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SUMMARY 

 

STUDY ON THE PROCESS OF ANALYSIS OF NORKETAMINE IN  

THE URINE SAMPLES BY GC/MS 

In this study, analytical procedure of Norketamine, which is the metabolite of 

Ketamine,  in urine using gas chromatography – mass spectrometry has been 

investigated. Ketamine-d4 was used as an internal standard and it has been added 

to sample before the extraction. C8 500 mg/3mL SPE column was used to extract 

analyst from each 5 mL urine sample. In SPE procedure 3ml methanol, 3ml 

deionizer water and 3ml 0.1M phosphate buffer pH were added in succession one 

by one. 3mL mixture of solvent was used each time to eluate analysts. The 

sensitivity of the analysis was increased by the HFBA derivatization. The 

selectivity of the method was validated, the RSD of repeatability was less than 

10 %, the recovery of method was higher than 83%, the linearity range was from 

250 to 10000ng/ml, limit of detection (LOD) of the method was 2.1 ng/mL. The 

analytical method has been successfully applied for the real suspected urine 

specimens, the concentration of Norketamine in positive samples were from 

9.0ng/ml to 169.4ng/ml. 

 

I. MỞ ĐẦU 

Tình hình sử d ng trái phép các chất 

ma túy hiện nay diễn ra rất phức t p, 

chủng lo i ma túy và hình thức sử 

d ng rất đa d ng. Tệ n n ma túy đ  

g y ra tác đ ng tiêu cực cho xã h i, 

thiệt h i về kinh tế của gia đình v  x  

h i, l m cho người sử d ng suy giảm 

sức khỏe, gây rối lo n nhân cách hành 

vi, mất khả năng học tập v  lao đ ng, 

mất an toàn khi tham gia giao 

thông…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

Được đưa v o sử d ng trong y tế từ 

năm 1970, hiện nay, Ketamin bị l m 

d ng như m t ma túy khá phổ biến. 

Norketamin là chất chuyển hóa chính 
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của Ketamin. Do thời gian bán thải 

của Ketamin l  2,5 đến 3h, khoảng 

95% Ketamin được sử d ng chuyển 

hóa thành các sản phẩm trung gian, 

khoảng 91% được đ o thải qua nước 

tiểu nên việc xác định được 

Norketamin trong mẫu nước tiểu có ý 

nghĩa quan trọng trong xét nghiệm ma 

túy [2].  

Phư ng pháp sắc ký khí khối phổ để 

phân tích Norketamin cho kết quả 

chính xác nhờ vào việc so sánh cả 

thời gian lưu v  phổ khối của chất 

phân tích với chất chuẩn. Ngoài ra kỹ 

thuật t o dẫn xuất giữa Norketamin 

với tác nhân dẫn xuất là HFBA sẽ làm 

tăng đ  nh y của thiết bị phân tích 

[1,3]. Trong nghiên cứu sử d ng c t 

chiết pha rắn (SPE) C8 lo i 500mg – 

3ml của h ng Agilent Technology để 

chiết và làm s ch chất phân tích trong 

mẫu nước tiểu. Quy trình sử d ng 

Ketamin-d4 (IS) làm chất n i chuẩn 

để cho vào mẫu nước tiểu trước khi 

tiến h nh các bước xử lý mẫu trên 

SPE sẽ giúp lo i ảnh hưởng sai số 

trong các thao tác ph n t ch, tăng đ  

chính xác của kết quả đo  

II. THỰC NGHIỆM 

2.1.Hóa chất, thiết bị nghiên cứu 

Các hóa chất sử d ng gồm: axeton, 

diclometan, hexan, methanol, 

isopropanol, amoniac, HCl, KH2PO4, 

K2HPO4, NaOH, ethyl axetat, HFBA 

(heptafluorobutyric anhydride), khí 

nit , heli 99,999%, c t SPE C8 lo i 

500mg-3ml của hang Agilent 

Technology, nước cất 2 lần… 

Các hóa chất chuẩn gồm: Norketamin 

HCl  1mg/ml methanol, Ketamin-d4 

HCl nồng đ  0,1mg/ml methanol của 

hãng Cerilliant có mã lần lượt là Lot: 

FC 04301414 và FE 04141401. 

