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ANOTACIA

Denaturacia v zmysle znehodnotenia potravin sa pouziva hlavne na denaturaciu alkoholu aby
sa stal nevhodnym na T'udsku spotrebu. Robi sa pridanim jedného ¢i viacerych denatura¢nych

¢inidiel do syntetického alkoholu.

Denaturuje sa roznymi cinidlami, z ktorych jedno je denatonium benzoat alebo Bitrex,
najhorkej$ia latka na svete, ktorii pozname. Pridava sa do mnozstva produktov od domacnosti
po automobilovy priemysel. V praci je prehlad metdd na stanovenie tohoto denaturantu ako

aj jeho stanovenie katibnovou izotachoforézou.
KEUCOVE SLOVA
Izotachoréza, denaturacia, denaténium benzoét, denaturovany alkohol

TITLE

Isotachophoretic determination of denatonium

ANNOTATION

Denaturation in the sense of food degradation is also used to denature alcohol to make it unfit
for human consumption. It is prepared by adding one or more denaturing agents to potable

alcohol.

It is denatured with various reagents, one of which is denatonium benzoate or Bitrex, the most
bitter substance known in the world. It is added to a number of products from households to the
automotive industry. The paper provides an overview of the methods used to determine this
denaturant as well as its determination by cationic isotachophoresis.

KEYWORDS

Isotachophoresis, denaturation, denatonium benzoate, denaturated alcohol
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ZOZNAM SKRATIEK A ZNACIEK

APCI — chemicka ionizacia za atmosférického tlaku

BTH — benzeténium chlorid

CE — kapilarna elektroforéza

CFSAN - centrum pre bezpecnost potravin a aplikovanu vyzivu
DB — denatonium benzoat

ECHA — Eurdpska chemicka agentdra

EOF — elektroosmoticky tok

FDA — Urad pre potraviny a lie¢iva

FET-GC-FID — technika Uplneho odparovania plynova chromatografia s plamenovo

ionizaénym detektorom

GC-FID - plynovéa chromatografia s plamenovo-ionizaénym detektorom
GC/MS - plynovéa chromatografia s hmotnostnym detektorom

HILIC — hydrofilna interakéna chromatografia

HPLC — vysokoucinna kvapalinovd chromatografia

HS-GC — headspace plynova chromatografia

LC/MS - kvapalinova chromatografia s hmotnostnym spektrometrom
MEK — metyletylketon

PVP — polyvinylpyrolidon

RP-HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia na reverznej faze

sHS-GC-FID — komplexna headspace plynova chromatografia s plamenovo ionizacnym
detektorom

TLC — tenkovrstva chromatografia



UvoD

Denaturacia alkoholu, je proces, ktory robi synteticky alkohol nevhodny na ludska
spotrebu. Taktiez takyto alkohol je oslobodeny od spotrebnej dane. Pripravuje sa pridanim
jedného ¢i viacerych denaturaénych ¢inidiel do konzumného alkoholu. V réznych krajinach su
definované postupy aj mnozstva na jeho denaturaciu. Alkohol méze byt uplne alebo $pecialne
denaturovany v zavislosti od pouzitych denatura¢nych ¢inidiel. Existuje mnoho denatura¢nych

¢inidiel, medzi ktoré patri aj denatonium benzoat o ktorom je diplomové praca.

Denatonium benzoat je najviac horkou latkou na svete, je zndma pod nazvom Bitrex. Je to
kvartérna amonna organicka zluc¢enina bez zapachu. Pridava sa do Sirokej §kaly produktov, aby
sa zabranilo nahodnej ¢i timyslenej konzumacii, od ¢istiacich prostriedkov do domacnosti po
produkty v automobilovom priemysle ako aj na denaturéciu alkoholu. Uz pri vel'mi nizkych
koncentraciach citit’ jeho horku chut’. Povazuje sa za vel'mi bezpe¢nt zluceninu, pre jeho horkd

chut’ je nepravdepodobné, Ze by ho l'udia prijimali v zna¢nych mnozstvach.

V praktickej Casti sme tiez uviedli prehl'ad metdd na stanovenie denatonium benzodtu, ako
Vv experimentalnej Casti jeho stanovenie izotachoforézou v katibnovom rezime v jednej vzorke

ktorou bol technicky lieh denaturovany.

12



1 TEORETICKA CAST

1.1 Denaturacia alkoholu

Je to proces, ktory robi alkohol nevhodnym na ludsku spotrebu zmenou chuti, véne
a/alebo vzhladu [1; 2]. V zmysle znehodnotenia potravin sa tiez denaturuje sol’ a cukor, ktory
sa pouziva na kfmenie zvierat [3]. Denaturovany alkohol molekulu alkoholu chemicky nemeni
ani nerozklada. Danova sadzba pre denaturovany alkohol je ovela nizSia ako na konzumny
alkohol [2].

Denaturovany alkohol alebo denaturovany etanol je pripravovany pridanim jedného
¢iviacerych denaturaénych ¢inidiel do konzumného alkoholu, ¢oho robi nevhodnym
na konzumaciu ¢i vnaitorné pouzitie v humannej medicine. Alkohol mdze byt uplne alebo
Specialne denaturovany v zavislosti od typu pouzitych denaturacnych Ccinidiel. Kazdy
z0 Speciadlne denaturovaného alkoholu sa pripravuje zmieSanim etanolu s mnozstvom Siroke;j

Skaly denatura¢nych ¢inidiel [1].

Kodex federalnych predpisov USA Specifikuje mnoho povolenych denatura¢nych
¢inidiel, z ktorych je beZzne pouZivany metanol, ktory zvyc¢ajne tvori 4% alebo 5% primesi,
dalej sU casto pouzivané ¢inidla ako metyletylketon (MEK), izopropanol a denatonium
benzoat. Metyletylketon aizopropanol sa pridavaju, aby alkohol zapachal, zatial
¢o denatdénium benzodatje pouzivany na vel'mi horkt chut’. Vlastnosti alkoholu sa mézu menit’,

ak sa denatura¢né latky pridavaju vo vyssich mnozstvach, ako je potrebné na denaturaciu [2].

Denatonium benzoat sa samotne nepouziva ako denaturacné c¢inidlo v etanole,
ale zahrnuté v zmesi réznych denaturaénych ¢inidiel. V USA je tato zltCenina pritomna
ako prisada v dvoch schvalenych formulaciach $pecialne denaturovaného alkoholu (SDA),
SDA-I a SDA-40B. SDA-I a SDA-40B obsahuju denatonium benzoat v kone¢nej hodnote 11
ppm a6 ppm [4; 5]. Tieto alkoholy sU pouzivané ako rozpustadla v mnohych kozmetickych

a spotrebitel'skych vyrobkoch [5].

Je zname, Ze niektori alkoholici zdmerne konzumuju vyrobky obsahujuce denaturovany
alkohol ako nahradu za napoje obsahujuce etanol. Niektoré krajiny zakazali pouZivanie
metanolu ako denatura¢ného c¢inidla z dévodu zdravotného rizika, ktoré tato prax predstavuje.
Ako bolo uvedené vyssie, denatonium benzoat je prisada do niektorych automobilovych

nemrznucich zmesi, sltiziaca ako averzivne ¢inidlo [6].
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1.2 Legislativa

Eurdpske nariadenie pre uplnu (vSeobecna) denaturaciu liehu

Nariadenie komisie (ES) &. 3199/93, v zneni Vykonavacieho nariadenia komisie (EU)
2018/1880 z 30. novembra 2018 o vzajomnom uznavani postupov Uplnej denaturacie liehu
na ucely oslobodenia od spotrebnej dane stanovuje denaturacné prostriedky, ktoré pouzivaju
jednotlivé Clenské Staty na uplnt (vSeobecnu) denaturdciu liehu. Lieh denaturovany podla

tohoto nariadenia mozno tiez vol'ne dovazat/ vyvazat’ z/ do ostatnich ¢lenskych $tatov [7].

Denaturacné prostriedky, ktoré pouzivaji jednotlivé Clenské Staty na Gplna denaturaciu
lichu podla ¢l. 27 odst. 1 pism. a) smernica 92/83/EHS, st uvedené v prilohe nariadenia komisie
(ES) ¢. 3199/93 [7].

Zoznam produktov ktoré st povolené na UpInd denaturdciu liehu: aceton, denatonium-
benzoat, etanol, terc-butyl(etyl)éter, fluorescein, benzin (vratane bezolovnatého benzinu),
izopropylalkohol, petrolej, olej do lamp, metanol, etyl(metyl)keton (2-butanon),
metyl(izobutyl)keton, metylenovd modra (52015), solventna nafta, terpentynovy olej,

technicky benzin [7].

