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Abstract

The aim of the study was to elaborate a chromatographic method for determination of denatonium benzoate (Bitrex) in spirits in-
tended for industrial purposes as well as in products prepared on the basis of denatured spirit, such as windscreen washers, disin-
fectants, alcoholic solvents, or barbecue lighting fluid. High-performance liquid chromatography (HPLC) was applied to
detection and quantitative analysis of denatonium benzoate in spirit products. Separation was performed on a Chromolith Perfor-
mance RP-18e (100 x 4.6 mm) column, in gradient conditions, with the use of 0.01% aqueous solution of phosphoric acid and
acetonitrile as the eluents. Identification of components was carried out using a spectrophotometric detector with a diode-array
matrix (DAD). The presence of denatonium benzoate in spirits was confirmed by mass spectrometry (MS). Liquid samples were
introduced directly into the ionisation chamber of the spectrometer. Both positive (ES+) and negative (ES—) ionisation mode
were applied. The capillary voltage was 3.0 kV and the CID zone voltage was 15 V. The worked-out procedure of spirits exami-
nation for the denatonium benzoate content is straightforward and fast. It enables examination of colourless liquids without pre-
liminary sample preparation, or, possibly, just with centrifugation of the sample. The determined limit of quantitation was
0.3 mg/l, i.e. ten times lower than the minimal amount of denatonium benzoate, which the denatured spirits should contain ac-
cording to the decree of the Ministry of Agriculture and Rural Development (0.3 g/100 1 of 100% alcohol). The above method is
used in routine examinations performed at the Institute of Forensic Research.
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1. Introduction benzoate is highly soluble in methanol (69.0 g per

100 ml at 20°C), ethanol (33.5), chloroform (33.0) and

Denatonium benzoate (Bitrex) is described in the
Guinness Book of Records as the bitterest compound
known to man. Adding as little as thirty parts of de-
natonium benzoate to one million parts of a liquid
makes it too bitter to be tolerated by most human sub-
jects.

The chemical name of Bitrex is N-benzyl-2-(2,6-
dimethylphenylamino)-N,N-diethyl-2-oxoethanami-
nium benzoate (CAS Registry Number: 3734-33-6). It
occurs as white odourless granules of neutral pH
(6.5-7.5), with melting point 163—170°C. Denatonium

iso-propanol (10.5), whereas solubility in water is lo-
wer (4.5). It was synthesised in 1958 during research
on local anaesthetics. Denatonium benzoate is closely
related to one such substance — lidocaine. Its chemical
structure differs only in the addition of a benzyl group
to the amino nitrogen. The chemical structure of de-
natonium benzoate is shown in Figure 1.
Toxicological data indicate its low toxicity [10]. The
determined LDs, after intragastric application to ani-
mals are as follows: LDs rat — 820 mg/kg, .Dsy mouse —
865 mg/kg, LDs, rabbit — 580 mg/kg, LDsy Guinea
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Fig. 1. The chemical structure of denatonium benzoate
(Bitrex).

pig — 800 mg/kg, LDsy rainbow trout — 1000 mg/kg.
However, one should remember that there are signifi-
cant gaps in knowledge in this field, especially relating
to chronic toxicity in humans, teratogenicity, and hu-
man hypersensitivity potential.

Use of denatonium benzoate is linked to its bitter-
ness. It is used to denature ethyl alcohol that it is not
taxed as an alcoholic beverage. In fact, the common
name for this chemical, denatonium, alludes to this ap-
plication. The intensity of its taste, its low toxicity and
lack of carcinogenicity make denatonium benzoate an
ideal additive to prevent people from ingesting harm-
ful liquids such as detergents, disinfectants, cleaning
fluids and garden and horticultural products. Because
of the aversion it engenders, denatonium benzoate is
increasingly being used as an aversion additive. The
addition of denatonium is credited with saving chil-
dren and animals, who (which) might otherwise drink
sweet antifreeze or wiper fluid and get ethylene glycol
or methanol poisoning respectively. Other uses in-
clude deer repellant, “nail polish” — to discourage
nail-biting, paints, coating of electrical cables to pre-
vent rodents from eating the insulation. Very dilute so-
lutions are also used to coat children’s thumbs to
prevent thumb sucking. It should be noted that animals
are known to have different sensitivity to the effects of
denatonium benzoate. Differences in perception of its
bitter taste have also been observed in children, adults
and elderly persons [14]. The data indicate that addi-
tion of denatonium benzoate would be expected to sig-
nificantly reduce the probability of accidental
ingestion [2]. When ingested at 10 ppm by human be-
ings, denatonium benzoate has a bitter, unpleasant
taste. It has been proven in studies that the addition of
denatonium benzoate to liquid dish detergents reduces
the amount of accidental poisonings by children [7].
Oregon was the first state in the United States where
mandatory addition of this denaturing agent to auto-
motive products containing at least 10% ethylene
glycol or at least 4% methanol was introduced [8].
In 1995, the Toxic Household Products Statute re-

quired the addition of denatonium benzoate at a con-
centration of 30—50 ppm with the intention of reducing
the frequency of serious paediatric intoxications with
these products [11]. Since that time many papers
showing the preventative action of denatonium benzo-
ate have been published [3, 9, 15].

Denatonium benzoate is a quaternary ammonium,
which makes its analysis difficult.

In 1991, a poly(vinyl chloride) matrix membrane
ion-selective electrode for the determination of the
denatonium ion based on the denatonium salt of tetra-
phenylborate was described. The response characteris-
tics of the electrode for the denatonium ion and for
several other compounds that were quaternary ammo-
nium, were studied. The results of potentiometric mea-
surements of denatonium benzoate content in rapeseed
oil in the range of 1-10 ppm agreed to within +5% of
the spiked amounts [10].

The most common method used in practice for its
determination in consumer products is high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) [5, 8]. Analysis
of standard solutions showed a linearity in the range of
1.25 to 50 ppm (producers usually add from 10 to
30 ppm). The eluate from the range corresponding to
the recorded peak is collected and the presence of dena-
tonium benzoate is verified by mass spectrometry.

The aim of another study concerning denatonium
benzoate was to elaborate a quick method for the isola-
tion and enrichment of this compound from low-solid-
ification fluids applied to cooling of internal-com-
bustion engines (liquids based on ethylene and propyl-
ene glycol). Solid phase extraction (SPE) was used for
sample preparation and determination was carried out
by means of high performance liquid chromatography
in reversed phase mode (RP HPLC). Thanks to optimi-
sation of the sample preparation method, high recover-
ies (about 90%) as well as reproducibility of quan-
titative and qualitative results of determined analyte
concentration (RSD = £1%) were obtained [6].

The capillary electrophoresis (CE) technique has
also been applied to studies. Optimised separation was
carried out in 0.025 mol/l Tris-phosphate electrolyte
(pH 7.0) using direct UV detection at 214 nm. Calibra-
tion was linear in the range 2—50 mg/l. The detec- tion
limit determined for a 10 s electrokinetic (5 kV) injec-
tion was 0.45 mg/l (3/N). The method was applied to
the determination of Bitrex in various denatured alco-
hol formulations and the results were comparable with
those obtained by the HPLC method [13].