Thiết bị phân tích sắc ký khí 6890N 

và khối phổ 5973i của hãng Agilent 

Technology. 

C t mao quản EVDX-5MS, dài 25m, 

đường k nh 0,2mm, đ  d y pha tĩnh 

0,33µm. 

2.2. Quy trình xử lý mẫu nƣớc tiểu 

Thêm 50µl chất n i chuẩn ketamin-d4 

có nồng đ  5µg/ml vào 5ml mẫu nước 

tiểu đ  ly tâm lo i cắn. Thêm tiếp 5ml 

dung dịch đệm 0,1M phosphate 

pH=6,0. Lắc mẫu khoảng 5 phút. C t 

SPE được ho t hóa lần lượt bằng 3 

mL methanol, 3 mL nước deion, 1 

mL đệm phosphate pH = 6,0. Tiến 

hành n p mẫu nước tiểu qua c t SPE 

với tốc đ  1 - 2 mL/phút. Rửa t p chất 

bằng 2ml H2O deion, 1ml dung dịch 

0,1M axít acetic, 3ml n-hexan, 1ml 

methanol. Chất ph n t ch được rửa 

giải bằng 3ml h n hợp dung môi 

Diclomethan : isopropanol : 

ammoniac = 78:20:2    L m bay h i 

đến cắn và hòa l i bằng 100 µl 

ethylacetate. Thêm 50µl chất dẫn xuất 

HFBA và gia nhiệt ở 70 
°
C  trong thời 

gian 40 phút. Mẫu sau dẫn xuất được 

l m bay h i dưới d ng kh  nit  đến 

cắn và hòa tan l i bằng 100µl 

Ethylacetate  B m 2µl tr n thiết bị 

sắc ký khí khối phổ. 

2.3. Đánh giá quy trình 

2.3.1. Độ chọn lọc của quy trình phân 

tích 

Đ  chọn lọc được thực hiện trên 03 
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mẫu nước tiểu khác nhau không có 

chứa chất ma túy. Quá trình xử lý 

mẫu nước tiểu được thực hiện theo 

đúng quy trình n u t i m c 2.2.  

2.3.2. Khảo sát độ ổn định của thiết 

bị GC/MS 

Đ  ổn định của thiết bị được khảo sát 

phân tích ở 03 điểm nồng của 

Norketamin đ  dẫn xuất với HFB lần 

lượt là 250ng/ml; 2500ng/mL; 10000 

ng/mL, nồng đ  của Ketamin-d4 

trong các điểm đều là 2500 ng/mL. 

M i điểm nồng đ  phân tích lặp l i 6 

lần. Kết quả đánh giá thông qua giá 

trị đ  lệch chuẩn tư ng đối (RSD). 

2.3.3. Khảo sát độ lặp lại của kỹ thuật 

tạo dẫn xuất 

Đ  lặp l i của kỹ thuật t o dẫn xuất 

được tiến hành ở 2 điểm h m lượng 

của Norketamin là 50 ng và 1000 

ng, các mẫu đều có cùng m t hàm 

lượng Ketamin-d4 là 250 ng, m i 

điểm nồng đ  dẫn xuất lặp l i 6 

mẫu. Điều kiện dẫn xuất thực hiện 

theo đúng quy trình  

2.3.4. Khoảng tuyến tính và giới hạn 

phát hiện 

Khoảng tuyến tính của Norketamin 

được khảo sát trong khoảng nồng đ  

từ 250ng/ml đến 10000ng/ml. Chất 

n i chuẩn trong các điểm đều là 

2500ng/ml Đường chuẩn n i được 

dựng dựa v o ph n t ch 6 điểm nồng 

đ  của Norketamin lần lượt là 250, 

1250, 2500, 5000, 7500 và 10000 

ng/mL. Nồng đ  của Ketamin-d4 ở 

các điểm đều là 2500 ng/mL. LOD 

được tính dựa vào tỷ lệ giữa tín hiệu 

chiều cao pic so với nhiễu đường nền 

thông qua phân tích mẫu chuẩn pha 

loãng dần trong dịch chiết mẫu trắng, 

khi đó LOD được tính là S/N = 3, 

LOQ = 3,3 LOD. 