Vo vsetkych ¢lenskych Statoch moze byt ku denaturovanému liehu pridané farbivo, aby

ziskal charakteristicku farbu, vd’aka ktorej je okamzite rozpoznatelny [7].

Spolo¢ny postup denaturacie pre Uplne denaturovany liech pouZzivany v Belgicku,
Bulharsku, Ceskej republike, Dénsku, Nemecku, Estonsku, frsku, Grécku, épanielsku,
Franclzsku, Taliansku, na Cypre, v Lotys$sku, Litve, Luxembursku, Mad’arsku, na Malte,
v Holandsku, Rakasku, Pol'sku, Portugalsku, Rumunsku, Slovinsku, na Slovensku a vo Finsku:
na jeden hektoliter absoldtneho etanolu: 1,0 litru izopropylalkoholu, 1,0 litru etyl(metyl)keténu,

1,0 gramu denatonium benzoatu [7].

Dalsi postup denaturacie pre uplne denaturovany lich pouzivany v Ceskej republike:
na jeden hektoliter absolltneho etanolu: 0,4 litru solventnej nafty, 0,2 litru petroleja, 0,1 litru

technického benzinu [7].

Vyraz ,absolutny etanol* tu ma rovnaky vyznam ako vyraz ,Cisty alkohol” pouzivany
medzinarodnou tniou pre Cistd a pouzita chémiu. ZloZenie denaturovaného alkoholu(etanolu)

je prisne definované vladnymi nariadeniami, ktoré su v jednotlivych krajinach odlisné [7].
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1.3 Pouzitie

Kozmetika

Denaturovany alkohol sapouziva jako odpenovac, kozmeticky adstringent, rozptastadlo
a Cinidlo znizujuce viskozitu v kozmetike a vSetky Specialne denaturované alkoholy funguju
jako kozmetické adstringenty, rozpustadla a latky znizujuce viskozitu. V USA ako aj v Eurdpe
byvaju denatura¢né c¢inidla regulované. Denaturovany alkohol nie je zaradeny medzi latky
uvedené ako zakaézané, obmedzené alebo docasne povolené v pouzivani kosmetickych

vyrobkov predavanych v Europe alebo v Japonsku [1].

Nekozmetické pripravky

Denaturovany alkohol je pouzivany v lekarskych, priemyslovych prostriedkoch
a prostriedkoch do domécnosti. Hoci FDA/CFSAN zaradil denaturovany alkohol ako jednu
z pridavnych latok v potravinach v kategoérii ,,VSetko, ¢o sa priddva do potravin v USA®

(EAFUS), nie je hlasené jeho pouzitie jako pridavnej latky v potravinach [1].
1.4 Denatdénium benzoéat

Denatonium benzoat (obchodny ndzov Bitrex®, Denatrol, Aversion, BITTERANT-b
¢i BITTER+PLUS) je jednou z najviac horkych latok na svete aké ¢lovek pozna [6; 8].
Je pridavany do Sirokej skaly produktov v pozadovanych nizkych mnozstvach tak, aby
nenarusal sposob tcinku vyrobku [1]. Vo vel'kej miere byva pouzivany na prevenciu nahodnej
¢i umyselnej konzumaécie velkého mnozstva toxickych produktov, jako su ¢istiace prostriedky,
automobilové vyrobky, ako aj zdravotné ¢i kozmetické vyrobky [9 - 13]. Okrem toho je bezne
pouzivany na denaturaciu alkoholu, ktory nie je zdanovany ako alkoholicky napoj [9]. Je
komerc¢ne dostupny vo forme bieleho prasku, ale st k dispozicii aj granule alebo roztoky

denatonia [1].
1.4.1 Histéria

Denatonium benzoat bol objaveny ndhodne v roku 1958 W. Barnesom pri hl'adani
silnejSieho lokalneho anestetika [8; 13].Vyraba a predava ho spolo¢nost’ Macfarlan Smith Ltd.,
v Spojenom kral'ovstve [11] pod znackou Bitrex® [8; 11; 13 - 15]. Prva zndma aplikacia Bitrexu
bola ako averzant u osipanych, ktoré kanibalizovali svoje vlastné chvosty alebo chvosty inych
osipanych [8; 13]. Ako denatura¢né cinidlo v liehu bol prvykrat pouzity v 70. rokoch 20.
storocia [13; 16].
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1.4.2 Struktira

Je to netoxicky, chemicky stabilny a pribuzny derivat lidokainu (obrazok 1) [14; 17].
Jeho molekuovy vzorec je CasHasN20s a uplny chemicky nazov N-benzyl-2-(2,6-
dimetylanilino)-N,N-dietyl-2-oxoetan-1-aminium-benzoéat [11; 13]. Je to kvartérna amonna
organicka zlucenina [1; 4; 18] s molekulovou hmotnost'ou 446,58 g/mol. Je to biela krystalicka
latka bez zapachu. Bod topenia sa pohybuje od 163 do 170 °C. Je rozpustny vo vode a alkohole,
Ciastoéne v acetone a takmer nerozpustny v éteri. Absorbéné maximum je pri 263 nm pretoze
ma vel'mi §iroky absorpény pas a absorbuje od cca 280 nm ku krat$im vinovym dizkam. pH 3%
vodného roztoku sa pohybuje medzi 6,5 a 7,5. Jeho disocia¢na konstanta pKa = 4,05 [2].

Lignokain benzylbenzoat a lidokain benzylbenzoat su synonyméa pre denaténium
benzoat. Chemicky je podobnyprirodnym horkym latkam ako je chinin, v tom, Ze ma

molekularnu Strukturu s oddelene nabitymi prvkami, ktoré posobia na chutové receptory [1].

CHy |, 0O
N "
< o

O CH
CH3 CH3 3

Obrazok 1:$truktiira denatonium benzoatu [19]

1.4.3 Biochémia

Denatonium benzoét je viazanyna Specifické formy proteinov receptoru horkej chuti
(TAS2R), ktoré¢ su na jazyku. TAS2R su exprimované tiez v tkanivach ako je mozog, GIT trakt
aplica. TAS2R su receptory viazané na G-proteiny, ktoré po aktivacii v kone¢nom dosledku
spOsobuji uvolfiovanie vapnika z vnatrobunkovych zésob. Fyziologické ucinky tohto

uvolfiovania vapnika stodlisné v zavislosti od typu tkaniva a expresii TAS2R [4] .
Vnimanie horkej chuti u ¢loveka je zistitelné uz pri koncentracidch 10 ppb, 50 ppb pre

vyrazne horku chut’ a neprijemne horkd pri 10 ppm [1; 4; 11; 16; 18]. Bezny rozsah pouzitia je
6-50 ppm, v zavislosti od druhu vyrobku, do ktorého je pridavany [11]. Pre ucely denaturacie

16



alkoholu, denaténium benzoat je priddvany v mnozstve 6ppm v USA a 10 ppm vo Velkej
Briténii. Vo vic¢sine ostatnich aplikacii je 20 az 50 ppm odporu¢ana koncentrécia na to, aby bol
pripravok averzivne horky, hoci je pouzivanych az 100 ppm [1]. V zavislosti od pouZitia,
koncentracie medzi 200-300 mg/1 ¢i 20-100 mg/I st pouzivané v repelentoch pre zvierata alebo
na prevenciu pred ndhodnym pozitim ¢lovekom, zatial’ ¢o bezny postup denaturéacie alkoholu

v Eurépskej unii vyzaduje 10 mg/l denatonium benzoatu [6].
1.4.4 Toxikologia

Tato averzivna latka je vo vSeobecnosti povazovana za velmi bezpe¢nu zltéeninu,
pretoze $tadie na zvieratach naznacuju ze nie je karcinogénna, genotoxicka ani mutagénna [6;
11]. Vykazuje miernu akutnu oralnu toxicitu pre r6zne druhy cicavcov so strednymi letdlnymi
davkami v rozmedzi 593-865 mg/kg. Pre jeho neprijemnt horkost’ je nepravdepodobné, Ze by

ho T'udia prijimali v znaénom mnozstve (tabul’ka 1) [6].

V stladesjeho pouzivanim bolo denatonium identifikované ako mikropolutant
V zivotnom prostredi prenasany odpadovymi vodami, pricom v povrchovych vodach dosahuje
koncentracie az 400 ng.1™t. Akutne toxické uginky pre vodné druhy mozno pri takychto nizkych
koncentraciach zanedbat’, pretoze stredné letdlne koncentracie pre vybrané bezstavovce

a pstruha dahového sa pohybuju v rozmedzi 400 az 1000 mg.1-1 [14].

