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Abstract

The usefulness of thin layer chromatographic analysis in the differentiation of samples of fifteen different brands of sindoor
(vermillion) was evaluated. The power of various solvent systems to separate the constituents of selected sindoor samples was
studied. Twenty solvent systems were examined from which a solvent system comprising butanol:propanol:water in the ratio
60:30:10 (v/v/v) was found to be the best, as it showed a high degree of separation of the constituents. It was also found that the

best visualizing method for studying TLC chromatograms of sindoor samples is the iodine fuming technique.
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1. Introduction

Cosmetic products are found as trace evidence in
various types of criminal cases, particularly ones re-
lated to physical and sexual assault. Smeared traces of
this evidence get transferred from a female victim to
an assailant either onto the body or clothing accord-
ing to Locard’s principle of exchange. If these stains
are collected, preserved and analyzed properly, they
can provide a significant link between the suspect, the
victim and the crime scene. Various cosmetic products
available on the market include: sindoor, lipsticks, ka-
jal, nail polish, mascara etc.

Sindoor (vermillion) stains/smears are among the
most frequently encountered cosmetic product trace
evidence due to sindoor’s easy availability and routine
use by Hindu women. It is applied by married women
at the parting of the hair as a traditional symbol of
prosperity. It is available in different shades like or-
ange, red, dark red, maroon, etc. Thus, it can serve as
important corroborative evidence in linking a suspect
with the female victim in sexual assault cases like rape
etc. Traditionally, sindoor consists of a common base

(turmeric powder), which becomes red when mixed
with lime juice or lime powder (calcium compound);
this is moistened in water, or with alum, iodine and
camphor, or with oil and sea shell powder (calcium
salts), or else aguru, chandan and kasturi are added.
However, nowadays, the composition of sindoor in-
cludes synthetic dyes, filler materials, lime and salts
of lead and mercury to impart the red colour [4]. All
these constituents can help when drawing forensic in-
ferences.

A variety of sophisticated chromatographic and
instrumental techniques are available for the analysis
of cosmetic products, like thin layer chromatography
[1,2, 3, 10], high-performance liquid chromatography
(HPLC) [6, 7, 8, 11], gas chromatography (GC) and
gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) [5,
9], but such a method should be adopted for their anal-
ysis which requires a minimum amount of sample and
also there should be minimum damage to the exhibit
during analysis. Chromatography has played a signifi-
cant role in the analysis of sindoor and scientists have
successfully applied thin layer chromatography (TLC)
to the examination of some common liquid sindoor
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[10]. Thin layer chromatography is a versatile analyti-
cal chromatographic technique that can be used in fo-
rensic cases for the analysis and comparison of sindoor
samples. Sharma et al. [10] analysed 36 samples of
commonly used liquid vermillion of different colours
produced by different manufacturers using TLC [2].
Thus, very little work has been done on the analysis/
examination of sindoor stains with TLC. Hence it was
pertinent to analyze some common sindoor produced
by different manufacturers by TLC. So, in the present
study an attempt was made to use TLC to analyze sin-
door stains present on white cotton fabric caused by
15 different brands of sindoor (conventional and shim-
mering sindoor, including the latest brands) available
on local markets.

2. Materials and method

Five samples each of fifteen different brands of
powdered sindoor were procured from cosmetic shops
in the Patiala and Karnal districts of Punjab and Hary-
ana states respectively in North-Western India. Details
regarding their brand names, respective manufactur-
ers, colour and number of samples studied have been
given in Table L.

TABLEI. LIST OF VARIOUS SINDOOR SAMPLES
SELECTED FOR THE PRESENT STUDY

Sample Brand manufacturer Colour Number
no. of samples
studied (n)

Shree Shyam Enterprises Maroon 5

2 Kajal Shilpa Cosmetics (India) Maroon 5
Varanasi

3 Gopal cosmetics, Khushi Red 5
Jugsalai, Jamshedpur

4 Tulsi Cosmetics Red 5

5 Navkar Roopshri Pvt. Ltd. Red 5

6 Personi Himanshu Cosmetics ~ Maroon 5

7 Aakarshan M. S. Enterprises ~ Red 5

8 Blue Heaven Shingar Red 5

9 Suhaag Cosmetics, Jaipur Maroon 5

10 Blue Heaven Shingar, Saheli Maroon 5

11 N. K. Sales Corporation Red 5

12 Jalani Products Red 5

13 Geeta International, Sub Jail Maroon 5
Link Road, Surat

14 Sharad Export, Mathura Red

15 Blue Heaven, Shingar Red 5

Five stains of each selected brand were prepared
by applying 1 mg/cm? of respective sindoor samples
on washed white cotton cloth pieces. The stained cot-
ton cloth pieces were serially marked and stored in
a separate paper envelope to prevent cross contamina-
tion. The stained part of the cloth sample was cut and
placed in a test tube. An aliquot of 1 ml of methanol
was added to the test tube and subjected to extraction
for 5 min. The methanol extract was transferred to an-
other clean test tube for TLC analysis.

