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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 e pari a 4,824 in buon accordo con i
valori di letteratura. Il punto isosbestico si trova a A =481 nm, con una assorbanza di 0.53.

Parole chiave: indicatore 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 conoscenza del 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 tali composti, il pKa controlla molti
aspetti del metabolismo e anche i fenomeni di trasporto attraverso le membrane. Pertanto,
lo studio e di notevole interesse per la biologia, la farmaceutica, 1a medicina, e per numerosi
altri campi scientifici. [2]

In particolare 1'equilibrio di ionizzazione dei coloranti organici e la determinazione delle
loro costanti acide di dissociazione sono di grande importanza sia per molte applicazioni
pratiche che in molte aree di ricerca scientifica. Giusto per citarne alcune, basta ricordare le
titolazioni acido-base, la formazione dei complessi, l'estrazione, il monitoraggio e il
controllo ambientale, la ricerca e lo sviluppo di farmaci. In particolare la sintesi, la
produzione, la purificazione, la dissoluzione, I’assorbimento, la distribuzione e i processi
metabolici sono correlati con il valore del pKa. [3-9]

Esistono diversi metodi per misurare il pKa dei coloranti organici, [10]. Tra quelli piu comuni
ci sono: (a) la titolazioni potenziometrica, dove il pKa e derivato dalla curva di titolazione;
(b) la titolazione spettrofotometrica, dove lo spettro UV del composto € preso per ogni punto
della titolazione e la variazione nell’assorbanza é riportata in funzione del pH.

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 pKadi una
serie di composti. La relazione lineare tra I’assorbanza e la concentrazione della soluzione
colorata e determinata dalla legge di Lambert-Beer, che costituisce 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.O0 &—— A+HO" (1)

Secondo la definizione di Bronsted e Loewry l'acido HA cede all’acqua un protone
trasformandosi in A, che diventa cosi la sua base coniugata. HA e A- costituiscono una
coppia acido-base coniugata. Lo spostamento dell’equilibrio a destra o a sinistra nella (1)
dipende dalla relativa forza degli acidi HA e HsO". 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 protonazione quando reagisce con una base.
Questo stato viene misurato attraverso il valore della costante di dissociazione acida K, cosi
espressa:

K= [A1[H:0] /[HA] )

Gli indicatori acido-base sono loro stessi acidi e basi deboli le cui forme acida e basica in
soluzione hanno colori differenti. L'uso degli indicatori nelle titolazioni e dovuto
principalmente al viraggio del colore, diverso per la forma acida e per la forma basica. Tutto
cio dipende dal fatto che una sostanza colorata puo assorbire 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 colori 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;
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I'energia del quanto di luce deve quindi corrispondere alla differenza di energia tra due
orbitali della molecola. E' inoltre necessario che I'orbitale di energia maggiore sia vuoto o
contenga un solo elettrone, altrimenti il salto quantico non e possibile (per il principio di
esclusione di Pauli). Poiché' la luce visibile al nostro occhio ha energie relativamente basse,
le transizioni elettroniche che puo sollecitare sono piccole: spesso salti da un orbitale di
legame di tipo m ad un anti-, [12].

Questo fatto ha due conseguenze: (1) per il nostro occhio sono colorate in genere molecole
organiche complesse, spesso aromatiche, con livelli elettronici m multipli e ravvicinati; (2)
una sostanza puo cambiare colore a causa di minime perturbazioni della sua struttura che
alterano anche di poco i livelli energetici degli orbitali di legame 7 (questo e cio che avviene
agli indicatori quando acquistano o cedono uno ione idrogeno).

La spettrofotometria UV/vis pu0 essere, pertanto, utilizzata per la determinazione delle
costanti di dissociazione di un acido debole quando le specie HA e A-sono caratterizzate da
spettri diversi. Lo scopo dell’esperienza dunque e stata la determinazione del pKa di un
indicatore acido-base, il rosso metile (vedere Figura 2 e 3), mediante misure

spettrofotometriche nel campo dell’'UV- Visibile.
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H

Figura 2. Forma acida del rosso metile (HMR)

S O=—O)

Figura 3 Forma basica del rosso metile (MR")

La K. definita rispetto al rapporto [HA]/[A] puO essere determinata per via
spettrofotometrica. Facendo uso della legge di Lambert-Beer