Stadie toxicity na zvieratdch nazna¢uju nizky profil toxicity pre denatonium benzoat
(tabul’ka 2), ale Udaje tykajuce sa chronickej toxicity a potencialu precitlivenosti pre ¢loveka su
obmedzené [11; 17]. K opakovanému netmyselnému vystaveniu obyvatel'stva dochadza
prostrednictvom réznych spotrebnych produktov, ako su opalovacie krémy, kozmetické
vyrobky a Cistiace prostriedky pre domécnost’. Neziaduce G¢inky na tieto expozicie by bolo
tazké rozoznat’ vzhl'adom na to, Ze DB nie je uvedeny na vicsine produktov z dovodu nizkeho

percentualneho obsahu [11].

Tabul’ka 1: Relativna chut a toxicita horkych cinidiel [5]
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latka prah [ppm] relativnahorkost’ ustna LDso [mg/kg]
denaténiumsacharid 0,01 1000 1430
denatoniumbenzoat 0,05 500 612
denatoniumchlorid 0,1 100 820
oktaacetatsachardzy 10 1 5000*
quassin 16,7 0,67 800
brucin 4,5 2,2 1
kvercetin 50 0.2 20002
naringenin 65 0,15 Udajenedostupné

Relativna horkost’ je horkost’ latky v porovnani s oktaacetatom sachardzy.

Prah je koncentracia zistena u 50% testovanych dospelych oséb.

Ustna LDso je stredna letalna davka pre albinskych potkanov.

17iadne zviera neuhynulo pii najvyssej testovatelnej koncentracii 5000 mg/keg.

2Po peroralnych davkach 2000 mg/kg/deti pocas deviatich dni neuhynuli Ziadne zvierata.

Tabulka 2: Akltna oralna toxicita denaténiovych soli [5]

druh LDso [mg/kg]*
denatonium sacharid Denatonium benzoat
mys$ 1232 865
potkany 1430 612
novorodenecké potkany 23 Udaje nedostupné
morcata 1300 805
krevety 6002 400?
pstruh dihovy 15002 10002
kraliky 1390 593

! Ds je stredna oralna letalna davka.

2Tieto hodnoty st stredna letalna koncentracia v mg/l.

1.45 Vyroba

Znéma je vyroba denatdénium benzoatu alebo pribuznych kvartérnych soli, vychadzajic
z denatonium chloridu. Napriklad patent GB 955 309 uvadza sposob syntézy kvartérneho
amoénium benzoatu zahtiajiiceho denatonium chlorid, kde sa denatonium chlorid najskor
pripravi reakciou lidokainu s benzylchloridom (obrézok 2) v organickom rozptstadle a potom
sa uvedie do kontaktu s alkoholovou Zzieravou zasadou alebo idnomeniCovou Zivicou

v hydroxidovej forme za vzniku denaténium hydroxidu (obrédzok 3). Tento medziprodukt
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sa pomocou kyseliny benzoovej a metanolu premeni na denatonium benzoat (obrazok 4) alebo
pribuzné soli [20].

Z GB 955 309 sa vo vSeobecnosti rozumie, ze kvalita kvartérnej denatoniovej soli, ako je
denatonium benzoét, je do zna¢nej miery urcena ¢istotou vychodiskového materialu, ¢ize
denatonium halogenidu. Aby vznikla kvartérna amoniova sol’, ktora spiiia $pecifikacie USP,
denaténium halogenid bol najskdr podrobeny izolacii a purifikaénym krokom zahffiajucim
vakuovu destilaciu v organickom prostredi a odstredenie alebo krystalizaciu, predtym ako bol
premeneny na hygroskopicky a nestabilny medziprodukt hydroxidu denatdnia. V GB 955 309
je uvedené, ze kvartérny hydroxid bol najlepsie pouZzivany v organickom rozpustadle, v ktorom
bol pripravovany, aby bola vyrobené finalna kvartérna amoniova zlu¢enina, ktora je predmetom
zaujmu. Bolo zistené, ze Cistota hydroxidovej formy ma priamy vplyv na kvalitu kone¢ného
produktu, ktory ma byt’ pripraveny z tejto zluéeniny, ale Zze kvartérny hydroxid aménny bol
izolovany ovela priamociarejSie ako forma halogenidu, a to aj napriek upozorneniam na
nestabilitu hydroxidu uvedend v GB 955 309 [20].

@
,k,N\/ S @ P — @f S ee
Lidocaine Benzyl Chloride Denatonium Chloride

Obrézok 2: reakcia lidokainu a benzylchloridu [21]

O] @OH
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N
Ho )

Denatonium Chloride Denatonium Hydroxide

Obréazok 3: reakcia denaténium chloridu [21]
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Obrazok 4: reakcia denatonium hydroxidu a kyseliny benzoovej za vzniku denaténium benzoatu [21]

1.4.6 Pouzitie

Denatonium benzoat (Bitrex®) pouzivaju ako horku averzivnu prisadu vyrobcovia
automobilovych produktov na béaze etylénglykolu a metanolu na zmiernenie nebezpecenstva

pred ndhodnym alebo umyselnym pozitim tychto pripravkov [14].

Vd’aka svojej intenzivnej horkej chuti a netoxicite je komerénevyuzivany v prostriedkoch
proti cmul'aniu palcov ahryzeniu nechtov,na denaturéciucistiacich prostriedkov, dezinfekénych
prostriedkov, pracich prostriedkov a d’alsich, aby bolo zabranené nahodnému ¢i
umyselnémupozitiu tychto produktov [11; 15; 18]. Je aplikovany tiez ako repelent natierany na
koru stromov alebo ako pripravok na namacanie rastlin na odstrasenie jelefiov a inych cicavcov

poskodzujucich listnané a ihli¢naté stromy [22].

Bitrex bol vyvinuty ako ro6zne repelenty pre zvierata, ako st repelenty pre macky, psy
a vtaky, na prevenciu kanibalizmu u osipanych (prasiat), aby kone nezuli ich stajne a jezkovia

nejedli granule proti slimakom [11].

NajcastejSiejeviak denatonium benzoat pouzivané na denaturovanie alkoholu, ¢im
sa stava nevhodnym na P'udskt spotrebu [1; 4; 12; 17] a je oslobodeny od ciel, ktoré sa bezne
vztahuju na alkohol [5; 8]. Legélne je povolené v mnohych krajindch, vratane USA, ako
denatura¢né ¢inidlo. Niektoré jurisdikcie, vratane niektorych Statov v USA, vyZaduju pridanie

denaténium benzoatu do automobilovych nemrzndcich zmesi [6].

Hoci chybaju podrobné informacie o ro¢nej celosvetovej produkcii tejto zluceniny, podla
najnovsej spravy Eurdpskej chemickej agentury (ECHA) sa spotreba tohto averzivneho ¢inidla

v EU odhaduje na priblizne 100 — 1000 ton ro¢ne [8; 9; 14; 22].

Pribuzna latka, denatonium sacharid, sa predava ako sprej na odpudzovanie zvierat
(zvieraci repelent) pod ndzvom ROPEL ama vSeobecné tvrdenia o ucinnosti proti psom,

mackam, myvalom, ¢ajkam, potkanom, veverickdm a d’alSim zvieratim. Je navrhovany
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na postrek odpadkov a kontajnerov na odpadky, aby bolo tymto zvieratdm zabranené rabovaniu
odpadkov [11].

