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La quinina y sus posibles implicaciones
toxicologicas. Analisis de aguas tonicas

en Espana

Resumen

Fundamento: La quinina es un alcaloide presente de forma
natural en la corteza de algunos arboles del género Rubia-
ceae, empleandose tradicionalmente para el tratamiento
de la malaria, convulsiones y diversas infecciones. En este
trabajo presentamos los resultados de muestras analizadas
en Espafa, tanto de la concentracién hallada como las
normas relativas a su etiquetado, asi como brevemente
las posibles implicaciones en la salud publica que tiene
la quinina.

Método: Se ha analizado el contenido de quinina en un
total de 11 muestras de diferentes fabricantes adquiridas en
tiendas locales de Espafia mediante cromatografia liquida
acoplada a la deteccion mediante fluorescencia inducida
por laser.

Resultados: El método empleado se caracteriza por su
precision, rapidez y sensibilidad. No hay una concentra-
cion homogenea de quinina en las bebidas analizadas. El
etiquetado no indica el contenido en quinina.
Conclusiones: Creemos necesario una regulacion mas
especifica y mayor informacién para los consumidores,
especialmente para ciertos grupos de riesgo.

Palabras clave: Salud publica. Quinina. Refrescos.

Summary

Background: Quinine is an alkaloid naturally occurring in
the crust of some trees of genus Rubiaceae, traditionally
used for the treatment of malaria, seizures, and various
infections. In this work we present results of samples tested
in Spain, both of the concentration found and labelling,
as well as related to the potential implications of quinine
on public health.

Methods: The content of quinine was analyzed in 11
samples of tonic waters in the Spanish market by liquid
chromatography coupled through laser induced fluorescence
detection.

Results: The method used is characterized by its accuracy,
speed and sensitivity. Quinine concentration in beverages
is not homogeneous. The labelling does not indicate the
quinine content.

Conclusions: More specific regulation is needed as well
as more information to consumers, especially for certain
risk groups.

Key words: Public health. Quinine. Soft drinks.

Introduccion

La quinina (Figura 1) es utilizada como un agente
antipalldico en el tratamiento de trastornos mus-
culares y en diversas infecciones. Debido a sus
propiedades antipiréticas, antisépticas y analgésicas;
también es un componente de diversas formulaciones
farmacéuticas, ademas de utilizarse por las industrias
cosméticas y ya de forma ilegal para adulterar cocai-
na y heroina. Los compuestos quinolinicos son una
de las familias de alcaloides mas estudiada, debido
a sus interesantes propiedades farmacoldgicas. Se
extraen de la corteza de las especies Cinchona y
Remijia, arboles del género Rubiaceae, destacando
en importancia la cinchonina, cinchonidina, quinidi-
nay quinina, representando este tltimo un 70-90%
del total'.

El consumo mas importante y extenso de quinina por
la poblacién es debido a su uso como un ingredien-
te de bebidas (agua ténica y similares), ya que su
amargura proporciona un estimulo gustativo refres-
cante. Sin embargo, el empleo de quinina en dosis
terapéuticas o excesivas puede causar un sindrome
reversible denominado cinchonismo, con manifesta-
ciones toxicas que incluyen: trastornos gastrointes-
tinales, visuales, auditivos, efectos cardiovasculares
y neuroldgicos; asi como cefaleas, confusién, coma,
ceguera e incluso psicosis?.

En términos toxicoldgicos, deberia ser evitado su
consumo por mujeres embarazadas e individuos con
trastornos hepaticos?, siendo un agente sumamente
téxico en nifos*. También se describen alergias a la
quinina e incluso shocks anafilacticos tras un Unico
consumo de agua ténica®®. Se han descrito episodios
de fototoxicidad asociados al consumo de 500 ml
de agua ténica’®. Tinnitus o aclfenos son también
efectos peligrosos de la quinina asi el consumo de
agua tonica (105 mg de quinina en 1.6 |) por pilotos
se cree que es el causante de accidentes de aviacion®
que ha traido como resultado una prohibicién del
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Figura 1.
Estructura quimica
de la quinina

\

consumo de esta bebida 72 h. antes de volar®. El
consumo de aguas ténicas y bitter lemon también
se ha establecido como causa de fallo renal agudo,
debido a las reacciones de sensibilidad!!3. Un in-
forme especial sobre los potenciales peligros para la
salud vinculado al consumo de bebidas que contienen
quinina ha sido elaborado por el BfR aleméan'*.

