
1. In tro duc tion

Denatonium ben zo ate (BD) was first syn the sised in 
1958 by chem ists from McFarlan Smith (Scot land),
while look ing for a new lo cal an al ge sic which would
be suit able to re place lidocaine [5]. As a re sult, a new
sub stance with an ex tremely bit ter taste (hence the
trade name Bitrex) and very good sol u bil ity in wa ter,
al co hol and other sol vents, was ob tained (Fig ure 1). 

BD is not a very toxic sub stance (oral LD50 is within
range 485–740 mg/kg of body weight for rats) [3]. That
is why it can be added to a wide range of do mes tic
chem i cals, pes ti cides, wind screen washer flu ids and
car an ti freeze [3, 5]. But BD’s most wide-spread use is
as a denaturant: an ad di tion to al co hol, mak ing it un fit
for con sump tion - hence the name “denatonium”. Ac -
cord ing to the man u fac turer, ad di tion of Bitrex should
com prise be tween 0.001 and 0.01%. How ever, pro -
duc ers of eth a nol most fre quently add it in amounts
lower than rec om mended [2, 4]. Thus, it has be come

nec es sary to elab o rate sen si tive meth ods of de ter mi na -
tion of Bitrex in al co hol. Pro ce dures pub lished so far
are based on UV spectrophotometry [1] and HPLC [2,
4], as well as cap il lary elec tro pho re sis [6] cou pled
with UV de tec tor, where UV wave lengths of 210 and
214 nm (non-spe cific for BD) are used for de ter mi na -
tion of Bitrex (the spe cific max ima of UV ab sorp tion
by BD are at wave lengths 261 and 268 nm). This en -
sures sat is fac tory lim its of de tec tion but low spec i fic -
ity of anal y sis.

Prob lems of Fo ren sic Sci ences 2005, LXIII, 270–274

DETERMINATION OF DENATONIUM BENZOATE (BITREX)
IN ALCOHOLIC PRODUCTS BY LC-APCI-MS    

Grzegorz BUSZEWICZ, Krzysztof BAÑKA, Ro man M¥DRO

Chair and De part ment of Fo ren sic Med i cine, Med i cal Acad emy, Lublin

Ab stract
The pa per pres ents a pro ce dure of de ter mi na tion of denatonium ben zo ate (BD, Bitrex) dis solved in eth a nol us ing the
LC-APCI-MS tech nique. In Po land “waste al co hol” can be sold le gally but only af ter de na tur ation by Bitrex. A spe cial de cree of
the Min is try of ag ri cul ture in 2001 or ders ad di tion of BD at a con cen tra tion of at least 0.3 g for ev ery 100 litres of al co hol. How -
ever, de vi a tions from this norm and il le gal dis tri bu tion of pure al co hol as “dis in fec tion liq uid” have been re ported. Ac cord ing to
in dus trial norms such liq uid should con sist of al co hol con tam i nated by Bitrex, but it of ten turns out to be al co hol of a very high
pu rity.

Key words 
Denatonium ben zo ate; De na tured al co hol; LC-APCI-MS.

Re ceived 12 De cem ber 2005; ac cepted 30 De cem ber 2005

© by the Institute
of Forensic Research

ISSN 1230-7483 

Fig. 1. Chem i cal struc ture of Bitrex.



Bitrex was in cluded in the de cree of the Pol ish Min -
is try of Ag ri cul ture of June 18, 2001, as one of 72 per -
mit ted sub stances for the de na tur ation of al co hol.
Ac cord ing to this de cree, BD should be added at a con -
cen tra tion of at least 0.3 g/100 l (3 µg/ml), which means
that there are prod ucts on the mar ket based on waste al -
co hol (de na tured al co hols, sol vents, micro bicides) con -
tain ing only Bitrex at an ex tremely low con cen tra tion as 
a denaturant. This fact has made it nec es sary to de velop
a method of BD de ter mi na tion that is not only spe cific
but also very sen si tive, in or der to al low stan dard cer tif i -
ca tion of prod ucts con tain ing BD.