A=abC 3)

dove a e il coefficiente di estinzione molare della soluzione, b ¢ il cammino ottico, cioe
I’ampiezza della cella che contiene la soluzione e C la concentrazione della soluzione, se le

3
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due specie acida e basica assorbono luce indipendentemente, si puo scrivere che
I’assorbanza A, che misuriamo, sara la somma delle due forme. In altre parole:

A = Ana + Aa = anabCrha + abCa- 4)

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

Per una data concentrazione ¢ dunque possibile ricavare il rapporto in funzione delle
assorbanze [1]:

[A7]  Ca— _ A-Apa

[HA]  Cya  Aa——A ©)

Questa relazione deve essere valutata a diverse lunghezze d’onda, includendo sicuramente
una dove I'assorbimento di HA & massimo e quello di A- e minimo, un’altra dove si verifica
il contrario, A- € massimo e HA e minimo, e una terza dove l’assorbanza delle due specie e
approssimativamente la stessa. Ka puo essere valutata graficamente convertendo la (2) nella
forma logaritmica.

Log K = Log [H:0"] + log (JA]/[HA]) (6)

In aggiunta la combinazione dell’equazione 5 con la definizione del pKa = -logKa. da:

A-A
Log (-24) = pH — pK, 7)

Quando il logaritmo e uguale a zero il pKa e uguale al pH ovvero il rapporto tra la specie
basica e acida e uguale a 1, indicando che la concentrazione dell’acido e uguale a quello
della sua base coniugata.

Parte sperimentale
Materiale utilizzato

Vetreria:

A\

Beker

Matracci da 100 ml
Pipette

Pipette graduate
Palla di peleo
Burette

Vetrino d’orologio
Provette

VV VYV VY VY

Cuvette
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Strumentazione:

» Spettrofotometro-UV Jasco V-630
» pHmetro Eurotech X5
» Bilancia analitica Gibertini (3 cifre decimali).

Reagenti:

> Rosso metile 0,2% Carlo Erba Indicatore serie Clark, soluzione idroalcolica, pH da
4,2 a 6,3, viraggio rosso-giallo;

» Acetato di sodio (CHsCOONa);

» Acido acetico (CHsCOOH);

» Cloruro di Potassio (KCI)

Procedura
a) Preparazione delle soluzioni

Inizialmente sono state preparate tre soluzioni:

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

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

> 1ml di indicatore Rosso metile, 10 ml di Acido acetico e 10 ml di KCl;
> 1ml di indicatore Rosso metile, 10 ml di Acetato di sodio e 9 ml di KCl.

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 ¢ stato misurato il valore del pH come riportato in Tabella 1
utilizzando un pH-metro digitale (vedi Figura 5), che e stato pre-calibrato 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 e 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 311
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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¢) Misure di assorbanza

Spettri d’assorbanza UV-visibile di tutte le soluzioni a diverso valore di pH sono stati
registrati utilizzando uno spettrofotometro-UV/V-630 della Jasco (vedere Figura 7).

Le misure di assorbanza sono state eseguite negli intervalli di lunghezze d'onda compresa
tra 350 e 650 nm. I dati sono stati acquisiti per ogni 1 nm. Acqua distillata e stata usata come
soluzione di riferimento.

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

Risultati e discussioni

In Figura 8 sono riportati gli spettri delle soluzioni ai 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 dell’indicatore rosso metile a diversi pH
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L’equilibrio di ionizzazione del rosso metile in soluzione acquosa ¢ il seguente:
HMR = MR-+ H* (8)
Rosso  Giallo

L’intervallo di viraggio del colore del rosso metile cambia da pH 4,2 a pH 6,3. Si vede dalla
figura come l'assorbanza della specie basica aumenta mentre quella della specie acida
diminuisce quando il valore del pH incrementa. L’aumento e la diminuzione
dell’assorbanza delle specie MR- e HMR sono oggettivamente dovuti alla variazione delle
relative concentrazioni di [MR"] e [HMR]. Dagli esami degli spettri e possibile individuare
una lunghezza d’onda dove l’assorbanza e indipendente dal pH. Questo € chiamato punto
isosbestico e rappresenta il punto rispetto al quale entrambe le forme dell’indicatore (HMR
e MR-) hanno lo stesso coefficiente di estinzione molare.