The currently developed tandem technique, i.e.
mass spectroscopy with atmospheric-pressure chemi-
cal ionisation (APCI-MS) coupled with direct flow in-
jection, was applied to the determination of Bitrex in
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ethanol. Compounds were identified on the basis of
their total-ion chromatograms collected in the range of
m/z 50-500. Quantitative analysis was also performed
using selected-ion m/z 325 for Bitrex. Operating con-
ditions were optimised for soft ionisation (positive
ion-mode) with fragmentation limited to that neces-
sary for analyte identification. The calibration curve
was rectilinear in the concentration range 2-30 g/ml,
the measurement precision (RSD) was 11.5% and de-
tection limit was 0.017 g/ml. The method allowed si-
multaneous quantification with high sensitivity. The
lack of any sample pre-treatment and the use of flow-
injection analysis meant that the procedure was more
straightforward and rapid than previously reported
methods [1].

The aim of the study presented in this paper was to
develop a simple procedure of spirits examination us-
ing chromatographic techniques in order to determine
the denatonium benzoate content.

2. Materials and methods

When developing the method of denatonium ben-
zoate determination, a standard of this substance man-
ufactured by Sigma-Aldrich was applied. Standard
solutions of Bitrex were prepared by weighing an ap-
propriate amount of denatonium benzoate and dissolv-
ing in rectified spirit (Polmos Warsaw). The accuracy
of the concentration in the prepared solution was as-
sessed in inter-laboratory examinations.

The worked out method was also applied to the
analysis of evidential material. Samples of ethyl alco-
hol seized in 2005 and delivered to the Alcohol and
Drugs Section of the Institute of Forensic Research
were used for this purpose. The main group comprised
alcoholic beverages seized in restaurants and from pri-
vate persons. Moreover, alcohol originating from
plants dealing with its processing was also studied.

In order to determine the content of denatonium
benzoate in examined liquids, high-performance lig-
uid chromatography (HPLC) was applied. Examina-
tions were performed by means of a LaChrom
(Merck/Hitachi) instrument, which was equipped with
a diode-array detector (DAD). Samples of colourless
alcohols were analysed directly, or analysed after
centrifugation. An aqueous solution of 85% phospho-
ric acid at a concentration of 0.1 ml/l (phase A) and
acetonitrile (phase B) were used as eluents. Chromato-
graphic separation was performed on a Chromolith
Performance RP-18¢ (100 x 4.6 mm) monolithic col-
umn, in standard gradient conditions: 0 min — 0% of
phase A/100% of phase B, 20 min — 100% of phase

A/0 % of phase B, 21 min — 100% of phase A/0 % of
phase B and 5 min stabilisation in these conditions.
Measurements of denatonium benzoate concentration
were carried out at two wavelengths: 205 nm and
230 nm.

“Validation Manager” software created by
Merck/Eurolab was applied when calculating valida-
tion parameters.

Mass spectrometry (MS) was used for confirmation
of the presence of denatonium benzoate. A Quattro Mi-
cro API mass spectrometer manufactured by Micromass
was applied in the study. Liquid samples were intro-
duced directly into the ionisation chamber of the spec-
trometer with a flow velocity of 10 ul/min. Both the
positive (ES+) and negative (ES—) ionisation mode were
used. The capillary voltage was 3.0 kV and the CID zone
voltage was 15 V. Drying gas was delivered with a veloc-
ity of 600 I/h at 300°C. The temperature of the ions’
source was 100°C. Ton mass range m/z = 25-400 was
monitored.

3. Results and discussion

Denatonium benzoate is a denaturing agent for
ethyl alcohol, listed in the decree of the Ministry of
Agriculture and Rural Development of 11 August 2003
concerning agents permitted to denature ethyl alco-
hol [16]. Its addition does not affect the basic phy-
sicochemical properties of ethyl alcohol, because the
amount of denatonium benzoate that should be added
according to the above mentioned decree is small and
amounts to 0.3 g per 100 1 of 100% ethyl alcohol.
Bitrex can also be added in the form of 20% alcoholic
solution.

Denatonium benzoate is a chemical of relatively
high molecular mass. Analysing its structure, one may
observe that it is a quaternary salt containing chro-
mophoric groups. Therefore, the method of choice for
determination of denatonium benzoate is high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC).

Preliminary studies were performed with the use of
a classical LiChroCART (125 x 4 mm) chromato-
graphic column filled with Lichrospher 60 RP — select
B, but significantly better results were obtained using
a Chromolith Performance RP-18e (100 x 4.6 mm)
monolithic column. The use of a monolithic column
allowed us to obtain a significantly higher sensitivity
and selectivity of determinations and significantly in-
fluenced the range of applications of the worked out
method.

The concentration of denatonium benzoate defined
in the decree of the Ministry of Agriculture and Rural
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Development is equivalent to a concentration of
3 mg/l. Because chromatographic peaks of a relatively
high intensity were obtained in the preliminary exami-
nation of denatonium benzoate standard solution at
this concentration, it was decided to maximally sim-
plify the procedure of sample preparation for analysis.
Samples of ethyl alcohol were placed directly in mea-
surement vials, or, in the situation where the liquids
were not completely transparent, they were centri-
fuged. A chromatogram of standard solution of dena-
tonium benzoate (Bitrex) at a concentration of 3.0 mg/1
is shown in Figure 2.

The conditions used in chromatographic separation
are described in the “Materials and Methods” section.
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Fig. 2. Chromatogram of standard solution of denatonium
benzoate (Bitrex) at a concentration of 3.0 mg/1.

During analysis of standard solutions of denatonium
benzoate in the mentioned conditions, two chromato-
graphic peaks were obtained. They probably corre-
spond to two out of three possible forms of this
compound occurring in aqueous-alcoholic solutions,
that is: undissociated forms of denatonium benzoate
(DB), benzoate ion (B-) and denatonium ion (D+).
The chromatographic peak of retention time 9.05 min
had two absorption maximums, about 205 nm and
230 nm, whereas the peak of retention time 10.30 min —
only one maximum (about 205 nm).

The occurrence of two or more chromatographic
peaks originating from the same substance is not a fre-
quent occurrence, but it is possible in the case of sub-
stances that undergo dissociation. Quaternary salts are
included in this group. In accordance with basic chem-
ical laws, the concentrations of dissociated ions and
undissociated forms are strictly correlated with the ini-
tial compound concentration, and therefore each of the
obtained chromatographic peaks can be used as the ba-
sis for quantitative analysis. The occurrence of more

than one peak originating from the same substance al-
lows us to increase the precision of determinations.

