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ABSTRAK 

Elektroforesis kapilari memberikan masa migrasi bagi sampel mengion 
dalam larutan penimbal. Masa migrasi ini digunakan untuk menentukan mobiliti 

efektif bagi setiap sampel. Kemudian, nilai mobiliti efektif ini digunakan dalam 

pemplotan graf. Terdapat dua kaedah dalam penentuan pKa, laitu melalui graf 

mobiliti efektif melawan pH dan graf pH melawan log 1/p - 1. Tujuan menggunakan 
dua kaedah ini adalah untuk mengetahui kaedah yang lebih sesuai dalam penentuan 

pfG. Kecerunan lengkungan atau kecerunan garis lurus merupakan nilai pK, bagi 

sampel tersebut. Sampel yang digunakan dalam kajian ini adalah asid askorbik, asid 
benzoik dan vanilin. Ketiga-tiga sampel ini mempunyal kadar pengionan yang 
berbeza dalam empat jenis larutan penimbal, yang masing-masing mempunyai pH 
2.85,5.40,7.10 dan 9.65. 
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ABSTRACT 

Capillary electrophoresis provides the information of migration time for 
ionization of sample in the buffer solution. Migration time is used to determine the 

effective mobility for each sample. Then, the effective mobility is used in plotting the 

graph. There are two methods in the determination of ply, which from the graph of 
effective mobility versus pH and graph of pH versus log 1/p - 1. The purpose in 

using these two methods is to know the suitable method in determination of plz. The 
gradient of the curve or straight line is the ply of the sample. The samples used in 
this study are ascorbic add, benzoic add and vanillin. All these three samples have 
different ionization rates in the four types of buffer solution, respectively with pH 
2.85,5.40,7.10 and 9.65. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1 Pemalar Pengionan, pK, 

Kebanyakan ubat-ubatan mempunyai ciri-ciri berkutub dan tidak berkutub. 

Sebahagian besar ubat-ubatan yang digunakan dalam perubatan berperilaku dalam 

larutan sebagai asid lemah, bes lemah atau kadang-kadang sebagai asid lemah dan 

bes lemah. Setiap jenis ubat mempunyai nilai pemalar pengionan, pKs, yang 
tersendiri. Nilai pX asid-bes sesuatu ubat merupakan kund bagi parameter fisiokimia 

yang mempengaruhi ciri-dri biofarmasi (Harvey, 2008). Nilai pK, memberikan 
makiumat tentang kekuatan sesuatu asid dan bes; ia memberitahu tentang pH di 

mana 50 % daripada ubat itu mengion (Cairns, 2003). Namun, nilai-nilai pK, tidak 

menentukan sama ada ubat itu berperilaku sebagai asid atau bes di dalam larutan. 
Satu-satunya cara yang pasti untuk mengetahui sesuatu ubat itu bersifat asid atau 
bes adalah dengan mempelajari kumpulan berfungsi yang member sifat asid atau bes 
kepada molekul (Cairns, 2003). 

Terdapat beberapa kaedah untuk menentukan pK,, seperti titrasi 

potensiometrik, titrasi spektrofotometrik, ultralembayung (lN), kelarutan dan kertas 

elektroforesis (Mrestani et a/., 1998). Pada mulanya, titrasi potensiometrik 
merupakan kaedah piawai untuk pengukuran p/Ca (Poole et a/., 2004). Semua kaedah 
ini mempunyai kebaikan dan keburukannya sendiri. Sebagai contoh, titrasi 

potensiometrik dapat memberikan keputusan yang sangat tepat, tetapi sampel 
haruslah mempunyai ketulenan yang tinggi dan larut dalam semua nilai pH, ia 



memerlukan jumlah sampel yang sangat banyak, dan ia bukan teknik yang cepat 
(Fuguet et al., 2009). Titrasi spektrofotometrik IN boleh menangani sebatian dengan 

kelarutan rendah dan kepekatan sampel yang rendah, tetapi sebatian itu haruslah 

mempunyal kromofor W yang aktif yang berdekatan dengan tapak asid-bes dalam 

molekul, dan penentuan pKa sering diganggu oleh kotoran-kotoran dalam sampel 
(Andrasi et al., 2007). 

