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Abstract

TLC analysis on silica plates is commonly used as a screening technique in the analysis of explosives. As various solvent systems
are used in different laboratories, the question arises as to which of these systems is most effective. To answer this question vari-
ous solvent systems were used to separate a mixture of six common organic explosive compounds: NC, EGDN, NG, TNT, RDX
and PETN on silica plates and the results were evaluated. Because of medium polarity, CN modified TLC plates seem to be more
appropriate for the analysis of explosives than silica plates. To check if in fact CN modified plates are more effective in this appli-
cation, mobile phase optimization was conducted. Mobile phases were found enabling separation of all six explosive compounds,
which was not possible on silica plates, proving that CN modified plates are better for screening analysis of explosives.
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1. Introduction

The issue of detection and identification of traces
of explosive substances in material collected from the
site of an explosion or revealed on items belonging to
a suspect has special significance. The results of such
analysis may provide information enabling investiga-
tors to reconstruct the course of an event and find the
perpetrator.

An effective screening technique is of special im-
portance as explosive compounds differ in their physi-
cal and chemical properties and different methods of
samples preparation and confirmatory analysis should
be employed depending on the kind of explosive pres-
ent in the sample. Sometimes many samples are col-
lected from the place of explosion and an effective
screening method, enabling selection of samples in

which traces of explosive may be present allows one to
shorten the time of analyses and to decrease the costs.
Thin Layer Chromatography (TLC) is the method
of choice in screening analysis of explosives, because
it is relatively cheap and fast, many samples may be
analysed in a single run and the sample preparation is
comparatively simple — extracts do not have to be
cleaned or very concentrated. It also has a low limit of
detection and can be selective when proper visualiza-
tion methods are used. TLC is used in world-leading
laboratories as a screening technique, but procedures
employed in these laboratories differ. A literature search
provides the reader with further procedures of TLC
analysis of explosives. The question arises as to which
of these procedures is most effective and whether, by
using modern TLC equipment (HPTLC plates, modi-
fied stationary phases), TLC analysis of explosives
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may be further improved. The aim of the presented re-
search was to answer these questions.

2. Aim of the research

The presented research had two main objectives:

— to compare the effectiveness of existing procedures
of TLC analyses of explosives and to choose the
most effective ones on the basis of their ability to
separate the most common organic explosives: TNT,
RDX, PETN, NG, EGDN and NC,;

— to develop a method of TLC analysis of common
organic explosives utilizing CN-modified HPTLC
plates and to compare the effectiveness of this with
the best methods utilizing HPTLC silica plates.
The PRISMA model was used for optimization of
the composition of the mobile phase.

3. Materials and methods

Investigations were performed using:

— Merck TLC plates (silica-gel 60), Macherey-Nagel
Nano SILGUR-20/UV254 (HPTLC silica plates
with preconcentration zone) and Macherey-Nagel
Nano-SIL CN/UV254 (HPTLC CN-modified-
plates). All plates were glass-backed and had the
format 10 x 10 cm;

— a horizontal development chamber, model CHROM-
DES DS-11-10x20;

— organic solvents which were used as the compo-
nents of tested mobile phases: toluene, ethyl ace-
tate, cyclohexane; petroleum ether (50°-70°C), ace-
tone, isopropanol, methanol, chloroform, dichloro-
ethane, acetonitrile, trichloroethene and hexane.
These solvents were obtained from different sup-
pliers and were at least “pure” grade;

— to prepare modified Gries reagent, the following
chemicals were used: Sulfanilamide (Fluka, purum),
N-(1-naphthyl)ethylendiamine (Fluka, purum), ortho-
phosphoric acid (Fluka, purum p.a.), KCI (Chempur,
pure p.a.), ethanol (Chempur, pure p.a.);

— standard solutions of TNT, RDX, PETN, NG, EGDN
and NC were prepared by dissolving pure explo-
sives in acetone. Also a mixed standard was prepared,
containing TNT, RDX, PETN, NG and EGDN.

4. Results and discussion
4.1. Optimization of visualization process

Separation was carried out on UV active plates. Af-
ter development, the plates were dried and examined
under UV-light, A = 254 nm, to detect UV-absorbing
substances. Under these conditions, TNT and RDX ap-
pear as black spots. In the next step, a 3% solution of
KOH in ethanol was applied to the plate with a cotton
swab. After this treatment, TNT appears as brown
spot. Plates were then heated and modified Griess-re-
agent was sprayed immediately onto the warm plate.
This caused all nitro- and nitrate ester compounds to
form pinkish spots. The modified Griess reagent was
prepared before use by mixing equal volumes of two
solutions, containing sulfanilamide (SUA) and
N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NED).
These solutions were prepared as follows:

— 20 g of SUA diluted in 25 ml of 85% phosphoric
acid and brought to a volume of 250 ml with de-
ionised water;

— 1.38 g of NED diluted in 25 ml of 85% phosphoric
acid and brought to a volume of 250 ml with de-
ionised water.

As a part of the preliminary experiments, the pro-
cess of spots visualization was optimized in order to
obtain intensive coloured spots with minimal opera-
tions, in a short time and using the lowest possible tem-
perature to avoid evaporation/degradation of the ana-
lytes. The starting point was a procedure according to
which, after developing, the plates were put into an
oven for 15 min at a temperature of 120°C. After the
application of KOH, the plates were put into the oven
again, this time for 5 min at 120°C. The results of opti-
mization are summarized in Table 1. The results
showed that 10 min of heating at 100°C after applica-
tion of KOH is enough to obtain good results — these
conditions are presented in Table I and were used in
further experiments.