Pertanto, per determinare il suo pKa sono stati applicati due metodi grafici e uno
matematico. I 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 massimo, 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’andamento dell’assorbanza contro il pH a queste lunghezze d'onda
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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0 2 4 pH 6 8 10 12
Figura 10. Punti di assorbanza vs pH a 434 e 522 nm.

Il pKa é stato ottenuto determinando il pH del punto di intersezione dei tratti lineari delle
due curve di Figura 10, come riportato in Figura 11.

1,2
@522 431
1
y=-0,3223x + 2,1061
R?=0,9539
oF ¢ .., ®
Abs o
0,6 ) .
0,4 ......
0 y =0,3783x - 1,2654
R? = 0,9462 .

0

> ’ LA 55 6 6,5

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

Per determinare questo punto, che € comune ad entrambe le rette, le coordinate x e y del
punto devono obbligatoriamente soddisfare entrambe le equazioni lineari:




DETERMINAZIONE DEL VALORE DELLA COSTANTE DI EQUILIBRIO DEL ROSSO METILE... | XIII edizione ScienzAfirenze

—0,3223x + 2,1061 = 0,3783x — 1,2654
0,7006x = 3,3715
x=4,812 pKa=4,812
Secondo metodo

Il secondo metodo ¢ stato quello di rappresentare il log [(Aua- Ai)/(Ai-Aa)] in funzione del
pH (equazione 7), dove Anua e l'assorbanza della soluzione acida, Ai e ogni assorbanza
intermedia e Aa-el'assorbanza della soluzione basica. Per ottenere i migliori risultati, e stata
scelta la lunghezza d'onda dove la differenza tra le curve di assorbanza delle soluzioni acida
e basica e maggiore, che, nel nostro caso, corrisponde a A = 522 nm.

Quando viene eseguita la regressione lineare dei dati, I'equazione risultante e

Log ($24%) = 07038pH — 3,3361 9)

Ai—Ay—
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 1'equazione

Inoltre

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

10
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Figura 12. Regressione lineare dell'equazione log [(Ana- Ai/(Ai-A+)] in funzione del pH.

Terzo metodo

Il terzo metodo e quello di utilizzare 'equazione (6) risolta per pKa:

(Ana — Ap)

PK, = pH; — log A —A.)
; _

l= 4.922

dove pH: e il valore intermedio tra i valori estremi di acidita e basicita. Il pH intermedio

selezionato e stato quello a pH = 4,34, che e stato scelto per la sostanziale coincidenza del

suo punto isosbestico con quelle delle soluzioni a pH acido e basico rispettivamente piu

basso e piu alto, come illustrato nella Figura 13.

Al punto isosbestico il valore dell’assorbanza non dipendera dal valore delle concentrazioni

delle singole specie ma dalla somma di queste. La presenza di questo punto in cui

I’assorbanza resta costante al variare del pH, costituisce la prova che il nostro sistema e

costituito da due soli componenti in rapido scambio tra di loro.

11
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Figura 13. Curva di assorbanza delle soluzioni a pH acida, basica e intermedio

Conclusioni

La spettrofotometria UV/visibile e stata utilizzata per determinare il valore del pKadi un indicatore

acido-base, il rosso metile. Dall’applicazione di due metodi grafici e uno matematico é stato stimato

un pKa = 4,824+0,091. La media ottenuta e in ottimo raccordo con i dati riportati in letteratura

(4.90+0,20) [14-16]
Equazione
1° Metodo “Grafico”
2° Metodo “Grafico”
3° Metodo “Matematico”
Media dei metodi

Deviazione standard
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Appendice

Metodo 1
ata'
b+b'

pKa

Metodo 2

Metodo 2 (522)
Aa-Ai

Ai-Ab
Quoziente

log quoziente
a

b

pH=pKa

0,7006
3,3715
4,812304

pH 3,11
0,111855
0,789779
0,141628
-0,84885

0,7038

3,3361
4,740125

pH 3,88
0,160802
0,740832
0,217056
-0,66343

pH 4,34
0,187161
0,714473
0,261957
-0,58177

pH 5,6
0,682436
0,219198
3,113328
0,493225

pH 7,15
0,830672
0,070962
11,70584
1,068403

pH 9,59
0,889572
0,012063
73,74626

1,86774
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