1.5 Stanovenia

1.5.1 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia (GC) bola pouZita na analyzu Bitrexu Vv réznych kanadskych
denaturovanych alkoholovych formulaciach. Vzorky boli nadavkované do GC injektora, kde
doslo ku tepelnému rozkladu Bitrexu a bola urobena nasledna analyza preskupného produktu
pyrolyzy, ktory bol najviac $truktrou podobny Bitrexu. Na jeho kvantifikéciu bola pouzita
GC/MS odozva v rezime SIM (rezim monitorovania ionov). Tiez boli stanovené aj iné
denatura¢né cCinidla ako je gafor, dietylftalat (DEP) a oktaacetat sachardzy (SOA). Boli
stanovené ich mozné matricové Uc¢inky, ktoré mohli mat’ vplyv na kvantifikaciu Bitrexu, sériou
Standardnych alkoholovych roztokov obsahujicich 16 ppm Bitrexu. Bolo zistené, Ze najvacsi
vplyv mal oktaacetat sacharozy, preto pre presné urenie Bitrexu vo vzorke obsahujucej SOA
bolo nutné zosuladit’ matricu kalibra¢nych roztokov s matricou vzorky. Ako nosny plyn bolo

pouzité hélium [23].
1.5.2 Komplexna headspace plynova chromatografia

Je to technika UplIného odparovania vzorky v kombinécii s plynovou chromatografiou a
FID detekciou na stanovenie prchavych aj neprchavych denaturaénych latok v denaturovanom
etanole v dezinfekcii a kvapalinach do ostrekovacov. Toto stanovenie bolo zaloZzené na metode
priameho vstrekovania, pri ktorom sa denaténium benzoét rozkladal ako na prchavé molekuly,
tak na neprchavé. Na stanovenie kvartérnych améniovych soli, ako je denaténium benzoét, vo
vodnych vzorkach metddou GC boli vzorky obohatené 2,2-dimetoxypropanom (DMP), ako
zachytavacom vody, s pouzitim HCI ako katalyzatorom. Vznikol etanol, metanol a acetdn,
ktoré boli pomerne prchavé a boli odstranené vakuovym odparovanim. Okrem zachytavania
vody boli rozkladané aj kvartérne amoénne soli. V pripade denatonium benzoatu vznikol
prchavy benzylchlorid, ktory bol po zahriati HS liekovky odpareny. Vzhladom k tomu, ze
metoda SHS-GC-FID bola nachylna na matricové efekty a nebolo mozné nou uréit’ denatobnium
benzoat, bola preferovand metéda FET-GC-FID. Tato technika poskytuje priamy pristup na
analyzu etanolu a prchavych denaturaénych ¢inidiel, ako je metyletylketon a izopropanol, ako

aj denatonium benzoat. Hodnoty vytaznosti u prchavych latok sa pohybovali medzi 99,1%
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a 101,7%. Medz detekcie bola 0,035 pug DB na HS liekovku a medz kvantifikécie 0,10 pg/HS
liekovka DB. Citlivost’ bolo mozné zvysit' pouzitim vys$Sich objemov vzoriek az do 5 ml,

pri¢om limit detekcie bol 0,007 ppm [24; 25].

Izopropanol a metyletylketon (MEK), ktoré su prchavymi denaturaénymi latkami, boli
l'ahko analyzovane pomocou plynovej chromatografie s plamenovo-ionizaénym detektorom
(GC-FID) bud’ s priamym vstreknutim alebo davkovanim vzorky technikou headspace.
Uprednostnovanabola vSak headspace technika, pretoze vzorky etanolu (zvycajne 70% v/v)
Casto obsahuju velké percento vody, ¢o mohlo spdsobit’ pretazenie injekénej vstrekovacej

vlozky [24;25].
1.5.3 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinovou chromatografiou sa kvantifikoval Bitrex v komer¢ne dostupnych
produktech pre domacnost. Boli analyzované styri rdzne komer¢ne dostupné vzorky
obsahujlce denatdnium benzodt, vratane alkoholového riedidla a zimnych/letnych kvapalin do

ostrekovacov ¢elného skla [26].

Ide o metodu deutériového znacenia denatonium benzoatu (Bitrex) prostrednictvom H/D
vymeny (HDX) jeho a-uhlikovych vodikovych atomov v CH> skupine umiestnenej medzi
karbonylovou a kvartérnou améniovou skupinou. Cielom bolo ziskat’ a-C deuterovany analog
denatonioveho kationu a analyzovat’ ich pouzitelnost pri kvantitativnej analyze vzoriek

obsahujucich denatonium benzoat po derivatizacii, po ktorej nasledovala LC/MS analyza [26].
1.5.4 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Touto metddou bol stanoveny denatonium benzoatu v niekolkych formulaciach
denaturovaného alkoholu z Litvy. Vzorky denaturovaného etanolu a kvapalin do ostrekovacov
¢elného skla boli analyzované bez predoslej Gpravy. Na analyzu bol pouzity UV detektor
s vinovou dizkou 210 nm. Pik matrice vzorky bol prekryty s pikom analytu, takze bolo potrebné
riedenie vzoriek na odstranenie vplyvov matrice. Kolona bola pouzita nemodifikovany oxid
kremi¢ity. Ako mobiln& faza sa pouzila 55% CH3OH a 45% 0,05 mol/l Na,HPOs, pH 6,5.
Prietok mobilnej fazy bol 0,5 ml/min [10].

1.5.5 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Metdda bola pouzita na stanovenie denatonium benzoatu v spotrebitel'skych produktoch

z Oregonu ktorymi boli Styri nemrznice pripravky, Sest’ kvapalin do ostrekovacov, tri
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kozmetické a Cistiace prostriedky, tiez d’alsich osem nemrznucich produktov a 14 kvapalin do
ostrekovacov ¢elného skla. Ako kolona bola pouzita Ci1g s oktadecylovymi skupinami chemicky
viazanymi na mikrocastice oxidu kremicitého. Mobilna faza pozostavala zo zmesi acetonitril-
voda (60:40) obsahujuaca 0,01 mol/l chloridu sodného. Prietok bol 1,2 ml/min, vstrekovany

objem vzorky bol 10 pl a elu¢né ¢inidlo z kolony bolo monitorované pri 210 nm [27].
1.5.6 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Analytickh metéda na stanovenie denatonium benzoatu v etanole s 5%
polyvinylpyrolidonom bola vyvinutd pomocou vysokouéinnej kvapalinovej chromatografie
na iGnovych paroch s reverznou fazou s ultrafialovou detekciou s vlnovou dizkou210 nm.
Detektor fotodiodového pola. Na optimalizaciu separécie a citlivosti pripravku Bitrex boli
skumane fyziké&lno-chemicke vlastnosti tejto zliceniny. Ked'ze Bitrex je kvartérna amoniova
sol’ kyseliny benzoovej, jej hydrofilny charakter bol v ramci funkcie pH nezmeneny. Ked'ze
molekula denatonia obsahuje hydrofébne skupiny, kladne nabity kvartérny amin spdsobuje
nizku retenciu v podmienkach reverznej fazy. V dosledku toho bola iénovou chromatografiou
hodnotena mobilna faza s nizkym pH aby bola zvysena retencia denatonia a zaroven bolo
dosiahnuté oddelenie od PVP. Vzorky s Bitrexom v etanole s 5% PVP reagovali s iGnovym
parovym ¢inidlom aby bola zvysené retencia denatdnia na oddelenie Bitrexu od PVP a detekcia

bola uskuto¢nena detektorom s fotodiodovym polom [28].
1.5.7 Extrakcia v tuhej faze a HPLC

Metdda izolacie a kvantitativneho uréenia Bitrexu. Je zalozené na vyuziti extrakcie
pevnej fazy (jednoduchy atinny postup) v spojeni s vysokoucinnou kvapalinovou
chromatografiou na reverznej faze (RP-HPLC). Separécia bola urobena na stipcoch s roznymi
stacionarnimi fazami (oktatedyl, alkylamid a kyano). Bola urobenad extrakcia, ktorad
je kombinaciou SPE koldny naplnenej silikagélom (SiOH) a kyano (CN) fazy. Bol pouzity UV-
Vis detektor. Pri vSetkych chromatografickych vySetreniach bol prietok 1 ml/min [29].

1.5.8 Hydrofilna interakéna chromatografia

Hydrofilna interakéna chromatografia (HILIC) bola pouzita na stanovenie beznych
denaturantov (denatonium benzoat, krystalova violet a metylénovd modrd) v roznych
formulaciach denaturovaného alkoholu z Litvy. Boli pouzité tri komeréne dostupné kolony
predstavujuce rdzne polarne stacionarne fazy (aminopropyl, kyanoetyl a oxid kremicity).

Testovacia zmes analytov bola skimana za pouzitia konvenénej HILIC mobilnej fazy (90:10
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acetonitril/voda obsahujdca 10 mmol/l chloridu amoénneho). Detekcia bola UV pri 220 nm.
Vysledky ukazuju ze HILIC pomocou poldrnej SF ponuka atraktivnu alternativu k HPLC
s reverznou fazou na stanovenie kladne nabitych analytov. Jednoduché acetonitrilovo-vodné
mobilné fazy moézu byt pouzité na udrzanie polarnych podmienok zlUCeniny, pricom
bolieluované nepolarne zlt¢eniny relativne rychlo a nasledne, aby bolo predidené problémom

s tym spojenymi s interferenciami matrice vzorky [30].