4.2. Comparison of the effectiveness of published
procedures of TLC analysis of explosives

An overview of TLC solvent systems routinely
used in some of the world’s leading laboratories, such
as the Forensic Explosives Laboratory UK [9] and
Mass Spectrometry and Explosives Analysis Labora-
tory, Israel [8] as well as some other popular solvent
systems found in the literature, is given in Table II. In
the column entitled “declared explosives”, a list of
compounds is given which, according to the Authors,
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TABLE I. RESULTS OF EXPERIMENTS CONCERNING OPTIMISATION OF SPOT VISUALISATION PROCESS

No Conditions

Comment

Results

1

15 min drying at 120°C
Application of KOH in EtOH

Conditions found in the
literature

Good results, but procedure
is time-consuming

5 min drying at 120°C
Application of Griess-reagent
2 Application of KOH in EtOH

5 min drying at room temperature
Application of Griess-reagent

3 Application of KOH in EtOH
10 min drying at 60°C
Application of Griess-reagent

4 Application of KOH in EtOH
10 min drying at 80°C
Application of Griess-reagent

5 Application of KOH in EtOH
10 min drying at 100°C
Application of Griess-reagent

6 15 min drying at 80°C
Application of KOH in EtOH
5 min drying at 80°C
Application of Griess-reagent

7 15 min drying at 100°C
Application of KOH in EtOH
5 min drying at 100°C
application of Griess-reagent

8 10 min drying at 110°C
Application of KOH in EtOH
5 min drying at 110°C
Application of Griess-reagent

No heating

60°C single heating

80°C single heating

100°C single heating

80°C double heating

100°C double heating

110°C double heating

EGDN, PETN not visible,
temperature is too low

EGDN, PETN not visible,
temperature is too low

Colours of spots are light,
temperature is too low

Good results, all spots are
clearly visible

Colours of spots are light —
temperature is too low.
Heating twice does not
improve the results — does
not seem to be necessary

Good results, but procedure
is time-consuming

Good results, but procedure
is time-consuming

can be separated with specific solvent mixture on
silica plates.

The effectiveness of all of the solvent systems
specified in Table II as well as some additionally pre-
pared solvent mixtures with comparable Polarity In-
dex P’ was checked experimentally. They were used to
separate investigated explosives (EGDN, NG, PETN,
RDX, TNT and NC) on silica plates. Mixed standard
solution as well as standards of every compound were
applied to the plate with a glass capillary and after dry-
ing, plates were developed in a horizontal chamber us-
ing a specific solvent mixture. For the separated
compounds, retardation factor (Ry) values were calcu-
lated. For separations carried out more than once, the
uncertainty was calculated as a standard deviation of
the results. In some cells in Tables III, IV and V, the
abbreviation “n.a.” (not applicable) is given, instead

of Ryvalues. These signs mean that for a specific com-
pound/solvent system, the R, could not be calculated
because the compound was not separated from others,
or because of an irregular spot shape (a double spot
because of creation of a beta front, or a long streak
instead of a spot).

The results are summarized in Table III and Ta-
ble V. For the following mixtures (v:v): petroleum
ether : acetone (1:1); petroleum ether : isopropanol
(4:1) and hexane : isopropanol (4:1), the phenomenon
of creating secondary solvent fronts (“beta fronts”) oc-
curred, so they turned out not to be useful. The best re-
sults were obtained for trichloroethene : acetone (8:2)
and toluene : ethyl acetate (9:1). For these systems, addi-
tional analyses were carried out on HPTLC plates —
their results are summarized in Table I'V.
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TABLE II. COMPOSITION OF SOLVENT MIXTURES USED FOR SEPARATION OF EXPLOSIVE COMPOUNDS

ON TLC SILICA PLATES

Source  Solvent mixture Ratio Declared explosives

1,9 Toluene/ethyl acetate 9/1 NG, tetryl, TNT, RDX, PETN, HMX, TATP, HMTD

1 Toluene/cyclohexane 7/3 NG, EGDN

2 petroleum ether/acetone 1/1 RDX, HMX, PETN, NG

2 Petroleum ether/isopropanol 8/2 TNT, TNB, 2,4-DNB, tetryl, 2-amino-4,6-DNT,
4-amino-2,6-DNT

1 Methanol/acetone 2/3 Movement of NC

1 Chloroform/acetone 2/1 Nitramines, movement of NC

8 Petroleum ether/dichloroethane 8/2 NG, EGDN

8 Dichloroethane/acetonitrile 9/1 TNT, RDX, PETN, NG

1,8 Trichloroethene/acetone 8/2 TNT, RDX, PETN, NG

8 Petroleum ether/ethyl acetate 9/1 TNT, RDX, PETN, NG

TABLE III. RESULTS OF SEPARATION OF NG, EGDN, PETN, RDX, TNT AND NC ON SILICA PLATES WITH

DIFFERENT SOLVENT SYSTEMS

Source  Solvent mixture Ratio Type Ryvalues
n
(v/v)  of plate NG  EGDN PETN RDX TNT NC
8 Dichloroethane/acetonitrile  9/1 TLC 1 0.92 n.a. 0.94 0.63 0.90 n.a.
1,8 Trichloroethene/acetone 8/2 TLC 1 0.65 n.a. 0.71 0.27 0.77 n.a.
8 Petroleum ether/ethyl 91 TLC 1 024 n.a. 0.39 0.00 0.48 n.a.
acetate
1,9 Toluene/ethyl acetate 91 TLC 3 0.64 n.a. 0.69 0.13 0.76 n.a.
+0.02 +0.01 +0.01 =+0.01
- Butyl acetate/hexane 4/6 HPTLC 1  0.87 0.77 1.00 0.17 1.00 0.00
- Butyl acetate/hexane 1/3 TLC 1 049 n.a. 0.74 0.04 0.75 0.00
Petroleum ether/acetone 1/1 HPTLC 1 na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Petroleum ether/ 4/1 TLC 1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
isopropanol
— Hexane/isopropanol 4/1 TLC I na n.a. n.a n.a. n.a. n.a.
TABLE IV. RESULTS OF SEPARATION OF ANALYZED EXPLOSIVES ON HPTLC SILICA PLATES AND BEST
PERFORMING SOLVENT SYSTEMS
Source Solvent mixture Ratio  Type n Ry values
(viv)  ofplate NG  EGDN PETN RDX TNT NC
1,8 Trichloroethene/acetone  8/2 HPTLC 2 0.68 n.a. 0.75 0.30 0.80 0.00
+0.01 +0.00 £0.01 =+0.00
1,9 Toluene/ethyl acetate 91 HPTLC 4 0.66 n.a 0.71 0.14 0.77 0.00
+0.01 +0.01 +£0.02 =+0.02

n.a. — not applicable (see explanation in the text).
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Unfortunately, neither of these two systems enables
separation of NG and EGDN, so an additional solvent
system must be used for separation of NG and EGDN.
Two solvent systems were found in the literature,
which, according to the authors, are able to separate
EGDN and NG on silica plates. These systems were
tested and the results are presented in Table V. Both
tested solvents mixtures enabled separation of EGDN
and NG, but the results obtained for toluene:cyclohex-
ane (7:3) were slightly better. For this system, addi-
tional separations on HPTLC silica plates were carried
out — their results are presented in Table V.

