

Las bebidas refrescantes son todas aquellas “bebi-
das analcohdlicas, carbonatadas o no, preparadas con
agua de consumo humano, aguas preparadas, agua
mineral natural o de manantial (en lo sucesivo agua),
que contengan uno o mds de los siguientes ingredien-
tes: anhidrido carbonico, azicares, zumos, purés, dis-
gregados de frutas y/o vegetales, extractos vegetales,
vitaminas y minerales, aromas, aditivos autorizados u
otros ingredientes alimenticios”'. La mayor parte de
su composicién es agua, teniendo un bajo valor nu-
tricional que se corresponde con el aportado por los
hidratos de carbono (20-40 kcal/100 ml), y que es, en
las bebidas light, mucho menor?.

El consumo de estos productos por la poblacién es
habitual, tanto en el hogar como fuera de él, siendo de
las bebidas mds demandadas por el consumidor. En las
dltimas décadas, se ha visto un ligero aumento en el
consumo de bebidas refrescantes y gaseosas, pasando
de una media (teniendo en cuenta datos de consumo
en el hogar y extradoméstico), en 1987, de 57 La 66 L
en 2007°. Segiin datos procedentes del MAGRAMA*
(Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente), en 2006, la media nacional de consumo de
bebidas refrescantes fue de 37,2 L/persona y afio en
el hogar y de 59,2 L si se afiade el extradoméstico’,
posteriormente, en 2013 se estimd un valor per cdpita
de 42,71 L en el hogar a nivel nacional, siendo para
Canarias de un 48,12 L°. A partir de estos datos, se ha
observado también que las bebidas refrescantes mads
demandadas son los refrescos de cola (22,05 L a ni-
vel nacional y 19,15 L en Canarias), los cuales suelen
contener cafeina. Esta se usa como aromatizante para
dar sabor y olor a las bebidas, al igual que la quinina
se utiliza en las ténicas, aunque el consumo es menor
(0,67 L a nivel nacional y 0,59 L en Canarias). Ambas
sustancias han sido objeto de estudio y evaluacién to-
xicoldgica, estableciéndose limites seguros para su uso
en la industria alimentaria y para la ingesta por parte
del consumidor.

Dado que los refrescos y las ténicas son productos
habituales en nuestra dieta es importante conocer sus
niveles de cafefna y quinina para comprobar que no
superan los Iimites establecidos, asi como para estu-
diar la exposicidn de la poblacién a estas sustancias
mediante la ingesta dietética.

Cafeina

La cafeina es un alcaloide natural (1, 3, 7 trimeti-
Ixantina) de sabor amargo, que se encuentra en hojas,
frutos y semillas de un amplio grupo de plantas como
los granos de café y cacao, el mate, el guarand, las ho-
jas de té, las nueces de cola, etc’. Ademds de su presen-
cia en muchas bebidas hechas a partir de componentes
naturales, como los ya nombrados, la cafeina, es una
sustancia usada en la industria alimentaria, principal-

mente, como aromatizante para aportar sabor y olor a
los refrescos de cola.

Las bebidas con cafefna son consumidas diariamen-
te, no solo por el atractivo que causan para muchos
consumidores sino también por los efectos estimu-
lantes que produce (disminuye la sensacién de fatiga,
combate la somnolencia, etc.)’.

Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria
ha sido calificada por la Food and Drug Administra-
tion (FDA)? como sustancia GRAS (Generally Recog-
nized As Safe), es decir, que bajo las condiciones de
uso habituales es segura. A pesar de ello, la UE, en el
Reglamento (CE) 872/2012 de 1 de octubre’, establece
un limite maximo de cafefna en bebidas refrescantes
de 150 mg/L.

Una vez ingerida, la cafeina, se distribuye a la ma-
yoria de los tejidos del organismo, incluyendo el ce-
rebro'®. Como ya se ha comentado, provoca una es-
timulacién del sistema nervioso que puede resultar
beneficiosa, no obstante, un exceso en la dosis (mds de
500-600 mg diarios) puede producir reacciones adver-
sas como nerviosismo, ansiedad, irritabilidad, insom-
nio, dolor de cabeza, taquicardia, arritmia y problemas
gastrointestinales''. Se ha estimado una dosis mortal
media de 10 g de cafeina para adultos'*!".