Nineteen solvent systems (mobile phase) were tried
on each examined sindoor brand to find out the most
suitable solvent system that could be applied univer-
sally for thin layer chromatographic separation of all
sindoor brands (Table II). The various chemicals used
in the analysis and their respective manufacturers have
been listed in Table II1.

TABLE II. VARIOUS SOLVENT SYSTEMS TRIED FOR
TLC ANALYSIS. SATURATION TIME IS 60 min

Solvent Composition (v/v/v) Development Temperature

system time

no.

1 Chloroform:methanol: 50 min 34°C
water (60:20:20)

2 Butanol:acetic acid:water 30 min 34°C
(70:10:20)

3 Water:acetonitrile (80:20) 60 min 38°C

4 Toluene:acetone(95:5) 60 min 32°C

5 Methanol:water (80:20) 60 min 34°C

6 Ethanol:butanol:water: 50 min 32.5°C
acetic acid (20:50:10:20)

7 Methanol:ethylacetate: 60 min 32°C
acetic acid (30:30:40)

8 Ethyl acetate:methanol: 80 min 38°C
water (50:30:20)

9 Benzene:chloroform: 50 min 34°C
acetic acid (80:15:5)

10 Chloroform:benzene 40 min 38°C
(20:80)

11 Toluene:chloroform: 50 min 32°C
methanol (70:20:10)

12 Chlorobenzene (100) 60 min 34°C

13 Chloroform: methanol 50 min 38°C
(90:10)

14 Ethylacetate:acetic acid 50 min 34°C
(60:40)

15 Benzene:chloroform: 80 min 38°C
methanol (50:40:10)

16 Benzene:methanol:acetic  1h 25 min 32°C

acid (80:15:5)
17 Butanol:propanol:
water(80:15:5)

1 h30min  34°C

18 Butanol:propanol:water 1h30min 34°C
(60:30:10)

19 Butanol:benzene:water 1h30min 34°C
(50:40:10)

Problems of Forensic Sciences 2013, vol. 95, 601-610
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TABLE III. LIST OF VARIOUS CHEMICALS USED
IN THE ANALYSIS

Manufacturer
E. Merck Ltd., Worli Mumbai 18
LOBA CHEMIE Pvt. Ltd., Mumbai 05

Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

Qualigens fine chemicals,
GlaxoSmithKline Pharmaceuticals Ltd.,
Dr. Annie Besant Road, Mumbai 30

Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

7  Chlorobenzene Qualigens fine chemicals,
GlaxoSmithKline Pharmaceuticals Ltd.,
Dr. Annie Besant Road, Mumbai 30

8  Diethyl ether Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

Bengal Chemicals and Pharmaceuticals,
Maniktala Road 164, Kolkata 54

10 Ethyl acetate E. Merck Ltd., Worli Mumbai 18

11 Methanol Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

No. Chemicals

1 Acetic acid
2 Acetone
3 Acetonitrile

4 Benzene

5  Butanol

6  Chloroform

9  Ethanol

12 Propanol

13 Toluene Merck specialist Pvt. Ltd., Shiv Sagar
Estate “A”, Dr. Annie Besant Road, Worli
Mumbai 18

14 Silica gel G Qualigens India, Dr. Annie Beasant Road,
Mumbai 25

The TLC plates were prepared manually, using Sil-
ica Gel G having a thickness of 0.25 mm, followed by
their activation for an hour at a temperature of 110°C
in an oven. Aliquots of respective samples were then
applied on activated plates using a Hamilton syringe
(2 pul). The spots were allowed to air dry at room tem-
perature for 2 min. A solvent chamber was saturated
using various solvent systems. The spotted TLC plates
were placed in this saturated solvent chamber at an an-
gle of 45° and the chamber was covered properly with
a lid. The solvent front was allowed to migrate to a dis-
tance of 10 cm above the origin. After the run had been
completed, the developed plates were taken out and
dried at room temperature. The separated colour spots
of the samples were visualized in strong day light and
with the iodine fuming method, and their respective
hRf values were calculated using the following equa-
tion:

hRf = Distance travelled by solute from origin
” Distance travelled by solvent from origin

100.