None of the tested solvent systems gave satisfac-
tory results for nitrocellulose. Although a mixture of
methanol and acetone (2:3) [1] caused NC to move
from its starting point, the result was not a spot, but
a long streak stretching from the starting line to the sol-
vent front, while all other analytes migrated with the
solvent front. This effect is probably caused by the het-
erogeneity of nitrocellulose, as nitrocellulose is a poly-
meric material and its molecules are chains of different
length.

This part of the research showed that among sol-
vent systems designed for TLC analysis of organic ex-
plosives on silica plates, mixtures of toluene : ethyl
acetete (9:1) and trichloroethene : acetone (8:2) are
most effective. However, even these mixtures are not
able to separate EGDN and NG — if a spot is detected
corresponding to these analytes, the sample should be
analyzed again using toluene : cyclohexane (7:3).
Nitrocellulose cannot be directly detected by TLC as
there is no solvent mixture able to move it from the
start line, but if in the sample, a substance is present
which stays on the starting line and gives a positive re-
sult in the Griess reaction, then this is a strong indica-
tion that nitrocellulose may be present.

4.3. Developing a new method of HPTLC
analysis of explosives on CN modified plates
with mobile phase optimization using
a PRISMA model

The procedures of TLC analysis of explosives
which are used in forensic laboratories and those
which can be found in the literature describe separa-
tion of analytes on silica plates only. Nowadays less
polar, modified silica TLC plates are available and be-
cause the explosive compounds are medium polar or
non-polar, these plates seems to be more suitable for
separation of these compounds. For the experiments,
CN modified plates were chosen because of their me-
dium-polar character.

The PRISMA model is one of the systematic ap-
proaches which can be used to optimize the composi-
tion of the mobile phase for isocratic elution in liquid
chromatography. The optimized parameters are sol-
vents strength and selectivity. The PRISMA system
may be visualized as a prism — shaped, three dimen-
sional geometric model (Figure 1).

Fig. 1. Scheme of PRISMA mobile phase optimization
model. Sy, S5, S5 — solvent strengths of solvents 1, 2 and 3.

TABLE V. RESULTS OF EXPERIMENTS WHOSE AIM WAS TO COMPARE SOLVENT SYSTEMS ENABLING
SEPARATION OF EGDN AND NC ON SILICA PLATES

Source  Solvent mixture Ratio  Type R/ values
(viv)  ofplate NG EGDN PETN RDX TNT NC
8 Petroleum 8/2 TLC 0.12 0.24 n.a. n.a. n.a. n.a.
ether/dichloroethane +0.01 +0.02
1 Toluene/cyclohexane 7/3 TLC 0.41 0.52 n.a. 0.03 0.49 n.a.
+0.01 +0.01 +0.00 +0.01
1 Toluene/cyclohexane 7/3 HPTLC 0.45 0.56 0.48 0.03 0.53 n.a.

+0.01 +0.01 +0.05 +£0.01 =<£0.01

n.a. — not applicable (see explanation in the text).
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The optimization process consists of three parts. In
the first part, the stationary phase and the three most
promising solvents belonging to different selectivity
groups according to the Snyder classification are cho-
sen [8]. These three solvents (1, 2 and 3) form three
edges of the prism. As they differ in solvent strength,
S1, Sy and S;, the two solvents with higher solvent
strength must be adjusted to the one with the lowest
solvent strength by adding an appropriate volume of
solvent with §=0, i.e. hexane for normal phase separa-
tion or water for reversed phase separation. Conse-
quently, all three solvents have the same strength but
differ in selectivity. All the points on the equilateral
triangle formed by the top of the prism represent mix-
tures of the same solvent strength but different selec-
tivity (Figure 2). A mixture of equal volumes of the
three solvents, which is represented by the central
point of the triangle, is used for optimization of solvent
strength. This mixture is used to separate the analytes
and, on the basis of the results obtained, the solvent
strength is adjusted by adding additional volume of
solvent with S = 0 (i.e. decreasing the height of the
prism).

In the second part, the selectivity of the mobile
phase is optimised. On the triangle representing the
solvent strength determined in the first part, three
points near the edges are chosen and three experiments
with mobile phases represented by these points are car-
ried out (Figure 2). The results serve as a guideline for

80% mix B
10% mix A
10% mix C

33% mix A
33% mix B
33% mix C

80% mix A
10% mix B
10% mix C

80% mix C
10% mix B
10% mix A

Fig. 2. “Selectivity triangle” from the PRISMA optimization
model. Points marked on the triangle represent the composi-
tion of solvents mixtures which are used in the optimization
process.

further experiments whose aim is to choose the mix-
ture with best selectivity.

The third step consists in final optimization of sol-
vent strength to obtain satisfactory resolution with
minimal time. A detailed description of the PRISMA
model can be found in the literature [3, 4, 5, 6].

As the first step of the optimization process,
12 pure solvents were chosen, at least one from each of
Snyder’s selectivity groups [3]. They were used to sep-
arate analytes on HPTLC CN plates. The results are
presented in Table VI. The “n.a.” (not applicable) ab-

TABLE VI. RESULTS OF SEPARATION OF ANALYTES ON HPTLC CN-MODIFIED PLATES WITH PURE SOLVENTS
BELONGING TO DIFFERENT SNYDER’S SELECTIVITY GROUPS