Because it was impossible to determine on the ba-
sis of the obtained spectra which chromatographic
peak corresponds to the particular form of denatonium
benzoate present in the solution, analysis of a standard
solution of benzoic acid was carried out. A peak of re-
tention time 9.05 min and two absorption maximums
(about 205 nm and 230 nm) were obtained on the
chromatogram of this compound. Comparison of this
chromatogram with the denatonium benzoate chro-
matogram indicated that the first of the peaks origi-
nates from benzoate ions. Thus, analysis of dena-
tonium benzoate content in alcoholic beverages per-
formed on the basis of the first of the peaks was an in-
direct analysis by determination of the content of ben-
zoate ions. The use of indirect methods is a frequent
practice in toxicological laboratories. For example, de-
termination of alcohol in blood by means of the ADH
enzymatic method can be included among such deter-
minations. In this method, the concentration of alcohol
is proportional to the reduced form of NADH, which is
formed as the result of the reaction of alcohol with
NAD+ in the presence of the enzyme ADH. NADH
has a specific absorption at a wavelength of 340 nm.
Because the authors did not possess a standard of any
other salt containing denatonium ions, it was impossi-
ble to determine if the chromatographic peak of reten-
tion time 10.30 min originates from denatonium
cations or from undissociated molecules of dena-
tonium benzoate. Nevertheless, one can assume that
the signal strength is proportional to the amount of
denatonium ions in the solution.

Standard solutions of denatonium benzoate in recti-
fied spirit that did not contain this compound were pre-
pared in order to make the calibration curve. The
concentration of Bitrex in particular solutions was: 0.0,
1.5,3.0,6.0,9.0 and 12.0 mg/l. The accuracy of the val-
ues for the prepared solutions was assessed within the
framework of inter-laboratory analyses concerning al-
cohol solution denatured by Bitrex at 3.0 mg/l. The re-
sult was consistent with expectations (2.9 + 0.3 mg/l).
Calibration curves were prepared for both chromato-
graphic peaks. For the peak of retention time 9.05 min,
analyses were performed at wavelength 230 nm,
whereas for the peak of retention time 10.30 min — at
205 nm. For both peaks, a linear relationship between
their areas and the concentration of Bitrex in the tested
range (1.5-12 mg/l) was obtained. Values of the corre-
lation coefficient were in both cases higher than 0.999.
Calibration curves are shown in Figure 3.

As can be seen from Figure 3, a higher sensitivity,
which can be determined by the slope of the calibra-

Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 275-287



Determination of denatonium benzoate (Bitrex) in denatured spirit...

279

4.5E+05 1

4.0E+05 -
m Denatonium
3.5E+05 - ® Benzoate

3.0E+05 -

y = 32310 x + 15.

2.5E+05

2.0E+05 -

Peak Area

1.5E+05 -

1.0E+05 -
y =12850 x + 81

5.0E+04

0.0E+00

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

Concentration [mg/l]

Fig. 3. Calibration curves for denatonium benzoate in alco-
holic beverages.

tion curve, is obtained for the peak corresponding to
denatonium ions. Next, limits of determination (LOD)
and limits of quantitation (LOQ) were also determined
on the basis of calibration curves. They were inde-
pendent of the peak used for calculations and were:
0.1 mg/l and 0.3 mg/l, respectively. Similar values of
LOD and LOQ calculated on the basis of peaks, for
which different sensitivities were obtained, might
seem to be odd. The explanation for this phenomenon
is the higher value of random error (lower precision)
for measurements of a peak of higher sensitivity. The
obtained value of LOQ is ten times lower than the min-
imal amount of Bitrex that should be added in order to
denature spirit. Therefore, it can be stated that the de-
veloped method can be used for examination of such
liquids.

The use of two chromatographic peaks to deter-
mine the concentration of a compound allows better
estimation (two results are obtained during one analy-
sis). The error of denatonium benzoate determination
in the worked out measurement range was below 2%.

The presence of denatonium benzoate in spirit pre-
parations was confirmed by means of mass spectrome-
try. Analyses were performed under the conditions
mentioned in the “Materials and Methods” section.

Measurements were performed both in positive
(ES+) and negative (ES-) ionisation mode. During
analyses of denatured spirits, a mass ion correspond-
ing to the molecular mass of the compound, m/z = 446,
was not detected in any of the ionisation modes (in the
preliminary study the mass range m/z = 25-500 was
applied). In positive ionisation mode, the most charac-
teristic mass ion turned out to be an ion at m/z ra-
tio = 325, whose mass corresponds to denatonium ion.
Other mass ions of relatively high intensity were ions
at m/z = 144 and 135. During analysis in negative ion-
isation mode, the presence of mass ion at m/z ra-

tio =121, which corresponds to the mass of the benzo-
ate ion, was detected. Moreover, a second characteris-
tic ion at m/z = 89 was formed. Mass spectra of a stan-
dard solution of alcohol denatured by Bitrex at a con-
centration of 3 mg/l are shown in Figure 4.

The worked out procedure was applied to determi-
nation of the denatonium benzoate concentration in
spirit preparations. These included both consumer al-
coholic beverages seized in restaurants and pubs and
from private persons and industrial products prepared
on the basis of denatured alcohol.

The obtained results were surprising. Consistency
between concentrations determined on the basis of the
benzoate ion and the second peak, whose signal was
dependent on the concentration of denatonium ions in
solution, was achieved for only two of the examined
samples of denatured spirit. In most cases, only one
peak corresponding to benzoate ions was obtained.
Further analyses were carried out on consumer alco-
holic beverages in the possession of the Alcohol and
Drug Section, and in none of them was the presence of
either benzoate ions or the analytical signal dependent
on the concentration of denatonium ions detected.
Standard solutions of Bitrex stored for several weeks
were also subjected to analysis and a decrease in con-
centration was not detected of any form of this com-
pound. Analysis by means of mass spectrometry
confirmed these results. For most of the samples in
positive ionisation mode, an ion at m/z = 325, that is
originating from the denatonium ion, was not detected,
whereas an additional mass peak at m/z ratio = 360 ap-
peared. At the same time, the mass spectra in negative
ionisation mode were transformed and additional mass
peaks, whose configuration could indicate the pres-
ence of chloride derivatives in the solution, appeared.
The above results and operational data obtained from
the police allowed us to accept the hypothesis that per-
sons who introduce products prepared on the basis of
denatured spirit onto the illegal market, remove the
Bitrex present in such liquids. This is accomplished
most often by addition of sodium hypochlorite. The
mass spectra of a standard solution of alcohol dena-
tured by Bitrex at a concentration of 3 mg/l, with addi-
tion of sodium hypochlorite in the amount of 50 pl/ml,
are shown in Figure 5.

As can be seen from Figure 5, the mass spectra of
denatured spirit, both in positive and negative ionis-
ation mode, undergo big changes after addition of so-
dium hypochlorite. The issue of the influence of so- dium
hypochlorite on the content of denatonium benzoate is
the subject of another paper by the authors [16].

Disappearance of the peak whose signal depends
on the concentration of denatonium in a sample indi-
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Fig. 4. The mass spectra of rectified spirit (a — positive ionisation mode, b — negative ionisation mode) and a standard solution of
spirit denatured by denatonium benzoate at a concentration of 3 mg/l (a’ — positive ionisation mode, b’ — negative ionisation

mode).

cates that these ions have been removed from the solu-
tion. As a consequence, one should state that the
concentration of Bitrex is below the limit of detection
of the method. Calculations performed on the basis of
the peak corresponding to the concentration of benzo-
ate 1ons would lead to different conclusions, because
these ions are still present in the solution.

