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DETERMINAZIONE DEL VALORE DELLA COSTANTE DI EQUILIBRIO
DEL ROSSO METILE MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV/VISIBILE

Riassunto

Il pKa ed il punto isosbestico dell'indicatore rosso metile sono stati determinati mediante
spettrofotometria UV -Vis. Tre metodi, due grafici e uno matematico [1], sono stati utilizzati
per stimare la costante di dissociazione acida (pKa) e il punto isosbestico mediante misure
di assorbanza. Il pKa medio ricavato dai tre metodi & pari a 4,824 in buon accordo con i
valori di letteratura. |l punto isosbestico si trova al =481 nm, con una assorbanza di 0.53.

Parole chiave: indic atore rosso-metile, punto isosbestico, pKa, pH, equilibrio acido-base
soluzioni tampone, spettrofotometria UV/ visibile .

Introduzione:

Studiare gli equilibri acido base € molto importante, perché la forma ionica e neutra di un
composto esibisce differenti proprieta chimico -fisiche. La conoscenzadel valore della
costante di dissociazione acida (pKa) continua ad essere pertanto un tema di corrente
attualita. Molte proprieta chimiche, fisiche e biologiche di composti naturali e sintetici sono
regolate dalle interazioni dei gruppi acidi e basici. In ta li composti, il pKa controlla molti
aspetti del metabolismo e anche ifenomeni di trasporto attraverso le membrane. Pertanto,
lo studio e di notevole interesse per la biologia, la farmaceutica, la medicina, e per numerosi
altri campi scientifici. [2]

I n particol are |’ eq wiicoldrabtrorganicideila determinazioneadelleo ne
loro costanti adde di dissociazione sono di grande importanza sia per molte applicazioni
pratiche che in molte aree di ricerca scientifica. Giusto per citarne alcune, basta ricordarele

titolazioni acido-b a s e , |l a formazione dei compl essi, I
controllo ambientale, la ricerca e lo sviluppo di farmaci. In particolare la sintesi, la
produzione, la purificazione, | a di ssol uzi one, | > assorbi ment o,

metabolici sono correlati con il valore del pKa. [3-9]

Esistono diversi metodi per misurare il pK adei coloranti organici, [10]. Traquelli piu comuni
ci sono: (a) la titolazioni potenziometrica , dove il pK « € derivato dalla curva di titolazione;
(b) la titolazione spettrofotometrica, dove lo spettro U V del composto e preso per ogni punto
della titolazione e aariportatainé&azioredetpHnel | " assor b

La spettroscopia UV/visibile si & dimostrata precisa e accurata, richiede piccole quantita di
campione, lavora a valori di pH alti e bassi e permette misure rapide dei valori di pK adi una

serie dicomposti. Lar el azi one | ineare tra |’ assorbanza
colorata € determinata dalla legge di Lambert-Beer, checostituisce un fondamento teorico

alla determinazione spettrofotometrica del pKa di un indicatore acido base. [11]
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Parte teorica
Quando un acido HA si dissocia in acqua si stabilisce un equilibrio:

HA+H:0 #=—> A+HoO* (1)

Secondo la definizione di Bronsted e Loewry | " aci do HA <cede al
trasformandosi in A-, che diventa cosi la sua base coniugata. HA e A costituiscono una
coppia acido-base coniugata Lo spostamento dell” equi (1)

dipende dalla relativa forza degli acidi HA e H s0*. La forza di un acido si riferisce alla sua
tendenza a trasferire protoni. Quando si introduce il concetto di reazione acido -base Si
distingue il concetto di acido e base forte da quello di acido e base debole. La forza di un
acido pertanto € comparata al suo stato di protonazi one quando reagisce con una base.
Questo stato viene misurato attraverso il valore della costante di dissociazione acida Ka, cosi
espressa:

Ka= [A][H 0] /[[HA] 2)

Gli indicatori acido -base sono loro stessi acidi e basi deboli le cui forme acida e basica in
soluzione hanno colori differenti. L’ us o degl inelle titwaziena te odovuto
principalmente al viraggio del colore , diverso per la forma acida e per la forma basica Tutto
cid dipende dal fatto che una sostanza colorata pud assabire un quanto di luce
manifestandosi con un colore complementare alla luce assorbita, come mostrato in Figura
1.
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Figura 1. Regione del visibile e color i complementari

Per poter assorbire la luce, la sostanza deve avere due orbitali che presentino una piccola
differenza di energia, in modo tale che un elettrone, assorbita I'energia di un quanto di luce,
possa fare il salto quantico dall'orbitale a energia minore a quello a energia maggiore;

br

ac
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| " energia del guanto di l uce deve quindi cor |
orbitali della molecola. E' inoltre necessario che l'orbitale di energia maggiore sia vuoto o

contenga un solo elettrone, altrimenti il salto quantico non & possibile (per il principio di

esclusione di Pauli). Poiché' la luce visibile al nostro occhio ha energie relativamente basse,

le transizioni elettroniche che pu0 sollecitare sono piccole: spesso salti da un orbitale di
legame di tipon[iizZl.ad un ant.