Group Solvent Time of Polarity Ryvalues

?;Vig"pmem index g EGDN PETN RDX TNT  NC
- Hexane 20 0 0.02 0.11 0 0 0.04 0
2 Isopropanol 140 3.9 0.53 0.65 0.33 0.42 0.4 0
2 Ethanol 75 43 0.73 n.a. 0.59 0.63 0.65 0
3 NN-DMF 50 6.4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
4 Acetic acid 75 6.0 0.78 n.a. 0.69 0.76 0.82 0
5 Trichloroethene 40 1 0.35 0.57 0.27 0.03 0.57 0
5 Dichloroethane 25 3.5 0.86 n.a. 0.87 0.69 0.96 0
6 Ethyl acetate 20 4.4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
6 1,4-dioxane 30 4.8 1 n.a. 1 0.77 1 0
6 Butyl acetate 30 3.9 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
7 Toluene 15 2.4 0.62 0.75 0.52 0.24 0.85 0
8 Chloroform 20 4.1 0.76 0.9 0.77 0.48 0.93 0

n.a. — not applicable (see explanation in the text).
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breviation in some cells of the table means that R,
could not be calculated because the compound was not
separated from others or because of irregular spot
shape. Three solvents with the best result were se-
lected for further experiments: toluene, isopropanol
and trichloroethene (highlighted in Table VI). An in-
teresting thing to note is the very good results obtained
for pure toluene — good separation of all analytes in
arelatively short time of 15 min. The solvent strengths
of selected solvents were equalized to the solvent
strength of toluene by mixing isopropanol with hexane
and trichloroethene with chloroform. In this way,
solvents A, B and C were prepared. Each of these mix-
tures was used to separate analytes on HPTLC
CN-modified plates. The results are presented in Ta-
ble VIIL.

In the next step in the optimization process, the sol-
vents from the centre and the three corners of the “sol-
vents triangle” (Figure 2) were used in the analysis.
The results are presented in Table VIII. A mixture of
33:33:33 and a mixture of 10:80:10 of solvents A, B
and C enabled separation of all five analytes proving
that the PRISMA method is an effective tool in the op-
timization of the mobile phase. Using the PRISMA op-
timization procedure, it is possible to control the mi-
gration distance of single substances. Though further
optimization of the composition of mobile phase was

probably possible, additional experiments were not
undertaken, because satisfying results had already
been obtained and trying other points from the “sol-
vent triangle” would only slightly change the R, values
compared to those already obtained. Another reason
why further experiments were not embarked on was
because during preliminary experiments an almost
perfect solvent — pure toluene — was found. With tolu-
ene, very good separation of analyzed explosives was
obtained and using a single component mobile phase
enabled us to avoid all the problems connected with
using mixtures, i.e. problems with reproducibility and
unmixing of the components of the mobile phase dur-
ing the chromatographic process. As a result of the ex-
periments with HPTLC CN plates, two solvent sys-
tems were chosen: toluene as the first one and a mix-
ture of isopropanol : hexane 62:38 (v:v) for confirma-
tory analysis. The isopropanol : hexane mixture was
chosen because it provides acceptable separation of all
compounds of interest and the order of elution is dif-
ferent than with toluene. For the chosen mobile
phases, the separation of analytes was carried out three
times and standard deviations of Ryvalues were calcu-
lated (Table IX). The obtained results showed that the
reproducibility of separations is acceptable.

TABLE VII. RESULTS OF SEPARATION OF ANALYZED EXPLOSIVES ON HPTLC CN MODIFIED PLATES WITH
CHOSEN SOLVENTS AFTER EQUALIZING THE SOLVENTS’ STRENGTH

Solvent mixture Ratio Time of Ryvalues
(V) development "\ EGDN PETN RDX TINT  NC
[min]
Isopropanol/hexane 0,62/0,38 35 0.53 0.66 0.28 0.36 0.39
Trichloroethene/chloroform 0,45/0,55 25 0.61 0.75 0.52 0.21 0.79
Toluene - 15 0.62 0.75 0.52 0.24 0.85

TABLE VIII. RESULTS OF SEPARATION OF ANALYZED EXPLOSIVES ON HPTLC CN MODIFIED PLATES WITH FOUR
MIXTURES OF CHOSEN SOLVENTS FROM THE “SOLVENTS TRIANGLE”

Solvent Ratio R/values

mixture (VIv) NG EGDN PETN RDX TNT NC
A/B/C 3/3/3 0.69 0.8 0.6 0.44 0.87 0
A/B/C 1/1/8 0.69 n.a. 0.61 0.38 0.87 0
A/B/C 1/8/1 0.72 0.79 0.65 0.41 0.83 0
A/B/C 8/1/1 0.61 0.72 0.42 0.45 0.61 0

A —mixture 62/38 (v/v) of isopropanol and hexane; B — mixture 55/45 (v/v) of trichloroethene and chloroform; C — toluene; n.a. —not ap-

plicable (see explanation in the text).
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TABLE IX. RESULTS OF SEPARATION OF ANALYZED EXPLOSIVES ON HPTLC CN MODIFIED PLATES WITH BEST

PERFORMING MOBILE PHASES

Solvent mixture Ratio Ryvalues
(v/v) NG EGDN PETN RDX TNT NC
Toluene - 063001 075+0.01 053003 025002 085001 0

Isopropanol/hexane  0.62/0.38 0.52+0.02 0.65=+0.01

0.29+0.01 0.37+0.01 0.39+0.01 0

5. Conclusions

Comparison and evaluation of existing methods of
TLC analysis of explosives on silica plates proved that
mixtures of toluene : ethylacetete (9:1) and trichloro-
ethene : acetone 8:2) were the most effective solvent
systems. However, even with these mixtures, it is not
possible to separate all investigated compounds — EGDN
and NG can not be separated. To separate EGDN and
NG on a silica plate, a mixture of toluene and cyclo-
hexane (7:3) must be used.

The research concerning use of CN modified HPTLC
plates in analysis of explosives showed that they are
much more effective than silica plates. Mobile phases
enabling us to separate all analyzed compounds, in-
cluding EGDN and NG, in one chromatographic pro-
cess were easily found, which was not possible for
silica plates.

Toluene was found to be the best mobile phase, en-
abling us to separate all analyzed compounds within
aperiod of time as short as 15 min. Ifthere is a need for
confirmation of compound identification by analysis
with a different mobile phase, a mixture of isopro-
panol : hexane (62:38) should be used.