Ademas, la cafeina también tiene efectos a largo pla-
7o que han sido y son objeto de estudio. En este senti-
do se ha intentado asociar su consumo con un aumento
del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares,
y aunque se ha demostrado su relacion con la hiperten-
sién, no se han encontrado evidencias significativas de
su influencia en enfermedades de tipo coronario'®!'"!?
y, en general, parece que un consumo moderado (<400
mg/dfa) no afecta a la salud cardiovascular!'. Por otra
parte, se ha observado cierta relacién con la osteopo-
rosis, asi como con efectos adversos en mujeres emba-
razadas'®!!12,

En cuanto a la relacion entre la exposicion de cafei-
na con la carcinogenicidad, ha sido estudiada como un
factor de riesgo para el cdncer de vejiga, ovarios y pan-
creas, y como factor protector para el de colon y recto,
aunque en ambos casos sin haberse podido demostrar
estas asociaciones'?.

Se ha sefialado también un efecto preventivo de la
cafeina frente a algunas enfermedades como la diabe-
tes y el Parkinson'®!? aunque, también sin conclusio-
nes claras.

Quinina

La quinina es un alcaloide que se obtiene de la cor-
teza de drbol de la quina (Cinchona officinalis), perte-
neciente a la familia de las Rubidceas. Ha sido utili-
zada de forma terapéutica contra infecciones como la
malaria, y también como aromatizante en las ténicas
refrescantes por su sabor amargo, siendo esta la ma-
yor fuente de quinina en la dieta’. La Unién Europea
establece en el Reglamento (CE) n° 872/2012 de 1 de
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octubre un limite mdximo de presencia en bebidas re-
frescantes de 100 mg/L°.

La quinina en dosis excesivas (>1g/dfa) puede dar
lugar alergias, e incluso a un sindrome reversible cono-
cido como “cinchonismo” que produce efectos como
problemas gastrointestinales, visuales (visién borrosa,
ceguera, etc.), auditivos, cardiovasculares (arritmias,
hipotension, etc.), neuroldgicos (psicosis, confusion,
etc.), vértigo y dolores de cabeza entre otros'*!*. Tam-
bién se ha asociado con trastornos renales' o con abor-
tos y defectos de nacimiento por su consumo durante
el embarazo'®. Se ha estimado una dosis mortal de 8 g
por dia, o 140 mg/kg de peso corporal para adultos'.

Objetivos

— Determinar la concentracién de la cafeina y qui-
nina mediante Cromatografia Liquida de Alta Re-
solucion, fijando las condiciones instrumentales
de medida.

— Comparar las concentraciones obtenidas con las
fijadas por la Reglamentacion Técnico Sanitaria
vigente.

— Calcular la Ingesta Diaria Estimada (IDE) de
cada sustancia.

Métodos

Para la determinacion del contenido en cafeina y
quinina, se analizaron muestras de bebidas refrescan-
tes de marcas conocidas en el mercado. Cada muestra
corresponde a un envase del producto estudiado, sien-
do el valor obtenido el procedente de la media de tres
determinaciones. Se obtuvieron, en total, 10 resultados
para cada aditivo en cada marca de refresco.

Las marcas estudiadas para la determinacién de ca-
fefna fueron: Coca cola, Pepsi cola, Coca cola light y
Pepsi cola light. Para la quinina se escogieron: Agua
Toénica, Nordic Mist y Ténica Schweppes.

Material

— Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién Shi-
madzu con detector de vis-uv de longitud de onda
variable. Columnas para fase reversa yBondapak
C,, de 10 ym, 125 A y 3,9 x 300 mm.

— Ultrasonidos Penta.

— Potenciometro y electrodo de pH Orion modelo
SA 720

— Equipo de filtracién a vacio Sartorius y filtros
de acetato de celulosa de 0,45 ym de tamafo de
poro.

— Filtros estériles de acetato de celulosa Minisart,
de 0,20 ym de tamafio de poro.

Reactivos

— Tampdén fosfato SmM a pH 2 para cafeina: se
prepara pesando 30 mg de PO, H_K que se disuel-
ven en 200 ml con agua Milli-Q. En un matraz
aforado de 1L se afiaden 175 mL de la disolucién
anterior junto con 85 mL de dcido sulfirico; se
completa el volumen con agua Milli-Q. Segui-
damente se ajusta el pH a 2 por adicién de un
volumen adecuado de hidréxido sédico.

— Tampon fosfato 2% a pH 2,5 para quinina: se
pesa la cantidad suficiente para obtener 1L de
disolucion y se ajusta el pH a 2,5 con hidréxido
sédico.

— Agua Milli-Q: filtrada a través de filtro de 0,45

pum de tamafio de poro.