2. Ma te ri als and meth od ol ogy

2.1. Ma te ri als and re agents

8 sam ples of “dis in fec tion fluid” and 4 al co holic
liq uids (de na tured al co hol) were ana lysed. The sam -
ples were di luted 1:1 (v:v) and 1:10 (v:v) re spec tively
with acetonitrile and then pu ri fied us ing 13 mm/0,2 µm
sy ringe fil ters (Alltech, Ger many). BD quan ti ta tive
stan dards were pre pared from 10 mg weighed sam ples
of crys tal line denatonium ben zo ate (Sigma-Aldrich,
Ger many). Acetonitrile of gra di ent grade was ob tained
from Riedel de Haen, Ger many, wa ter of HPLC grade
pu rity, for mic acid and am mo nium formate of MS pu -
rity were ob tained from Fluka, Swit zer land.

2.2. LC-APCI-MS anal y sis

Anal y sis was car ried out us ing a Thermo Elec tron
Cor po ra tion Sur veyor liq uid chromatograph (San Jose,
USA) fit ted with a qua ter nary pump, autosampler and
cou pled with an Ad van tage Max mass spec trom e ter
op er at ing in at mo spheric pres sure chem i cal ion is ation
(APCI) mode. A Merck Purospher RP-18e (5 µm)
125 ´ 3 mm col umn was used. For HPLC, the fol low -
ing gra di ent was used with sol vent A (Acetonitrile)
and sol vent B (25 mM am mo nium-for mic buffer,
pH 4,5): 0–10 min, A lin ear 15% to 60%; 10–33 min,
A lin ear 60% to 100%; at a to tal flow of 0.4 ml/min.
A mo bile phase with gra di ent of the fol low ing com po -
si tion was used: ACN (15% to 60% for 10 min and
then 60% to 100% for 23 min) – 25 mM am mo nium
for mic buffer, pH 4.5, flow rate 0.4 ml/min. The fol -
low ing pa ram e ters for APCI-MS anal y sis were used:
vapor iser tem per a ture: 480°C, gas flow: 65 l/min, shield
gas flow – 4 l/min, co rona cur rent – 4.5 µA, cap il lary
tem per a ture – 220°C, cap il lary volt age – 3 V. De tec -
tion was per formed in full scan mode (m/z range 50–
560). Re sults were col lected and in ter preted by

X’Calibur soft ware. Char ac ter is tic ions were cho sen
with m/z = 325, 233, 176 and 164. Cal i bra tion was per -
formed for an ion with m/z: 325. A Cal i bra tion curve
was con structed us ing 7 ex per i men tal points (10, 25,
50, 100, 250, 500 and 1000 ng/ml of BD in Aceto -
nitrile so lu tion). Limit of de tec tion (LOD) and limit of
quantitation (LOQ) were de ter mined by check ing the
sig nal to noise (S/N) ra tio. For LOD, the S/N ra tio
was 3, and for LOQ, the S/N ra tio was 10.

3. Re sults and dis cus sion

The achieved LOD was 25 ng/ml and LOQ 50 ng/ml.
Chromatograms and mass spec tra are shown in Fig -
ure 2. Lin ear ity was ob tained for the cal i bra tion range:
50–1000 ng/ml (Fig ure 3).

The ap plied chro mato graphic con di tions, i.e. col -
umn and buffer, en sured op ti mal sep a ra tion. It was
also ob served that in creas ing the con cen tra tion of the
buffer caused a rise in back ground noise in the
chromatogram with out vis i ble im prove ment in the
qual ity of sep a ra tion. A de crease of con cen tra tion
caused a dras tic change in the shape of peaks, which
showed a tail ing ef fect.

BD has a mo lec u lar weight of 446, and in the APCI
mode is frag mented to form pos i tive ions m/z = 325,
233, 176 and 164. The most in tense sig nal was ob -
served for the ion m/z = 325, and so it was used to per -
form cal i bra tion and quantitation. 