The PRISMA optimization procedure proved to be
an effective tool, but mobile phases created with use of
it have at least 4 components, which can cause some
problems with reproducibility. As simple and very ef-
fective mobile phases were found during the research,
it is these phases which are recommended for carrying
out separation on CN-modified silica plates.
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APPENDIX 1. GLOSSARY OF THE ABBREVIATIONS OF THE NAMES OF EXPLOSIVE COMPOUNDS USED IN THE TEXT

Acronym Customary name (s) Chemical name

NG Nitroglycerine 1,2,3-trinitroxypropane

NC Nitrocellulose -

PETN Pentaerythritol tetranitrate, pentrite 1,3-bis(nitryloxy)-2,2-bis(nitriloxy-methyl)-propane
RDX Hexogen 1,3,5-trinitroperhydro-1,3,5-triazine

EGDN Ethylene glycol dinitrate 1,2-ethanediol dinitrate

TNT Trinitrotoluene 2-methyl-1,3,5-trinitrobenzene
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TLC JAKO TECHNIKA PRZESIEWOWA STOSOWANA W ANALIZIE
SRODKOW WYBUCHOWYCH — OPRACOWANIE NOWEJ PROCEDURY

ANALITYCZNEJ

1. Wprowadzenie

Problem wykrywania i identyfikacji sladow §rodkow
wybuchowych w materiale pochodzacym z miejsca eks-
plozji lub w probkach zabezpieczonych od podejrzanego
ma specjalne znaczenie. Wyniki analiz tego rodzaju mo-
ga dostarczy¢ informacji umozliwiajacych odtworzenie
przebiegu zdarzenia i zidentyfikowanie sprawcy.

Zastosowanie efektywnej metody analizy przesiewo-
wej jest szczegodlnie istotne, poniewaz zwiazki wybucho-
we roznia si¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi i w za-
leznosci od rodzaju zwiazku obecnego w probcee, nalezy
zastosowac rozne techniki przygotowania probki i anali-
zy potwierdzajacej. Bywa, ze z miejsca eksplozji pobiera-
nych jest wiele probek. W takich wypadkach efektywna
metoda analizy przesiewowej umozliwia wyselekcjono-
wanie tych probek, w ktorych moga by¢ §lady $rodka wy-
buchowego, a co za tym idzie, skroci¢ czas oczekiwania
na wyniki analiz i obnizy¢ ich koszt.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) jest uwaza-
na za najlepsza metode analizy przesiewowej srodkow
wybuchowych, poniewaz jest stosunkowo tania, szybka,
umozliwia jednoczesna analizg kilku probek, a sposéb
przygotowania probek do analizy jest wzglednie pro-
sty — analizowane ekstrakty nie musza by¢ oczyszczane
ani zatgzane. Cechuje si¢ rowniez niskim progiem wy-
krywalnosci i selektywnos$cia, jesli zastosuje si¢ odpo-
wiednie metody wizualizacji rozdzielonych zwiazkow.
TLC jest stosowana w wiodacych laboratoriach jako me-
toda przesiewowa, ale procedury stosowane w tych labo-
ratoriach sg rozne. W specjalistycznej literaturze mozna
znalez¢ jeszcze inne procedury analizy $srodkow wybu-
chowych metoda TLC. Powstaje zatem pytanie, ktora
z tych procedur jest najbardziej efektywna i czy stosujac
nowoczesny sprzet, taki jak ptytki wysokosprawne
(HPTLC) czy ptytki z modyfikowana faza krzemionko-
wa, mozna udoskonali¢ analiz¢ srodkow wybuchowych
metoda TLC? Celem prezentowanych badan byto udzie-
lenie odpowiedzi na te pytania.

2. Cel badan

Cel badan stanowito:

— pordéwnanie efektywnosci istniejacych procedur ana-
lizy srodkow wybuchowych metoda TLC i wybranie
metody (badz metod) najlepszych na podstawie ich
zdolnosci do rozdzielenia najwazniejszych organicz-

nych $rodkéw wybuchowych: TNT, RDX, PETN,
NG, EGDN i NC;

opracowanie metody analizy TLC organicznych $rod-
kéw wybuchowych z zastosowaniem ptytek HPTLC
z faza stacjonarng typu CN i optymalizacja sktadu
fazy mobilnej z zastosowaniem modelu PRISMA
oraz poréwnanie efektywnosci tej metody z najlep-
szymi metodami wykorzystujacymi ptytki HPTLC
z niemodyfikowana faza krzemionkowa.

. Materialy i metody

Do badan wykorzystano:

ptytki TLC z faza krzemionkowa firmy Merck (silica-
gel 60), ptytki HPTLC z faza krzemionkowa i strefa
prekoncentracji firmy Macherey-Nagel (Nano SIL-
GUR-20/UV254) oraz plytki HPTLC z faza stacjo-
narng typu CN firmy Macherey-Nagel (Nano-SIL
CN/UV254). Stosowano ptytki szklane o wymiarach
10 cm x 10 cmy;

pozioma komor¢ do chromatografii cienkowarstwo-
wej, mode]l CHROMDES DS-II-10x20;
rozpuszczalniki organiczne, ktore byly stosowane ja-
ko sktadniki testowanych faz mobilnych: toluen, oc-
tan etylu, cykloheksan, eter naftowy (50-70°C), ace-
ton, izopropanol, metanol, chloroform, dichloroetan,
acetonitryl, trichloroeten i heksan. Rozpuszczalniki te
zostaly zakupione u r6znych dostawcow i mialy sto-
pien czystosci co najmniej ,,czysty”;
zmodyfikowany odczynnik Griesa, do przygotowania
ktorego uzyto nastepujacych odczynnikdow: sulfani-
lamidu (Fluka, purum), N-(1-nafthyl)etylenodiaminy
(Fluka, purum), kwasu ortofosforowego(V) (Fluka,
purum p.a.), KCl (Chempur, pure p.a), etanolu
(Chempur, pure p.a.);

roztwory wzorcowe TNT, RDX, PETN, NG, EGDN
i NC. Roztwory te zostaly przygotowane przez roz-
puszczenie czystych §rodkéw wybuchowych w ace-
tonie. Przygotowano réwniez mieszaning wzorcowa
zawierajaca TNT, RDX, PETN, NG i EGDN.
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4. Wyniki i dyskusja
4.1. Optymalizacja procesu wizualizacji