Thus, if the aim of the analysis is to determine the
concentration of Bitrex in the solution using the devel-
oped method, the calculation has to be based on the
peak of retention time 10.30 min, whose concentration
is proportional to the content of denatonium ions in the
solution. A comparison of the concentration obtained

in such a way with the concentration determined on the
basis of benzoate ions content may indicate that at-
tempts to remove Bitrex from the solution were made.
These results can be confirmed by mass spectrometry.
20% technical solutions of Bitrex used to denature
alcohol were also analysed at the Institute of Forensic
Research. The results were also surprising. It turned
out that these solutions contained significantly smaller
amounts of this compound than declared. Bitrex con-
centration determined by means of the HPLC method
in such liquids amounted to 10-12%. Liquids used for
denaturation are examined before their use, but the an-
alytical methods applied for this purpose are highly
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Fig. 5. Mass spectra of spirit denatured by denatonium benzoate with the addition of sodium hypochlorite.

non-selective (measurement of density is used most
often). Thus, it is possible that the lower content of
Bitrex often detected in the examined liquids results
from its lower content in the denaturing fluid.

4. Conclusions

The worked out HPLC method allows determina-
tion of denatonium benzoate (Bitrex) concentration by
determination of benzoate ions as well as denatonium
ions or molecules of denatonium benzoate. Analysis of
the content of these compounds allows us to establish
whether the examined liquid contains Bitrex, or
whether the liquid was denatured by Bitrex and then
this agent was removed.

Mass spectrometry can be used for confirmation of
the presence of denatonium benzoate in denatured
spirits. It also often allows us to assess whether the evi-
dential liquid contains compounds formed as the result
of the reaction between denatonium benzoate and an
oxidising agent, e.g. sodium hypochlorite.

References:

1. Alvarez-Pifieiro M. E., Lopez De Alda-Villaizan M. J.,
Paseiro-Losada P. [et al.], Determination of the alcohol
denaturants denatonium benzoate (Bitrex) and diethyl
phthalate by direct flow injection APCI-MS analysis,
Journal of High Resolution Chromatography 1997, 20,
321-324.

. Berning C. K., Griffith J. F., Wild J. E., Research on the
effectiveness of denatonium benzoate as a deterrent to lig-

10.

11.

12.

uid detergent ingestion by children, Fundamentals of
Applied Toxicology 1982, 2, 44-48.

. Carnahan R. M., Kutscher E. C., Obritsch M. D. [et al.],

Acute ethanol intoxication after consumption of hair-
spray, Pharmacotherapy 2005, 25, 1646-1650.

. Dziennik Ustaw z dnia 11 sierpnia 2003 r., nr 163, poz.

1582.

. Faulkner A., DeMontigny P., High-performance liquid

chromatographic determination of denatonium benzoate
in ethanol with 5% polyvinylpyrrolidone, Journal of
Chromatography 4 1995, 715, 189.

. Gadzata-Kopciuch R. M., Buszewska T., Buszewski B.,

Isolation and determination of denatonium benzoate in
antifreezing agents by solid phase extraction and HPLC,
Journal of Liquid Chromatography & Related Technolo-
gies 2000, 23, 3133-3142.

. Hansen S.R., Janssen C., Beasley V. R., Denatonium ben-

zoate as a deterrent to ingestion of toxic substances: toxic-
ity and efficacy, Veterinary and Human Toxicology 1993,
35, 234-236.

. Henderson M. C, Neumann C. M., Buhler D. R., Analysis

of denatonium benzoate in Oregon consumer products by
HPLC, Chemosphere 1998, 36, 203-210.

. Jackson M. H., Payne H. A., Bittering agents: their poten-

tial application in reducing ingestions of engine coolants
and windshield wash, Veterinary and Human Toxicology
1995, 37, 323-326.

Klein-Schwartz W., Denatonium benzoate: review of ef-
ficacy and safety, Veterinary and Human Toxicology
1991, 33, 545-547.

Mullins M. E., Zane Horowitz B., Was it necessary to add
Bitrex (denatonium benzoate) to automotive products?,
Veterinary and Human Toxicology 2004, 46, 150—152.
Nambiar O. G., Gosavi K., Ravindranathan T., Plastic
membrane ion-selective electrode for the determination

Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 275-287



282 D. Zuba, C. S’wiegoda, B. Byrska et al.

of denatonium benzoate (Bitrex), Analyst 1991, 116,
1011-1012.

13. Pranaityté B., Daunoravi¢ius 7., Padarauskas A., Devel-
opment and validation of a capillary electrophoresis
method for the determination of denatonium benzoate in
denaturated alcohol formulations, Chromatographia
2004, 60, 353-357.

14. Schiffman S. S., GatlinL. A., Frey A. E. [etal.], Taste per-
ception of bitter compounds in young and elderly persons:
relation to lipophilicity of bitter compounds, Neurobio-
logy of Aging 1994, 15, 743-750.

15. Sibert]J. R., Frude N., Bittering agents in the prevention of
accidental poisoning: children’s reactions to denatonium
benzoate (Bitrex), Archives of Emergency Medicine
1991, 8, 1-7.

16. Zuba D., Swiegoda C., Byrska B. [et al.], Assessment of
the efectiveness of denatonium benzoate (Bitrex) removal
from denatured spirit preparations using sodium
hypochlorite, Problems of Forensic Sciences 2005, 63,
289-299.

Corresponding author
Dariusz Zuba
Instytut Ekspertyz Sadowych
ul. Westerplatte 9
31-033 Krakow
e-mail: dzuba@ies.krakow.pl

Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 275-287



Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 275-287

OZNACZANIE BENZOESANU DENATONIUM (BITREXU)
W SKAZONYCH WYROBACH SPIRYTUSOWYCH

1. Wprowadzenie

Benzoesan denatonium (Bitrex) zostal odnotowany
w Ksigdze rekordow Guinnessa jako najbardziej gorzka
substancja znana cztowiekowi. Dodatek 0,000030 czgsci
objetosciowych benzoesanu denatonium powoduje, ze
ptyn jest zbyt gorzki dla wigkszosci 0sob, zeby mogt by¢
przez nie spozyty.

Chemiczna nazwa Bitrexu to benzoesan N-benzylo-
2-(2,6-dimetylofenyloamino)-N,N-dietylo-2-oksoetano-
aminy (numer rejestru CAS: 3734-33-6). Wystegpuje on
w postaci bezwonnych granulek, ma odczyn obojetny
(pH 6,5-7,5), a jego temperatura topnienia wynosi 163—
170°C. Benzoesan denatonium jest dobrze rozpuszczalny
w metanolu (69,0 g na 100 ml w temperaturze 20°C),
etanolu (33,5), chloroformie (33,0) i izo-propanolu (10,5),
natomiast jego rozpuszczalno$¢ w wodzie jest niz-
sza (4,5). Zostal zsyntezowany w 1958 roku podczas ba-
dan nad srodkami stuzacymi do znieczulania miejscowe-
go. Benzoesan denatonium jest zblizony budowa che-
miczng do jednego z takich $rodkow — lidokainy; ro6zni
si¢ tylko obecnoscia grupy benzylowej przy azocie grupy
aminowej. Chemiczna struktura benzoesanu denatonium
zostala przedstawiona na rycinie 1.

