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TÓM TẮT

Bài báo này thông báo kết quả nghiên cứu xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong nước tiểu bằng phương pháp động học trắc quang sử dụng Ce(IV) làm chất oxi hóa. Các thí nghiệm đo độ hấp thu quang của các dung dịch được tiến hành sau 20 giây kể từ khi thêm Ce(IV) ở bước sóng 320nm, với dung dịch so sánh là H2SO4 0,7M trong khoảng thời gian đo 20 - 120 giây. Các số liệu độ hấp thụ quang được xử lí bằng phần mềm MATLAB dựa trên phương trình hồi qui đa biến đã lập. Các kết quả thực nghiệm cho thấy:  giới hạn phát hiện vitamin C, xitrat và oxalat lần lượt là 7,75.10-7M, 7,38.10-7M và 7,17.10-6M; giới hạn định lượng vitamin C, xitrat và oxalat  lần lượt là 2,5.10-6M, 2,46.10-6M và 2,39.10-5M.

Từ khóa: động học trắc quang, vitamin C, xitrat, oxalat, Ce(IV),  nước tiểu. 
MỞ ĐẦU

 Trong điều trị bệnh sỏi thận, việc theo dõi hàm lượng vitamin C, axit xitric và axit oxalic trong nước tiểu của bệnh nhân rất cần thiết, bởi chúng là những chất chủ yếu tạo nên sỏi thận và thường có mặt đồng thời trong nước tiểu. Để xác định đồng thời hàm lượng vitamin C, axit xitric và axit oxalic người ta phải tiến hành tách loại rồi mới xác định bằng phương pháp cực phổ xung vi phân, phương pháp von–ampe, phương pháp sắc kí lỏng hiệu năng cao (HPLC), …. Công việc này tốn nhiều thời gian, hóa chất hoặc đòi hỏi phải sử dụng các thiết bị hiện đại.
Trong bài báo này chúng tôi sử dụng phương pháp động học trắc quang kết hợp với thuật toán hồi qui đa biến dựa trên phần mềm Matlab để nghiên cứu xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong mẫu nước tiểu mà không cần phải tách loại chúng ra khỏi nhau trước khi tiến hành phân tích.

THỰC NGHIỆM

   Hóa chất, thiết bị

- Các hóa chất sử dụng đều là loại tinh khiết phân tích (P.A.): Axit ascobic (C6H8O6), natri oxalat (Na2C2O4), Natri xitrat (Na3C6H5O7),  Ce(SO4)2 
- Máy đo quang UV-VIS 1700 PC - Shimazu 
  Phương pháp nghiên cứu
Các chất vitamin C, xitrat và oxalat phản ứng với Ce(IV) trong môi trường axit sẽ làm giảm nồng độ Ce(IV) với tốc độ khác nhau. Nếu theo dõi tốc độ phản ứng ở thời điểm đầu bằng cách đo biến thiên độ hấp thụ quang của dung dịch Ce(IV) tại ( = 320 nm theo thời gian thì có thể định lượng được các ion này bằng phương pháp động học trắc quang sử dụng tính toán theo phương pháp tg(.

Vì tốc độ phản ứng của các ion cần xác định với Ce(IV) là khác nhau nên biến thiên độ hấp thụ quang của dung dịch Ce(IV) theo thời gian sẽ phụ thuộc khác nhau vào nồng độ các ion và loại ion. Dựa trên tính chất này có thể xác định đồng thời 3 ion theo phương pháp hồi qui đa biến tuyến tính (sau khi đã kiểm tra tính cộng tính), sử dụng các thuật toán bình phương tối thiểu như bình phương tối thiểu riêng phần (PLS), hồi qui thành phần chính (PCR), sử dụng phần mềm MATLAB.

 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
 1. Khảo sát các điều kiện tối ưu và các yếu tố ảnh hưởng đến phép đo quang.

