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X©y dùng ph¬ng ph¸p ®Þnh lîng Trinitrotoluen
trong m¸u Trªn hÖ thèng s¾c kÝ láng hiÖu n¨ng cao

HOÀNG THỊ LAN ANH, NGUYỄN PHÚC THÁI và CS.
Viện Vệ sinh phòng dịch quân đội

TÓM TẮT
Từ phương pháp định lượng TNT trong máu động

vật thực nghiệm của mình và qua nghiên cứu này,
chúng tôi đã xây dựng được qui trình định lượng TNT
trong máu trên hệ thống sắc kí lỏng hiệu năng cao
(HPLC) như sau:

- Xử lý mẫu thực :
+ Bằng acid Sulfuric với tỉ lệ thể tích  mẫu/acid

là 5/6
+ Chiết TNT từ mẫu máu bằng Dietylete, thổi

khô, hoà tan cặn bằng MeOH.
- Xây dựng đường chuẩn trên nền mẫu máu. Mẫu

chuẩn được xử lý theo qui trình như đối với mẫu thực
- Điệu kiện chạy sắc kí:

+ Detector PDA, bước sóng 230nm
+ Pha động: MeOH: ACN: H2O=35:35:30 (%v/v)
+ Tốc độ dòng 1ml/phút

Từ phương pháp đã xây dựng được, chúng tôi đã
định lượng hàm lượng TNT trong 32 mẫu máu công
nhân tiếp xúc trực tiếp với thuốc nổ phát hiện 19 mẫu
có TNT trong máu (chiếm 59,37%) và 67 mẫu máu
công nhân tiếp xúc gián tiếp với thuốc nổ phát hiện
13 mẫu có TNT trong máu (chiếm 19,40%).

SUMMARY
Establishing the procedure for determination

of trinitrotoluene in blood by high performance
liquid chromatography.

Military Institute of Hygiene and Epidemiology.
And this experimental study was caried out to

establish procedure for determination of Trinitrotoluen
(TNT) in blood by high performance liquid
chromatography (HPLC). The results were as follows:

* The extraction procedure for TNT in blood:
- Transfer 0,5ml of blood to a tube, add 0.6ml

Sulfuric acid and mix the mixture.
- Then transfer this mixture to an extract funnel

and extraction by Diethyl ether. Recover diethyl ether
phase and take to dryness. Dissolve in 1ml Methanol.

* Establishing calibration curve in blood: The
standard samples were treatmented similar real
sample.

* Then analyse the samples by HPLC with
condition as:

- Detector PDA,  = 230nm.
- Mobile phase: Methanol: Acetonitrile: distilled

water = 35: 35: 30 (%v/v)
- Flow rate: 1ml/min.
This method was used to determination of TNT in

32 blood samples of direct contact with explosive
worker, detection 19 samples has TNT (scale
59.37%). When we analyse 67 blood samples of

indirect contact with explosive worker, we detected 13
samples has TNT (scale 19.40%). Thus, this method
can use to determination of TNT in bood.

ĐẶT VẤN ĐỀ
Trinitrotoluen (TNT) là hợp chất được sử dụng

rộng rãi trong sản xuất vật liệu nổ do giá thành rẻ và
độ an toàn cao trong bảo quản và vận chuyển [6].
Nhu cầu sử dụng thuốc nổ ngày càng tăng cùng với
lượng người tiếp xúc ngày càng nhiều. Hơn nữa khi
TNT xâm nhập vào cơ thể sẽ chuyển hoá thành các
chất chuyển hoá khác của TNT và gây tổn thương
nhiều cơ quan tổ chức trong cơ thể, ảnh hưởng đến
sức khoẻ người có tiếp xúc với chất nổ [1,2,4,5].

Hiện nay, ở Việt Nam chưa có phòng thí nghiệm
nào công bố định lượng được TNT trong máu, mà
mới chỉ dừng lại ở việc định lượng TNT trong nước
tiểu bằng phương pháp so màu, nên đã hạn chế sự
chẩn đoán sớm sự thâm nhiễm và nhiễm độc TNT
nghề nghiệp. Trong khi đó ở các phòng thí nghiệm
trên thế giới, TNT trong không khí, trong đất, nước,
trong máu, nước tiểu hay trong mô đã được định
lượng bằng các phương pháp hiện đại khác nhau
như: GC, HPLC, GC-MS, LC-MS,....[7,8,].