3. Results and discussion

In the present study, nineteen solvent systems (Ta-
ble III) were tried out for the separation of various
constituents of selected sindoor samples. The devel-
oped thin layer chromatographic plates were examined
in strong day light and using the iodine fuming tech-
nique. The results obtained in terms of ARf, number
of spots and respective colour by the TLC analysis of
selected sindoor stains were found to be different for
different solvent systems.

Solvent systems 2, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17
and 19 failed to separate the constituents of the se-
lected sindoor samples as they gave no spots. Solvent
systems 1, 3,4, 5, 8, and 9 gave an insufficient number
of spots (one or two spots for each sample) for differ-
ent samples when viewed under strong day light and
using iodine fuming. Solvent system 16 produced four
spots of purple, red, pink and orange colour at 2R/ val-
ues 52, 61, 69 and 94 for sindoor brand 1; four spots
of pink, purple, red and pink at ZRf 19, 68, 79 and 96
for brand 2; two spots of pink and red colour at 2Rf 72
and 80 for brand 3; two spots of red colour at ARf 72
and 74 for brand 4; and one spot of pink at ARf 62 for
brand 5, under strong day light. The analysis with the
above solvent systems did not produce any separation
of analytical significance.

Solvent system 18, comprising butanol:propanol:
water in the ratio of 60:30:10 (v/v/v), was found to be
the most suitable solvent system for thin layer chro-
matographic analysis of the studied sindoor samples
as it gave best results in terms of their separation and
differentiation. Comparative analysis of selected sin-
door brands was performed by visualizing the respec-
tive TLC developed plates under strong day light and
after treating with iodine fuming. The results obtained
under strong day light are given in Figure 1 and Table
IV. Samples 1, 4, 10 and 11 gave four separated spots
at different or same ARf values and colours.

Sample 2 also gave four separated spots, of which
one spot of yellow colour at #Rf77 was characteristic.
Samples 3, 6, 12, 13 and 15 gave three separated spots
of the same or different colours at characteristic ARf'
values. Five separated spots were observed for sample
5, of which two spots at #Rf 62 (purple coloured) and
hRf 77 (orange coloured) were characteristic. Sample
7 showed only one purple coloured spot at characteris-
tic hRf value 77. Sample 8 also showed five separated
spots, but at characteristic 4R/ values and colours.
Sample 9 showed 6 different coloured spots, of which
two pink and one yellow coloured spot at ARf 45, 62
and 72 respectively were characteristic. Sample 14
showed only two separated spots, one pink coloured

Problems of Forensic Sciences 2013, vol. 95, 601-610
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1 23 4 5 67 8 910 11 12 13 14 15

Fig. 1. TLC Plate of selected sindoor stains developed by using solvent system butanol:propanol:water 60:30:10 (v/v/v) under
strong day light (1 — Shree Shyam Enterprises; 2 — Kajal Shilpa Cosmetics Varanasi; 3 — Gopal Cosmetics; Khushi Jugsalai
Jamshedpur; 4 — Tulsi Cosmetics; 5 — Navkar Roop Shri Pvt. Ltd; 6 — Personi Himanshu Cosmetics; 7 — Aakarshan M. S. En-
terprises; 8 — Blue Heaven Shingar; 9 — Suhaag Cosmetics, Jaipur; 10 — Blue Heaven Shingar Saheli; 11 — N. K. Sales Corpora-
tion; 12 — Jalani Products; 13 — Geeta International, Sub Jail Link Road, Surat; 14 — Sharad Export, Mathura; 15 — Blue Heaven
Shingar).

RN

1 2 3 45 6 7 8 910 11 1213 1415

Fig. 2. TLC plate of selected sindoor stains developed by using solvent system butanol:propanol: water 60:30:10 (v/v/v) when
visualized with iodine fuming (1 — Shree Shyam Enterprises; 2 — Kajal Shilpa Cosmetics Varanasi; 3 — Gopal Cosmetics, Khushi
Jugsalai Jamshedpur; 4 — Tulsi Cosmetics; 5 — Navkar Roop Shri Pvt. Ltd; 6 — Personi Himanshu Cosmetics; 7 — Aakarshan
M. S. Enterprises; 8 — Blue Heaven Shingar; 9 — Suhaag Cosmetics, Jaipur; 10 — Blue Heaven Shingar Saheli; 11 — N. K. Sales
Corporation; 12 — Jalani Products; 13 — Geeta International, Sub Jail Link Road, Surat; 14 — Sharad Export, Mathura; 15 — Blue
Heaven Shingar).
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spot (ARf 62) in common with sample 9 and another
orange coloured spot (ARf 83) in common with sam-
ples 10, 11, 13 and 15 under strong day light.