 Để  xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat sử dụng Ce(IV) làm chất oxi hoá cần xác định các điều kiện tối ưu cho phép đo quang. Chúng tôi đã tiến hành khảo sát và rút ra các điều kiện tối ưu cho phép đo động học trắc quang là: Bước sóng ứng với độ hấp thụ quang cực đại của dung dịch Ce(IV) 
λmax = 320 (nm); H2SO4 0,7M; khoảng thời gian đo độ hấp thụ quang của các dung dịch hỗn hợp là 20 - 120 giây; giới hạn phát hiện vitamin C, xitrat và oxalat lần lượt là 7,75.10-7M, 7,38.10-7M và 7,17.10-6M; giới hạn định lượng vitamin C, xitrat và oxalat  lần lượt là 2,5.10-6M, 2,46.10-6M và 2,39.10-5M
Tính chất cộng tính và sự tuân theo định luật Bughe - Lămbe - Bia của dung dịch hỗn hợp vitamin C, xitrat và oxalat trong toàn bộ khoảng thời gian khảo sát dựa vào hệ số tương quan R và hệ số góc của các đường hồi qui tuyến tính biểu diễn hiệu độ hấp thụ quang (A của các dãy dung dịch trên theo nồng độ của 1 cấu tử. Kết quả khảo sát cho thấy độ hấp thụ quang của dung dịch có tính cộng tính trên toàn bộ khoảng thời gian đo và tuân theo định luật Buger -Lambe- Beer (hệ số góc của các đường hồi quy (1),  (2), (3), (4) là gần bằng nhau, hệ số tương quan R đều lớn hơn 0,999 trong các trường hợp).
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Hình 1:  Đường hồi qui tuyến tính biểu diễn sự thuộc của hiệu độ hấp thu quang và nồng độ oxalat khi không có mặt xitrat và vitamin C   (từ dưới lên trên: sự phụ thuộc (A1…4 theo nồng độ oxalat)
2. Xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong hỗn hợp tự pha
2.1. Xây dựng phương trình đường chuẩn đa biến từ dung dịch chuẩn và thí nghiệm kiểm chứng tính phù hợp của phương trình hồi qui 
Các mô hình quy đa biến tuyến tính dựa trên ma trận nồng độ gồm 27 dung dịch chuẩn chứa đồng thời 3 chất cần xác định có nồng độ nằm trong khoảng tuyến đã khảo sát. 
Để kiểm chứng tính phù hợp của phương trình hồi qui ta chuẩn bị ma trận gồm 10 dung dịch chứa đồng thời 3 chất cần xác định có nồng độ nằm trong khoảng tuyến tính đã khảo sát 
Sau 20 giây kể từ khi thêm Ce (IV) tiến hành đo độ hấp thụ quang các dung dịch trên ở bước sóng 320nm, với dung dịch so sánh là H2SO4 0,7M  trong thời gian 50 giây, mỗi giây ghi một giá trị độ hấp thụ quang. Lưu kết quả dưới dạng ma trận và chuyển số liệu vào phần mềm Matlab để tính toán. Kết quả tính toán sai số của phép xác định hàm lượng vitamin C, xitrat và oxalat được trình bày ở bảng 1.
Bảng 1. Sai số các phép xác định hàm lượng vitamin C, xitrat và oxalat  trong  hỗn hợp mẫu đã pha.

	STT
	Sai số xác định vitamin C  (%)
	Sai số xác định xitrat  (%)
	Sai số xác định oxalat  (%)