Questo fatto ha due conseguenze: (1) per il nostro occhio sono colorate in genere molecole

organiche compl esse, spesso aromati che, con |
una sostanza puo cambiare colore a causa di minime perturbazion della sua struttura che
aterano anche di poco i Ilivelli energetici degl:i

agli indicatori quando acquistano o cedono uno ione idrogeno).

La spettrofotometria UV/vis puo essere, pertanto, utilizzata per la determinazione delle
costanti di dissociazione di un acido debole quando le specie HA e A- sono caratterizzate da

spettri di ver si . Lo scopo dell’” esperKasdnuna dur
indicatore acido-base, il rosso metile (vedere Figura 2 e 3, mediante misure
spettrofotometrich¥sbileel campo dell UV

o

COO
Me +
N——<_ N —N—{xj :)
o
M
H

Figura 2. Forma acida del rosso metile (HMR)

S O=—O)

Figura 3 Forma basica del rosso metile (MR -)

La Ka definita rispetto al rapporto [HA]J/[A ] pud essere determinda per via
spettrofotometrica . Facendo uso della legge di LambertBeer

A=abC 3)

dove a é il coefficiente di estinzione molare della soluzione, b & il cammino ottico, cioe
| " ampi e zcellache eoitiéna la soluzione e C la concentrazione della soluziongse le
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due specie acida e basica assorbono luce indipendentemente, si puo scrivere che
| * as s or,bha migudamd, sara la somma delle due forme. In altre parole:

A =Ana + Aa = aabCha + abCa- (4)

dove la concentrazione totale Cr € la somma delle concentrazioni delle due specie acida e
basica, Gia Ca-.

Per una data concentrazione e dunque possibilericavare il rapporto in funzione delle
assorbanze[1]:

(5)
Questa relazione deve essere val ut agdicaranentedi ver
unadovel ' as s or b HAn@mmassono @duello diA-é minimo, u n 'davé g verdica
il contrario, A-é massimoe HA € minimo, eunaterzadove | ' assorbanza del

approssimativamente | a stessa. Ka puo essere valutatgraficamente convertendo la (2) nella
forma logaritmica .

Log Ka= Log [H30%] +log ([A J/[HA]) (6)

In aggiunta la combinazione d e &gldzione 5con la definizione del pKa=-logKa da:

Log—— bD( b+ (7)

Quando il logaritmo e uguale a zero il p Ka € uguale al pH ovvero il rapporto tra la specie
basica e acida €& wuguale a 1, i ndicando che |
della sua base coniugata.

Parte sperimentale
Materiale utilizzato

Vetreria:

Beker

Matracci da 100 mi

Pipette

Pipette graduate

Palla di peleo

Burette

Vetrino d’'orologio
Provette

Cuvette

eI R el e B xS et S e S et et
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Strumentazione:

U Spettrofotometro-UV Jasco \+630
U pHmetro Eurotech X5
U Bilancia analitica Gibertini (3 cifre decimali).

Reagenti:

U Rosso metile0,2% Carlo Erba Indicatore serie Clark, soluzione idroalcolica, pH da
4,2 a 6,3, viraggio rossegiallo;
Acetato di sodio (CH3:COONa);
Acido acetico (CHsCOOH);
Cloruro di Potassio (KCI)

Procedura
a) Preparazione delle soluzioni
Inizialmente sono state preparatetre soluzioni:

1. Acetato di sodio 0,1M in 100 ml (CHsCOONa)
2. Acido acetico 0,1 M 100 ml (CHsCOOH)
3. Cloruro di P otassio 1M in 100ml (KCl).

Successivamente sono state preparatelue soluzioni di rosso metile in matracci da 100 ml,
una acida e una basica(vedi Figura 4), composte rispettivamente da:

U 1ml diindicatore Rosso metile, 10 ml di Acido acetico e 10 ml di K ClI;
U 1ml diindicatore Rosso metile, 10 ml di Acetato di sodio e 9 ml di KCI.