2.3.5. Độ thu hồi của quy trình phân 

tích 

Đ  thu hồi được đánh giá và so sánh 

giữa mẫu nước tiểu thêm chuẩn 

Norketamin sau khi qua c t SPE và 

mẫu chuẩn không qua c t SPE ở cùng 

nồng đ , m i điểm thí nghiệm tiến 

hành lặp l i 6 mẫu. Mẫu nước tiểu 

th m h m lượng chuẩn Norketamin 

để có các nồng đ  lần lượt là 10 

ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/mL nước 

tiểu  tư ng ứng với h m lượng 

Norketamin là 50, 500, 1000 ng). 

Mẫu được xử lý theo quy trình đ  n u 

t i m c 2.2, chất n i chuẩn được thêm 

v o trước khi dẫn xuất mẫu. 

2.3.6.  Độ lặp lại của quy trình phân 

tích 

Đ  lặp l i của quy trình phân tích 

được thực hiện trên mẫu nước tiểu 

thêm chuẩn có các nồng đ  là 10,0; 

100,0 và 200,0 ng/mL. M i nồng đ  

phân tích lặp l i 6 lần và tính giá trị 

RSD%. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Điều kiện phân tích sắc ký khí 

khối phổ 

Các điều kiện phân tích của thiết bị 

GC/MS  được đưa ra như sau: 

Chư ng trình nhiệt đ  c t tách: Nhiệt 

đ  ban đầu 70 °C, giữ đ ng nhiệt 2 

phút, tăng 20 °C/phút đến 140 °C giữ 

đ ng nhiệt 2 phút, tăng 4 °C/phút đến 

260 °C giữ 5 phút. Tổng thời gian sắc 

ký là: 42,5 phút. Ion hóa va ch m 

điện tử ở 70eV. Nhiệt đ  buồng b m 

mẫu 250 °C. Tốc đ  dòng khí heli là 
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0,8ml/phút  B m mẫu không chia 

dòng. 

Từ kết quả phân tích Scan mẫu chuẩn 

Norketamin và Ketamin-d4 có nồng 

đ  5µg/mL được dẫn xuất với HFBA 

đ  xác định được thời gian lưu v  tỷ 

lệ các mảnh phổ cần phân tích. Kết 

quả phân tích chỉ ra trong bảng 1.  

Bảng 1. Mảnh phổ m/z của 

Norketamin, Ketamin-d4 sau khi  

dẫn xuất HFBA. 

TT Tên chất 
Mảnh ion 

(m/z) 
tR 

1 
Norketamin-

HFBA 

356100, 38496, 

37715 
21,19 

2 
Ketamin-d4-

HFBA 

374100, 36688, 

24060 
24,79 

(*)-tR: Thời gian lưu của chất phân 

tích (phút) 

Trên sắc ký đồ phân tích mẫu chuẩn ở 

hình 1 chỉ ra thời gian lưu của 

Norketamin-HFB là 21,193 phút và 

Ketamin-d4-HFB là 24,793 phút. 

 

Hình 1. Sắc ký đồ (TIC) chuẩn 

Norketamin-HFB và ketamin-d4-HFB 

3.2. Kết quả khảo sát độ ổn định của 

GC/MS 

Đ  ổn định của thiết bị phân tích 

GC/MS được đánh giá thông qua kết 

quả t nh toán đ  lệch chuẩn tư ng đối 

(RSD) của 2 yếu tố là thời gian lưu 

(tR) của Norketamin-HFB và tỷ lệ 

diện tích píc của chất phân tích 

Norketamin-HFB chia cho chất n i 

chuẩn Ketamin-d4-HFB. Kết quả 

được chỉ ra trong bảng 2. 