Namun, terdapat kaedah lain untuk menentukan nilai pk. Elektroforesis 

kapilari (CE) telah digunakan sebagai kaedah yang terbaru untuk lebih mudah dan 

tepat dalam penentuan pX. Teknik CE mempunyai beberapa kelebihan berbanding 
kaedah-kaedah yang disebutkan di atas. CE hanya memerlukan jumlah sampel yang 

sedikit pada kepekatan terlarut rendah. Prosedur pengukuran tidak memerlukan 
kepekatan zat terlarut, hanya masa migrasi. Tambahan pula, pengiraan pKa tidak 
bergantung kepada ketulenan zat terlarut (Hu et a/., 2003). Penggunaan CE semakin 
meluas disebabkan kelebihan-kelebihan ini dan merupakan teknik yang berjaya 
dalam arena analisis, termasuklah farmasi, agrokimia, persekitaran, klinikal, dan 
kajian metabolisme ubat-ubatan (Petersen dan Mohammad, 2001). Istilah 

elektroforesis berkaitan dengan semua teknik pemisahan berdasarkan kepada 

peredaran analit bercas dalam gel atau lanitan penimbal mengikut mobiliti 
elektroforesis mereka. Peredaran dalam CE ini tercapai dengan mengalirkan arvs 
elektrik yang bertindak sebagai motor penggerak sehingga ke hujung kapilari 
(Chankvetadze, 1997). 

plý bagi ubat-ubatan lemah merupakan kund bagi parameter fisiokimia yang 
mempengaruhi banyak sifat biofarmasi. Pengaruh pfG terhadap sifat biofarmasi dan 
bahan kimia telah menyebabkan industri farmasi dan bahan kimia telah lama 
ditubuhkan (Williams et a/., 2002). Disebabkan kebanyakan daripada ubat-ubatan 
merupakan asid dan/atau bes lemah, pengetahuan tentang pK, bagi setiap kes 
membantu dalam memahami bentuk molekul ionik bagi nilai pH yang tertentu. Hal ini 
penting dalam sistem fisiologi kerana kadar pengionan akan mempengaruhi kadar di 
mana sebatian boleh meresap melalui membran dan rintangan-rintangan sepertl 
penghalang darah-otak (Williams et a/., 2002). Kebanyakan ubat-ubatan adalah 
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organik asid atau bes lemah dan wujud di dalam larutan dalam bentuk tenon dan 

tidak tenon. Ubat-ubatan lemah yang tidak tenon biasanya lebih lipid-larut dan lebih 

mudah meresap melalui membran sel untuk mencapai keseimbangan kepekatan 

yang sama di kedua-dua bahagian (Adams, 2001). Peredaran elektrolit yang lemah 

biasanya ditentukan oleh nilai pK. dan kecerunan pH merentasi membran (Adams, 

2001). 

Ubat-ubatan asid, HA, membebaskan H+ dan menyebabkan anion bercas, A- 

terbentuk: 

HA r-A- + H; 

Bes lemah juga boleh membebaskan H+. Namun, bentuk protonasi bagi ubat-ubatan 
bes biasanya bercas dan kehilangan proton lalu menghasilkan bes tidak bercas, B: 

BHf ýB+H+ 

Sesuatu ubat dapat meresap melalui membran dengan lebih mudah jika tidak bercas. 
Oleh itu, bagi asid lemah, HA yang tidak bercas dapat menembusi membran, dan A- 
tidak dapat menembusi membran. Bagi bes lemah, bentuk yang tidak bercas, B, 

menembusi membran sel, tetapi BH+ tidak boleh menembusi membran sel. Oleh itu, 

sifat boleh meresap bagi setiap ubat-ubatan pada tapak penyerapan ditentukan oleh 
kepekatan relatif bagi bentuk bercas dan tidak bercas (Harvey et a/., 2008). 