La forza ionica di tutte le soluzioni preparate sara tenuta costante per la presenza di KCI.
Da queste soluzioni sono state ottenute 8 soluzioni tampone miscelando differenti volumi
della

Figura 4. Soluzioni acida (rosso) e basica (gialla)del rosso metile
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soluzione acida e basica (V ml di soluzione basica con (20-V) ml di soluzione acida) (Figura
6). Tutte le soluzioni sono state preparate con acqua distillata.

b) Misure del pH

Per ogni soluzione tampone e stato misurato il valore del pH come riportato in Tabella 1
utilizzando un pH -metro digitale (vedi Figura 5), che e stato precalibrato con due soluzioni

Figura 5. Misurazione del pH di una delle soluzioni tampone

soluzioni tampone a pH 4 e pH 10. Ogni valore del pH é stato ottenuto dalla media di tre
misure.

Figura 6. Variazione del colore della soluzione di rosso metile a differenti valori del pH

Tabella 1. Valori del pH delle 8 soluzioni tampone di rosso metile

Soluzione pH

1° provetta 2

2° provetta 3,11
3° provetta 3,88
4° provetta 4,34
5° provetta 5,6
6° provetta 6,26
7° provetta 7,15
8° provetta 9,59
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c) Misure di assorbanza

Spettri d’ a svisimle & tuttezleasoluzivni a diverso valore di pH sono stati
registrati utilizzando uno spettrofotometro -UV/V-630della Jasco (vedereFigura 7).

Le misure di assorbanza sono state eseguitenegli intervalli di lunghezze d'onda compresa
tra 350 e 6% nm. | dati sono stati acquisiti per ogni 1 nm. Acqua distillata e stata usata come
soluzione di riferimento.

Figura 7. Spettrofotometro -UV/V-630della Jasco.

Risultati e discussioni

In Figura 8 sono riportati gli spettri delle soluzioni a i diversi valori di pH. Gli spettri sono
caratterizzati dalla sovrapposizione di un picco principale della specie acida del rosso metile
(HMR) a 522 nm e un altro della specie basica (MR) a 431 nm

1,2
e pH2

1 e pH3.11
e pH 3.88
epH4.34
® pH 5.62
® pH6.26
e pH7.15
pH 9.59

0,8

350 400 450 nm 500 550 600 650

Figura 8. Spettri di assorbanza E1 O Oz b O b&& rielil®d divend) pH
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L>equilibrio di ionizzazione del rosso metile
HMR z MR-+ H* (8)

Rosso Giallo

L’intervall o di viraggio del col or eSiwkdetallar o s s o
figura come | " assorbanza dell a epwwltaidela dpecie koida a u
di mi nui sce guando i val or e del dpnuzionen c r e m
del | " assor banz aeHMRIsdne@ oggetivaroente dowltRalla variazione delle

relative concentrazioni di [MR] e [HMR]. Dagli esami degli spettri & possibile individuare

una |l unghezza d’'onda dove |’ assorbanza e indi
i sosbestico e rappresenta il punto rispetto a

e MR") hanno lo stesso coeficiente di estinzione molare.

Pertanto, per determinare il suo pKa sono stati applicati due metodi grafici e uno
matematico. | risultati ottenuti con i diversi metodi sono stati confrontati, e il valore del pKa
e stato determinato.

Primo metodo

Il primo metodo e stato quello di prendere gli spettri dei valori estremi (pH =2 e pH = 9,59
e determinare le lunghezze d'onda di assorbimento massmo, come illustrato in Figura 9.

Lo spettro di assorbanza della soluzione di pH = 2 ha un picco a 431 nm; mentre quello a
pH acido a 522 nm. L’ andament o delghezzedmdar banz
sono riportate in Figura 10.

1,2

® pH 2
pH 9.59
0,8
Abs
0,6

0,4

0,2

350 400 450 nm 500 550 600 650

Figura 9. Spettro di assorbanza del rosso metile a pH estremi.
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1,2

0,8 °,
Abs
0,6

@522 nm 431 nm

0,4

0,2

0 2 4 pH 6 8 10 12
Figura 10. Punti di assorbanza vs pH a 434 e 522nm.

Il pKa e stato ottenuto determinando il pH del punto di intersezione de i tratti lineari delle
due curve di Figura 10, comeriportato in Figura 11.