The TLC results obtained after treating with iodine
fuming are given in Figure 2 and Table V. Samples 1
and 4 showed five spots, out of which four spots were
found to be in common at given AR/ values (60, 74,
80, 95), and one purple coloured spot was found to be
different at 4Rf value 72 and 73 in samples 4 and 1 re-
spectively. Sample 2 also showed five separated spots,
and a yellow coloured spot at ~Rf 77 was found only
in this sample. Samples 3, 6, 12 and 15 gave 3 spots
at the same or different 4R/ values and colours. Sam-
ples 5 and 9 showed 6 separated spots, with no spot in
common between them, but both showed two charac-
teristic separated spots at #Rf value 62 and 77, and 45
and 72 for sample 5 and 9 respectively. Samples 7 and
14 showed two separated spots, with one characteris-
tic pink coloured spot at #Rf 74 shown by sample 7.
Nine different coloured spots showing a characteristic
hRf values pattern were observed in sample 8. Four
separated spots were observed for samples 10, 11 and
13. Samples 10 and 11 showed the same chromato-
graphic profile, except at ARf value 95, where sam-
ple 10 showed an orange coloured spot and sample
11 showed a pink coloured spot. A pink coloured spot
at hRf value 76 was found to be common to samples
10, 11 and 12. An orange coloured spot at #Rf 83 was
found to be common for samples 10, 11, 13, 14 and 15
after treating with iodine fuming.

The results indicated that the chromatographic pro-
file of each sindoor brand was different under strong
day light and after treating the TLC plates with iodine
fuming. Thus, all the selected samples could be dif-
ferentiated from each other using the above solvent
system. The iodine fuming method was found to be
better in comparison to strong day light, as the former
revealed a greater number of spots. Aliquots of sin-
door samples were analyzed four times under the same
set of experimental conditions to check the reproduc-
ibility of results and they were in concordance with
each other.

Sharma et al. [10] analysed 36 samples of com-
monly used liquid vermillion of different colours and
produced by different manufacturers and recommend-
ed that the solvent system isoamylalcohol:acetone:wa-
ter:ammonia (50:50:30:4) was best for the separation
of constituents of vermillion samples using TLC [10].
In the present study, a new solvent system, i.e. butanol:
propanol:water (60:30:10 v/v/v), was found to be the
best to analyze sindoor samples of various brands, as
each sindoor brand sample got separated into its con-
stituents, showing a variable number of spots having

different ARf values and colour under similar experi-
mental conditions.

4. Conclusion

We consider that it is appropriate to use thin layer
chromatography for the preliminary analysis of sin-
door samples, as it is the best technique and a reliable
one too. The comparative examination of chromato-
grams of selected sindoor brand samples showed that
all samples can be distinguished from each other using
solvent system butanol:propanol:water in the ratio of
60:30:10 (v/v/v). The TLC plates when subsequently
visualized with iodine fuming give excellent separa-
tion of constituents of all the samples under similar
experimental conditions. Each sindoor sample showed
a different combination of spots having different ZRf
values under similar conditions.
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ANALIZA Z WYKORZYSTANIEM METODY CHROMATOGRAFII
CIENKOWARSTWOWEJ SLADOW SINDURU (VERMILLIONU)
UJAWNIANYCH NA BIALYCH TKANINACH BAWELNIANYCH

1. Wstep

Slady produktéw kosmetycznych znajdowane sa na
miejscu réznego typu przestepstw, szczegolnie zwigza-
nych z uzyciem przemocy fizycznej i seksualnej. Zgod-
nie z zasadg Locarda, $lady kosmetyku przenosza sig¢
z kobiety begdacej ofiarg na ciato Iub ubranie napastnika.
Jesli zostang one odpowiednio pobrane, zabezpieczone,
a nastepnie wlasciwie zanalizowane, mogg w znacza-
Cy sposob przyczyni¢ si¢ do powigzania podejrzanego
z ofiarg oraz miejscem zdarzenia. Wérod réznorod-
nych produktéw kosmetycznych w Indiach dostepne sa
w sprzedazy: sindur, szminki do ust, kajal, lakiery do pa-
znokci, maskary itp.