Dane toksykologiczne wskazuja na niska toksycz-
no$¢ tego zwiazku [10]. Wyznaczone wartosci LDs, po
podaniu dozotadkowym dawki $miertelnej dla zwierzat
byly nastgpujace: u szczura — 820 mg/kg, u myszy —
865 mg/kg, u krolika — 580 mg/kg, u swinki morskiej —
800 mg/kg, u pstraga teczowego — 1000 mg/kg, u krewe-
tek — 400 mg/kg. Nalezy jednak pamigta, ze w wielu
aspektach wiedza nie jest wystarczajaco duza, szczegol-
nie w odniesieniu do chronicznej toksycznosci, terato-
gennosci oraz zjawiska nadwrazliwosci u ludzi.

Zastosowanie benzoesanu denatonium jest zwiazane
z jego gorzkim smakiem. Uzywa si¢ go do skazania al-
koholu etylowego, za ktdry nie jest pobierana akcyza tak
jak dla napojow alkoholowych. W rzeczywistosci glow-
ny czton nazwy tego zwiazku pochodzi od angielskiego
stowa ,,denaturated”, czyli skazony (stad tez polska naz-
wa ,,denaturat”). Intensywno$¢ jego smaku, mata tok-
syczno$¢ oraz brak dziatania rakotworczego powoduja,
ze jest idealnym dodatkiem zapobiegajacym przypadko-
wemu przyjmowaniu przez ludzi takich ptynéw, jak de-
tergenty, Srodki dezynfekujace, pltyny czyszczace, $rodki
wykorzystywane w ogrodkach domowych czy produkty
ogrodnicze. Ze wzgledu na awersje, jaka wywoluje, ben-
zoesan denatonium jest coraz czgsciej w tym celu wyko-
rzystywany. Dodatek benzoesanu denatonium jest sto-
sowany w celu ochrony dzieci i zwierzat, ktore moga

spozywa¢ $rodki odmrazajace o stodkim smaku czy pty-
ny do spryskiwaczy, co moze doprowadzi¢ do zatrucia
glikolem etylenowym lub metanolem. Bitrex zawieraja
réwniez srodki odstraszajace jelenie, lakiery do paznokci
zniechgcajace do ich gryzienia, farby, a takze pokrywy
powlok kabli elektrycznych w celu ich ochrony przed
gryzoniami. Bardzo rozcienczone roztwory sa rowniez
stosowane w celu zapobiezenia ssaniu kciukow przez
dzieci. Nalezy zaznaczy¢, ze zwierzeta reaguja z rézna
czuto$cia na benzoesan denatonium. Zauwazono takze
réznice w percepcji jego gorzkiego smaku u dzieci, do-
rostych i 0sob starszych [14]. Dane wskazuja, ze dodatek
benzoesanu denatonium zdaje si¢ w znaczacy sposob
zmniejsza¢ prawdopodobienstwo przypadkowego jego
spozycia [2]. Po przyjeciu przez cztowieka 10 ppm ben-
zoesanu denatonium wystepuje w ustach skrajnie gorzki,
nieprzyjemny smak. W badaniach udowodniono, ze do-
datek benzoesanu denatonium do ptynéw do mycia naczyn
wplywa na liczb¢ przypadkowych zatru¢ u dzieci [7].
Oregon byt pierwszym stanem amerykanskim, ktory
wprowadzit konieczno$¢ dodawania tego srodka do sto-
sowanych w samochodach produktow zawierajacych co
najmniej 10% glikolu etylenowego lub co najmniej 4%
metanolu [8]. W 1995 roku rozporzadzenie dotyczace tok-
sycznosci produktow gospodarstwa domowego wymagato
dodatku benzoesanu denatonium w st¢zeniu 30-50 ppm
w celu zmniejszenia czgstosci powaznych zatru¢ dzieci
tymi produktami [11]. Od tego czasu opublikowano wiele
prac wykazujacych prewencyjne dzialanie omawianego
srodka [3, 9, 15].

Benzoesan denatonium jest aming czwartorzgdowa,
co powoduje, ze jego analiza nie jest prosta. W 1991 roku
opisano metod¢ oznaczania jonu denatonium w oparciu
o s6l czterofenyloboranowa z wykorzystaniem membra-
nowej elektrody jonoselektywnej z matryca poli(winyl-
ochlorkowa). Badana byla charakterystyka sygnatu elek-
trody dla jonu denatonium i kilku innych zwiazkoéw be-
dacych aminami czwartorzgdowymi. Wyniki pomiarow
potencjometrycznych zawartosci benzoesanu denatonium
w oleju rzepakowym w zakresie 1-10 ppm byto zgodne
w £5% ze wstrzyknicta iloscia tego zwiazku [12]. Me-
toda stosowanag najczgSciej w praktyce do jego ozna-
czenia w produktach konsumpcyjnych jest wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa (HPLC) [5, 8]. Anali-
za roztworéw wzorcowych wskazata na liniowos$¢ w za-
kresie 1,25-50 ppm (producenci zwykle dodaja 10—
30 ppm). Eluat z zakresu odpowiadajacego zarejestro-
wanemu pikowi byt zbierany i obecno$¢ benzoesanu de-
natonium byla zweryfikowana metoda spektrometrii
masowe;j.
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Celem innej pracy [6] dotyczacej benzoesanu denato-
nium byto opracowanie szybkiej metody izolacji i wzboga-
cenia tego zwiazku z niskozamarzajacych ptynéw stoso-
wanych do chtodzenia silnikéw (ptynow sporzadzonych
na bazie glikolu etylenowego i propylenowego). Do
przygotowania probki wykorzystano ekstrakcjg do fazy
statej (SPE), a oznaczenie prowadzono metoda wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym ukta-
dzie faz (RP HPLC). Dzigki optymalizacji metody przy-
gotowania probki uzyskano wysokie odzyski (okoto
90%) oraz powtarzalnos$¢ jakosciowych i ilosciowych
wynikow uzyskanego stgzenia analitu (RSD = +1%)).

Do badan wykorzystano réwniez technike elektrofo-
rezy kapilarnej (CE). Zoptymalizowany rozdziat byt pro-
wadzony w 0,025 mol/l elektrolicie Tris-fosforanowym
(pH 7,0) z zastosowaniem bezposredniej detekcji w za-
kresie UV przy 214 nm. Kalibracja byta liniowa w zakre-
sie 2-50 mg/l. Granica wykrywalnos$ci wyznaczona dla
10 s elektrokinetycznego (5 kV) nastrzyku wynosita
0,45 mg/l (3/N). Metoda zostata zastosowana do ozna-
czania bitrexu w réznych skazonych produktach alkoho-
lowych, a jej wyniki byly porownywalne do uzyskanych
metoda HPLC [13].