Nisbah antara dua bentuk ditentukan oleh pH pada tapak penyerapan dan 
kekuatan asid atau bes lemah, yang diwakili oleh pK.. Semakin rendah nilai pKa, 
semakin berasid ubat tersebut. Sebaliknya, semakin besar nilai p/G, semakin tinggi 
bes ubat tersebut. Keseimbangan dicapai apabila bentuk mudah meresap bagi ubat 
itu mencapai kepekatan yang sama di semua bahagian (Harvey et al., 2008). Oleh 
itu, pengetahuan tentang plG adalah penting dalam pemahaman tentang fenomena 
kimia tertentu seperti pengertian, aktiviti dan pengangkutan biologi, dan dalam 

ramalan bagi migrasi zat terlarut dalam kaedah elektromigrasi (Matoga et al., 2003). 
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1.2 Objektif 

Objektif bagi kajian ini adalah: 

1. Untuk menentukan pemalar pengionan, pl(,, bagi asid askorbik, asid 
benzoik dan vanilin dengan menggunakan elektroforesis kapilari. 

2. Untuk menentukan pK. bagi asid askorbik, asid benzoik dan vanilin melalui 
dua kaedah, iaitu dengan menggunakan graf mobiliti efektif melawan pH 
dan graf pH melawan log 1/p - 1. 

3. Untuk mengetahui kaedah yang lebih sesuai dalam penentuan pKa antara 
kedua-dua kaedah. 

4. Untuk mengkaji kesan pH lan. rtan penimbal yang berbeza terhadap nilai 
pemalar pengionan, pk. 

1.3 Skop Kajian 

Matlamat utama kajian projek ini adalah untuk menentukan pemalar 
pengionan, pK, bagi asid askorbik, asid benzoik dan vanilin melalui dua 
kaedah, iaitu dengan menggunakan graf mobiliti efektif melawan pH dan graf 
pH melawan log 1/p - 1. Nilai-nilai pX yang didapati melalui kedua-dua 
kaedah ini dibandingkan untuk mengetahui kaedah mana yang lebih sesuai 
dalam penentuan pK, dan dibandingkan dengan nilai-nilai pK secara teori. 
Sebanyak empat jenis lanrtan penimbal yang akan disediakan dengan nilai pH 
yang berbeza, iaitu pH 2.85,5.40,7.10 dan 9.65. Penentuan nilai pK 
dijalankan dengan menggunakan instrumen elektroforesis kapilari (CE). 
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BAB 2 

ULASAN LITERATUR 

2.1 Pemalar Pengionan, pK, 

Majoriti ubat-ubatan terdiri daripada kumpulan mengion (Rajah 2.1). 

Kebanyakan daripadanya adalah bes, dan beberapa daripadanya adalah asid dan 

hanya 5% yang tidak mengion. Kebolehan sebatian untuk mengion ditunjukkan oleh 

nilai pPG. Ia merupakan fungsi bagi kumpulan molekul dalam keasidan atau kebesan 
(Kerns dan Di, 2008). Ahli kimia perubatan boleh mengubah sub-struktur asid atau 
bes untuk mendapatkan nilai pKa yang diingini, yang mana mempengaruhi kelarutan 
dan ketelapan ubat-ubatan tersebut (Kerns dan Di, 2008). 
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Rajah 2.1: Kadar pengionan ubat-ubatan lemah (Sumber: Kerns dan Di, 2008). 



Nilai pK, yang kecil menunjukkan bahawa kepekatan bagi molekul yang tidak 

mengion lebih besar berbanding dengan kepekatan ion-ion, dan nilai pK yang besar 

menunjukkan bahawa kepekatan bagi ion-ion adalah tinggi. Oleh itu, semakin kecil 

nilai pK bagi asid, semakin lemah asid itu. 

2.2 Asas Pemalar Pengionan, pX 

pK, adalah log negatif bagi pemalar perceraian A. Bagi kedua-dua asid clan 
bes, kebiasaannya menggunakan pK.. 
Bagi asid: 

HA 'A- + H+ 

pK log ([H+] . [K] / [HAI) 

Bagi bes: 

[1] 

[2] 

BH+ ý: -- B+ H+ [3] 
pK =- log i[H+] 

. [B] / [BH+]) [4] 

Aspek yang berguna bagi sifat asid dan bes boleh ditunjukkan daripada persamaan di 
atas. Bagi asid, (1) apabila pH menurun, kepekatan molekul asid neutral, HA, adalah 
tinggi, dan kepekatan molekul asid anionik, A", adalah rendah dalam larutan, dan (2) 
asid dengan nilai pk yang rendah adalah asid kuat, dan lebih cenderung untuk 
membentuk K. Bagi bes pula, (1) apabila pH menurun, kepekatan bes neutral, BH+, 
juga turut menurun dalam larutan, dan (2) bes dengan nilai pK, yang rendah adalah 
bes lemah, dan kurang cenderung untuk membentuk BH+. 