1.5.9 Hmotnostna spektrometria s chemickou ionizaciou za atmosférického
tlaku

Metoda bola pouzita na detekciu a stanovenie Bitrexu a dietylftalatu v alkohole.
Hmotnostné spektrd kladnych i6nov APCI boli zaznamenané na jedno-kvadrup6lovom
spektrometri. APCI patri medzi najobl'ibenejsSie ioniza¢né techniky na analyzu neprchavych
organickych zlucenin tu Studovaného typu. Za popisanych podmienok MS s APCI priamym
vstrekom prietoku umoznila simultinnu identifikaciu a urCenie Bitrexu a dietylftalatu
v etanole. VVzorka nemusela byt upravovana a pouzitie techniky prietokového vstrekovania
znamenalo, Ze analyza bola priama a prakticky okamzita. MF bola acetonitril/voda (prietok
1 ml/min). ZIu¢eniny boli identifikovane z ich celkovych iénovych chromatogramov (m/z 50-
500) a sucasne kvantifikované pomocou vybranych iénovych chromatogramov zaznamenanych
pri m/z 223 pre dietylftalat a m/z 325 pre Bitrex [31].

1.5.10 Tenkovrstva chromatografia

Soli denaténia boli oddelené iénovou vymenou na karboxymetylcelul6ze a uréuju
sa pomocou tenkovrstvej chromatografie, ktora oddel’uje aj iné kvartérne zli¢eniny amoniaku.
Bola pouzitd na stanovenie vzoriek, kde je nutné odlisit vzorky obsahujuce pozadovani
koncentraciu 2 mg od vzoriek obsahujucich vyrazne nizSie koncentracie. U denaturaénych latok
je mnoho pravdepodobnych zloziek rozpustnej$ich v etanole nez vo vode ¢i chloroforme.
Utinnost” separéacie medzi ionovou vymenou bola merana titraciou 0,1% etanolového roztoku
kvartérnych zli¢enin amoniaku s roztokom tetrafenylboronu sodného pred separaciou a po nej
[32].

Stupen oddelenia inych kvartérnych améniovych zli€enin od denatonia bol testovany na
tenkovrstvych chromatografickych platniach naplnenych ré6znymi anorganickymi solami, kde
boli vysledky vyhodnotené vizualne. Ur¢ity uspech bol dosiahnuty adsorpciou denatonia na
metakrylovy typ kationového vymenniku a naslednou desorpciou. Zistili sme, ze DB bol

nedplne adsorbovany z 95% etanolového roztoku. Pri premene na hydroxid priechodom cez
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anionomeni¢ovu zivicu, vo forme hydroxidu, bolo denatonium ucinne adsorbované

karboxymetylcelul6zou [32].
1.5.11 UV/Vis spektrofotometria

Metoda bola pouzita na stanovenie jednotlivych zloziek Talianskeho vSeobecného
denatura¢ného ¢inidla vo vzorkach alkoholu. Bol analyzovany denaténiumbenzoat, tiofén,
metyletylketon a C.I. reaktivne Cervené farbivo 24 a koncentrovana $tandardna denatura¢na
zmes. Dalej bolo analyzovanych 14 komerénych vzoriek denaturovaného alkoholu
na dezinfekciu pokozky roznych znaciek. Na identifikaciu a kvantifikaciu denatonium
benzoatu boli vzorky najskor extrahovali CHCIls, po reakcii organickej fazy s disulfinovou
modrou bolo zaznamenané vidite'né spektrum a bola merané absorbancia pri 640 nm. Ostatné
3 zlozky (farbivo, tiofén a MEK)boli stanovené vo vzorkach priamo bez predbeznej Gpravy
[33].

1.5.12 Plastova membranova ionovo-selektivna elektroda

Metdda extrakcie denatonium benzoatu zolejov bola modifikovand pre
potenciometrické stanovenie denatonium benzoatu. Na stanovenie denaténiového idnu na baze
denatdniovej soli tetrafenylboratu bola pouzita poly(vinylchloridova) matricovd membranova
ionovo selektivna elektroda (ISE). ISE elektréda bola pouzitd tiez na titracné stanovenie
niekol’kych kvartérnych zli¢enin amoniaku za pouZitia tetrafenylboritanu sodného ako titrantu.
Vzorky repkového oleja boli extrahované vodou a obsah denatonium benzoatu bol stanoveny
z kalibra¢ného grafu. Ako referenéna elektroda na meranie potencialu bola pouzita

dviojrozvodova elketrdoda typu Ag-AgCl s 10% NaNOsz ako spojovacim materialom [34].

1.5.13 Elektrochemické snimanie charakterizacia denatonivého iénu prenosom
ionov na polarizovanych rozhraniach kvapalina/kvapalina
Stanovenie elektroanalytickou metodou na detekciu a kvantifikaciu denaténium
benzoatu vo vodnych vzorkach. Metoda je zalozena na prenose Katidnu denatonia cez
mikroporéznu membranu oddel'ujucu vodny roztok a organicky roztok 1,2-dichloretanu. Bola
pouzita  square-wave voltampérometriaa  chronoamperometria  na  kvantifikaciu
a charakterizaciu denatoniového ionu (N-benzyl-2-(2,6-dimetylfenylamino)-N,N-dietyl-2-

oxoetanaminium) vo vodnych vzorkach [9].
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1.5.14 Ramanova spektroskopia

Ramanovou spektroskopiou bola stanovena rychla detekcia zvySkov denatdénium
benzoatu v podozrivych alkoholickych napojoch. Tato metdda navrhovala prenosny Ramanov
spektrometer o excitatnej vinovej dizke 785 nm a vyuzivala efekt Ramanovej spektroskopie
s vylepsenym povrchom (SERS) na rozpoznanie podozrivych alkoholickych napojov.
Ramanova spektroskopia umoznovala rychle a jednoduché detekcie alkoholickych napojov,
ktoré boli zneCistené niektorymi zvySkami Bitrexu. Boli skimané rozdiely medzi ¢istym
etanolom, etanolom denaturovanym Bitrexom a oSeterny chlornanom sodnym. Metdda naviac
zahrievala skamanu vzorku kvapaliny laserovym svetlom a indukovala rychle odparovanie
etanolu, ktorého charakteristicka linia spektra mizla zo zaznamenaného spektra, ¢o zvysovalo

koncentraciu zvySkov Bitrexu, aby bola zaistena spravna detekcia [35].
1.5.15 Kapilarna elektroforéza

Kapilarnou elektroforézou (CE) bol analyzovany denaténium benzoat v niekolkych
formulaciach denaturovaného alkohou z Litvy. V doésledku nizkej pohyblivosti ionu denatdnia
bol pouzity elektrolytovy kation s miernou pohyblivostou. Vzhl'adom k tomu, ze denatoniovy
kation vykazuje vyznamn( absorbanciu v rozsahu UV ziarenia, bol pouzity priamy rezim
detekcie UV ziarenia pri 214 nm. Na skumanie vplyvu réznych koiénov na separany ucinok
boli v nosnom elektrolyte pouzité kationy etyléndiamin (En), trietanolamin (TEA) a Tris, ktoré
mali mobility blizke mobilite denatoniovému kationu. Boli porovnané migracné Casy tychto
troch koidnov aué¢innost’ denatoniového kationu. Experimenty boli robené v elektrolyte
obsahujucom 25 mmol/l H3PO4 neutralizované vhodnou z&sadou do pH 7. Z troch elektrolytov
mal dobu migracie analytu takmer dvakrat dlhsiu, pretoze En kation znizuje elektroosmoticky
tok. Pre denatoniovy katién bola maximalna Géinnost’ vyrazne nizSia, ked’ bol pouzity en-

fosfatovy elektrolyt [10].

Bitrex bol stanoveny v denaturovanych alkoholovych formulacidch s pouzitim
trietylbenzylamonium chloridu ako vnutorného Standardu. Boli testované tri komercne
dostupné vzorky: denaturovany etanol, Cisti¢ skla a kvapalina do ostrekovacov metddou
kalibracnej krivky. Bola vypocitana vytaznost’ pre vzorky, pohybovala sa medzi 93 a 104 % co
naznaCovalo, Ze interferencie ostatnych zloziek matrice neboli vyznamné a podmienky

kapilarnej elektroforézy boli vhodné na ziskanie odpovedajucej presnosti metody. Ku vyhodam
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tejto metddy patri minimalna doba nastavenia, niz§ia zavislost' na matrici vzorky, nizSie

néklady a spotreba ¢inidiel v kratSej dobe analyzy poskytuje lepsiu G¢innost’ separacie [10].

