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| CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest analiza benzoesanu denatonium w probkach skazonego alkoholu
etylowego oraz w probkach odkazonych przez dodanie chloranu(I) sodu (podchlorynu sodu,
NaOCl). Analiza jako$ciowa zostanie wykonana poprzez pordwnanie czasu retencji analitu z

czasem retencji wzorca otrzymanych w tych samych warunkach chromatograficznych.

Il ODKAZANIE ALKOHOLU
Benzoesan denatonium odkryto przypadkowo w Edynburgu w roku 1958. W laboratoriach firmy
Macfarlan Smith podczas prac nad lidokaing jeden z naukowcow odkryl, ze otrzymany biaty
puder miat bardzo gorzki smak.
BENZOESAN DENATONIUM
obiaty krystaliczny proszek lub granulki
o bezzapachowy ale ekstremalnie gorzki
NH Y o temperatura topnienia 163 -170 °C
7|/\N CHs rozpuszczalnos¢ w wodzie 5% w temp. 20 °C
CHy ch) © = © o moze powodowac reakcje alergiczne u 0os6b uczulonych
na lidokaing lub podobne zwigzki
onie ulega bioakumulacji
o dziatania kancerogennego, teratogennego czy mutagennego u ludzi nie stwierdzono

Cztowiek moze wykry¢ lekko gorzki smak benzoesanu denatonium juz przy st¢zeniu 50 ppb a
bardzo gorzki smak wyczuwa przy stezeniu 1-10 ppm. Do testowania intensywnosci gorzkiego
smaku wykorzystywani sa jedynie ludzie (juz od 18 miesigca zycia). W 1982 roku benzoesan
denatonium zostal umieszczony w Ksigdze Rekordéw Guinnessa jako ,,najbardziej gorzka
substancja znana cztowiekowi”. W 1958 roku produkt zostat zrejestrowany jako $rodek
denaturujacy pod marka Bitrex® w Zjednoczonym Kroélestwie, a w 1960 roku w Stanach
Zjednoczonych. Bitrex 1 logo Bitrex (i wszystkie tlumaczenia) sg zastrzezone przez firme
Macfarlan Smith i nie mogg by¢ uzywane ani kopiowane w zadnej formie na etykietkach, w
materiatach ilustracyjnych, na opakowaniach, w reklamie czy materiatach promocyjnych bez
pisemnej zgody firmy Macfarlan Smith. Warunki uzyskania zgody od firmy Macfarlan Smith

to:



o przej$cie testow kazdego produktu w laboratoriach Macfarlan Smith; pozwala na

upewnienie si¢, ze bedzie on stabilny i na poziomie zapewniajacym bezpieczenstwo,

o zastosowanie minimalnego poziomu Bitrex-u zapewniajagcy gorzki smak

(10 - 100 ppm),

o wszystkie prace graficzne zwigzane z etykietkami, opakowaniami, reklama itp. z

uzyciem logo Bitrex muszg by¢ zaaprobowane przez firm¢ Macfarlan Smith,

o wszelkie zmiany dotyczace produktow, dla ktérych wezesniej zostala uzyskana zgoda

muszg by¢ ponownie zaakceptowane przez Macfarlan Smith.
Ze wzgledu na niestwierdzone szkodliwe dzialanie jest uniwersalnym $rodkiem do skazania
produktéw spirytusowych. Niestety pomimo obowigzujacego prawa, wcigz pojawiaja sie
problemy zwigzane ze zbyt mata niz wyznaczona ilo$cig benzoesanu denatonium w wyrobach
alkoholowych oraz z usuwaniem gorzkiego smaku poprzez dodanie chloranu(l) sodu
(podchlorynu sodu).
CHLORAN(I) SODU (NaOCl, podchloryn sodu)

o rozpuszczony w wodzie jest przezroczystym zo6ltozielonym ptynem o pH od 12 do 13,

ktoéry dziata silnie utleniajaco

o procentowo$¢ NaOCI odnosi si¢ do ilosci czynnego chloru, maksymalnie 12,5%.

Po raz pierwszy podchloryn, najprawdopodobniej w postaci podchlorynu potasowego (KOCI),
zostat wytworzony w X VIII wieku przez francuskiego chemika C.L. Berthollet’a. Podchloryny
znalazty zastosowanie jako $rodki do bielenia tekstyliow 1 innych materiatéw organicznych czy
w odkazaniu ran (dziata odkazajaco na wszystkie drobnoustroje, grzyby 1 wirusy). Odkazajace
wlasciwos$ci zadecydowaly o wykorzystaniu 5% roztworu NaOCI jako srodka ptuczacego
podczas leczenia kanatowego zgbow.