	
	CLS
	PLS
	PCR
	CLS
	PLS
	PCR
	CLS
	PLS
	PCR

	1
	-104,83
	288749,10
	-8,58
	42,93
	-65466,20
	9,09
	5,50
	-4693,02
	3,95

	2
	-71,81
	-124279,00
	10,15
	-31,67
	37534,94
	-9,88
	3,73
	8085,86
	-5,89

	3
	-0,35
	-108521,00
	12,33
	-46,43
	40980,56
	-17,33
	-0,67
	8825,71
	-1,20

	4
	-109,17
	419734,80
	-15,53
	-38,93
	-126919,00
	-2,54
	9,15
	-5454,05
	7,49

	5
	-189,79
	421758,70
	-11,60
	94,41
	-239147,00
	-7,27
	16,05
	-5703,41
	13,38

	6
	-119,82
	376343,70
	10,77
	84,06
	-256058,00
	-9,06
	14,94
	-6108,26
	12,47

	7
	-60,26
	268017,60
	-15,39
	4,84
	-60764,80
	-2,49
	0,00
	-4358,68
	2,06

	8
	-40,41
	216594,60
	10,31
	29,48
	-98232,40
	8,54
	0,12
	-5285,55
	-1,17

	9
	-87,10
	120824,40
	15,16
	22,05
	-65787,00
	-10,72
	-0,18
	-3933,93
	-3,78

	10
	-78,83
	129335,50
	18,73
	31,25
	-58666,70
	8,43
	5,25
	-4204,44
	1,66


Trong đó:   CLS:   Phương pháp bình phương tối thiểu thông thường ; PLS :  Phương pháp bình phương tối thiểu từng phần ; PCR:  Phương pháp hồi qui cấu tử chính
Nhận xét: qua kết qủa thu được ở bảng 1 chúng tôi nhận thấy khi xác định nồng độ vitamin C, xitrat và oxalat trong cùng hỗn hợp bằng phương pháp CLS và PLS cho sai số lớn ở hầu hết các mẫu, còn phương pháp PCR cho sai số nhỏ hơn rất nhiều. Nồng độ các chất thu được khi phân tích theo phương pháp PCR đều có sự sai khác không đáng kể so với nồng độ các dung dịch chuẩn đã pha (sai số tương đối trong phạm vi < ± 20%), đặc biệt oxalat cho sai số tương đối rất nhỏ. Điều này có thể giải thích là do trong phương pháp CLS, ảnh hưởng của nền mẫu đến độ hấp thụ quang rất lớn do việc đo sự giảm độ hấp thụ quang theo thời gian nên sự sai khác của ma trận hệ số a trong phương trình hồi qui đa biến dạng
 y= a+bx là đáng kể trong khi thuật toán CLS thì phải xem a(0. Còn đối với phương pháp PLS, hai ma trận trị số và trọng số được tách ra từ ma trận độ hấp thụ quang theo thời gian và ma trận nồng độ 3 cấu tử nên đòi hỏi phải có tính cộng tính cao về tín hiệu độ hấp thụ quang. Trong trường hợp phản ứng xúc tác thì tính cộng tính chỉ tuân thủ khi tính hiệu số độ hấp thụ quang theo thời gian để làm số liệu ma trận y. Vì vậy hai phương pháp CLS và PLS không thích hợp khi xử lý tín hiệu theo kiểu biến thiên A theo t.  Như vậy để xác định  đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong mẫu nước tiểu thực tế chúng tôi chọn phương pháp PCR để phân tích. 
2.2. Ảnh hưởng của các chất cản trở đến phép xác định và khả năng loại trừ

Trong nước tiểu thường có mặt các chất như urê, Mg2+, Ca2+, Cl-, SO42- . Ở người bình thường, trong nước tiểu 24 giờ có 100-300mg Ca2+; 4,16-4,97mg Cl-; 60-120mg Mg2+ ; 0,72-1,32g SO42- và 20-40g urê [1]. Để khảo sát ảnh hưởng của các chất cản trở ta đo độ hấp thụ quang theo thời gian của dung dịch chứa ion cản trở và ion xitrrat. Từ độ hấp thu quang theo thời gian ta tính hiệu độ hấp thụ quang (trong 10 giây đầu phản ứng kể từ thêm Ce(IV)) của dung dịch hỗn hợp Ce(IV) - xitrat (∆A), và các dung dịch hỗn hợp Ce(IV) -xitrat - chất cản trở ( ∆A’), rồi dựa vào sai số tương đối để kết luận ngưỡng ảnh hưởng của chất cản trở tới phép đo. Kết qủa thực nghiệm cho thấy các chất: Cl-,SO42+, Mg2+, ure với mức sai số tương đối < 15% (mức chấp nhận được ) không ảnh hưởng tới phép đo, riêng ion Ca2+ ảnh hưởng tới phép xác định nên cần phải được tách loại ra khỏi mẫu nghiên cứu.
2.3. Khảo sát khả năng loại trừ ion canxi ra khỏi mẫu nghiên cứu
Để loại trừ ion canxi ra khỏi mẫu nghiên cứu ta dùng phương pháp trao đổi ion. Phương pháp này dựa trên khả năng trao đổi ion Ca2+ trên cột trao đổi cationit.  
Để đánh giá hiệu suất thu hồi của cột trao đổi cationit ta tiến hành thêm chuẩn bằng lượng chính xác đã biết nồng độ vitamin C, xitrat và oxalat vào mẫu nước tiểu sau đó cho hỗn hợp thêm chuẩn đi qua cột trao đổi cation, định mức và đem phân tích lại. Kết quả cho thấy hiệu suất thu hồi vitamin C, xitrat và oxalat của cột trao đổi cation theo phương pháp PCR  cao, như vậy việc tách loại ion Ca2+ trong mẫu nước tiểu bằng cột trao đổi cation cho thấy không ảnh hưởng tới hàm lượng vitamin C, xitrat và oxalat trong mẫu nước tiểu.
2.4 . Đánh giá độ chụm của  phương pháp trong phân tích mẫu thực tế