Rozdzial byt prowadzony na plytkach fluoryzujacych
w $wietle UV. Po rozwinigciu chromatogramu ptytki su-
szono i badano w §wietle UV o dtugo$ci A =254 nm, aby
wykry¢ substancje absorbujace promieniowanie UV.
W tych warunkach roztwory TNT i RDX sa widoczne
jako ciemne plamki. Nastgpnie nanoszono na ptytki 3%
roztwor KOH w etanolu za pomoca tamponu z waty ce-
lulozowej — na ptytce uwidaczniata si¢ brazowa plamka
pochodzaca od TNT. W dalszej kolejnosci ptytki suszono
przez wygrzewanie w piecu i ciepte spryskiwano odczyn-
nikiem Griessa, co powodowalo, ze wszystkie zwiazki
nitrowe i nitroestry uwidaczniaty si¢ jako rézowe plamki.
Zmodyfikowany odczynnik Griessa byt przygotowywa-
ny przed uzyciem przez wymieszanie rownych objgtosci
dwoch roztworéw zawierajacych odpowiednio: sulfa-
nilamid (SUA) i chlorowodorek N-(1-naftyl)-etyleno-
diaminy (NED). Wspomniane roztwory przygotowano
W nastepujacy sposob:

— 20 g SUA rozpuszczono w 25 ml 85% kwasu fos-
forowego i uzupetniono woda dejonizowana do obje-
toéci 250 ml;

— 1,38 g NED rozpuszczono w 25 ml 85% kwasu fos-
forowego i uzupetniono woda dejonizowana do objg-
tosci 250 ml.

Jako czgs$¢ badan wstepnych przeprowadzono ekspe-
rymenty, ktorych celem bylo opracowanie takiego spo-
sobu wizualizacji, by otrzymac plamki o intensywnych
kolorach przy minimalnej liczbie potrzebnych operacji,
w mozliwie krotkim czasie i przy zastosowaniu najniz-
szej temperatury tak, by zapobiec odparowaniu czy roz-
ktadowi analitéw. Punktem wyjsciowym byta procedura,
zgodnie z ktdra po rozwinigciu ptytki byly wygrzewane
w piecu w temperaturze 120°C przez 15 min. Po nanie-
sieniu KOH plytki ponownie wygrzewano w piecu
w temperaturze 120°C przez 5 min. Wyniki przeprowa-
dzonych eksperymentow zostaly zestawione w tabeli I.
Przeprowadzone badania dowiodly, ze wygrzewanie pty-
tek po ich rozwinigciu nie jest konieczne. Wygrzewanie
przez 10 min w temperaturze 100°C po zastosowaniu roz-
tworu KOH jest wystarczajace do uzyskania dobrych re-
zultatow — warunki te, zaprezentowane w tabeli I, zostaty
wykorzystane do dalszych eksperymentow.

4.2. Poréwnanie efektywnosci opublikowanych
procedur analizy srodkow wybuchowych
metoda TLC

Przeglad faz mobilnych stosowanych rutynowo w wio-
dacych §wiatowych laboratoriach, takich jak Sadowe La-
boratorium Materiatow Wybuchowych w Wielkiej Bry-
tanii [7] czy Laboratorium Spektrometrii Masowej i Ana-

liz Materiatow Wybuchowych w Izraelu [9], jak rowniez
przeglady innych faz mobilnych, jakie znalezé mozna
w fachowej literaturze, zamieszczono w tabeli II. W ko-
lumnie zatytutowanej ,,declared explosives” podano listg
zwiazkow, ktore, wedtug autorow, moga by¢ rozdzielone
za pomoca okreslonej fazy mobilnej na plytkach z faza
krzemionkowa.

Efektywnos¢ wszystkich faz mobilnych wymienio-
nych w tabeli II, jak rowniez niektérych innych, dodatko-
wo przygotowanych faz mobilnych, z porownywalnym
indeksem polarnosci P’ sprawdzono eksperymentalnie.
Zostaly one uzyte do rozdzielenia badanych zwiazkow
wybuchowych (EGDN, NG, PETN, RDX, TNT i NC) na
ptytkach krzemionkowych. Mieszaning wzorcowa oraz
roztwory kazdego ze zwigzkow nanoszono na plytki za
pomoca szklanych kapilar. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika chromatogramy byly rozwijane w poziomej komo-
rze przy uzyciu okreslonej fazy mobilnej. Dla rozdzie-
lonych zwiazkéw obliczano wartosci wskaznika reten-
cji Ry Jesli analiza byta prowadzona wigcej niz raz, obli-
czano niepewno$¢ uzyskanej wartosci Ry jako odchy-
lenie standardowe wynikéw. W niektorych komorkach
w tabelach II, IV i V zamiast warto$ci R, umieszczono
oznaczenie ,,n.a.” (ang. not applicable), co oznacza, ze
dla okreslonego zwiazku i fazy mobilnej nie mozna byto
obliczy¢ wartosci R Wynikato to zwykle z faktu, ze dla
danej fazy mobilnej okreslony zwiazek nie zostal roz-
dzielony od innych lub tez, ze dla danego zwiazku nie
uzyskano regularnej plamki, lecz plamk¢ podwoédjna
(w przypadku zjawiska tworzenia przez rozpuszczalnik
podwojnego czota) lub smugg.

Wiyniki analiz przedstawiono w tabelach III i V. Dla
nastgpujacych mieszanin (v:v): eter naftowy : aceton (1:1);
eter naftowy : izopropanol (4:1) i heksan : izopropanol
(4:1) wystapito zjawisko tworzenia podwdjnego czola
fazy mobilnej, w zwiazku z czym okazaly si¢ one nie-
przydatne. Najlepsze wyniki uzyskano dla mieszanin tri-
chchloroeten : aceton (8:2) i toluen : octan etylu (9:1). Dla
tych faz mobilnych przeprowadzono dodatkowe analizy
z uzyciem plytek wysokosprawnych (HPTLC) — ich wy-
niki przedstawiono w tabeli I'V.

Niestety nawet najlepiej dzialajace fazy mobilne nie
pozwolity na rozdzielenie NG i EGDN, zatem zaszta
konieczno$¢ znalezienia dodatkowej fazy mobilnej, przy
pomocy ktdrej mozna by rozdzieli¢ te zwiazki. W litera-
turze fachowej znaleziono informacjg¢ o dwoch mieszani-
nach, ktérych zastosowanie umozliwia, wedtug autorow,
rozdzielenie nitrogliceryny i dinitroglikolu na ptytkach
z faza krzemionkowa. Sprawdzono dziatanie wspom-
nianych mieszanin, a wyniki rozdziatu przedstawia tabe-
la V. Obydwie z testowanych mieszanin umozliwity roz-
dzielenie EGDN i NG, jednak efekty zastosowania mie-
szaniny toluen : cykloheksan (7:3) okazaly si¢ nieco
lepsze. Dla tej fazy mobilnej przeprowadzono dodatkowe
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eksperymenty z uzyciem ptytek HPTLC z faza krze-
mionkowa, a ich wyniki zamieszczono w tabeli V.