Zuba 1 jego zespot opracowali metode¢ oznaczania benzoesanu denatonium za pomoca
HPLC z detekcja DAD. Opracowang metode zastosowali takze do badania efektywnosci
usuwania benzoesanu denatonium za pomocg podchlorynu sodu. Dodatkowo wykorzystali
takze spektormetri¢ mas (zarowno w trybie pracy jondw dodatnich, jak 1 ujemnych).
Udowodnili, ze dodanie NaOCl (o zawartosci 12-15% aktywnego chloru) w ilosci
odpowiadajacej stezeniu 50 pL na litr spirytusu skazonego (3 mgL™* benzoesanu denatonium)
powoduje spadek stezenia jonéw denatonium w roztworze. Po dodaniu NaOCl w ilosci
odpowiadajacej 200 pL na litr alkoholu usuwa te jony catkowicie powodujgc zanik gorzkiego

smaku przy stosunkowo niezmienionym pH roztworu. Jony benzoesanowe zniknety dopiero po



dodaniu NaOCl1 w ilo$ci odpowiadajacej 80 mL na litr alkoholu. W tak otrzymanym roztworze
pH osiagneto wartos¢ 11-12 co uniemozliwia uzycie tego alkoholu dla celéw konsumpcyjnych.
Dzigki tym badaniom wiemy o tym, ze je$li w produkcie spirytusowym potwierdzona zostanie
obecnos¢ jonow benzoesanowych to mozemy przypuszczac, iz wczesniej w takim produkcie
znajdowal si¢ benzoesan denatonium. Wsroéd zidentyfikowanych produktow degradacii

benzoesanu denatonium sg min. N,N-dibenzylamina czy chlorek sodu.

111l WYKONANIE CWICZENIA

1. Przygotowanie probek

Wykorzystujac gotowy roztwor podstawowy benzoesanu denatonium o stezeniu réwnym
1000 mg/L; nalezy przygotowac rozcienczenia o st¢zeniach rownych: 100; 75; 50 i 20 mg/L.
Do kolb miarowych o objetosci 10 mL, przeprowadzi¢ odpowiednio: 1; 0,75; 0,5; i 0,2 mL
roztworu podstawowego i uzupetnié¢ kolbe do kreski etanolem.

Nastepnie nalezy wykonac analiz¢ chromatograficzng (HPLC) probek alkoholu zawierajgcych
okreslong ilo$¢ benzoesanu denatonium a takze probki czystego alkoholu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw, przygotowac krzywa kalibracyjna.

Nalezy rowniez przeprowadzi¢ analizg otrzymanej probki skazonego alkoholu i oceni¢ stgzenie

jonow denatonium w tej probce na podstawie przygotowanej wezesniej krzywej kalibracyjne;j.

W Kkolejnym etapie nalezy pobra¢ 1 ml probki skazonego alkoholu i usunaé jony denatonium za

pomocg chloranu(I) sodu (o zawartosci 10-15% aktywnego chloru).

Potrzebng objetos¢ NaOCI nalezy obliczy¢ wiedzac, ze:

A. dodanie NaOCl (o zawartosci 12—15% aktywnego chloru) w ilosci odpowiadajacej stezeniu
50 pL na litr spirytusu skazonego Bitrexem (3 mg/L) powoduje spadek st¢zenia jonow
denatonium w roztworze;

B. dodanie NaOCI w ilosci odpowiadajacej 200 uL na litr alkoholu usuwa te jony catkowicie,

co wystarczy do zneutralizowania gorzkiego smaku;

C. jony benzoesanowe znikaja z roztworu dopiero po dodaniu NaOCI w ilo$ci odpowiadajacej

80 mL na litr alkoholu.



Przy obliczeniach nalezy zastosowac nastepujacy wzor:
N =xX(AlubB lub ()
gdzie:

N —ilos¢ NaOCI ktorg nalezy doda¢ do 1 mL probki analitycznej wyrazona w ul

X —Wyznaczone stezenie Bitrexu wyrazone w mg/L (ppm)

A lub B lub C —wartosci odpowiednio: 0,017, 0,067 i 26,667 stanowigce warianty neutralizacji

jonow benzoesanu denatonium opisane powyzej

Nastepnie probke nalezy odwirowaé (10 min., 4000 obr./min), po czym roztwor znad osadu
przesaczy¢, sprawdzi¢ pH roztworu za pomoca papierka wskaznikowego i poddaé analizie

chromatograficzne;j.