Chính vì vậy, chúng tôi đã nghiên cứu xây dựng
được qui trình định lượng TNT trong máu động vật
thực nghiệm trên hệ thống HPLC. Chúng tôi đã chọn
được cách xử lý mẫu (dùng axit sulfuric), dung môi
chiết mẫu (bằng dietylete), pha động, bước sóng cho
phân tích TNT, và khảo sát được độ tuyến tính khi
xây dựng đường chuẩn (r= 0,9998) khi pha trực tiếp
TNT trong Metanol[3]. Nhưng khi ứng dụng qui trình
đã xây dựng được để định lượng TNT trong máu
người có tiếp xúc với chất nổ chúng tôi thấy có một
số bất cập như: cách khắc phục hiệu suất chiết như
thế nào? và trên sắc kí đồ có nhiều pic phụ gây nhiễu
pic chính TNT,...

Từ thực tế đó chúng tôi đã tiếp tục nghiên cứu để
xây dựng hoàn thiện phương pháp định lượng TNT
trong máu công nhân tiếp xúc với chất nổ bằng
phương pháp HPLC, góp phần chẩn đoán sớm sự
thâm nhiễm, nhiễm độc TNT nghề nghiệp.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
1. Vật liệu  nghiên cứu:
- Hệ thống HPLC – Waters bao gồm cột C18 (150

x 4,6mm, 5àm), Detector PDA, bơm cao áp 4 kênh,...
- Bình chiết 50ml và các dụng cụ thuỷ tinh đầy đủ
- Hoá chất: Metanol, Acetonitril dùng cho HPLC,

Axit Sulfuric đậm đặc (PA), Dietylete PA, TNT chuẩn.
- Mẫu máu người không có TNT do Viện 108 cung

cấp.
2. Phương pháp nghiên cứu
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- Phương pháp khảo sát hiệu suất chiết mẫu khi
xây dựng đường chuẩn trong Metanol.

- Phương pháp xây dựng đường chuẩn TNT trong
máu.

- Phương pháp xử lý mẫu: Khảo sát tỉ lệ axit và
mẫu máu.

- Đánh giá qui trình xây dựng được trên mẫu máu
người có tiếp xúc với chất nổ.

KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN
1. Đánh giá hệ số chiết của phương pháp xây

dựng đường chuẩn trong Metanol
Bảng 1. Hệ số chiết TNT.

TT Nồng độ
TNT lý
thuyết
(ppm)

Số
mẫu
(n)

Nồng độ TNT
thực(ppm)
X  SD

Hiệu suất (%)

1 0,25 03 0,221  3,87 88,50  4,67
2 0,5 07 0,415  1,56 83,08  1,88
3 1,50 05 1,158  0,50 77,22  0,97
4 4,62 05 3,810  1,13 82,43  1,31
5 10,00 05 9,356  2,05 93,56  2,35

Qua bảng 1 thấy rằng, hiệu suất chiết đạt từ 77%
đến 94% cho các nồng độ, hàm lượng TNT trong
máu càng cao thì hiệu suất thu hồi càng lớn.

Theo bảng 1, độ sai chuẩn (SD) giữa các lần chiết
là nhỏ (từ 0,971 đến 4,670), hiệu suất chiết TNT qua
các lần là khá ổn định.

Như vậy, nếu sử dụng đường chuẩn với các mẫu
TNT pha trực tiếp trong metanol thì sẽ phải tính đến
hệ số chiết để tránh gây sai số, để khắc phục hệ số
chiết chúng tôi đã tiến hành xây dựng đường chuẩn
với các mẫu TNT pha trong máu và cũng được xử lý
theo qui trình như với xử lý mẫu thực.

2. Xây dựng đường chuẩn trong máu
Bảng 2. Hệ số tuyến tính khi xây dựng đường

chuẩn TNT trong máu
TT Khoảng nồng độ n Hệ số r

(ppm)
1 Từ 20ppm đến

100ppm
04 0,9986  0,0051

2 Từ 10ppm đến
40ppm

01 0,9995

4 Từ 5ppm đến
25ppm

04 0,9981  1,5860

5 0,9994
6

Từ 0,5ppm đến
2,0ppm

02
0,9967

7 Từ 0,25ppm đến
1,5ppm

05 0,9981  0,0156

Khi xây dựng đường chuẩn trong máu động vật
thực nghiệm, chúng tôi đã khảo sát hệ số tương quan
r cho mối tương quan giữa diện tích píc và nồng độ,
giữa chiều cao píc và nồng độ thấy mối tương quan
giữa đại lượng nồng độ và diện tích píc liên quan
chặt chẽ với nhau hơn so với đại lượng nồng độ và
chiều cao píc (r1=0,75 so với r2=0,7)[3]. Vì vậy, khi
xây dựng đường chuẩn TNT trong máu, chúng tôi sử
dụng mối tương quan giữa nồng độ và diện tích píc.