Acido sulfiirico Merck de calidad para andlisis.

Hidréxido sédico Merck de calidad para andli-

sis.

Acetonitrilo Merck de calidad para andlisis.

Metanol Merck de calidad para andlisis (s6lo en

el caso de la cafeina).

Disolucion patrén de cafeina de 150 mg/L

— Disolucioén patrén de quinina con 100 mg/L.

Condiciones cromatogrdficas

Las condiciones cromatogréficas se recogen en la
tabla I.

Procedimiento

Tras su preparacion, la fase mévil, fue filtrada a
través de filtros de 0,45 ym de tamafio de poro y des-
gasificada con ultrasonidos.

Las muestras se prepararon desgasificando en ul-
trasonidos una cantidad aproximada de 5-10 mL de
cada bebida, previamente homogenizada por agita-
cion, que posteriormente se filtrd a través de un filtro

Tabla I
Condiciones cromatogrdficas.
Fase movil Flujo Longitud de onda
Cafeina Tampon fosfato 5 mM a pH 2- Acetonitrilo-Metanol (70/17,5/12,5) 1 ml/min 254 nm
Quinina Tampdn fostato 2% a pH 2,5 - Acetonitrilo (70/30) 0,5 ml/min 250 nm
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de tamafio de poro de 0,20 gm. El volumen de mues-
tra inyectado fue de 20 pl para la determinacion de
cafeina y de 10 pl para la determinacion de quinina.
Paralelamente, se construyd una curva de calibrado
de concentraciones conocidas de cafeina y quinina.

La concentracion de sustancia se calculé mediante
el cociente entre la cantidad de aditivo (ng) indicada
en el cromatograma y el volumen de muestra inyec-
tado.

Por otro lado, para el cdlculo de la ingesta de ca-
fefna y quinina a partir de estas bebidas, se obtuvo
la IDE (Ingesta Diaria Estimada) a partir de diversos
datos de consumo.

Resultados
Cafeina

Los resultados obtenidos en la cromatografia
muestran que los niveles de cafeina, en ningun caso,
superan el limite legal de 150 mg/L. La mayor con-
centracién media para las bebidas analizadas se ha
encontrado en la Coca-Cola Light (138 mg/L) y la
menor en la Coca-Cola normal (90,6 mg/L), siendo el
valor medio global, de 114 mg/L. Los valores de ca-
feina encontrados, en las cuatro bebidas analizadas,
se ordenan de mayor a menor de la siguiente manera:

Coca-Cola light > Coca-Cola >
> Pepsi-cola > Pepsi-cola light

Aunque la variacién entre las muestras es peque-
fia, se puede apreciar una diferencia entre las bebi-
das normales y las de tipo light, en las que se de-
tectan las mayores concentraciones. A continuacion
se muestran los valores obtenidos para cada refresco
(Tabla II).

Al comparar estos resultados con los obtenidos
por otros autores se han encontrado tanto similitudes
como diferencias.

Mediante CLAR, Tyler'” hallé concentraciones si-
milares a las obtenidas en este estudio para las bebi-
das de tipo light, aunque con gran variacion en aque-
llas no light, para las que obtuvo dos valores muy
diferentes (32 y 99 mg/L). Usando la misma técnica,

Tabla IT
Niveles de concentracion media de cafeina
en las bebidas analizadas (mg/L).

Argoudelis'® analiz6 las bebidas de cola light y en-
contrd valores que aunque son inferiores, se aseme-
jan a los presentados anteriormente.

Por otro lado, las concentraciones que se han ob-
tenido son cercanas a las encontradas, por Jailson de
Andrade et al.’®, (también mediante CLAR), para la
Coca-Cola normal y light. Son similares también las
cantidades de cafefna indicadas por Chou y Bell” en
el caso de la Coca-Cola normal.

En el caso de Mumin et al.?', la concentracion re-
sultante del andlisis en Pepsi-cola (101 mg/L) fue
muy parecida a la de este estudio (102 mg/L). Mds
recientemente, Sancho Cubero®® obtuvo niveles que
tanto para las bebidas light como para las de cola
normal, superan a las concentraciones halladas en las
muestras de este estudio.

Por otra parte, Lau et al.**, compararon en su estu-
dio las concentraciones de cafeina halladas mediante
dos técnicas diferentes, CLAR y espectrofotometria
obteniendo resultados similares con ambas. Las con-
centraciones de cafeina que obtuvieron son similares
a las de este estudio en la Coca-Cola, e inferiores a
las de Pepsi-cola, tanto en las de tipo light como en
las normales.