2 EXPERIMENTALNA CAST

2.1 Pouzité chemikalie

octan draselny (Sigma-Aldrich)

kyselina octova (98%) (Penta)

denatonium benzoat (dodavatel’: Sigma-Aldrich)
benzethoniumchlorid (Sigma-Aldrich)

B-alanin (Sigma-Aldrich)

L-leucin (Sigma-Aldrich)
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2.2 Pristroje a zariadenie

Elektroforeticky analyzéator EA 102, VillaLabeco, Slovensko

Elektricky vari¢ integrovany s magnetickym miesadlom, SA, Kanada
Analyticke vahy KERN ABT 120 — 4M, Gottel, KERN &SohnGmbh., Nemecko
Laboratorny pH meter GRYF 208 L, GRYF HB, spol. s.r.o., Ceska republika
Sklenend kombinovana pH elektroda Fisherbrand FB68788, USA

Pipety Biohit o roznych objemoch

Elektroforeticky analyzator EA 102

Je to dvojkolonovypristroj, ktorysapouziva na analyticki a mikropreparativnu
izotachoforézu anionov a katiénov. Obsahuje dveteflonové kolony — predsepara¢ni
a analytickd na ktorych prebieha separacia. Horna koléna ma dizku 90 mm a je vybavena
vodivostnym detektorom. VVzorky sa davkuju davkovacim kohdtom s objemom 30 pl. Pristroj
je ovladany pocitatom v programe ITPPro, ktory umoznuje naprogramovat’ priebeh analyzy,

zaznamenava signal z detektorov a umoziuje vyhodnotenie.
2.3 Pracovné podmienky

Analyza sarobila v katibnovom rezime a trvala priblizne 45 minut. Prad v predsepara¢ne;j
kolone bol nastaveny na 500pAa pred detekciou bol zniZzeny na 300 pA, v analytickej kolone
bol prud 60pApred detekciou bol znizeny a 30 pA. Zaznamy pouzité na vyhodnotenie dat boli

ziskané z vodivostného detektoru z analytickej kolény.
2.4 Priprava roztokov

Na pripravu roztokov bola pouzitd demineralizovana voda z laboratorneho rozvodu
a bezné laboratérne odmerné pomocky. Na ziskanie menSich objemov roztokov boli pouzité

mikropipety znacky Biohit o réznych objemoch.
priprava 1.10° mol/l zasobného roztoku denaténium benzoatu

Bolo navazenych 0,0223 g denatoniumbenzoatu, obsah bol prevedeny do 50 ml odmernej

banky a doplneny demineralizovanou vodou po rysku.
priprava 500 pg/ml zasobného roztoku denatonium benzoatu
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Bolo navazenych 0,025 g denatonium benzoatu, obsah bol prevedeny do 50 ml odmernej banky

a doplneny demineralizovanou vodou po rysku.
priprava 0,01 mol/l zasobného roztoku benzethonium chloridu

Do 50 ml odmernej banky bolo navazenych 0,224 g benzetthonium chloridu a banka bola

doplnena demineralizovanou vodou po rysku.
priprava 1.10* roztoku denaténium benzoatu

Do kadi¢ky bol napipetovany 1 ml zasobného roztoku denaténium benzoéatu a zriedeny 9 ml

vody.
priprava 2.10* roztoku denatonium benzoatu

Do kadi¢ky boli napipetované 2 ml zasobného roztoku denaténium benzoatu, pridalo sa 7,8 ml

vody a 200 ul 0,01 M roztoku benzethonium chloridu.
priprava 2,5.10* M roztoku denaténium benzoatu

Do kadi¢ky bolo napipetovanych 2,5 ml zasobného roztoku DB, pridalo sa 7,5 ml vody a 100

ul benzethonium chloridu.
2.5 Elektrolyty pre ITP analyzu

Veduci elektrolyt L:0,01 M octan draselny a kyselina octova (pH 5,5 — 4)

Bolo navazenych 0,0989 g octanu draselného, obsah bol kvantitativne prevedeny do 100
ml odmernej banky a doplnila sa destilovanou vodou po rysku. Tento roztok bol prevedeny do
kadicky s mieSadlom a za staleho mieSania bola po malych objemoch pridavana 1 M kyselina
octova tak, aby sa dosiahlo pH 5,5. Takto boli postupne pripravované pufre o pH 5; 4,5 a 4,

ktoré boli pouzité na optimalizaciu pH veduceho elektrolytu.
Koncovy elektrolyt T: 0,01 M kyselina octova

Do 50 ml odmernej banky bol napipetovany 0,5 ml 1 M kyseliny octovej a bol doplneny
destilovanou vodou po rysku.

2.6 Priprava kalibra¢nych roztokov denatonium benzoatu
Z 500 pg/ml roztoku denatdonium benzoatu boli pripravené kalibraéné roztoky

0 koncentraciach 25, 50, 75 a 100 mg/l odpipetovanim 2,5; 5; 7,5 a 10 ml do 50 ml odmernych
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baniek. Do kazdej banky sa pridalo 100 pl 0,01 mol/l roztoku benzethonium chloridu a doplnilo
destilovanou vodou po rysku.

Zo zasobného roztoku denatonium benzoatu o koncentracii 1.10° boli pripravené
kalibra¢né roztoky o koncentraciach 2, 5, 10, 200 a 400.10°° odpipetovanim 100 ul; 250 pl; 0,5;
10 a 20 ml do 50 ml odmernych baniek, pridalo sa 50 pl benzethonium chloridu a doplnilo

destilovanou vodou po rysku.
2.7 Stanovenie denatonium benzoatu v modelovych roztokoch

Modelové zmesi boli najskdr pouzité na identifikaciu zony denatdénium benzoatu.
Pomocou modelovych zmesi boli tiez optimalizované niektoré pristrojové parametre ako

¢asovanie jednotlivych krokov a nastavenie napétia jednotlivych krokov.
2.8 Priprava denatonium benzoatu na analyzu

Do kadi¢ky bolo odmeranych 50 ml etanolu, boli pridané 2 ml roztoku denatdnium
benzoatu o koncentracii 500 pg/ml (tj. celkom 25 mg DB) abolo vhodené magnetické
miesadlo. Roztok bol zohrievany a odparovany do sucha. Po odpareni sa pridalo 10 ml vody,
20 pl 0,01 mol/l roztoku benzethonium chloridu a takto pripraveny roztok sa davkoval do

pristroja a analyzoval.
2.9 Realne vzorky

Vzorka €. 1 je technicky lieh denaturovany urceny do liehovych varicov, na horenie a na

svietenie a okrem in¢ho sa pouZziva aj na Cistenie, odmast'ovanie a dezinfekciu.

Vzorka & 1 —technicky lieh denaturovany
vyrobca: SK SPEKTRUM, s.1.0.

krajina pévodu: Slovensko

obsah DB: 10 mg/I

deklarované zlozenie: etanol min. 90 obj. %

30



—

= @

Obrazok 5:vzorka ¢.1

2.10 Priprava realnej vzorky na analyzu

Zo vzorky €. 1 bolo do kadi¢ky odmeranych 50 ml, bolo vlozené magnetické miesadlo
a vzorka bola na vari¢i odparovana do sucha. Po odpareni bolo pridanych 10 ml destilovanej
vody, 20 pl 0,01 M roztoku benzethonium chloridu a takto pripravend vzorka bola analyzovana.
Do druhej kadi¢ky bolo odmeranych 50 ml vzorky ¢. 1, bol pridany 1 ml zasobného roztoku
denatonium benzoatu o koncentracii 1.10° mol/l (Standardny pridavok) a obsah v kadicke bol
odparovany do sucha. Po odpareni bolo pridanych 10 ml destilovanej vody, 20 ul 0,01 mol/I

roztoku benzethonium chloridu a takto pripravena vzorka bola analyzovana.

3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou izotachoforézy je mozné analyzovat' latky elektricky nabité — tj. tvoriace
kationy a aniony, ktoré maju dostato¢nt pohyblivost’ v elektrickom poli a to v roztokoch o

nepfili§ vysokom ¢i nizkom pH.

Denatonium benzoat je slabou bazou, ktorej disocia¢na konstanta pKa je 4,05 [2]. M6zme
predpokladat, Zze protonizovana forma denatonium benzodtu je kationom s nizkou

pohyblivost'ou. Tento kation by mohlo mozno stanovit’ pomocou vynutenej ITP.
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3.1 Uvodné pokusy

Ako veduci elektrolyt bol zvoleny roztok octanu draselného, ktorého pH bolo nastavené
kyselinou octovou, veddcim i6nom bol teda K*. Koncovym elektrolytom bola kyselina octova

a koncovym iénom bol H*.