2. Analiza HPLC

Podczas ¢wiczen zostanie wykorzystany chromatograf cieczowy z detektorem
spektrofotometrycznym UV-Vis (SCHIMADZU SPD-20A) wyposazony w dozownik typu
zaworu z petla o objetosci 20 ul. Do analizy zostanie wykorzystana kolumna analityczna o
wymiarach 150x4,6 mm (PhenoSphere-Next 5 pm C18 firmy Phenomenex). Wypetnienie
stanowi zel krzemionkowy z chemicznie zwigzanymi grupami oktadecylowymi, czyli tzw. faza
odwrécona RP-18. Srednica ziaren - 5 pm. Faza ruchoma jest mieszanina: 0,1% wodny roztwor
HsPOus/acetonitryl w stosunku 70:30 (v/v); rozdziat izokratyczny. Predko$¢ przeptywu fazy
ruchomej: 0,7 ml/min. Czas analizy 12 minut. Maksimum absorpcji promieniowania UV jonu
denatonium wynosi 205 nm natomiast jon benzoesanowy charakteryzuje si¢ dwoma
maksimami absorpcji: okoto 205 i1 230 nm. Pomiary st¢zenia benzoesanu denatonium

najczesciej prowadzi si¢ przy dlugosci fali 210 nm.

HPLC - UWAGI OGOLNE:
* Faze¢ ruchomag nalezy przed uzyciem odgazowac przez 15 min w tazni ultradzwiekowe;.
* Przed rozpoczeciem analiz nalezy przemy¢ kolumne faza ruchoma w ciggu minimum.
30 minut az do uzyskania stabilnej linii zerowej (przeptyw 0,7 mL/min).

* Po zakonczeniu analiz nalezy koniecznie przemy¢ kolumng¢ mieszaning wody i acetonitrylu
w stosunku 40:60 w ciagu minimum 30 minut az do uzyskania stabilnej linii zerowej.



* Nie wolno doprowadzi¢ do zapowietrzenia pomp poprzez zaciggnigcie powietrza przez
rurki, uzywanie nieodgazowanych rozpuszczalnikéw lub pozostawienie rurek, ktore nie sg
zanurzone w odpowiedniej ilo$ci cieczy.

* Przed kazda analiza nalezy przemy¢ strzykawke oraz petle dozownika kilkakrotnie
rozpuszczalnikiem a nast¢pnie jednokrotnie badang probka.

* Dozujac probke za pomocg strzykawki nie wolno wprowadzi¢ do dozownika pecherzykow
powietrza.

3. Sprawozdanie

Opisa¢ warunki przeprowadzonych analiz chromatograficznych.

Zamie$ci¢ w sprawozdaniu odpowiednio opracowane chromatogramy 1 krzywa kalibracyjna.
Dokona¢ analizy chromatogramow probek alkoholu skazonego oraz probek alkoholu
potraktowanych chloranem(I) sodu i oceni¢ powstate roznice w stgzeniach analitow.

Przedstawi¢ dyskusje wynikow i wnioski.

SPRZET I SZKL.O LABORATORYJNE
- strzykawka do HPLC (50 p)l;

- cylinder miarowy 100 ml 2 szt.;

- pipety szklane poj. 1 ml 4 szt.;

- pipeta szklana poj. 0,2 ml 1 szt.;

- naczynka szklane poj. 4 ml 10 szt,;

- wiroOwka;

- probowki wirowkowe 4 szt.

- papierki wskaznikowe;

- zestaw HPLC z detektorem spektrofotometrycznym UV-Vis.

ODCZYNNIKI

- roztwor 0,1% H3zPOas w 1 litrze wody wykonany poprzez rozpuszczenie 1 ml 85% HsPOs w
1 litrze wody;

- faza ruchoma o sktadzie: 0,1% wodny roztwor Ha3POas/acetonitryl w stosunku 70:30 (v/v);

- faza ruchoma o skladzie: woda/acetonitryl w stosunku 70:30 (v/v);

- roztwor podstawowy benzoesanu denatonium o stezeniu réwnym 2 mg/ml;

- roztwory benzoesanu denatonium w etanolu o stezeniach rownych: 0, 5, 10, 20 1 40 mg/I;

- acetonitryl do mycia strzykawek;



- acetonitryl,

- woda dejonizowana;

- kwas octowy;

- alkohol etylowy 99,8%);

- chloran(l) sodu (NaOCI, podchloryn sodu ) o zawartosci 10-15% aktywnego chloru.
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