Usando electroforesis capilar Walker er al.*, reali-
zaron andlisis en bebidas de cola, obteniendo cantida-
des superiores en la Coca-Cola light e inferiores en la
Pepsi-cola normal (Tabla III).

Ingesta de cafeina

No existe una Ingesta Diaria Admisible (IDA),
pero se puede calcular una Ingesta Diaria Estimada
(IDE) en funcioén de los datos de consumo. Dado que
la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Ali-
mentaria y Nutricion (AECOSAN) no aporta datos de
consumo sobre bebidas refrescantes, serdn emplea-
dos, para el cdlculo de la IDE, los proporcionados por
el MAGRAMA a nivel de Canarias. Segtin éstos, el
consumo anual per cdpita de refrescos de cola seria
aproximadamente, 19,15 L/afio, es decir, 0,0525 L/
dia. Siendo la concentracion media hallada para las
bebidas de cola de 114 mg/L, la IDE para esta sustan-
cia serfa de 5,98 mg al dia.

Por otra parte, y teniendo en cuenta la misma con-
centracién media, se puede estimar que una persona
al consumir una lata de 330 ml de refresco de cola,
ingiere 37,6 mg de cafeina. Como se puede apreciar,
esta cantidad es muy inferior a la dosis diaria de ca-
feina que puede provocar efectos adversos (500-600
mg al dfa).

Bebidas Cafeina (mg/L+c) Intervalo (mg/L)
Coca-Cola 90,6+1,08 94,5 -97.5 ..
Quinina

Coca-Cola light 138+1,81 135 -140
Pepsi-cola 102+0.97 101 - 104 Los r}iveles de quinina encoqtradgs en las beb@das

. . son, al igual que en la cafeina, inferiores a lo estipu-
Pepsi-cola light 118+3,00 114-123 lado legalmente (100 mg/L). El mayor valor se en-
Cafefna y quinina en bebidas refrescantes; Nutr Hosp. 2015;32(6):2880-2886 2883

contribucion a la ingesta dietética



Tabla ITI

Recopilacion de datos analiticos sobre cafeina

Referencia bibliogrdfica Técnica analitica Tipo de bebida Con;:;;t/}zz)ci()’n
Argoudelis, 1984 CLAR Bebidas light de cola 108 y 124
Tyler, 1984 CLAR Bebidas a base de cola 32,0y 99,0
Tyler, 1984 CLAR Bebidas light de cola 95,0y 130
Lau et al., 1992 CLAR Pepsi-cola y Coca-Cola 74,7y 93,2
Lau et al., 1992 CLAR Pepsi-cola light y Coca-Cola light 76,8y 125
Lau et al., 1992 Espectrofotometria de segunda derivada Pepsi-cola y Coca-Cola 75,0y 95,4
Lau et al., 1992 Espectrofotometria de segunda derivada  Pepsi-cola light y Coca-Cola light 78,0y 129
Jailson de Andrade et al., 1995 CLAR Pepsi-cola y Coca-Cola 65,7y 97,1
Jailson de Andrade et al., 1995 CLAR Pepsi-cola light y Coca-Cola light 62,8y 117,1
Walker et al., 1997 Electroforesis capilar Pepsi-cola y Coca-Cola 98,6y 92,9
Walker et al., 1997 Electroforesis capilar Coca-Cola light 146,48
Munmin, A. et al., 2006 CLAR Pepsi-cola y Coca-Cola 101y 130,5
Chou y Bell, 2007 CLAR Pepsi-cola y Coca-Cola 109,6 y 95,5
Chou y Bell, 2007 CLAR Pepsi-cola light y Coca-Cola light 1034y 1304
Sancho Cubero, 2013 CLAR Pepsi-cola y Coca-Cola 113,3y 103,2
Sancho Cubero, 2013 CLAR Pepsi-cola light y Coca-Cola light 131,65y 142,05
Este estudio CLAR Pepsi-cola y Coca-Cola 102y 96,0
Este estudio CLAR Pepsi-cola light y Coca-Cola light 118y 138

contrd en el agua ténica (78,9 mg/L), siendo el valor
medio global 64,7 mg/L. De mayor a menor, las con-
centraciones halladas en las bebidas se ordenan de la
siguiente forma:

Agua ténica > Ténica Schweppes > Nordic Mist

Otros autores han aportado datos sobre la quinina en
bebidas refrescantes, como es el caso de Feds Sanchez
et al.”, quienes mediante cromatografia liquida obtu-
vieron un intervalo de valores que oscil6 entre 54,02
y 98,74 mg/L, y que es similar a los obtenidos en este
estudio, al igual que en el trabajo de Tzanavaras et al.”,
(Tabla IV).