Pri merani modelového roztoku bolo zistené, ze denatonium benzoat tvori zonu (obrazok
6), na zlepSenie parametrov tejto zény bol skuasany pridavok d’alSej latky, ktord by za

podmienok analyzy tvorila kation o eSte mensej mobilite nez denatonium benzoat.

DB

H+

LE

Obréazok 6 :izotachoforegram modelového roztoku denaténium benzoatu, dolné koldna (LE — veduci elektrolyt
0,01M octan draselny, N — nezndma zéna, DB — denatdnium benzoat, H*- koncovy elektrolyt 0,01M kyselina
octova)

Do roztoku denatonium benzoatu bol postupne pridavany B-alanin, L-leucin
a benzethonium chlorid, z ktorych najlepsie rozlisil zonu denatonium benzoatu (obrazok 8)

benzethonium chlorid (obrazok 7), ktory bol d’alej pouzivany na analyzy.
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Obrazok 7: struktira benzethonium chloridu [38]

BTH

DB H+

i

Obrazok 8: izotachoforegram modelového roztoku DB s pridavkom BTH, dolna koléna (LE — vedci elektrolyt
0,01M octan draselny, N — nezndma z6na, DB — denaténium benzoat, BTH — benzethonium chlorid, H*- koncovy

elektrolyt 0,01M kyselina octova)

3.2 Optimalizacia krokov analyzy

Boli analyzované roztoky denaténium benzoatu s pridavkami benzethonium chloridu
o roznych koncentraciach na optimaliz&ciu krokov napétia a ¢asu jednotlivych krokov analyzy,

ako aj najlepsie rozdelenie zony denatonium benzoétu.
3.3 Optimalizacia pH veduceho elektrolytu

Ako dalsi optimalizacny krok bola vyskuSand zmena pH veduceho elektrolytu.
Denatonium benzoat bol analyzovany pri pH veduceho elektrolytu 4; 4,5; 5; 5,5 a 6; priCom pH
bolo nastavované malymi pridavkami 1 M kyseliny octovej do roztoku veduceho elektrolytu.

Pri pouziti pH 5 a vy$Som bol veduci elektrolyt mélo kysly a tym mal aj prili§ malt vodivost’
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a dochadzalo ku prekroceniu maximalneho separa¢ného napdtia a ku pred¢asnému ukonceniu
analyzy. Pri pouziti pH 4 bol veduci elektrolyt prili§ kysly, takze nedoslo ku rozdeleniu latok
v zmesi kvoli vysokej pohyblivosti koncového i6nu. Pri d’alSich meraniach bol ako veduci

elektrolyt pouzity 0,01 M octan draselny s pH 4,5.

Pri analyze modelovych vzoriek bolo zistované, ¢i sa denaténium benzoat dobre separuje
od ostatnych latok, kde sa vyskytuje zona denatonium benzoét a &i je dizka jeho signalu stabilna

aj po premerani modelovej vzorky d’alsi den.

Na vymedzenie vyskytu denatonium benzoatu na grafe bola ako prva premerané vzorka
neobsahujdca denatonium benzoat. Potom bol premerana modelova vzorka obsahujuca

denatonium benzoat, grafy boli porovnané a bola identifikovana zéna denaténium benzoétu.

TieZ bola zistovand reprodukovatelnost merania modelovej vzorky obsahujicej

denaténium benzoat.

Nakoncentrovanie denaténium benzodtu vo vzorke denaturovaného liehu a zmena
matrice z organickej (ktora by sa musela riedit’ na max. cca 15% organickej zlozky kvoli

pristroju) na vodnd.
3.4 Reprodukovatelnost’

Reprodukovatel'nost’ merania bola vyjadrena ako relativna smerodajnd odchylka (RSD)
dizok zén. Na uréenie reprodukovatelnosti sa urobili dve sady merani modelovej vzorky
denaténium benzoatu o dvoch rdznych koncentraciach. Z nameranych hodnét bola vypocitana
smerodajna odchylka a relativna smerodajna odchylka. Ako modelova vzorka boli pripravené
roztoky denatonium benzoatu o koncentraciach 1.10* mol/l (tabul’ka 3) a 1,6.10* mol/l
(tabul’ka 4) spridavkom 100 pl 0,01 mol/l roztoku benzethonium chloridu. V tabulkach
st uvedené dizky zon denatonium benzoéatu na jednotlivé merania, smerodajna odchylka

a relativna smerodajna odchylka.

Tabulka 3: Vysledky opakovaného merania roztoku o konc. 1.10** mol/l

meranie | dizka zény (s)

1 34,75
2 34,9
3 34,9
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4 34,35

5 33,7

6 34,45

7 33,65

8 33,9

9 33,8

10 34,2
priemer 34,26
SD 0,46
RSD (%) 1,35

Tabulka 4: Vysledky opakovaného merania roztoku o konc. 1,6.10*mol/I

meranie | dizka zény (s)
1 53,1
2 52,75
3 53,45
4 53,1
5 52,45
priemer 52,97
SD 0,34
RSD (%) 0,64

Kalibraéna zavislost’

Premeriavanie roztokov denatonium benzoatu o roznych koncentraciach bola zistovana
linearita kalibra¢nej priamky, ¢ize zavislost odozvy signalu na koncentrécii. Z pripraveného
zasobného roztoku denatonium benzoatu o koncentracii 500 mg/l boli namiesané roztoky
0 koncentraciach 25, 50, 75 a 100 mg/l do 50 ml odmernych baniek do ktorych bolo pridanych
100 ul 0,01 mol/l roztoku benzethonium chloridu. Z nameranych hodnét bol vytvoreny graf 1
zavislosti dizky zény denatonium benzoatu v zavislosti na koncentrécii denatonium benzoatu
(obrazok 9-12).
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Graf 1: Kalibracna z4vislos tdizky zény denaténium benzodtu na koncentrdcii denatonium benzoatu vo vzorke
denaturovaného liehu
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Obrézok 9: izotachoforegram modelovej vzorky denatonium benzoatu o koncentracii 25 mg/l (LE — veddci
elektrolyt 0,01M octan draselny, N — nezndma z6na, DB — denatdnium benzoat, BTH — benzethonium chlorid,
H*- koncovy elektrolyt 0,01M kyselina octova)
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Obrézok 10: izotachoforegram modelovej vzorky denaténium benzoatu o koncentrécii 50 mg/l (LE — vedUci
elektrolyt 0,01M octan draselny, N — nezndma z6na, DB — denatonium benzoat, BTH — benzethonium chlorid,
H*- koncovy elektrolyt 0,01M kyselina octova)

BTH|

DB

LE

Obrazok 11: izotachoforegrammodelovej vzorky denaténium benzoatu o koncentracii 75 mg/l (LE — vedci
elektrolyt 0,01M octan draselny, N — nezndma z6na, DB — denatdnium benzoat, BTH — benzethonium chlorid,
H*- koncovy elektrolyt 0,01M kyselina octova)
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Obrézok 12: izotachoforegrammodelovej vzorky denaténium benzoétu o koncentracii 100 mg/l (LE — veduci
elektrolyt 0,01M octan draselny, N — nezndma z6na, DB — denatonium benzoat, BTH — benzethonium chlorid,
H*- koncovy elektrolyt 0,01M kyselina octova)

Standardny pridavok

Koncentréciu denaténium benzoatu vo vzorke denaturovaného liehu sme stanovovali aj
metddou Standardného pridavku (tabul’ka 5) premeranim dvoch roztokov o koncentrécii 0 a 50
mg/l az ktorych bol potom vytvoreny graf zavislosti dizky zony denatéonium benzoatu v

zavislosti na koncentracii denatonium benzoatu.

Tabul’ka 5: Hodnoty metddy Standardného pridavku u vzorky denaturovaného liehu

stanovenie - , kalibra¢na rovnica
koncentracia (mg/l) | dlzka zoény (s)
(y=s, x=ml)
Standardny pridavok 0 3787
y =0,7156x + 37,87
50 73,65

Vzdy po priprave nového veduceho elektrolytu bola vzdy premerand nova kalibracia
(tabul’ka 6-7).
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Tabulka 6: Hodnoty metoédy kalibracnej krivky u vzorky denaturovaného liehu

stanovenie

kalibraéna krivka

kalibraéna rovnica

koncentrécia (mg/l) | dizka zény (s)
(y=s, x=mg/l)
4,4658 5,2
4,4658 4,6
89,316 70,2
y =0,7655x + 1,0744
89,316 67,1
178,632 137,45
178,632 138,95

Tabulka 7: Hodnoty metody kalibracnej krivky u vzorky denaturovaného liehu

stanovenie

kalibraéna krivka

kalibraéna rovnica

koncentrécia (mg/l) | dizka zény (s)
(y=s, x=mg/l)

44,658 33,6

44,658 34

89,316 66,5

y =0,6972x + 3,2

89,316 66,05

178,632 127,35

178,632 127,6

3.5 Vytaznost’ metody (analyza modelovej vzorky)

Na overenie spravnosti metody boli urobené analyzy denatonium benzoatu v modelovej

vzorke. Na overenie bola pouzita metoda kalibracnej krivky a metoda standardného pridavku.