Do najczgséciej spotykanych s$ladow dowodowych
naleza zaplamienia sindurem (vermillionem). Powodem
moze by¢ tatwa dostepnos¢ tego kosmetyku oraz jego ru-
tynowe wykorzystywanie przez zamezne wyznawczynie
hinduizmu, ktore naktadaja go sobie na przedziatek we
wlosach jako tradycyjny symbol pomys$lnosci. Sindur
dostepny jest w réoznych odcieniach — pomaranczowym,
czerwonym, ciemnoczerwonym, kasztanowym itp., a je-
go znalezienie moze dostarczy¢ dowodow dotyczacych
powiazania podejrzanego z ofiarg np. gwattu. Tradycyjne
wytwarzanie tego kosmetyku opiera si¢ na naturalnych
sktadnikach. Jego baz¢ stanowi szafran, ktory barwi
si¢ na czerwono poprzez domieszke soku z limonki lub
proszku limonkowego (zawierajacego zwiazki wapnia).
Catos¢ nawilza si¢ woda lub alunem, jodyng i kamforg
lub tez olejem ze sproszkowanymi muszlami morskimi
(zwiazkami wapnia) albo dodaje si¢ aguru, sandatowca
lub pizmo. Obecnie w sktad sinduru dostepnego w han-
dlu wchodzg syntetyczne barwniki, wypehiacze, wapno
oraz sole otowiu i rteci nadajace kosmetykowi czerwone
zabarwienie [4]. Wszystkie te sktadniki mogg mie¢ zna-
czenie przy wysnuwaniu wnioskow w sprawach sado-
wych.

Do badania produktéow kosmetycznych stosuje si¢
réznorodne zaawansowane metody analizy instrumen-
talnej. Naleza do nich: chromatografia cienkowarstwowa
[1, 2, 3, 10], wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC)[6, 7, 8, 11], chromatografia gazowa (GC), a tak-
ze techniki taczone, jak chromatografia gazowa potaczo-
na ze spektrometrig mas (GC/MS) [5, 9]. Wymienione
metody musza jednak zosta¢ odpowiednio przystoso-
wane tak, by mozna byto zuzy¢ minimalng ilo$¢ probki
lub w nieznacznym stopniu zniszczy¢ probke podczas
analizy. Metody chromatograficzne odgrywaja znacza-

cg role w badaniu sinduru. Nalezy do nich zwtaszcza
chromatografia cienkowarstwowa jako uniwersalna me-
toda analityczna, ktora moze by¢ wykorzystana do ana-
lizy poréwnawczej probek sinduru na potrzeby wymiaru
sprawiedliwosci. Naukowcy z powodzeniem zastosowali
chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC) w badaniu nie-
ktérych marek tego kosmetyku wystepujacego w formie
ptynnej [10]. Sharma i in. [10] wykorzystali t¢ metode
do analizy 36 prébek plynnego vermillonu r6znigcego si¢
kolorem i rodzajem producenta [2]. Niewiele jest jednak
publikacji opisujacych badania metoda TLC plam pozo-
stawianych przez ten kosmetyk. W zwigzku z tym zasad-
ne byto przebadanie, wykorzystujac t¢ metode, pewnych
powszechnie uzywanych typow sinduru w formie sypkiej
wytwarzanych przez rdéznych producentow. W niniejszej
pracy podjeto tez probg przeanalizowania $ladow sindu-
ru pozostawianych na bialej tkaninie bawelnianej. Wy-
korzystujac chromatografi¢ cienkowarstwowa, przeana-
lizowano probki 15 réznych marek dostgpnych na lokal-
nym rynku (tradycyjnych i 1$niacych, z uwzglednieniem
najnowszych ich rodzajow).

2. Materialy i metody

Przedmiotem badan byly probki sypkiego sinduru
pietnastu réznych marek dostepnych w drogeriach w Pa-
tiali 1 Karnal (odpowiednio dystrykty: Panjabi i Harya-
na) w poétnocno-zachodnich Indiach. Sindur kazdej mar-
ki zakupiono w liczbie pigciu opakowan. Szczegotowe
informacje dotyczace nazw handlowych kosmetykow,
producent6éw, koloru oraz numeru analizowanych probek
zamieszczono w tabeli 1.