En cuanto a la legislacién que regula su uso alimen-
tario, no es internacionalmente homogénea. Asi, en
China no se permite afiadir quinina a los alimentos!®.
En los Estados Unidos de América su nivel en bebidas
carbonatadas debe ser menor a 83 ug I y la etiqueta
llevara una declaracion clara de su presencial®. En
Europa, la Comisién Europea ha establecido nuevas
reglas que gobiernan el etiquetado de quinina en bebi-
dasy alimentos. Asi, es necesario indicar claramente
al consumidor su presencia en la lista de ingredientes,
pero sin la necesidad de un mensaje de advertencia
de los posibles riesgos derivados de su consumo
ni su concentracion'’. Esta directiva se traspone al
ordenamiento juridico espafiol con el Real Decreto
906/2003, de 11 de julio, relativo al etiquetado de
los productos alimenticios que contienen quinina o
cafeina’®. Sin embargo, la comision reconoce que la
ingesta de quinina puede ser contraindicada para
ciertos grupos de consumidores por motivos médicos
o0 por hipersensibilidades a la sustancia. Los Estados
miembros prohibieron a partir del 1 de julio de 2004
el comercio de los productos que no cumplan con
esta directiva.

La determinaciéon de quinina en refrescos, ha sido
de interés para la comunidad cientifica, y se han
propuesto varios métodos, entre los que destacan:
la determinacion indirecta con espectrometria de ab-
sorcion atomical®, mediante sensor con transduccion
fluorescente?®, isotacoforesis con deteccion ultra-
violeta (UV) y por conductividad?!, espectrofotome-
tria?223, fluorimetria®#2®, potenciometria directa con
un electrodo de membrana de poly(vinylchloride)?6,
el uso de un sistema de flujo con optosensor y silice

C,, como sustrato?’, voltamperometria ciclica®® e
inmunoensayo?®.

En este trabajo, presentamos los resultados hallados
de la concentracién de quinina en diversas muestras
obtenidas en el mercado espafiol, mediante un método
simple, rapido y sensible para la determinacion ruti-
naria de quinina en refrescos, basado en el uso de la
cromatografia liquida acoplada a la deteccién mediante
fluorescencia inducida por laser.

Métodos

Reactivos y estandares

El hemisulfato de quinina monohidratado, acesulfamato
K, aspartamato, sacarina, benzoato de sodio, acido sér-
bico, glucosa y acido fosférico fueron suministrados por
Sigma (St. Louis, MO, USA). El acetonitrilo y metanol
fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany). El
agua deionizada y doblemente destilada fue obtenida
con un sistema Millipore (Bedford, MA, USA). Todos
los reactivos usados en la preparacion de estandares
y soluciones fueron de grado HPLC o analitico. Las
soluciones madre de quinina se prepararon en agua
destilada a una concentracion de 100 mg ml!. Las
soluciones estandar de trabajo se realizaron diariamente
mediante dilucion de la solucién madre en agua, disol-
viendo cantidades apropiadas y sonicandolas.

Meétodo analitico

El sistema analitico utilizado para determinar la con-
centracion de quinina en las muestras analizadas ha
sido descrito con detalle previamente®°. La separacion
cromatografica se realizd en una columna Synergi
Fusion-RP (50x2) mm 4 mm, con 80 A de tamafio de
poro (Phenomenex, Torrance, CA, USA), a temperatu-
ra ambiente. La fase movil utilizada consisti6 en una
mezcla de metanol-acetonitrilo-acetato de amonio
(45/15/40 v/v/v), filtrada y desgasificada (usando un
filtro de nylon de 4 mm de didmetro y 0.45 mm de
tamano de poro) 20 min en vacio. El flujo de la fase
mévil se mantuvo a 0.5 ml mint. El sistema croma-
tografrico fue acoplado al sistema de fluorescencia
inducida por laser que consiste en un generador laser,
una fuente de alimentaciéon LC500-220RC (Melles
Griot Laser Group, Carlsbad, CA, USA), y un detector
ZETALIF (Picometrics, Ramonville, France). El siste-
ma laser operé en continuo a una longitud de onda
de excitacion de 325 nm; una potencia de 15 mVy
una potencia de excitacion 8mV. Mientras que en el
detector ZETALIF los parametros de trabajo fueron:
fotomultiplicador (570 Volt), potencia (10 mW) y 2
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unidades relativas de fluorescencia (RFU, Relative
Fluorescence Units). Los datos cromatogréficos
fueron registrados con un interfaz externo Hercule-
Lite y procesados con un software de Jasco-Borwin,
ambos de JMBS Developments (Le Fontanil, Francia).