Đường chuẩn của TNT do phần mềm của máy
xây dựng và tính toán hệ số r. Qua bảng 2, thấy rằng
hệ số tuyến tính của đường chuẩn đều lớn hơn
0,9980 đáp ứng được hệ số tuyến tính trong phép
xây dựng đường chuẩn (hệ số tuyến tính lớn hơn
0,9950).

Hệ số tuyến tính của đường chuẩn khi xây dựng
trên nền mẫu thực (r nằm trong khoảng từ 0,9981
đến 0,9994) thấp hơn so với hệ số tuyến tính khi xây
dựng từ các nồng độ TNT pha trực tiếp trong Metanol
(r nằm trong khoảng từ 0,9997 đến 0,9999), nhưng
với hệ số này vẫn đáp ứng được yêu cầu trong phép
xây dựng đường chuẩn. Với việc sử dụng đường
chuẩn trong máu, chúng tôi sẽ loại bỏ được hệ số
chiết.

Vì vậy, khi xây dựng đường chuẩn cho các mẫu
phân tích chúng tôi sẽ dùng đường chuẩn được xây
dựng trong máu.

3. Khảo sát tỉ lệ axit Sulfuric và mẫu máu khi dùng đường chuẩn trong máu
Bảng 3. Nồng độ TNT trong mẫu máu với thể tích acid khác nhau.

Dạng píc
Đẹp Không đẹpTT Thể tích

mẫu (ml)
Thể tích

H2SO4(ml) Số mẫu (n) Màu dịch
chiết

Thời gian lưu
(phút)

SL % SL %
1 0,5 0,5 18 Trong 3,010  0,06 14 77,78 4 22,22
2 0,5 0,6 20 Trong 2,996  0,03 17 85,0 3 15,0
3 0,5 0,7 10 Trong 3,007  0,05 7 70,0 3 30,0

0,5 1,0 05 Mẫu bị vón cục

(píc đẹp: khi chân píc gọn, không bị choãi, píc
không bị gù)

Với thể tích acid Sulfuric thêm vào các mẫu thí
nghiệm (0,5ml mẫu) lần lượt là 0,5ml; 0,6ml; 0,7ml;
1,0ml, lắc đều, thấy rằng với thể tích axit Sulfuric
thêm vào là 1ml thì mẫu bị vón cục, đặc sệt lại. Như
vậy chúng tôi sẽ loại bỏ khả năng xử lý mẫu (0,5ml

mẫu máu) bằng 1ml acid Sulfuric đậm đặc.
Với thể tích axit sulfuric thêm vào mẫu máu (0,5ml

mẫu máu) lần lượt là 0,5ml; 0,6ml; 0,7ml, lắc đều hỗn
hợp mẫu, để yên qua đêm. Sau đó chiết TNT từ mẫu
đã xử lý với acid Sulfuric bằng Dietylete. Thu được
dung dịch chứa TNT, cho bay hơi hết Dietylete, hoà
tan cặn thu được bằng 1ml Metanol, đem chạy sắc kí
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trên hệ thống HPLC.
Qua bảng 3, thấy rằng với thể tích axit sulfuric

thêm vào là 0,5ml; 0,6ml và 0,7ml thì số lượng píc
TNT đẹp là gần tương tự nhau (tỉ lệ tương ứng là
77,78%; 85%; và 70%), vì vậy chúng tôi loại bỏ
phương pháp thêm 0,7ml axit để tiết kiệm hoá chất.
Mặt khác, khi quan sát trên sắc kí đồ thu được của
mẫu khi xử lý với 0,5ml axit sulfuric, thì thấy có các
píc phụ gây nhiễu hơn so với sắc kí đồ của mẫu khi
xử lý với 0,6ml axit sulfurc. Như vậy với thể tích mẫu
máu là 0,5ml thì thêm 0,6ml acid Sulfuric là tối ưu
nhất cho phương pháp xử lý.

Vì vậy, chúng tôi lựa chọn phương pháp xử lý
mẫu bằng acid Sulfuric với tỉ lệ mẫu/axit là 5/6 về thể
tích.