Persamaan Handerson-Hasselbach merupakan hubungan yang bermanfaat 
bagi penemuan pk. Bagi asid: 

Pk =- log ([H'] . [N] / [HA]) 
[s1 
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atau 
[HA] / [A] = lO(vAII -PH) 

Bagi bes: 

pKa =- log ([H+] . [B] / [BH+]) 
atau 

[BH+] / [B] = 10" -PH) 

[61 

[71 

[8] 

Hubungan ini mengira kepekatan spesis ionik dan neutral pada setiap pH, jika nilai 
pk diketahui. Tambahan pula, terdapat kepekatan yang sama bagi spesis ionik dan 

neutral dalam larutan apabila pH sama dengan pAC (Rajah 2.2). 

Apabila pH = pKa 
[HAl = [A-] 

Asid 

pKa 

r 
[HA] 

(A'] 

pH 

Log (Kepekatan) 

Alkali 

pK8 

pH 

[B+j 

ý 

Rajah 2.2: Kepekatan spesis ionik dan neutral bagi asid dan bes pada pH di atas 
dan di bawah daripada nilai pK, mereka (Sumber: Kerns dan Di, 2008). 

2.3 Kepentingan pK. 

Pengionan bagi ubat-ubatan adalah penting kerana la bukan sahaja 
mempengaruhi sifat-sifat fisiokimia ubat-ubatan, seperti Iipofilisiti dan kelarutan, 

[BR+] 

Apabila pH = pK8 
[B] = [gH+j 
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tetapi juga mempengaruhi beberapa parameter yang berkaitan dengan sel, seperti 

ketelapan membran, pengikatan protein plasma, metabolisme, penembusan tisu, dan 

sasaran pengikatan protein (IGmko dan Duffull, 2003). pKa merupakan parameter 

penting yang mencerminkan struktur dan tahap pengionan sesuatu ubat pada nilai 

pH yang berbeza (Rajah 2.3). 

Ubat yang dirumuskan 

15U Pelarutan 

Pengikat protein 

Protein plasma 
bagi ubat 

I' 

ýý 
1'['--- ý 

Metabolisma 'r 

Tisu protein 
bagi ubat 

ý---ý 
E--- 

I Ubat dalam Iarutan 

ý Penyerapan pada 
usus 

I Ubat betas dalam plasma 
Penembusan 
penghalang 
daran-aak 

Ubat bebas dalam otak 

I; 
u 

Pengikatan in-vitro 

Kompleks penerima-ubat 

a 
Sifat-sifat 
fisiokimia 

Kelarutan 
Lipopilisiti 
Pengionan (pK.. ) I 

{ 
m 

m 

r--ý 

cä .. 

:.. 
T 

Rajah 2.3: Laluan bagi ubat-ubatan ke sistem saraf pusat (Sumber: Kimko dan 

Duffull, 2003). 

2.4 Sejarah Efektroforesis Kapilarl (CE) 

Pada tahun 1967, Hjerten menyatakan bahawa dengan menjalankan 

elektroforesis di dalam tiub berdiameter sempit dapat mengurangkan kesan termal 
(Camilleri, 1998). Hjerten juga menunjukkan bahawa adalah mungkin untuk 
menjalankan pemisahan elektroforesis menggunakan kapilari yang mempunyai 
diameter dalaman 300 pm clan mengesan pemisahan puncak oleh penyerapan W 
(Camilleri, 1998). Instrumen automatik CE yang pertama diperkenalkan secara 
komersil di bawah nama Microphoretic 1000 oleh Microphoretic Systems (Sunnyvale, 
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CA, USA) pada tahun 1987 (Chankvetadze, 1997). Istilah 'elektroforesis' dicipta oleh 

Michaelis (Landers, 1997) pada tahun 1909, yang menemui pemisahan protein 

berdasarkan titik isoelektrik mereka. Disebabkan sejarah latar belakang (peningkatan 

permintaan untuk resolusi tinggi, ketelitian kuantitatif untuk biofarmasi, kawalan 

pengurusan bahan buangan), CE diperkenalkan di dunia analisis (Landers, 1997). 