La recta de calibrado fue preparada en el intervalo de
1 ng ml'ta 100 ng ml, estimandose la relacion lineal
entre la concentracion de quinina y el area de pico
observada. El limite de deteccién (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ) son definidos respectivamente
como la sefal correspondiente a tres y diez veces el
ruido de fondo®!. La reproducibilidad y repetibilidad
del método fueron calculadas, definiéndose la repro-
ducibilidad como la mayor de las desviaciones estan-
dar (R.S.D.) para todos los niveles durante 3 dias, y
la repetibilidad como la mayor de las R.S.D. para la
misma cantidad de quinina inyectada nueve veces.

Preparacién de las muestras

Un total de 11 muestras, de diferentes fabricantes
incluyendo tonic water, tonic water light y lemon
tonic water, se adquirieron en tiendas locales de
Espana.

Se tomd 1 ml de cada refresco en un tubo eppendorf,
se desgasifico en un bafio de ultrasonidos durante
5 minutos, y posteriormente se filtr a través de un
filtro de 0.45 mm de tamafo de poro y 4 mm de
didmetro (National Scientific Company, Duluth, GA,
USA). Finalmente, 50 ul de cada muestra resultante
se diluyo con exactitud hasta 250 ml con agua en un
matraz aforado.

Estudios de interferencias
y estabilidad

Para estudiar las posibles interferencias de aditivos
comunmente presentes en el tipo de muestras
analizadas, se prepard una tonica sintética con
concentraciones conocidas de cada aditivo, corres-
pondiente al limite legalmente establecido en la
Union Europea?, disolviendo quinina (10 ng ml),
sacarina (80 mg ml?), glucosa (3%), acido fosfori-
co (150 mg ml?), acesulfamato K (350 mg ml?),
aspartamato (600 mg ml!) y benzoato de sodio (30
mg ml?) en agua. También se estudié la estabili-
dad de la quinina a temperatura ambiente (20 °C)
en soluciones estandar, aguas tonicas sintéticas y
muestras reales (n=6) durante un mes, cada siete
dias, como se describe previamente en la seccién
de preparacion de muestras.

Resultados

En las bebidas comerciales analizadas, el etiquetado
no hacia referencia a la concentraciéon de quinina.
La dilucién de la muestra fue realizada con datos
bibliograficos previos para trabajar dentro del inter-
valo de la recta de calibrado.

En el presente trabajo una sonicacién para eliminar
el CO,, filtracion y dilucién en agua son los pasos
de la preparacion de la muestra. Ni una extraccién
liquido-liquido previa® con una posterior cristalizacion
de la quinina de las bebidas?*, ni el uso de soluciones
especiales adicionadas a la dilucién de la muestra son
necesarias?®?® en este primer paso de preparacion de
la muestra.

En relacion a la especificidad del método, bajo las
condiciones cromatogréficas no se observan picos
interferentes al tiempo de retencién del analito de
interés. El método propuesto esta libre de posibles
interferencias de las sustancias presentes normal-
mente en grandes concentraciones en refrescos
comerciales.

Se estudié la estabilidad de la quinina, analizando
las muestras (soluciones estandar, muestras reales
y tonicas sintéticas) durante un mes cada 7 dias;
no observandose pérdidas en la concentracion de
quinina.