Obecnie opracowano metodg tandemowa, tj. spektro-
skopi¢ mas z jonizacja chemiczng pod ci$nieniem atmo-
sferycznym sprze¢zona z analiza przeptywowo-wstrzy-
kowa do oznaczania Bitrexu w etanolu. Zwiazki zidenty-
fikowano na podstawie ich widm masowych zbieranych
w zakresie m/z 50—500. Rownoczesnie przeprowadzano
analiz¢ ilosciowq przy wybranym jonie m/z 325 dla Bi-
trexu. Warunki pracy zostaly zoptymalizowane dla migk-
kiej jonizacji (w jonizacji dodatniej) z fragmentacja
prowadzona jedynie w zakresie koniecznym do identyfi-
kacji analitu. Krzywa kalibracyjna byla prostoliniowa
w zakresie stgzen 2-30 g/ml, precyzja (RSD) wynosita
11,5%, a granica wykrywalno$ci 0,017 g/ml. Metoda za-
pewniata rownoczesna analiz¢ jakosciowa 1 ilo§ciowa
prowadzona z wysoka czulo$cig. Brak jakiegokolwiek
przygotowania probki oraz zastosowanie analizy prze-
ptywowo-wstrzykowej oznaczaty, ze procedura byla
prostsza i szybsza niz opisane poprzednio [1].

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy
bylo opracowanie prostej procedury badania wyrobow
spirytusowych pod katem zawarto$ci benzoesanu denato-
nium z wykorzystaniem technik chromatograficznych.

2. Material i metody

Przy opracowaniu metody oznaczania benzoesanu
denatonium wykorzystano wzorzec tej substancji zaku-
piony w firmie Sigma Aldrich. Roztwory wzorcowe Bi-
trexu sporzadzano poprzez odwazenie odpowiedniej
ilo$ci benzoesanu denatonium i rozcienczenie spirytusem
rektyfikowanym (Polmos Warszawa). Doktadnos¢ ste-

zenia w sporzadzonym roztworze zostata oceniona w ra-
mach poréwnan migdzylaboratoryjnych.

Opracowana metod¢ zastosowano do badania ma-
teriatu dowodowego. Wykorzystano w tym celu probki
alkoholu etylowego zabezpieczone w 2005 roku i prze-
kazane do badan w Pracowni Badania Alkoholu i Narko-
tykéw Instytutu Ekspertyz Sadowych. Gléwna grupe
stanowily napoje alkoholowe zakwestionowane w re-
stauracjach lub u 0séb prywatnych. Ponadto badano al-
kohol pochodzacy z zakladow zajmujacych sig jego prze-
tworstwem.

W celu wyznaczenia zawarto$ci benzoesanu dena-
tonium w badanych ptynach opracowano metodg wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Badania
przeprowadzono za pomoca urzadzenia LaChrom
(Merck/Hitachi) wyposazonego w detektor szeregu diod
(DAD). Probki bezbarwnych alkoholi byty poddawane
analizie bezposrednio badz po odwirowaniu. Jako elu-
enty zastosowano wodny roztwor 85% kwasu fosforowe-
go o stezeniu 0,1 ml/l (faza A) oraz acetonitryl (faza B).
Rozdziat chromatograficzny byt prowadzony na kolumn-
ie monolitycznej Chromolith Performance RP-18e (100 x
4,6 mm) w standardowych warunkach gradientowych:
0 min — 0% fazy A/100% fazy B, 20 min — 100% fazy
A/0% fazy B, 21 min — 100% fazy A/0 % fazy B i 5 min
stabilizacji w tych warunkach. Pomiary stezenia benzo-
esanu denatonium byly wykonywane przy dwoch dtugos-
ciach fali: 205 nmi 230 nm.

Przy obliczaniu parametrow walidacyjnych wyko-
rzystano program komputerowy “Validation Manager”
firmy Merck/Eurolab.

Do potwierdzenia obecno$ci benzoesanu denatonium
wykorzystano metode¢ spektrometrii mas (MS). W bada-
niach zastosowano spektrometr masowy Quattro Micro
API firmy Micromass. Probki ptynu byly wprowadzane
bezposrednio do komory jonizacyjnej spektrometru
z szybkoS$cia przeptywu 10 pl/min. Stosowano zaréwno
dodatnia (ES+), jak i ujemna (ES—) jonizacj¢. Napigcie
kapilary wynosito 3,0 kV, natomiast napigcie w strefie
CID wynosito 15 V. Gaz osuszajacy podawany byt z szyb-
koscia 600 I/h w temperaturze 300°C. Temperatura zrodla
jonow wynosita 100°C. Monitorowano zakres mas jo-
nowych m/z = 25-400.

3. Wyniki i ich oméwienie

Benzoesan denatonium jest srodkiem skazajacym al-
kohol etylowy wymienionym w rozporzadzeniu Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 11 sierpnia 2003 r.
w sprawie srodkéw dopuszczonych do skazania alkoholu
etylowego [4]. Jego dodatek nie wptywa na podstawowe
wiasnosci fizykochemiczne alkoholu etylowego, ponie-
waz ilo§¢ benzoesanu denatonium, jaka nalezy dodac
zgodnie z ww. rozporzadzeniem, jest niewielka i wynosi
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0,3 gna 1001100% alkoholu etylowego. Bitrex moze by¢
dodany réwniez w postaci 20% roztworu alkoholowego.

Benzoesan denatonium jest zwigzkiem chemicznym
o stosunkowo duzej masie czasteczkowej. Analizujac
jego strukture, mozna zauwazyc¢, ze jest to sol czwarto-
rzedowa, posiadajaca grupy chromoforowe. Dlatego me-
toda z wyboru zastosowana do oznaczenia benzoesanu
denatonium byta wysokosprawna chromatografia cie-
czowa (HPLC).

Wstepnie badania prowadzono z zastosowaniem kla-
sycznej kolumny chromatograficznej LiChroCART
(125 x 4 mm) z wypetnieniem Lichrospher 60 RP-select
B, jednak znacznie lepsze wyniki osiagnigto przy zasto-
sowaniu kolumny monolitycznej Chromolith Performan-
ce RP-18e (100 x 4,6 mm). Zastosowanie kolumny mo-
nolitycznej pozwolito na uzyskanie znacznie wigkszej
czutosci 1 selektywno$ci oznaczen oraz znaczaco wply-
neto na zakres zastosowan opracowanej metody.

Stezenie benzoesanu denatonium okre$lone w roz-
porzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi odpo-
wiada stezeniu 3 mg/l. Poniewaz w trakcie wstepnych
badan roztworu wzorcowego benzoesanu denatonium
o takim stezeniu uzyskano piki chromatograficzne o sto-
sunkowo duzej intensywnosci, postanowiono maksymal-
nie uprosci¢ procedurg przygotowania probek do analizy.
Probki alkoholu etylowego umieszczano bezposrednio
w naczynkach pomiarowych, a w sytuacji, gdy ptyny nie
byly catkowicie klarowne, odwirowywano je. Na ryci-
nie 2 przedstawiono chromatogram roztworu wzorco-
wego benzoesanu denatonium (Bitrexu) o stgzeniu
3,0 mg/l.