The de vel oped method was ap plied to de ter mi na -
tion of BD in 8 sam ples orig i nat ing from “dis in fec tion
flu ids” se cured for ex am i na tion by the Po lice. The
pres ence of BD was not as cer tained in any of the sam -
ples. Thus, ac cord ing to Pol ish stan dards it was not
a dis in fec tion fluid, but pure al co hol1 dis trib uted in
Po land with out ex cise duty. Pro duc tion of dis in fec tion 
fluid was thus a “cover” for this fraud u lent pro ce dure. 

Fur ther more, 4 de na tured al co hols avail able at re -
tail out lets were ana lysed for the pres ence of BD by the 
elab o rated method. The first should have con tained
Bitrex, ac cord ing to the man u fac turer’s la bel, but it did 
not. The sec ond prod uct, of un known com po si tion, did 
not con tain BD ei ther. BD was de ter mined in the third
prod uct at a con cen tra tion of 2 µg/ml (lower than
oblig a tory stan dards for this type of prod uct) and in the 
fourth – at 4 µg/ml (i.e. con sis tent with the norm).

The elab o rated method of BD de ter mi na tion in eth -
a nol turned out to be use ful in a spe cific case for ev i -
den tiary pur poses. It is also a use ful in stru ment in the
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1 With the use of gas chromatography, it was shown that these
samples did not contain other volatile substances.



mon i tor ing of prod ucts based on waste al co hol be fore
be ing per mit ted onto the open mar ket for pub lic sale.
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Fig. 2. LC-APCI-MS chromatograms and mass spec tra of Bitrex stan dards, a – 50 ng/ml, b – 500 ng/ml.
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Fig. 3. Cal i bra tion curve for de ter mi na tion of BD.
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1. Ws têp

Ben zoe san de nat oni um (BD) zo sta³ wy nal ezi ony
w 1958 r. przez chemików fir my Mc Farl an Smith (Szko -
cja) w trak cie posz ukiwañ analg ety ku dzia³aj¹cego miej -
scowo, który móg³by zast¹piæ lido kainê [5]. W re zult acie
otrzym ano substa ncjê (ry cina 1) o nie zwyk le gorz kim
sma ku (st¹d ko merc yjna na zwa Bi trex), bar dzo do brze
roz puszc zaln¹ w wo dzie, al koh ola ch oraz in nych roz -
puszc zalni kach. 

BD jest ma³o tok syczny (dla szczu ra do ustn ie LD50

wy nosi ok. 485–740 mg/kg mc.) [3], dz iêki cze mu mo¿ na 
go dod awaæ do che miczn ych pre parat ów do mow ego
 u¿yt ku, pe sty cyd ów, a ta k¿e p³ynów do spry skiw aczy,
szyb i odmr a¿ac zy sa moc hodo wych [3, 5]. BD roz pow -
szechni³ siê jed nak naj bard ziej jako tzw. de nat ura nt, czy li 
do dat ek do al koh olu etyl owe go sto sow any w celu  uczy -
nienia go nie przyd atnym do kon sumpc ji i od tego  zasto -
sowania zy ska³ na zwê che miczn¹ „de nat oni um”. Wed³ug 
pro duc enta, do dat ek tej sub stanc ji po win ien wy nos iæ od
0,001 do 0,01%. Pro duc enci etan olu najc zêœ ciej sto suj¹
go jed nak w ilo œci mniej szej od za lec anej [2, 4]. Ko -
nieczne sta³o siê za tem oprac owa nie me tod yk il oœc io -
wego oznac zania BD w etan olu. Do tychc zas  opubli ko-
wane pro ced ury ba zuj¹ na spek trof oto met rii UV [1]
i HPLC [2, 4] oraz elekt rofo rez ie ka pil arnej [6] z de tekcj¹ 
UV, w kt órych sto sow any jest po miar ab sorpc ji fali UV
o nie spec yfi cznej dla DB d³ugo œci 210 lub 214 nm (pod -
czas gdy spe cyf iczne mak sima ab sorpc ji UV przez DB to
261 i 268 nm), co za pewn ia do stat eczn¹ ozna czal noœæ
BD, ale kosz tem spec yficznoœci.