Chúng tôi tiến hành định lượng đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong cùng một mẫu thực tế. Lấy một mẫu nước tiểu thật (sau khi đã được tách Ca2+ bằng cột trao đổi cationit, và pha loãng 10 lần bằng dung dịch H2SO4 đặc sao cho axit có nồng độ cuối là 0,7M) cho vào 5 bình định mức 25 ml, mỗi bình 10ml mẫu thật, thêm 10ml dung dịch Ce(IV) 5.10-4M lần lượt vào mỗi bình và định mức tới vạch định mức bằng dung dịch H2SO40,7M. Sau 20 giây kể từ khi thêm dung dịch Ce(IV), ta  tiến hành đo độ hấp thụ quang các dung dịch trên ở bước sóng 320nm, với dung dịch so sánh là H2SO4 0,7M trong thời gian 50 giây, mỗi giây ghi một giá trị độ hấp thụ quang. 
Các số liệu độ hấp thụ quang được chuyển vào phần mềm MATLAB với chương trình đã lập sẵn để tính nồng độ dựa trên phương trình hồi qui đa biến đã lập. Kết quả thu được ở bảng 2. 
Kết quả khảo sát cho thấy phương pháp hồi qui cấu tử chính PCR cho độ lặp cao đối với cả vitaminC, xitrat và đặc biệt là oxalat. Sai số tương đối RSD của phép xác định vitamin C từ 10,37% đến 10,63%, của phép xác định xitrat- từ 5,39% đến 7,69 % và của phép xác định oxalat từ 1,41% đến 1,77%. 

Bảng 2. Kết quả khảo sát độ lăp lại của phương pháp PCR
	Mẫu
	Vitamin C
	Xitrat
	Oxalat

	
	Hàm lượng TB 

10-6(mol/l)

(n=5)
	RSD (%)
	Hàm lượng TB 

10-6(mol/l)

(n=5)
	RSD (%)
	Hàm lượng TB

10-5 (mol/l)

(n=5)
	RSD (%)

	1
	1,30
	10,37
	1,98
	7,69
	1,23
	1,77

	2
	1,27
	10,63
	2,14
	5,39
	1,06
	1,41


2.5. Đánh giá độ đúng của phương pháp trong phân tích mẫu thực tế
 Để đánh giá độ đúng của phương pháp PCR trong phân tích mẫu nước tiểu thực tế ta đánh giá thông qua lượng thêm chuẩn và độ thu hồi, bằng cách thêm lượng chính xác vitamin C, xitrat và oxalat với nồng độ biết trước vào mẫu nước tiểu và tiến hành phân tích lại. Nồng độ lượng thêm chuẩn và độ thu hồi tính theo phương pháp PCR được trình bày ở bảng  3. Kết quả ở bảng 3 cho thấy phương pháp hồi qui cấu tử chính PCR  có độ thu hồi từ 77,5% đến 79,0% đối với vitamin C, từ 93,5%  đến 94,1% đối với xitrat, từ 95,2% đến 100,0% đối với oxalat. Điều đó cho thấy phương pháp PCR có độ đúng  tốt cho các chất cần phân tích, đặc biệt là oxalat. Một trong những nguyên nhân làm cho độ đúng của vitamin C  thấp hơn so với xitrat và oxalat là do nồng độ vitamin C kém ổn định, vitamin C dễ bị phân huỷ bởi ánh sáng, nhiệt độ, dung dịch vitamin C rất dễ bị oxi hoá bởi oxi không  khí.