Probki przygotowywano poprzez naniesienie 1 mg
sypkiego sinduru na powierzchni¢ okoto 1 cm? zwilzo-
nego kawatka biatej tkaniny bawelnianej. W ten sposob
z kazdej marki kosmetyku uzyskano po pi¢¢ zaplamien.
Zaplamione kawatki bawelny oznaczono i zapakowano
do oddzielnych papierowych kopert celem zabezpie-
czenia ich przed kontaminacjg. Przystepujac do badan,
zabrudzong cz¢$¢ tkaniny wycinano i umieszczano
w probéwce. Nastepnie do probéwki wprowadzano 1 ml
metanolu i poddawano ekstrakcji przez 5 min. Ekstrakt
metanolu przenoszono do kolejnej czystej probowki
w celu jego dalszej analizy metoda TLC.

Podczas optymalizacji fazy ruchomej przetestowano
dziewigtnascie uktadow rozwijajacych (tabela 1), z kto-
rych kazdy zastosowano do wszystkich analizowanych
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marek sinduru. Szczegoly dotyczace wszystkich substan-
cji uzytych w badaniach zamieszczono w tabeli II1.
Ptytki do analizy TLC przygotowano wtasnorgcz-
nie, nanoszac zel krzemionkowy G o grubosci 0,25 mm,
aktywowany termicznie w piecu nagrzanym do 1100°C
przez 1 h. Nastgpnie za pomoca strzykawki Hamiltona
na powierzchni¢ aktywowanej ptytki nanoszono po 2 pl
wczesniej przygotowanych probek sinduru tak, ze na
kazdej ptytce umieszczano wszystkie marki tego kos-
metyku. Naniesione probki roztworu pozostawiano do
wyschnigcia w temperaturze pokojowej przez 2 min.
Nastepnie nasycano komore rozwijajaca, stosujac roz-
ne uktady rozwijajace. W tak przygotowanej komorze
umieszczano ptytki TLC pod katem 45° i catos¢ doktad-
nie przykrywano wieczkiem. Chromatogram rozwijano
do czasu, az czoto eluentu przesungto si¢ na odlegtos¢
10 cm od miejsca naniesienia probek, po czym rozwinie-
te chromatogramy wyjmowano z komory i pozostawiano
do wyschnigcia w temperaturze pokojowej. Rozdzielone
sktadniki analizowanych prébek sinduru w postaci kolo-
rowych plamek na ptytce obserwowano w $wietle dzien-
nym lub dodatkowo przy zastosowaniu metody par jodu.
Dla kazdego rozdzielonego sktadnika badanej probki
obliczono wspotczynnik przesunigcia 2Rf, korzystajac ze
WZzoru:
Odleglos¢ przebyta przez substancje rozdzielong »

hRf =

100.
Odlegtos¢ przebyta przez czoto eluentu 00

3. Dyskusja wynikow

W  celu rozdzielenia sktadnikéw wchodzacych
w sktad wybranych probek sinduru przetestowano dzie-
wigtnascie uktadow rozwijajacych (tabela III). Rozwi-
nigte plytki chromatograficzne analizowano nastgpnie
w $wietle dziennym oraz przy uzyciu techniki par jodu.
Uzyskane wyniki (wielkos¢ wspotczynnikéw migracji
hRf, liczba rozdzielonych sktadnikow probki, tj. odpo-
wiadajaca im liczba plamek na chromatografie oraz ich
kolor) byly rézne w zaleznosci od uzytego uktadu roz-
wijajacego.

Zastosowanie uktadow rozwijajacych nr 2, 6, 7, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 17 oraz 19 nie pozwolito na rozdzie-
lenie zadnego sktadnika analizowanych probek. Uzycie
uktadow rozwijajacych oznaczonych numerami 1, 3, 4, 5,
8, 9 rowniez okazalo si¢ niewystarczajace (jedna lub dwie
plamki obserwowane na kazdej probce) w zalezno$ci od
marki sinduru po wizualizacji w $§wietle dziennym i me-
todg par jodu. Zastosowanie uktadu rozwijajacego nr 16
pozwolito na rozdzielenie czterech sktadnikow probki
nr 1, tj. na uzyskanie czterech plamek barwy fioletowe;j,
czerwonej, rozowej i pomaranczowej o wspotczynnikach
migracji hRf52, 61, 69, 94; czterech sktadnikow z probki
nr 2, tj. 4 plamek w kolorze rézowym, fioletowym, czer-

wonym i r6zowym (hRf'19, 68, 79 1 96); dwoch sktadni-
kéw probki nr 3, tj. plamki rézowej i czerwonej (ARf 72
i 80); dwoch z probki nr 4, tj. dwoch plamek w kolorze
czerwonym (hRf72 i 74), a dla probki nr 5 uzyskano je-
dynie jedng plamke barwy rozowej o ARf'62. Obserwacje
rozwinietej ptytki TLC prowadzono w $wietle dziennym.
Zastosowanie wyzej wymienionych ukladéw rozwijaja-
cych nie doprowadzito zatem do istotnego rozdzielenia
sktadnikéw badanych probek.