Por otra parte, Kral y Sontag? usaron tanto CLAR
como el método espectrofluorimétrico para comparar

Tabla IV
Niveles de concentracion media de quinina en las
bebidas analizadas (mg/L)

Bebidas Quinina (mg/L+c) Intervalo (mg/L)
Agua tonica 78,9+1,60 77,2-179,9
Nordic Mist 55,0+2,07 52,1 -58,0
Ténica Schweppes 60,3+1,60 58,4 - 63,1

las concentraciones de quinina. Sus resultados fueron
similares a los de este estudio, sin apreciar gran varia-
cién entre las dos técnicas probadas. Valenti?” analizé
quinina en distintos tipos de tdnicas, y aunque lo realizé
mediante CLAR, los niveles que obtiene son inferiores
a los antes presentados (36,7-52,6 mg/L). Del mismo
modo, son menores las concentraciones indicadas por
Reijenga er al®, las cuales fueron halladas por isota-
coforesis.

Se asemejan mds los resultados aportados por Gar-
cia? mediante espectrofotometria, asi como los de Sa-
manidou et al.', que varian entre 61 y 66 mg/L. Beljaars
y Koken® comparan este método con la fluorodensito-
metria, siendo mds similares a los de este estudio las
cantidades obtenidas por espectrofotometria (Tabla V).

Ingesta de quinina

Al igual que en la cafeina, no hay una IDA estable-
cida para la quinina, pero se ha calculado una IDE. De
acuerdo a los datos del MAGRAMA, el consumo de
las bebidas ténicas en las Islas Canarias es, aproxima-
damente, 0,59 L/persona y afio, es decir, 0,0016 L/dia
per cdpita. Como la concentracion media de quinina en-
contrada es de 64,7 mg/L, la IDE para esta sustancia es
de 0,10 mg.

2884 Nutr Hosp. 2015;32(6):2880-2886
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Tabla IV
Recopilacion de datos analiticos sobre quinina

Referencia bibliogrdfica Técnica analitica Tipo de bebida C()n(c:;t/rLa)cio’n
Beljaars y koken, 1973 Fluorodensitometria Ténica 19,2-94.3
Beljaars y koken, 1973 Espectrofotometria Ténica 50,9-89,9
Feds Sdnchez et al., 2008 Cromatografia liquida con fluorescencia inducida por ldser Ténica 54,02-98,74
Kral y Sontag, 1982 CLAR Bebidas (sin especificar) 29,0-74,4
Kral y Sontag, 1982 Fluorimetria Bebidas (sin especificar) 28,0-73.0
Reijenga et al., 1985 Isotacoforesis Tonica 39,0-52,0
Valenti, 1985 CLAR Ténica 36,7-52,6
Garcia, 1989 Espectrofotometria Tonica 74,9
Samanidou et al., 2004 CLAR Ténica 61,6-66,8
Tzanavaras et al., 2013 CLAR Tonica 37,4-94,3
Este estudio CLAR Ténicas 55,0-78,9

La cantidad de quinina ingerida por una persona al
consumir una lata de ténica de 330 ml serfa, por tanto,

bebidas refrescantes. Boletin Oficial del Estado, de 19 de mayo
de 2011; (119): 50089-50093.

. . . . 2. Base de Datos Espafiola de Composicién de Alimentos [In-
de 21’.35 mg, siendo necesario mds de 1 g/dia para que ternet] 2015[citado 7 Mar 2015] Disponible en: http://www.
la dosis tenga efectos adversos. bedca.net/bdpub/index.php.

3. Martin Cerdefio VI (2008). Evolucion de los hdbitos de compra

y consumo en Espafia: 1987-2007, dos décadas del panel de

. consumo alimentario. Distribucion y consumo (100): 208-239.
Conclusiones 4. Martin Cerdefio VJ (2007). Consumo de agua, refrescos, zu-
mos y cerveza. Principales caracteristicas. Distribucion y con-

— Elintervalo de concentraciones encontrado ha sido sumo (93): 118-131.
de 90,6 y 138 mg/L para la cafeina, y de 55,0 y 5. European Food Safety Authority- Panel on Dietetic Products,
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