Bảng 3. Kết quả xác định độ đúng của phương pháp PCR  thông qua thêm chuẩn và độ thu hồi vitamin C, xitrat.
	Mẫu
	Chất nghiên cứu
	Nồng độ chất thêm chuẩn
	Nồng độ chất trước khi thêm chuẩn
	Nồng độ chất sau khi thêm chuẩn 
	Độ  thu  hồi 

(%)

	1
	Vitamin C
	0,5.10-6M
	1,24.10-6M
	1,34.10-6M
	79,0

	2
	
	0,8.10-6M
	
	1,58.10-6M
	77,5

	3
	Xitrat
	1,20.10-6M
	1,66.10-6M
	2,69.10-6M
	94,1

	4
	
	0,8.10-6M
	
	2,30.10-6M
	93,5

	5
	Oxalat
	0,80.10-5M
	1,24.10-5M
	2,04.10-5M
	100,0

	6
	
	2,5.10-5M
	
	3,56.10-5M
	95,2


3. Xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong các mẫu thực tế
Mẫu nước tiểu được lấy vào chai 0,5 lít sau đó đem lọc bằng giấy lọc và tách loại ion Ca2+ trên cột cationit. Dung dịch mẫu nước tiểu sau khi đi qua cột cationit được định mức trong bình 100ml để phân tích. Kết qủa phân tích thu được ở  bảng 4.
Bảng 4. Hàm lượng các chất phân tích trong mẫu thực tế theo phương pháp PCR

	STT
	Tên bệnh nhân
	Thời điểm lấy mẫu
	Tổng thể tích nước tiểu lấy 
(1 lần) 
	CXitrat
10-6(M) 
	COxalat
10-5(M) 
	CVitamin C
10-6(M) 

	1
	A
	Sáng
	200 ml
	3,02
	2,04
	1,20

	2
	A
	Trưa
	200 ml
	3,41
	0,21
	1,56

	3
	B
	Chiều
	200 ml
	9,27
	2,80
	1,33

	4
	C
	Sáng
	200 ml
	4,06
	0,17
	1,72

	5
	C
	Sáng 
	200 ml
	4,42
	2,40
	3,43

	6
	D
	Trưa
	200 ml
	2,28
	1,04
	1,11

	7
	D
	Trưa
	200 ml
	2,26
	1,20
	1,06

	8
	D
	Trưa
	200 ml
	2,22
	1,06
	1,35

	9
	D
	Trưa
	200 ml
	1,92
	1,23
	1,36




Kết quả thu được cho thấy hàm lượng vitamin C, xitrat và oxalat trong các mẫu nước tiểu thực tế trên đều nằm trong phạm vi cho phép [1]. Vì chưa có phương pháp phân tích tiêu chuẩn đồng thời cả ba chỉ tiêu này để so sánh nên chưa có kết luận so sánh phương pháp nghiên cứu với phương pháp tiêu chuẩn. Những kết quả thực nghiệm đánh giá hiệu suất thu hồi và độ lặp lại, độ đúng cho thấy có thể áp dụng phương pháp nghiên cứu để xác định nhanh và tin cậy hàm lượng vitamin C, xitrat và oxalat trong mẫu nước tiểu trong thực tế. 

KẾT LUẬN
Trong quá trình nghiên cứu xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong mẫu nước tiểu mà không cần phải tách loại chúng ra khỏi nhau chúng tôi đã xác định điều kiện tối ưu cho phép đo quang  và mô hình PCR để phân tích các mẫu thực tế. Phương pháp hồi qui cấu tử chính (PCR) sử dụng phần mềm Matlab xác định đồng thời vitamin C, xitrat và oxalat trong mẫu nước tiểu cho kết quả nhanh chóng mà không phải tách loại và làm giàu.
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      SUMMARY

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF VITAMIN C, CITRATE AND OXALATE IN THE URINE  USING KINETIC SPECTROPHOTOMETRIC METHOD
Tran Quoc Toan*, Mai Xuan Truong
                                        1. Faculty of  Chemistry Thai Nguyen college of Education
    This study investigates the the research results for simultaneous determination of vitamin C, citrate and oxalate in urine by kinetic photometric method using Ce (IV) as oxidants. 
    Experiments measuring the absorbance of the solution was carried out after 20 seconds from  when adding Ce (IV) at a wavelength of 320nm, compared with the  H2SO4 0,7M in the  measuring period 20-120 seconds . The absorbance data were processedusing MATLAB 
  software based on multivariate regression equations were  established. The  experimental results  showed that the detection limit vitamin C, citrate and oxalate respectively 7,75.10-7M, 7,38.10-7M and 7,17.10-6M;  which restrict the amount of vitamin C , citrate and oxalate respectively is 2,5.10-6M, 2,46.10-6M và 2,39.10-5M.
       Key words: kinetic spectrophotometric, vitamin C, citrate, oxalate, cerium(IV),  urine
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