2.5 Elektroforesis Kapilari, CE 

Sejak 10 tahun yang lalu, CE telah berkembang menjadi kaedah analisis yang 

terkenal untuk pelbagai aplikasi. CE adalah kes khusus yang menggunakan medan 

elektrik untuk memisahkan komponen campuran (Petersen dan Mohammad, 2001). 

la berupaya menggantikan elektroforesis gel tradisional untuk pemisahan sampel 
biologi kompleks, seperti DNA (Dwxyribonudeic ado), protein dan karbohidrat 

(Mitchelson dan Cheng, 2000). Elektroforesis dalam kapilari dibezakan daripada 

bentuk-bentuk lain elektroforesis yang dijalankan melalui sempadan-sempadan tiub 

yang sempit. Kapilari diperkenalkan ke dalam elektroforesis sebagai anti-konvektif 
dan pengawalan haba secara inovatif (Petersen dan Mohammad, 2001). 

Kebolehan untuk menganalisis lebih jauh komponen-komponen berasingan 

menggunakan tindak balas sekunder yang spesifik adalah penting bagi kaedah yang 
semakin berkembang dengan pesat ini (Mitchelson dan Cheng, 2000). CE merupakan 

satu teknik pemisahan yang mendapat populariti selama bertahun-tahun. Hal ini 

telah membawa kepada mod elektrokinetik kromatografi yang lain, termasuklah 

elektroforesis, kapilari elektrokinetik kromatografi, kromatografi elektrokinetik 
micellar, elektroforesis zon kapilari (CZE), dan penumpuan lsoelektrik (Yan, 2004). 
Penggunaan CE sangat berjaya dalam mengasingkan beberapa jenis biomolekul, 

memisahkan molekul terutamanya mengikut saiz dan cas. Dad semua teknik yang 
dikembangkan, penggunaan yang dominan adalah gel elektroforesis, yang boleh 
digunakan untuk memisahkan peptide dan protein (Yan, 2004). 
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2.6 Prinsip Asas CE 

Elektroforesis adalah pergerakan ion-ion bagi sampel dibawah pengaruh 
voltan yang dikenakan (Altria, 1996). Ion-ion akan bergerak menuju ke arah elektrod 

yang sesuai dan ke arah pengesan. Memang telah lama diketahui bahawa molekul- 

molekul boleh bercas positif atau negatif. Apabila jumlah cas positif dan negatif 
adalah sama, molekul neutral (tidak bercas) akan terbentuk (Petersen dan 
Mohammad, 2001). Jika diberi kebebasan untuk bergerak, zarah-zarah bercas akan 
mencari kawasan, seperti elektrod, yang mempunyai cas yang berbeza; dengan kata 
lain, berlawanan tarikan. Kadar migrasi (atau mobiliti) bagi ion zat terlarut adalah 
dipengaruhi oleh saiznya dan jumlah cas ionik (Aftria, 1996). 

Masa migrasi bagi analit (masa yang diambil dari hujung masuk kapilari 
hingga ke pengesan) adalah dipengaruhi oleh dua faktor. Faktor pertama, daripada 

migrasi disebabkan oleh cas molekul (mobiliti elektroforetik) dan berlaku kerana 

analit yang bercas negatif bergerak ke arah anod dan cas positif bergerak ke arah 
katod (Venn, 2000). Faktor yang ke-dua adalah disebabkan pergerakan larutan 

penimbal di sepanjang kapilari, dipengaruhi oleh keupayaan yang tinggi yang 
dikenakan di sepanjang kapilarl silika. Pergerakan ini dikenali sebagai aliran 
elektroosmotik (Venn, 2000). Aliran ini membawa anal'it-analit bersamanya di dalam 
campuran dan menambahkan atau mengurangkan kadar perkembangan mereka di 
sepanjang kapilari menuju ke arah pengesan. 

Pertimbangan teori CE menghasilkan dua persamaan yang penting (Wilson 
clan Walker, 2000): 

L2 

juv 
[91 

di mana t adalah masa migrasi bagi zat terlarut, L adalah panjang tiub, N adalah 
mobiliti elektroforetik bagi zat teriarut, dan V adalah voltan yang dikenakan. 
Keberkesanan pemisahan, dalam Istilah jumlah plat teori, N, adalah: 
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