4. Kết quả phân tích mẫu máu người tiếp xúc
với chất nổ theo qui trình vừa xây dựng được.

Từ các điều kiện đã khảo sát, chúng tôi tiến hành
phân tích mẫu máu của người tiếp xúc trực tiếp và
tiếp xúc gián tiếp với chất nổ. Kết quả được đưa ra ở
bảng sau:

Bảng 4. Mẫu máu người tiếp xúc trực tiếp với
thuốc nổ

STT Số
mẫu
phân
tích

Khoảng
nồng độ

TNT (ppm)

Số
mẫu
tìm
thấy
TNT

Nồng độ
TNT trung

bình
(ppm)

Tỉ lệ (%)

1 Mẫu máu người tiếp xúc trực tiếp với chất nổ
0,100 –

1,5
10 0,463

1,500 –
5,000

07 2,64
32

> 10,000 02 11,915
Tổng 32 19 59,37

2 Mẫu máu người tiếp xúc gián tiếp với chất nổ
0,001 -
0,500

08 0,20167

0,500 –
1,500

05 1,32

Tổng 67 13 19,40

Qua bảng 4, với 32 mẫu máu người có tiếp xúc
với chất nổ phát hiện 19 mẫu có TNT (chiếm 59,37%)
với nồng độ thấp nhất là 0,130ppm, đặc biệt trong 32
mẫu có 02 mẫu máu công nhân trực tiếp sản xuất
chất nổ thì thấy nồng độ TNT trong máu lớn hơn
10,000ppm.

Chúng tôi cũng định lượng 67 mẫu máu người
tiếp xúc gián tiếp với TNT, phát hiện 13 mẫu có TNT
(chiếm 19,40%). Nồng độ TNT thấp nhất phát hiện
được là 0,006ppm với người tiếp xúc gián tiếp với
chất nổ.

Như vậy, với qui trình đã xây dựng, chúng tôi đã
định lượng được TNT trong máu người có tiếp xúc
trực tiếp và gián tiếp với thuốc nổ, và thấy rằng kết
quả các mẫu tìm thấy TNT và nồng độ TNT trong các
mẫu máu của người tiếp xúc trực tiếp lớn hơn với
mẫu của người tiếp xúc gián tiếp. Với kết quả này sẽ

góp phần vào việc chẩn đoán sớm sự thâm nhiễm,
nhiễm độc của người tiếp xúc với TNT.

KẾT LUẬN
Qua các mẫu nghiên cứu, chúng tôi đã xây dựng

được qui trình phân tích TNT trong máu trên hệ thống
HPLC với cột C18, 150 x 4,6mm, 5m, như  sau:

- Chiết mẫu thực:
+ Lấy 0,5ml máu vào ống nghiệm, thêm 0,6ml

acid sulfuric đậm đặc, lắc đều. Chuyển vào bình
chiết, thêm 10ml Dietyl ete, lắc đều, để yên đến khi
tách lớp hoàn toàn, gạn lớp Dietyl ete vào ống
nghiệm sạch. Chiết lại lần 2 với 8ml Dietyl ete. Thu
toàn bộ dịch chiết Dietyl ete chứa TNT trong 2 lần
chiết vào ống nghiệm sạch.

+ Cho bay hơi đến khô dung dịch Dietyl ete
chứa TNT, thu được cặn chứa TNT.

+ Hoà tan cặn thu được bằng 1ml Metanol, lọc
qua màng lọc 0,45m vào lọ đựng mẫu. Được mẫu
chạy phân tích trên hệ thống HPLC.

- Xây dựng đường chuẩn trên nền mẫu máu: Các
mẫu chuẩn được xử lý theo qui trình tương tự như
đối với xử lý mẫu thực.

- Chạy sắc kí mẫu vừa xử lý trên hệ thống HPLC
với điều kiện sau:

+ Pha động : Acetonitril – Metanol – Nước cất với
tỉ lệ 35 – 35 – 30 (%v/v).

+ Detector: PDA, với  = 230nm.
+ Tốc độ dòng: 1ml/phút

Ứng dụng qui trình vừa xây dựng được, chúng tôi
đã định lượng được TNT trong máu người có tiếp
xúc với chất nổ trên hệ thống HPLC, góp phần chẩn
đoán sớm sự thâm nhiễm và nhiễm độc TNT nghề
nghiệp.
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