W Pol sce, w za³¹czni ku do roz porz¹dze nia Mi nis tra
Rol nict wa z 18 czerw ca 2001 r. Bi trex zna laz³ siê na
14 po zyc ji wœ ród 72 sub stanc ji do puszc zony ch do sk a -
¿ania spi ryt usu. Wed³ug tego roz porz¹dze nia nal e¿y
go doda waæ w ilo œci nie mniej szej ni¿ 0,3 g/100 l
(tj. 3 µg/ml). Ze zwol ono za tem, by w ob roc ie han dlow ym 
po jawi³y siê wy roby sporz¹dzo ne na ba zie spi ryt usu od -
pad owe go (np. „de nat ura ty”, roz puszc zalni ki i pre par aty
bak ter iob ójcze), któ re wed³ug norm zak³ad ow ych jako
„sk a¿a lnik” mog¹ za wi eraæ wy³¹cznie BD do dany w bar -
dzo ni skim st ê¿eniu. W tej sy tua cji oprac owa nie nie tyl ko 
spe cyf icznej, lecz rów nie¿ od pow iednio czu³ej pro ced u -
ry oznac zania BD sta³o siê konie czno œci¹ po to, by mo¿ -
liwa sta³a siê kon trola zgo dnoœ ci tych pro dukt ów z nor -
mami zak³ad ow ymi oraz roz porz¹dze niem Mi nis tra Rol -
nict wa.

2. Ma ter ia³y i me tod yka

2.1. Od czynn iki i ma ter ia³y

Prze bad ano 8 prób „p³ynu do odka ¿an ia” oraz 4 wy -
roby spi ryt uso we (de nat ura ty). Ba dane p³yny roz cieñ -
czono w sto sunku 1:1 i 1:10 za po moc¹ acet oni try lu
(ACN) i oczyszc zono przy u¿yciu filtrów  strzykawko -
wych 13 mm/0,2 µm (All tech, Niem cy). Wzor ce iloœ -
ciowe BD sporz¹dzo no z naw a¿ki 10 mg kry stal iczne go
ben zoe sanu de nat oni um (Sig ma-Al dr ich, Niem cy). Do
anal i zy chro mat ogr afic znej u¿yto acet oni try lu LC-MS
(Rie del de Haen, Niem cy) oraz wody do HPLC, kwa su
mrów kow ego do spek tros kopii ma sow ej i mr ówc zanu
amonu do spek tros kopii ma sow ej (Flu ka, Szwaj car ia).

2.2. Anal iza LC-APCI-MS

Za stos owa no chro mat ogr af cie czowy Su rveyor fir my
Ther mo Elect ron Cor por ati on (San Jose, Sta ny  Zjedno -
czo ne) z pomp¹ czte rosk³ad nik ow¹, au tos ampl erem i spek -
tros kopem ma sow ym Ad vant age Max wy posa ¿on ym
w ko morê jo niz acy jn¹ APCI. U¿ yto ko lumny Merck Pu -
ros pher RP-18e (5 µm) 125 ´ 3 mm i fazy ru chom ej, gra -
dient owej o sk³adzie: ACN (od 15% do 60% w cza sie
10 min, a nas têpnie od 60% do 100% w cza sie 23 min) –
bu for mr ówczanowo-amon owy 25 mM pH 4,5 i prze -
p³ywie 0,4 ml/min. Za stos owa no na stêp uj¹ce pa ram etry
pra cy spek trom etru APCI-MS: tem per atu ra od par owa l -
nika 480°C, przep³yw gazu roz pyl aj¹cego – 65 l/min,
przep³yw gazu os³onow ego – 4 l/min, pr¹d ig³y ko ron o -
wej – 4,5 µA, tem per atu ra ka pil ary – 220°C, na piê cie ka -
pil ary – 3 V. De tekt or pra cowa³ w try bie full scan w za -
kre sie 50–650 m/z. Wy niki re jes trowa no i oprac o wa no
przy u¿yciu pa kietu X’ Cal ibur. Chro mat ogr amy mo nit o -
ro wano w kie runku jon ów do datn ich m/z = 325, 233, 176
i 164. Ka libr acjê sporz¹dzo no na pod staw ie  in ten syw -
noœci sy gna³u jonu m/z = 325.