Najlepszym uktadem rozwijajacym testowanym pod-
czas optymalizacji rozpuszczalnikow do analizy TLC
badanych tu prébek sinduru okazat si¢ uktad nr 18 stano-
wigcy mieszaning butanolu, propanolu i wody w stosun-
ku objetosciowym 60:30:10 (v/v/v). Uktad ten dat najlep-
sze rezultaty zaro6wno jesli chodzi o liczbe rozdzielonych
sktadnikow, jak i mozliwos¢ dyskryminacji porownywa-
nych probek. Uzyskane wyniki rozdziatlu oraz analiz¢ po-
roéwnawczag wybranych marek sinduru wykonano po wi-
zualizacji odpowiednio rozwinigtej ptytki TLC w §wietle
dziennym i po zastosowaniu techniki par jodu. Rycina 1
oraz dane zamieszczone w tabeli IV przedstawiajg rezul-
taty uzyskane po wizualizacji w $wietle dziennym.

Probki sinduru oznaczone numerami 1, 4, 10 1 11
ulegly rozdzieleniu na cztery sktadniki, tj. daty 4 plamki
o roznym lub tym samym kolorze i tej samej wartosci
wspolczynnika przesunigcia ARf. W przypadku probki
nr 2 réwniez wydzielono cztery plamki, z ktorych jed-
na koloru zéltego przy wartosci wspolczynnika ARf 77
okazata si¢ charakterystyczna dla tej probki. Dla probek
o numerach 3, 6, 12, 13 oraz 15 uzyskano trzy osobne
plamki o tym samym lub réznym kolorze przy charak-
terystycznej wielkosci wspotczynnikéw ARf. Pig¢ od-
dzielnych plamek zaobserwowano natomiast dla probki
nr 5, z ktérych dwie — fioletowa przy ARf 62 1 poma-
ranczowa przy hRf 77 — byly dla niej charakterystycz-
ne. Dla probki nr 7 zaobserwowano tylko pojedyncza
plamke koloru fioletowego opisana wspotczynnikiem
hRf o wartosci 77. Dla probki nr 8 rowniez zaobserwo-
wano pie¢ oddzielnych plamek, przy czym wszystkie
byly dla niej charakterystyczne ze wzgledu na uzyskane
kolory i wielkos$ci wspotczynnikéw migracji. Dla probki
nr 9 uzyskano 6 réznych kolorowych plamek, z ktoérych
charakterystyczne dla tej probki byty dwie plamki barwy
rézowej oraz jedna barwy zo6ttej o wspotczynnikach ARf
odpowiednio 45, 62 i1 72. Dla probki sinduru oznaczo-
nej numerem 14 zaobserwowano tylko dwie oddzielne
plamki, jedng koloru rézowego (ARf 62) wspdlng z prob-
ka nr 9 oraz druga, pomaranczowa (hRf 83), ktorg ujaw-
niono tez w przypadku probek nr 10, 11, 13 i 15, stosujac
wizualizacj¢ w $wietle dziennym. Rezultaty analizy TLC
przy zastosowaniu techniki par jodu ukazano na rycinie
21w tabeli V.