Bảng 2.Kết quả khảo sát độ ổn định của thiết bị  dựa vào  

thời gian lưu và tỷ lệ diện tích pic 

Tỉ lệ nồng đ  (ng/ml) 

Norketamin/IS 
Số liệu thống kê   (n = 6) 

tR 

Nor-HFB 

Tỷ lệ diện tích pic 

Norketamin/ IS 

250/2500 

Trung bình 21,190 0,338 

SD 0,006 0,006 

RSD (%) 0,03 1,909 

2500/2500 

Trung bình 21,171 8,148 

SD 0,004 0,119 

RSD (%) 0,020 1,457 

10000/2500 

Trung bình 21,180 32,063 

SD 0,010 0,625 

RSD (%) 0,046 1,950 

Từ kết quả trong bảng 2 cho ta thấy 

sự sai khác giữa các lần đo thấp (RSD 

< 2%). Trong nghiên cứu chất n i 

chuẩn là Ketamin-d4 đ  được sử 

d ng, do đó kết quả tính tỷ lệ diện 

tích pic của chất phân tích chia cho 

chất n i chuẩn không bị ảnh hưởng 

bởi sai số của thể t ch b m mẫu. 

3.3. Khảo sát độ chọn lọc của 

phương pháp 

Khảo sát đ  chọn lọc của quy trình 

được thực hiện trên 03 mẫu nước tiểu 
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khác nhau không có chất phân tích. 

Kết quả phân tích cho thấy trên sắc ký 

đồ không có píc trùng với pic của 

Norketamin-HFB và Ketamin-d4-

HFB trong mẫu chuẩn. 

3.4. Độ lặp lại của kỹ thuật dẫn xuất 

Đ  lặp l i của kỹ thuật dẫn xuất được 

đánh giá thông qua đ  lệch chuẩn 

tư ng đối của tỷ lệ diện tích pic của 

Norketamin-HFB chia cho Ketamin-

d4-HFB. Các mẫu chuẩn được dẫn 

xuất với HFBA ở cùng m t điều kiện 

nhiệt đ  là 70
0
C và thời gian là 40 

phút. Sau khi dẫn xuất định mức thể 

tích là 100µl.  

Kết quả phân tích chỉ ra trong bảng 

3 cho thấy đ  lệch chuẩn tư ng đối 

của kỹ thuật t o dẫn xuất thấp (RSD 

< 10%) tư ng ứng ở các điều kiện 

nhiệt đ  và thời gian dẫn xuất ứng 

với 2 mức h m lượng Norketamin 

khác nhau. Kết quả chỉ ra sự sai 

khác giữa các lần dẫn xuất l   t, đ  

biến đ ng thấp. Giá trị RSD càng 

thấp thì đ  chính xác của các lần 

dẫn xuất càng cao. 

Bảng 3. Kết quả khảo sát độ lặp lại 

của kỹ thuật tạo dẫn xuất 

Tỉ lệ hàm 

lượng (ng) 

Norketami

n/IS  

Số liệu thống kê    

(n = 6) 

Tỷ lệ diện 

tích pic 

Norketami

n/IS 

25/250 

Trung bình 0,340 

SD 0,016 

RSD (%) 4,792 

1000/250 

Trung bình 32,045 

SD 1,378 

RSD (%) 4,299 

3.5. Khoảng tuyến tính và LOD, 

LOQ 

Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính 

đưa ra được đồ thị v  phư ng trình hồi 

quy biểu diễn mối tư ng quan tuyến 

tính giữa tỷ lệ diện tích píc của chất 

phân tích chia cho chất n i chuẩn và tỷ 

lệ lượng chất phân tích chia cho chất 

n i chuẩn. Kết quả khảo sát khoảng 

tuyến tính cho ta biết phư ng trình hồi 

quy của Norketamin là Y = 8,124X – 

0,272, R
2
 = 0,999, LOD = 2,1ng/ml và 

LOQ = 7,0ng/ml  trong đó Y l  tỷ lệ 

diện tích pic của Norketamin chia cho 

IS, X là tỷ lệ lượng chất của 

Norketamin chia cho IS). 