Koncentrécia denatonium benzoatu bola zvolena na 50 mg/l. Modelova vzorka bola premerana

dvakrat. Dalej bola premeranid modelova vzorka s pridavkom 50 mg/l. Spravnost alebo

vytaznost’ metddy je vyjadrend ako podiel najdenej priemernej koncentracie denatdénium

benzoatu a koncentracie skuto¢nej, vyjadrené v percentach.
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Tabul’ka 8: Spravnost metody

koncentracia modelovej vzorky (mg/l) 50,0
najdend koncentracia (mg/l) — kalibra¢na krivka 50,3
vytaznost' (%) — kalibra¢na krivka 100,6

Néajdena koncentracia (mg/l) — standardny pridavok 52,9

vytaznost’ (%) — Standardny pridavok 105,8

V tabul’ke 8 su uvedené vyt'aznosti pre metddu kalibra¢nej krivky a $tandardného pridavku.
Obidve metody poskytovali vytaznost’ blizku 100 %. Metoda kalibra¢nej krivky poskytla

spravnejsie vysledky jako metoda standardného pridavku.
Detekény limit a medz stanovenia

Ako detekény limit bola stanovena najniz$ia koncentracia, ktord eSte poskytuje
identifikovatel'na zénu v izotachoforegrame. Pre tdto analyzu to bola zéna o dizke 0,95 sekund.
Medz stanovitel'nosti je tu dana ako trojnasobok detekéného limitu. Detekény limit a medz
stanovenia su uvedené v tabul’ke 9. Obe hodnoty st uvedené pre davkované vodné roztoky. Pre
realne vzorky budu tieto hodnoty iné podl'a toho, ¢i bude mozné DB zo vzorky nakoncentrovat’

alebo naopak bude nutné vzhl'adom ku matrici vzorku riedit’.

Tabulka 9: Detekcny limit a medz stanovenia

Koncentracia DB (mg/l)

detek¢ény limit 0,9

Medz stanovenia 3

3.6 Analyza realnych vzoriek

Vypracovany postup bol odskusany na analyzu realnej vzorky. Na tieto merania bola ako
vzorka pouzitd denaturovany lieh technicky obsahujuci denaténium benzoat. VVzorka bola
upravena podrl'a vyssie uvedeného postupu, ¢ize po odpareni do sucha bol pridany znamy objem
vody a benzethonium chloridu, a analyzovany s pouzitym elektrolytovym systémom (obrazok
13). Koncentracia denatonium benzoatu bola stanovovana metodou $tandardného pridavku
(tabul’ka 10 a 12) a metddou kalibracnej krivky (tabulka 13). Na stanovenie denatonium
benzoatu u denaturovaného technického lichu pomocou kalibra¢nej krivky bola kazda vzorka

premerana Styrikrat. Na zistenie koncentracie Standardnym pridavkom bol pouzity jeden
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pridavok — 1 ml zsobného roztoku denaténium benzoatu o koncentracii 1.10° mol/l (= 446,58
mg/l). Vzorka s pridavkom zasobného roztoku denatonium benzoatu bola premerand tiez

Styrikrat. Pridavky boli pridané ku vzorke pred odparenim (tabul’ka 11 a 14).

BTH

DB
H+

LE

Obréazok 13: izotachoforegram vzorky denaturovaného liehu, doln& koléna (LE — veduci elektrolyt 0,01M octan
draselny, N — nezndma zona, DB — denatdnium benzoéat, BTH — benzethonium chlorid, H*- koncovy elektrolyt
0,01M kyselina octovd)

Tabul’ka 10: Hodnoty metédy Standardného pridavku vo vzorke denaturovaného liehu

stanovenie
objem pridaného DB i kalibra¢na rovnica
dizka zény (s)
(ml 2ImM DB do 50 ml) (y=s, x=ml)
standardny
, 0 54.975
ridavok
i y = 32.913x + 54.975
1 87.8875
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Tabulka 11: Zisteny obsah denatdnium benzoatu vo vzorke denaturovaného liehu

) Zistena koncentréacia deklarovana koncentréacia
stanovenie _ ) o ]
denaténium benzoéatu denatonium benzoatu
kalibraéna
) 13,35 mg/I
krivka
10 mg/I
Standardny
] 13,0 mg/I
pridavok

Tabulka 12:Hodnoty metddy Standardného pridavku vo vzorke denaturovaného liehu

stanovenie

standardny pridavok

objem pridaného DB
§ kalibraé¢na rovnica
(ml ImM DB do 50 | dlzka zény (s)
(y=s, x=ml)
ml)

0 49.9625
y = 32.913x + 54.975

1 83.4375

Tabul’ka 13:Hodnoty metody kalibracnej krivky vo vzorke denaturovaného liehu

stanovenie

kalibraéna krivka

. . . kalibraéna rovnica
koncentracia (mg/l) | dlzka zény (s)
(y=s, x=mg/l)

44.658 33.6

44.658 34

89.316 66.5

y =0.6972x + 3.2

89.316 66.05

178.632 127.35

178.632 127.6
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Tabulka 14: Zisteny obsah denaténium benzoatu vo vzorke denaturovaného liehu

zistena koncentracia

deklarovana koncentracia

stanovenie . . . .
denaténium benzoéatu denatonium benzoatu
kalibraéna
_ 13,4 mg/l
krivka
10 mg/I
Standardny
i 13,3 mg/l
pridavok
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4 ZAVER

Téato préca sa zaoberala stanovenim denatonium benzoatu pomocou izotachoforézy
v katibnovom rezime Vv technickom liehu denaturovanom. Izotachoforéza patri medzi
elektromigraéné separa¢né metody, umoziuje analyzovat' zmesi eletricky nabitych latok

v roztokoch.

V teoretickej Casti prace sa zaoberame denaturaciou alkoholu, ako méze byt’ denaturovany
ako aj struény prehlad réznych denatura¢nych Ccinidiel, medzi ktoré patri aj denaténium

benzoat, ¢o je témou diplomovej prace.

Najskor boli stru¢ne popisané jeho vlastnosti a Struktara jako vyzerd, kedy bol objaveny,

jeho biochémia, toxické G¢inky ak nejaké su ako aj jeho Siroké pouzitie.

V d’alSej Casti diplomovej prace sme tiez uviedli prehl'ad metdéd na stanovenie tohoto

denatura¢ného ¢inidla.

V experimentalnej ¢asti sme najskor museli optimalizoavat’ izotachoforetické stanovenie
denaténium benzoatu v katibonovom rezime a potom nasledné stanovenie koncentracie
denaténium benzoatu v jednej redlnej vzorkach, ktorou bol technicky lieh denaturovany.
Na separdciu sa pouzil elektrolytovy systém s vedicim elektrolytom tvorenym 0,01 M
octanom draselnym, po pridavku kyseliny octovej mal pH 4,5.Ako koncovy elektrolyt sa

pouzila 0,01 M kyselina octova.

Spravnost’ metody bola zistena pomocou vytaznosti stanovenia denatonium benzoatu
v modelovej vzorke metddou kalibracnej krivky a metddou Standardného pridavku. Obidve
metédy poskytovali vytaznost blizku 100%. Dalej bol uréeny detekény limit, ktory bol 0,9 mg/1

a medz stanovenia, ktora vysla 3 mg/l.

Z optimalizacie vysledkov je tato metéda vhodna na analyzu denatonium benzoétu
Vv technickom denaturovanom lichu. Na kvantitativnu analyzu boli pouzité dve metddy a to
metoda kalibra¢nej krivky a metoda Standardného pridavku. Vysledky u oboch metdd sa trochu
lisili. Metodou kalibracnej krivky bol obsah denaténium benzoéatu vo vzorke liehu 13,4 mg/I

a 13,35 mg. Oproti tomu metédou Standardného pridavku vyslo 13,3 mg/l a 13,0 mg/I.
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