Do rozdziatu chromatograficznego zastosowano wa-
runki podane w rozdziale ,,Materiat i metody”. Podczas
analizy roztworow wzorcowych benzoesanu denatonium
w wymienionych warunkach uzyskano dwa piki chro-
matograficzne odpowiadajace prawdopodobnie dwdom
z trzech mozliwych form tego zwiazku wystepujacym
w roztworach wodno-alkoholowych, tj. formie niezdy-
socjowanej benzoesanu denatonium (BD), jonowi ben-
zoesanowemu (B—) oraz jonowi denatonium (D+). Pik
chromatograficzny o czasie retencji 9,05 min wykazywat
dwa maksima absorpcji — okoto 205 nm i 230 nm, nato-
miast pik o czasie retencji 10,30 min miat jedno maksi-
mum (okoto 205 nm).

Wystgpowanie dwoch lub wigkszej ilosci pikow
chromatograficznych pochodzacych od jednej substancji
nie jest zjawiskiem czgstym, ale jest to mozliwe w przy-
padku substancji ulegajacych dysocjacji, do ktorych za-
liczy¢ mozna sole czwartorzgdowe. Poniewaz zgodnie
z podstawowymi prawami chemicznymi stgzenie zdy-
socjowanych jondéw oraz formy niezdysocjowanej sa
Scisle skorelowane z wyjsciowym stezeniem zwiazku,
kazdy z uzyskanych pikéw chromatograficznych mogt
by¢ uzyty do wykonania analiz ilo§ciowych. Wystepo-
wanie wigcej niz jednego piku pochodzacego od jednej

substancji pozwala na zwigkszenie precyzji oznaczen niz
w przypadku, gdy dwa lub wigcej pikow zostanie uzytych
do wykonania obliczen.

Poniewaz na podstawie uzyskanych widm nie bylo
mozliwe okreslenie, ktory pik chromatograficzny odpo-
wiada poszczegdlnym formom benzoesanu denatonium
wystgpujacym w roztworze, wykonano analizg¢ roztworu
wzorcowego kwasu benzoesowego. Dla tego zwiazku
uzyskano na chromatogramie pik o czasie retencji
9,05 min i dwoch maksimach absorpcji (okoto 205 nm
1230 nm). Jego porownanie z chromatogramami benzo-
esanu denatonium wskazato, ze pierwszy z pikéw po-
chodzi od jon6w benzoesanowych. A zatem analiza za-
wartosci benzoesanu denatonium w napojach alkoholo-
wych wykonana na postawie analizy pierwszego z pikow
byta posrednia analiza poprzez okreslenie zawartosci jo-
néw benzoesanowych.

Wykorzystywanie metod posrednich jest czgsta prak-
tyka w laboratoriach toksykologicznych. Do takich oz-
naczen zaliczy¢ nalezy np. oznaczanie zawartosci alko-
holu we krwi metoda enzymatyczna ADH, gdzie stezenie
alkoholu jest proporcjonalne do powstalej w wyniku jego
reakcji z NAD+ (w obecno$ci enzymu ADH) zredukowa-
nej formy NADH, ktora wykazuje specyficzna absorpcije
przy dlugosci fali 340 nm. Poniewaz nie dysponowano
wzorcem innej soli zawierajacej jony denatonium, nie
byto mozliwe rozstrzygnigcie, czy pik chromatograficz-
ny o czasie retencji 10,30 min pochodzi od kationow de-
natonium czy tez od niezdysocjowanych czasteczek ben-
zoesanu denatonium. Niemniej jednak mozna przyjac, ze
wielko$¢ sygnatu jest proporcjonalna do ilosci jonéw de-
natonium w roztworze.

Do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej przygotowa-
no roztwory wzorcowe benzoesanu denatonium w spiry-
tusie rektyfikowanym nie zawierajacym tego zwiazku.
Stgzenie Bitrexu w poszczegélnych roztworach wy-
nosito: 0,0; 1,5; 3,0; 6,0; 9,0 i 12,0 mg/l. Doktadno$¢
sporzadzonych roztworéw wzorcowych zostata oceniona
w ramach badan migdzylaboratoryjnych dla roztworu al-
koholu stgzonego Bitrexem w ilosci 3,0 mg/l i uzyskano
wynik zgodny z oczekiwanym (2,9 £+ 0,3 mg/l). Krzywe
kalibracyjne sporzadzono dla obu pikéw chromatogra-
ficznych, przy czym dla piku o czasie retencji 9,05 min
analizy prowadzono przy dtugosci fali 230 nm, natomiast
dla piku o czasie retencji 10,30 min przy dlugosci fali
205 nm. Dla obu pikéw uzyskano liniowa zaleznos$¢ ich
powierzchni od stgzenia Bitrexu w badanym zakresie
(1,5-12 mg/l). Wartosci wspotczynnika korelacji byty
w obu przypadkach wigksze niz 0,999. Wykresy kalib-
racyjne przedstawiono na rycinie 3.

Jak wynika z wykresu 3, wigksza czulo$¢, ktora moz-
na okresli¢ poprzez nachylenie krzywej kalibracyjnej,
uzyskuje si¢ dla piku odpowiadajacemu jonowi denato-
nium. Nastgpnie na podstawie wykresu kalibracyjnego
wyznaczono rowniez granice wykrywalnosci (LOD)
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i oznaczalnosci (LOQ), ktore — niezaleznie od piku uzy-
tego do obliczen — wynosily odpowiednio: 0,1 mg/l
i 0,3 mg/l. Zblizone warto$ci LOD i LOQ obliczone
w oparciu o piki, dla ktérych uzyskano rézna czulosc,
moga wydawac si¢ zastanawiajace. Wyjasnieniem tego
zjawiska jest wigksza warto$¢ btedu przypadkowego
(mniejsza precyzja) przy pomiarach dla piku o wigkszej
czutosci. Uzyskana warto$¢ LOQ jest dziesigciokrotnie
mniejsza niz minimalna ilo$¢ Bitrexu, jaka nalezy do-
dawaé w celu skazenia spirytusu. Nalezy zatem stwier-
dzi¢, ze opracowana metoda moze by¢ stosowana do
badania tego typu ptynow.

Zastosowanie dwoch pikéw chromatograficznych do
wyznaczenia st¢zenia zwiazku pozwala na jego lepsze osza-
cowanie (uzyskuje si¢ dwa wyniki w trakcie jednej analizy).
Btad wyznaczenia stgzenia benzoesanu denatonium w opra-
cowanym zakresie pomiarowym wynosit ponizej 2%.