La linealidad del método fue determinada durante 3
dias, inyectando 0.005, 0.025, 0.05, 0.2 and 0.5
ng de quinina. Se construyd una recta de calibrado
en el intervalo de 1 a 100 ng ml!, repitiendo cada
inyeccion tres veces. El area del pico observado
frente a la concentracion inyectada, muestran una
buena linealidad (y= 1.1074x + 0.5489) con un
coeficiente de regresion (r) de 0.9999. El bajo ruido
de fondo, la precision del equipo y la limpieza de la
matriz de analisis, permiten tedricamente obtener
el mismo limite de deteccion (sefal-ruido = 3) y
cuantificacion (sefal-ruido = 10) en el anélisis de
quinina mediante LC-LIF. Asi, el LOD y LOQ fueron
estimados en 3.20 pg inyectados, correspondientes
a unasolucion de 0.64 ng mlL. La reproducibilidad,
definida como la mayor de las desviaciones estandar
para todos los niveles registrados en 3 dias fue de
2,1%. En el caso de la repetibilidad, se procedié a la
inyeccién de 0.05 ng de quinina (soluciéon estandar
de 10 ng ml?) nueve veces y la R.S.D. obtenida
fue de 1,8%.

Los resultados de los andlisis de muestras reales
estan resumidos en la Figura 2. Se han observado
grandes diferencias en la concentracion de quinina
en las distintas muestras de aguas ténicas.
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Figura 2.

Resultados encontrados en
las muestras analizadas

en Espafia. Muestras 1 a 9
son aguas ténicas, la 10 es
una lemmon tonic water y
la 11 una tonic water light.
Las concentraciones de
quinina estan expresadas
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Discusion

En las bebidas comerciales analizadas, el etique-
tado no hacia referencia a la concentracion de
quinina. Previamente al inicio de los analisis, se
solicité informacion a las empresas distribuidoras y
fabricantes, si bien no se obtuvo ninguna respuesta
positive en este sentido, por lo que la dilucién de
la muestra fue realizada con datos bibliograficos
previos para trabajar dentro del intervalo de la
recta de calibrado.

La Directiva 2000/13/EC33 no estipula una obliga-
cién y mencion especifica de la quinina en la lista
de ingredientes, por ser esta un agente aromati-
zante. Sin embargo, la Ultima directiva, 2002/67/
EC, pone de manifiesto que cuando se utiliza
quinina en la preparacion de productos alimenti-
cios, debe ser nombrado en la lista de ingredientes
inmediatamente tras el término de “aromatizante”.
Unicamente esta directiva hace referencia a que en
el mismo campo de visién de venta del producto
debe aparecer un mensaje “contiene quinina”
en el mismo campo de visién que el nombre del
producto. Los refrescos analizados, no cumplen
esta directiva, en relacion al etiquetado. Creemos
que es necesario que la etiqueta muestra una cla-
ra indicacion de la presencia de quinina, y seria
deseable una advertencia de los posibles riesgos
derivados de su consumo, ya que debe ser evitado
por ciertos grupos de personas con desordenes
metabolicos o hipersensibilidad a la sustancia.

El nuevo método desarrollado para el control de qui-
nina en bebidas, basado en el uso de la fluorescencia
inducida por laser, se caracteriza por su precision,
rapidez y sensibilidad. Las muestras Gnicamente
son desgasificadas, filtradas y diluidas, si bien este
paso puede ser facilmente automatizado. Los aditivos
alimentarios y otros ingredientes presentes normal-
mente en este tipo de muestras no interfieren en el
método analitico propuesto.

Los datos obtenidos muestran que no hay una con-
centracién homogenea de quinina en las bebidas
analizadas. Es posible que el consumidor adquiera
dos aguas tonicas similares en composicion, a priori,
pero con una concentracion de quinina que casi su-
pone el doble (54.02 + 0.50 mg 1y 98.74 + 1.32
mg I'1) una respecto a la otra. Dos de las muestras
analizadas no cumplirian las normas establecidas
en USA, en relacion a la concentracion maxima de
quinina, que debe ser < 83 ppm.

Esta amplia variacién puede ser debida a que no
existe una legislacién especifica en la Union Europea
sobre su concentracién maxima permitida, y es obvio
que los consumidores habituales de aguas ténicas lo
hacen por su sabor amargo, ya que una mayor con-
centracion del alcaloide produce mayor estimulacién
gustativa, y quizas mayor dependencia.

Creemos necesario una regulacion mas especifica y
mayor informacion para los consumidores, especial-
mente para ciertos grupos de riesgo. El etiquetado no
solamente debe informar de la presencia de quinina,
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si no también de su concentracion y de sus potencia-
les riesgos para la salud.
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