Dla probek nr 1 i 4 zaobserwowano pig¢ plamek,
z czego cztery o jednakowych wspotczynnikach 2Rf 60,
74, 80, 95. Probki réznito jedynie polozenie jednej plam-
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ki barwy fioletowej, dla ktorej ZRf wyniosto 72 i 73 (dla
probki nr 4 i nr 1). W przypadku probki nr 2 rowniez za-
obserwowano pi¢¢ oddzielnych plamek, z czego plamka
barwy zoltej przy hRf 77 zostala zidentyfikowana tylko
dla tej probki. Probki sinduru oznaczone jako 3, 6, 12
i 15 ulegly rozdzialowi na trzy skladniki charakteryzu-
jace si¢ tg samg lub r6zng wartosci wspolezynnika ARf
i kolorem plamki. Dla prébek numer 5 i 9 zaobserwo-
wano 6 oddzielnych plamek, przy czym zadna nie miata
tej samej wartosci ARf 1 tego samego koloru. Jednakze
w obu tych probkach wykazano obecnos¢ dwodch cha-
rakterystycznych ukltadéw oddzielnych plamek o war-
tosciach wspotczynnika migracji 62 i 77 oraz 45 1 72
dla probek numer 5 1 9. W przypadku probek nr 7 i 14
zaobserwowano dwie oddzielne plamki, przy czym jed-
na charakterystyczna barwy rézowej przy hRf 74 zostata
zidentyfikowana tylko w prébce nr 7. Dziewigé rézno-
barwnych plamek uktadajacych si¢ w specyficzny wzor
majacych rézne wartosci ~Rf zaobserwowano dla probki
nr 8. Z kolei dla probek oznaczonych numerami 10, 11
i 13 zidentyfikowano cztery oddzielne plamki. Probki
nr 10 i 11 charakteryzowaty si¢ bardzo zblizonym profi-
lem chromatograficznym réznigcym si¢ jedynie kolorem
plamki przy ARf95. Dla probki nr 10 byta to plamka ko-
loru pomaranczowego, a dla probki nr 11 koloru rézowe-
go. Plamki koloru ro6zowego przy hRf76 zaobserwowano
w przypadku wszystkich trzech probek oznaczonych nu-
merami 10, 11 i1 12. Z kolei pomaranczowa plamka przy
hRf 83 zostata zidentyfikowana dla probek o numerach
10, 11, 13, 14 1 15 po potraktowaniu rozwinigtych ptytek
TLC parami jodu.

Profile chromatograficzne uzyskane dla kazdej z ana-
lizowanych probek sinduru byly rézne przy wizualizacji
w $wietle dziennym od probek uzyskanych po potrak-
towaniu rozwinigtych ptytek TLC parami jodu. Stad
wszystkie badane probki sinduru mogly zosta¢ rozréz-
nione migdzy sobg przy uzyciu wyzej opisanego ukta-
du rozwijajacego. Ponadto technika par jodu okazala si¢
lepsza od wizualizacji w $wietle dziennym, gdyz pozwa-
lata zaobserwowac wigcej rozdzielonych sktadnikow, tj.
obserwowano wigkszg liczbe plamek. W celu sprawdze-
nia powtarzalno$ci uzyskanych wynikdéw probki sinduru
analizowano czterokrotnie, stosujac te same warunki eks-
perymentalne, a uzyskane wyniki okazaty si¢ zgodne.

Sharma i inni [10] przebadali 36 rodzajow probek
ptynnego vermillionu rézniacych si¢ migdzy soba kolo-
rem i1 marka lub producentem. Wedtug opublikowanych
przez nich badan, mieszanina alkoholu izoamylowego,
acetonu, wody i amoniaku zmieszanych w stosunku ob-
jetosciowych (50:50:30:4) okazata si¢ najlepszym ukta-
dem rozwijajacym pozwalajacym rozdzieli¢ przy uzyciu
metody TLC sktadniki wchodzace w sktad probek ver-
milionu [10]. Autorzy prezentowanych tu badan wska-
zali na nowy uklad rozwijajacy, tj. butanol:propanol:
woda (60:30:10 v/v/v) jako najlepszy uktad do analizy

probek sinduru roznych marek jako ten, ktory umozliwia
rozdzielenie sktadnikdéw kazdej z analizowanych probek.
Zastosowanie tego uktadu rozwijajacego w zblizonych
warunkach pomiarowych daje rézna liczbe rozdzielo-
nych sktadnikow, tj. plamek, ktore dodatkowo posiadaja
rézne warto$ci wspotczynnika migracji 2Rf oraz charak-
teryzuja si¢ r6znym kolorem rozdzielonych sktadnikéw.

4. Podsumowanie

Autorzy sa zgodni, ze chromatografia cienkowar-
stwowa jest wiarygodna i pewng technika, ktora z powo-
dzeniem mozna zastosowa¢ do wstepnej analizy probek
sinduru. Analiza porownawcza chromatogramow probek
wybranych marek sinduru pokazala, Zze rozrdéznienie
wszystkich jest mozliwe po zastosowaniu uktadu rozwi-
Jjajacego ztozonego z mieszaniny butanol:propanol:woda
w stosunku objetosciowym 60:30:10 (v/v/v). Analiza
probek siduru za pomoca techniki TLC, wspartej wizua-
lizacja metoda par jodu, pozwolita na rozdzielenie sktad-
nikow wszystkich analizowanych probek. Tym samym
umozliwita ona rozrdznienie prébek siduru, poniewaz
kazda z probek badana w tych warunkach charakteryzo-
wala si¢ odmienng kombinacja plamek, ktére posiadaty
roézne wartosci wspotczynnikow ARf.
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