Zadna z testowanych faz mobilnych nie data zadowa-
lajacego rezultatu dla nitrocelulozy. Chociaz mieszanina
metanolu i acetonu (2:3) [1] spowodowala, ze NC prze-
miescita si¢ z punktu wyjsciowego, to rezultatem nie byla
plamka, lecz smuga ciagnaca si¢ od linii startu do czota
rozpuszczalnika, podczas gdy wszystkie inne analizo-
wane zwiazki przemieszczaly si¢ wspdlnie z czotem roz-
puszczalnika. Opisany efekt jest prawdopodobnie wy-
nikiem niechomogeniczno$ci nitrocelulozy, jako ze jest to
material polimerowy, a jej czasteczki sg fancuchami o roz-
nej dlugosci.

Przeprowadzone badania dowiodly, ze sposrod tes-
towanych faz mobilnych przeznaczonych do analizy or-
ganicznych srodkow wybuchowych metoda TLC na ptyt-
kach z faza krzemionkowa najlepsze wyniki uzyskuje sig,
stosujac mieszaniny toluen : octan etylu (9:1) lub trichlo-
roeten : aceton (8:2). Niemniej nawet mieszaniny te nie
pozwalaja na rozdzielenie EGDN i NG — jesli w wyniku
analizy uzyska si¢ plamke¢ odpowiadajaca tym analitom,
to probka powinna by¢ przeanalizowana ponownie z uzy-
ciem mieszaniny toluen : cykloheksan (7:3). Stosujac
TLC, nie mozna bezposrednio wykry¢ nitrocelulozy, ja-
ko Ze zadna faza mobilna nie jest w stanie przemiescié jej
z punktu startu, ale jesli w probce obecna jest substancja,
ktéra pozostaje na linii startu i daje pozytywny wynik
reakcji z odczynnikiem Griesa, mozna to uzna¢ za mocna
przestanke wskazujaca, ze w probce obecna jest nitro-
celuloza.

4.3. Opracowanie nowej metody analizy srodkow
wybuchowych metoda HPTLC na ptytkach
z zelem krzemionkowym modyfikowanym CN

Procedury analizy TLC $rodkéw wybuchowych, kto-
re sa stosowane w laboratoriach zajmujacych si¢ chemia
sadowa, jak i te, ktore mozna znalez¢ w literaturze, do-
tycza rozdzielania srodkow wybuchowych tylko na ptyt-
kach z faza krzemionkowa. Obecnie dostgpne sa plytki
TLC z mniej polarnymi fazami stacjonarnymi, a ponie-
waz zwiazki wybuchowe sa §rednio polarne, tego rodzaju
plytki wydaja si¢ bardziej odpowiednie do ich rozdziele-
nia. Do badan wybrano ptytki z faza krzemionkowa mo-
dyfikowana CN ze wzgledu na ich $rednio polarny cha-
rakter.

Wykorzystanie modelu PRISMA jest jednym ze spo-
sobow optymalizacji sktadu fazy mobilnej w analizie
izokratycznej metoda chromatografii cieczowej. Sche-
mat modelu PRISMA moze by¢ przedstawiony jako gra-
niastostup o podstawie trojkata (rycina 1). Na proces
optymalizacji sktadaja si¢ trzy etapy. W etapie pierw-
szym wybiera si¢ fazg stacjonarng oraz trzy przypusz-
czalnie optymalne w dziataniu rozpuszczalniki nalezace
do réznych grup selektywnosci, zgodnie z klasyfikacja

Snydera [7]. Te trzy rozpuszczalniki (1, 2 i 3) stanowia
krawedzie graniastostupa. Poniewaz rozpuszczalniki r6z-
nig si¢ sita elucji S}, S, 1 85, te 0 wyzszej sile nalezy
dopasowac do rozpuszczalnika o najnizszej sile elucji po-
przez domieszanie do nich rozpuszczalnika o zerowej sile
(S =0), tj. heksanu dla rozdzialu prowadzonego w nor-
malnym uktadzie faz, albo wody dla odwrdéconego ukta-
du faz. W rezultacie wszystkie trzy rozpuszczalniki maja
te sama sile elucji, ale r6znia si¢ selektywnos$cia. Wszyst-
kie punkty na rownoramiennym trojkacie uformowanym
przez szczyt graniastoshupa reprezentuja mieszaniny o ta-
kiej samej sile elucji, lecz réznej selektywnosci (ryci-
na 2). Do optymalizacji sity elucji uzywa si¢ rowno-
objetosciowej mieszaniny trzech rozpuszczalnikow, ktora
reprezentuje punkt na $rodku trojkata. Mieszaniny tej
uzywa si¢ jako fazy mobilnej do rozdzielenia analitow
i na podstawie uzyskanych wynikow ewentualnie zmniej-
sza si¢ jej site elucji poprzez domieszanie dodatkowej
ilosci rozpuszczalnika o S = 0 (zmniejszajac w ten sposob
wysoko$¢ graniastostupa).

W etapie drugim optymalizuje si¢ selektywnos¢ fazy
mobilnej. Na trojkacie reprezentujacym silg elucji okres-
lona na etapie pierwszym wybiera si¢ trzy punkty lezace
w poblizu wierzchotkow i przeprowadza trzy eksperymen-
ty, stosujac fazy mobilne o sktadzie reprezentowanym
przez te punkty (rycina 2). Uzyskane wyniki stanowia
wskazdwke co do tego, jakie fazy mobilne powinny by¢
wyprobowane w toku dalszych eksperymentow, ktorych
celem jest wybor fazy o najlepszej selektywnosci.

Trzeci etap polega na ostatecznej optymalizacji sity
elucji tak, by uzyskac¢ zadowalajace rozdzielenie w moz-
liwie najkrétszym czasie. Szczegdlowy opis modelu
PRISMA mozna znalez¢é w literaturze [3, 4, 5, 6].