Do okreœlenia gra nicy wyk ryw alnoœci (LOD),  ozna -
czalnoœci (LOQ) oraz sporz¹dze nia krzy wej ka lib racy j -
nej u¿ yto ro ztw orów DB w ACN o st ê¿e niach: 10, 25, 50, 
100, 250, 500 i 1000 ng/ml. Ka ¿dy wzo rzec anal izo wano
dwu krotn ie w wa runk ach jw. LOD ok reœl ono przy sto sunku 
sy gna³u do szu mu (S/N) = 3, zaœ LOQ przy S/N = 10.

3. Wy niki ba dañ z om ówi eniem

Uzys kano LOD = 25 ng/ml i LOQ = 50 ng/ml. Chro -
mat ogr amy wraz z wid mami ma sow ymi przed staw iono
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na ry cin ie 2. Uzys kano wy sok¹ li niowoœæ ka lib racji w za -
kres ie 50–1000 ng/ml (ry cina 3).

Za stos owa ne wa runki chro mat ogr afic zne, tj. ko lum -
na i bu for, za pewni³y opty malny roz dzia³ chro mat ogr a -
fic zny. Za obs erwo wano przy tym, ¿e zw iêk szen ie mo -
larn oœci bu foru po wod owa³o po dwy ¿sz enie szu mu bez
po prawy roz dzia³u chro mat ogr afic znego, zaœ jej obni -
¿en ie dra styczn ie zwi êksza³o „ogon owa nie” pików chro -
mat ogr afic znych.

BD o ma sie cz¹stecz kow ej 446 w fa zie ru chom ej za -
wier aj¹cej kwas mr ówko wy lub mr ówcz an amonu w try -
bie APCI frag ment uje (po od dziel eniu ujemn ego jonu
ben zoe sanu m/z = 121) na do datn ie jony m/z = 325, 233,
176 i 164, wœ ród kt órych na jwiê ksz¹ in tens ywnoœæ sy g -
na³u za rej est rowano dla m/z = 325, w zwi¹zku z czym
 u¿y to go do sporz¹dze nia krzy wej ka lib racy jnej i  ozna -
czeñ il oœc iowy ch.

Przy po mocy przed staw ionej wy¿ej me tody  przeba -
dano 8 dowo dów rze czow ych za kwes tiono wan ych przez
policjê jako „p³yn do odka¿ania” i nie stwier dzono w nich 
obecno œci BD. Wed³ug nor my zak³ad ow ej nie by³ to wiêc 
p³yn do od ka ¿ania. By³ to na tom iast czy sty spi ryt us1 dys -
tryb uow any na te ren ie Pol ski bez zna ku ak cyzy. Pro -
dukc ja p³ynu do odk a¿an ia by³a za tem tyl ko „przy kryw -
k¹” dla tego procederu. 

Po nadto prze bad ano 4 „den tur aty” dos têp ne w han dlu 
de tal icznym. Pierw szy z nich, zgod nie z etyk iet¹  produ -
centa, po win ien za wie raæ Bi trex, jed nak nie za wiera³ go
wca le, Bi trexu nie za wiera³ ta k¿e dru gi wyr ób o nie -
ujawn ionym przez pro duc enta sk³adzie. BD stwier dzono
na tom iast w trze cim wy rob ie w st ê¿e niu 2 µg/ml (czy li
ni¿ szym od na kaz ane go) i w czwar tym – w stê¿e niu
4 µg/ml (tj. zgod nie z norm¹).

Oprac owa na me tod yka oznac zania BD w etan olu
oka za³a siê za tem przy datna w kon kretn ej spra wie dla po -
trzeb do wod owy ch. Stwa rza ona po nadto mo ¿liw oœæ
kon tro low ania przez od pow iednie s³u¿by pr odu któw na
ba zie spi ryt usu od pad owe go przed ich do puszc zeni em do 
obrotu i w handlu de tal icznym.  
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1 Za pomoc¹ chromatografii gazowej wykazano, ¿e próbki te
nie zawiera³y innych lotnych substancji.