3.6. Độ thu hồi của phương pháp 

phân tích 

Đ  thu hồi của quy trình phân tích 

Norketamin trong mẫu nước tiểu 

được thể hiện trong bảng 4. Từ kết 

quả thực nghiệm thể hiện trên bảng 4 

ta thấy đ  thu hồi của quy trình phân 

tích Norketamin trong mẫu nước tiểu 

là tốt (R > 80%). 

Bảng 4. Kết quả khảo sát độ thu hồi 

của quy trình phân tích 

TT 

Đ  thu hồi của Norketamin (n=6) 

Lượng thêm 

vào (ng) 

Lượng tìm 

thấy (ng) 

R( %) 

trung 

bình  

1 50,0 41,88 83,7 

2 500,0 422,92 84,6 

3 1000,0 871,78 87,2 

3.7. Độ lặp lại của quy trình phân 

tích 

Đ  lặp l i của quy trình phân tích 

được thể hiện trong bảng 5. Kết quả 

giá trị RSD < 15% cho thấy đ  lặp l i 

là tốt khi phân tích mẫu nước tiểu có 

nồng đ  từ 10 đến 200 ppb. Kết quả 

đ t được do việc sử d ng Ketamin-d4 

là chất n i chuẩn cho vào mẫu nước 

tiểu ngay từ đầu trước khi xử lý đ  
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lo i được sai số do sự mất mẫu trong 

quá trình xử lý. 

Bảng 5. Kết quả khảo sát độ lặp lại 

của quy trình. 

Mẫu(*) 
Tỷ lệ diện tích 

pic trung bình, 

(n=6) 

SD và RSD 

(%) 

10 ng/ml 1,310 0,121; 9,243 

100 

ng/ml 
15,345 1,304; 8,500 

200 

ng/ml 
31,241 1,552; 4,967 

(*): Nồng đ  của Norketamin trong 

mẫu nước tiểu 

3.8. Kết quả phân tích mẫu thực tế 

Mẫu nước tiểu thu được từ các trường 

hợp xét nghiệm ma túy được phân 

tích Norketamin theo quy trình 

nghiên cứu. 21 mẫu nước tiểu cho kết 

quả dư ng t nh với Norketamin có 

nồng đ  trong khoảng 9,0 đến 169,4 

ng/mL. Hình 4 chỉ ra sắc ký đồ phân 

tích mẫu nước tiểu thực tế có 

Norketamin.  

 

Hình 4. Sắc ký đồ phân tích mẫu  

nước tiểu thực tế 

IV. KẾT LUẬN 

Đ  x y dựng quy trình phân tích chất 

chuyển hóa của Ketamin là 

Norketamin trong mẫu nước tiểu bằng 

phư ng pháp sắc ký khí khối phổ sử 

d ng c t SPE C8 để xử lý mẫu và t o 

dẫn xuất bằng tác nhân HFBA làm 

tăng đ  nh y của thiết bị phân tích. 

Quy trình ph n t ch đ  được thẩm 

định thông qua các thông số như đ  

chọn lọc, đ  thu hồi  R > 83%), đ  

lặp l i có RSD < 10% khi phân tích 

Norketamin trong mẫu nước tiểu có 

nồng đ  từ 10 đến 200 ppb, khoảng 

tuyến tính khảo sát trong khoảng 

nồng đ  từ 250ng/ml đến 10000ng/ml 

Norketamin, LOD là 2,1ng/mL, LOQ 

là 7,0 ng/mL. 

Đ  ứng d ng thành công quy trình 

xây dựng vào phân tích Norketamin 

trong mẫu nước tiểu thực tế xét 

nghiệm. Có 21 mẫu phát hiện thấy 

Norketamin cho kết quả trong khoảng 

9,0 đến 169,4 ng/mL. 
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