1,2
@522 431
1
y=-0,3223x + 2,1061
R%=0,9539
0,8 Y o
Abs o
0,6 )
B B — e T
0 y =0,3783x - 1,2654
R? = 0,9462 9
0
3,5 4 45 PH 55 ; o

Figura 11. Abs vs pH a 434 e 522nm.

Per determinare questo punto, che € comune ad entrambe le rettele coordinate x e y del
punto devono obbligatoriamente soddisfar e entrambe le equazioni lineari:
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T ¢ @0 Cip T priw X Yo ply @ U T
T T W@ ofo X p L
w Thipgl é€H h
Secondo metodo

Il secondo metodo é stato quello di rappresentare il log [(Asa- Ai)/(Ai-Aa)] in funzione del

pH (equazione 7), dove Ava € | ' assor banza delileagnisassbrhaaza o n e
intermedi ae Aa € l'assorbanza della soluzionebasica Per ottenere i migliori risultati, & stata
sceltala lunghezza d'onda dove la differenza tra le curve di assorbanza delle soluzioni acida

e basicae maggiore, che, nel nostro caso, corrisponde al =522nm.

Quando viene eseguita la regressione lineare dei dati, I'equazione risultante é
Log—— mnxmnoydtbooep (9

Un grafico dei dati e la regressione lineare sono illustrati nella Figura 12.

Il pKa e ottenuto dalla intersezione della retta con I'asse x secondo l'equazione

A)

{AI[A
Log| ——— |=pH. —pKa
A-A )

Inoltre

Per cui
0,7038pH- 3,3361=0

10
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0,703%H =3,3361

omo@p . o
P( —= h 1§ H
{ Moy
2,5
? y = 0,7038x - 3,3361 o
2 _ .
s = R? = 0,963
<
1 % .
<
05 | % '
<
0o &
3 3,5 4 .48 5 5,5 6 6,5 7 7,5
-0,5 N
-8 °
o
_1 .
-1,5
pH

Figura 12. Regressione lineare dell'equazione log [(Ara- Ai/(Ai-Aa)] in funzione del pH.
Terzo metodo

Il terzo metodo e quello di utilizzare I'equazione (6) risolta per pKa:
ley N'O aceg W 8

dove pHi e il valore intermedio tra i valori estremi di acidita e basicita . Il pH intermedio
selezionato € stato quello apH = 4,34 che e stato scelto per la sostanziale coincidenza del
suo punto isosbestico con guelle delle soluzioni a pH acido e basico rispettivamente piu
basso e piu alto, come illustrato nella Figura 13.

Al punto isosbesticoilvalore del | ' assorbanza non dipender a
delle singole specie ma dalla somma di queste. La presenza di questo punto in cui

| ' as s or baacostarte at varg@are del pH, costituisce la prova che il nostro sistema é
costituito da due soli componenti in rapido scambio tra di loro.

11
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1,2
®pH?2
. p
pH 4.34
0,8 pH 9.59
Abs
0,6
0,4
nto 4
0'2 Isosbestico
0 Y -
350 400 450 "M 500 550 600 650

Figura 13. Curva di assorbanza delle soluzioni a pH acida, basi ca e intermedio
Conclusioni

La spettrofotometria UV/visibile & stata utilizzata per determinare il valore del pK adi un indicatore
acido-base, ilrossometile.Dal | ' a p p | idue enetadigrafeci e drio mat ematico é stato stimato
un pKa = 4,824:0,091 La media ottenuta € in ottimo raccordo con i dati riportati in letteratura

(4.90:0,20 [14-16]

Equazione pKa

huSw, | UOEOQw? &L 4,812
| Sw, | UOEQwW? &L 4,740
tSw, I UOEOwW?, E 4921
Media dei metodi 4,824
Deviazione standard 0.091
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Appendice

Metodo 1

a+a' 0,7006

b+b' 3,3715

pKa 4,812304

Metodo 2

Metodo 2 (522) pH3,11 pH388 pH434 pH56 pH7,15 pH959
Aa-Ai 0,111855 0,160802 0,187161 0,682436 0,830672 0,889572
Ai-Ab 0,789779 0,740832 0,714473 0,219198 0,070962 0,012063
Quoziente 0,141628 0,217056 0,261957 3,113328 11,70584 73,74626
log quoziente -0,84885 -0,66343 -0,58177 0,493225 1,068403 1,86774
a 0,7038

b 3,3361

pH=pKa 4,740125
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