W pierwszym etapie procesu optymalizacji wybrano
12 czystych rozpuszczalnikdw, przynajmniej po jednym
z kazdej z grup selektywnosci Snydera [3]. Uzyto ich do
rozdzielenia analitow na modyfikowanych CN ptytkach
HPTLC. Rezultaty przedstawia tabela VI. Oznaczenie
,»h.a.” w niektorych komorkach tabeli oznacza, ze war-
tosci wskaznika retencji R, nie mozna bylo obliczy¢,
poniewaz dany zwiazek nie zostat rozdzielony od innych.
Trzy rozpuszczalniki, dla ktérych uzyskano najlepsze
wyniki, zostalty wybrane do dalszych eksperymentow:
toluen, izopropanol i trichloroeten (zaznaczone w tabe-
li VI). Rzecza warta odnotowania jest bardzo dobry wy-
nik uzyskany dla czystego toluenu — wszystkie badane
zwiazki zostaty kompletnie rozdzielone w stosunkowo
krotkim czasie 15 min. Sita elucji wybranych rozpusz-
czalnikéw zostata wyrownana do sily elucji toluenu po-
przez wymieszanie, w odpowiednich proporcjach, izo-
propanolu z heksanem i trichloroetenu z chloroformem —
w ten sposob powstaly rozpuszczalniki A, B i C. Kazda
z tych mieszanin zostata uzyta do rozdzielenia analitow
na modyfikowanych CN ptytkach HPTLC. Wyniki
przedstawiono w tabeli VII.
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W nastgpnym etapie procesu optymalizacji do roz-
dzielenia analitow zostaly uzyte rozpuszczalniki z cen-
trum i z trzech rogow ,,trojkata rozpuszczalnikow”. Wy-
niki przedstawiono w tabeli VIII. Mieszanina 33:33:33
i mieszanina 10:80:10 rozpuszczalnikow A, B 1 C umoz-
liwila rozdzielenie wszystkich pigciu analitow, co dowo-
dzi, ze metoda PRISMA jest efektywnym sposobem opty-
malizacji sktadu fazy mobilnej. Stosujac procedurg opty-
malizacyjna PRISMA, mozna kontrolowa¢ odlegto$¢ mi-
gracji poszczegolnych substancji.

Chociaz prawdopodobnie mozliwa bylaby dalsza opty-
malizacja sktadu fazy mobilnej, nie podjgto kolejnych
eksperymentdéw, poniewaz juz przeprowadzone daty sa-
tysfakcjonujace wyniki, a eksperymenty z mieszaninami
odpowiadajacymi innym punktom na ,,trdjkacie rozpusz-
czalnikéw” moglyby spowodowac tylko niewielkie zmia-
ny w wartosciach R, w stosunku do tych, ktore juz uzys-
kano. Zrezygnowano z dalszych eksperymentow réwniez
dlatego, ze podczas badan wstepnych udato si¢ znalez¢
bardzo dobrze dziatajaca fazg mobilna — toluen. Przy
uzyciu toluenu uzyskano dobre rozdzielenie badanych
zwiazkow wybuchowych w krétkim czasie, a zastosowa-
nie jednosktadnikowej fazy mobilnej pozwolito uniknac¢
wszystkich problemow zwiazanych z uzyciem miesza-
nin, tj. probleméw z powtarzalnoscia i rozdzielaniem sig
sktadnikow fazy mobilnej w trakcie procesu chromato-
graficznego.

W wyniku eksperymentow zwiazanych z zastosowa-
niem plytek HPTLC modyfikowanych CN wybrano dwie
fazy mobilne: toluen jako faz¢ pierwsza i mieszaning
izopropanol : heksan 62:38 (v:v) do ewentualnej analizy
potwierdzajacej. Mieszanina ta zapewnia akceptowalne
rozdzielenie wszystkich analizowanych zwiazkow, a jed-
noczesnie kolejnos¢ elucji jest inna niz dla toluenu. Przy
pomocy kazdej z wybranych faz mobilnych trzykrotnie
przeprowadzono analizg badanych zwiazkow i dla uzys-
kanych warto$ci R, obliczono odchylenia standardowe
(tabela 1X). Uzyskane wyniki dowodza powtarzalno$ci
analizy.

5. Whioski

Poréwnanie i ocena istniejacych metod analizy zwiaz-
kéw wybuchowych metoda TLC ma plytkach z faza krze-
mionkowa dowiodly, ze najlepszymi fazami mobilnymi
sa mieszaniny toluen : octan etylu (9:1) i trichloro-
eten : aceton (8:2), jednak nawet przy pomocy tych faz
mobilnych nie mozna rozdzieli¢ wszystkich badanych
zwiazkow — nie udalo si¢ rozdzieli¢ EGDN i NG. Aby ro-
zdzieli¢ EGDN i NG na ptytkach z faza krzemionkowa,
nalezy uzy¢ mieszaniny toluenu i cykloheksanu (7:3).

Badania dotyczace zastosowania ptytek z faza krze-
mionkowa modyfikowang CN w analizie zwiazkow wy-
buchowych dowiodly, ze w rozpatrywanym zastosowa-

niu sg one znacznie lepsze od plytek z faza krzemionko-
wa. Z tatwoscia udalo si¢ znalez¢ fazy mobilne umozliwia-
jace rozdzielenie wszystkich badanych zwiazkow w jed-
nym procesie chromatograficznym, wiacznie z EGDN
i NG, co nie bylo mozliwe w przypadku ptytek krze-
mionkowych. Stwierdzono, ze najlepsza faza mobilna
jest toluen, ktéry umozliwia rozdzielenie wszystkich ba-
danych zwiazkoéw w krotkim czasie 15 min. Jesli istnieje
potrzeba przeprowadzenia analizy potwierdzajacej z za-
stosowaniem innej fazy mobilnej, nalezy uzy¢ mieszani-
ny izopropanol : heksan (62:38).

Procedura optymalizacji PRISMA okazata sig efek-
tywnym narzegdziem, jednak fazy mobilne skomponowa-
ne zgodnie z ta procedura zawieraja co najmniej 4 sktad-
niki, co moze powodowac problemy z powtarzalnoscia.
Jako ze podczas badan znaleziono proste i efektywne
fazy mobilne, wtasnie te fazy sa polecane do prowadze-
nia rozdziatu na ptytkach z faza krzemionkowa modyfi-
kowang CN.
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