Obecnos¢ benzoesanu denatonium w wyrobach spi-
rytusowych potwierdzano za pomoca spektrometrii mas.
Badania prowadzono w warunkach okreslonych w roz-
dziale ,Materiat i metody”. Pomiary prowadzono za-
réowno przy jonizacji dodatniej (ES+), jak i ujemnej
(ES-). Podczas analiz skazonych spirytuséw przy obu ro-
dzajach jonizacji nie stwierdzano jonu masowego od-
powiadajacego masie czasteczkowej zwiazku, czyli
m/z = 446 (w badaniach wstgpnych stosowano zakres
mas m/z = 25-500). Przy jonizacji dodatniej najbardziej
charakterystycznym jonem masowym okazat si¢ jon
o stosunku m/z =325, masa odpowiadajacy jonowi dena-
tonium. Innymi jonami masowymi o stosunkowo duzej
intensywno$ci byly jony o m/z= 1441 135. Podczas ana-
liz przy jonizacji ujemne;j stwierdzano obecnos¢ jonu ma-
sowego o stosunku m/z = 121, co odpowiada masie jonu
benzoesanowego. Ponadto powstawat drugi charaktery-
styczny jon o m/z = 89. Widma masowe roztworu wzor-
cowego spirytusu skazonego Bitrexem o stezeniu 3 mg/1
przedstawiono na rycinie 4.

Opracowana procedura zostata zastosowana do wy-
znaczenia st¢zenia benzoesanu denatonium w wyrobach
spirytusowych. Byly to zarowno konsumpcyjne napoje
alkoholowe zakwestionowane w restauracjach, pubach
czy u osob fizycznych, jak tez wyroby przemyslowe
sporzadzone na bazie skazonego spirytusu.

Otrzymane wyniki byly zaskakujace. Tylko dla dwdch
badanych probek skazonego spirytusu uzyskano zgod-
no$¢ stgzen wyznaczonych na podstawie jonu benzo-
esowego i drugiego piku, ktoérego sygnat byt zalezny od
stezenia jondow denatonium w roztworze. W wigkszosSci
przypadkow uzyskiwano tylko jeden pik odpowiadajacy
jonom benzoesanowym. Kontrolnie przebadano kon-
sumpcyjne napoje alkoholowe bedace w posiadaniu Pra-
cowni Badania Alkoholu i Narkotykow i w zadnym
z nich nie stwierdzono obecnos$ci zaréwno jondw ben-
zoesanowych, jak i sygnatu analitycznego zaleznego od
st¢zenia jonéw denatonium. Badaniu poddano réwniez

roztwory wzorcowe Bitrexu przechowywane przez kilka
tygodni i nie stwierdzono spadku stgzenia zadnej z form
tego zwiazku. Analiza za pomoca spektrometrii mas po-
twierdzita te wyniki. Dla wigkszos$ci probek przy joniz-
acji dodatniej nie stwierdzano jonu o m/z = 325, czyli
pochodzacego od jonu denatonium; pojawial si¢ natom-
iast dodatkowy pik masowy o stosunku m/z = 360. Jed-
noczesnie widma masowe przy jonizacji ujemnej ulegaty
przeksztatceniu i pojawialy si¢ w nich dodatkowe piki
masowe, ktorych uktady mogly wskazywaé na obecnos¢
w roztworze chlorowcopochodnych. Powyzsze wyniki
oraz uzyskane z policji dane operacyjne pozwolily na
przyjecie hipotezy, ze osoby wprowadzajace na niele-
galny rynek wyroby sporzadzone na bazie skazonego spi-
rytusu, usuwaja obecny w nich Bitrex. Odbywa sig to
najczesciej poprzez dodanie podchlorynu sodu. Widma
masowe roztworu wzorcowego spirytusu skazonego
Bitrexem o st¢zeniu 3 mg/l, do ktorego dodano podchlo-
ryn sodu w ilo$ci 50 pl/ml, przedstawiono na rycinie 5.

Jak wynika z ryciny 5, widma masowe skazonego spi-
rytusu zardwno przy jonizacji dodatniej, jak 1 ujemne;j,
ulegaja bardzo duzym zmianom po dodaniu podchlorynu
sodu. Zagadnieniu wptywu podchlorynu sodu na zawar-
to$¢ benzoesanu denatonium po§wigcona zostata odrgbna
praca autorow [16].

Zanik piku, ktorego sygnat zalezy od stezenia dena-
tonium w probce, oznacza, ze jony te zostaly usunigte
z roztworu. W konsekwencji nalezy stwierdzi¢, ze stg-
zenie samego Bitrexu jest ponizej granicy wykrywal-
nosci metody. Wykonanie obliczen w oparciu o pik odpo-
wiadajacy stezeniu jonéw benzoesanowych doprowadzi-
toby do odmiennego wniosku, poniewaz jony te byly
nadal obecne w roztworze. A zatem, jesli celem analizy
jest wyznaczenie st¢zenia Bitrexu w roztworze przy za-
stosowaniu opracowanej metody, konieczne staje si¢ wy-
konywanie obliczen w oparciu o pik o czasie retencji
10,30 min, ktoérego stgzenie jest proporcjonalne do za-
warto$ci jonow denatonium w roztworze. Poréwnanie
uzyskanego w ten sposob st¢zenia ze stezeniem wyzna-
czonym w oparciu o zawarto$¢ jonéw benzoesanowych
moze wykaza¢ proby usunigcia Bitrexu z roztworu. Wy-
niki te moga by¢ potwierdzane metoda spektrometrii mas.

Badaniom w Instytucie Ekspertyz Sadowych pod-
dano rowniez techniczne 20% roztwory Bitrexu stosowa-
ne do skazania alkoholu. Wyniki réwniez byly zaska-
kujace. Okazalo sig, ze roztwory te zawieraly znacznie
mniegjsze jego ilo$ci niz deklarowane. Wyznaczone stg-
zenie bitrexu metoda HPLC w takich plynach wynosito
10-12%. Plyny stosowane do skazania sa badane przed
ich uzyciem, jednak metody analityczne stosowane
w tym celu sa wysoce nieselektywne (najczgsciej do ta-
kich badan wykorzystuje si¢ pomiar ggstosci). Mozliwe
jest zatem, ze nizsza zawarto$¢ Bitrexu stwierdzana
czgsto w badanych ptynach wynika z mniejszej jego
zawarto$ci w plynie skazajacym.
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4. Podsumownie

Opracowana metoda HPLC pozwala na wyznaczenie
stezenia benzoesanu denatonium (Bitrexu) poprzez ozna-
czenie zawarto$ci jonéw benzoesanowych, jak réwniez
zawartosci jondw denatonium lub czasteczek benzoesanu
denatonium. Analiza zawarto$ci tych sktadnikow poz-
wala ustali¢, czy badany ptyn zawiera Bitrex, czy tez plyn
ten byl skazony Bitrexem, a nastgpnie zostat odkazony.

Metoda spektrometrii mas moze by¢ zastosowana do
potwierdzania obecnos$ci benzoesanu denatonium w ska-
zonych spirytusach. Pozwala ona réwniez czgsto ocenic,
czy dowodowy plyn zawiera zwiazki powstate w wyniku
reakcji benzoesanu denatonium z czynnikiem utlenia-
jacym, np. podchlorynem sodu.
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