Laboratorio de Quimica Fisica 1
VNIVERSITAT [ % _ Grado en Quimica
® VALENCIA @ ¢ ) Facultat de (Quimica

PRACTICA 2
Determinacioén espectrofotométrica del pK de un indicador

Material
2 matraces aforados de 500 mL 1 varilla de vidrio/ 1 pesasustancias/ 1 cuentagotas/ 1 embudo
5 matraces aforados de 25 mL 4 cubetas de espectrofotometro
3 matraces erlenmeyer de 250 mL 1 propipeta/1 frasco lavador
2 vasos de precipitados de 100 mL
1 pipeta graduada de 25 mL Productos
1 pipeta aforada de 10 mL Hidrdxido de sodio
1 pipeta graduada de 10 mL Disolucién de hidréxido de sodio 2M
1 pipeta graduada de 2 mL Disolucion de naranja de metilo al 0.002%
1 bureta de 50 mL Acido clorhidrico
1 espectrofotometro Acido formico
Indicador fenolftaleina
Objetivos

Obtener el espectro de absorcion del naranja de metilo a diferentes pHs.
Comprobar que se cumple la ley de Lambert-Beer (absorbancia o« [naranja de metilo])
Determinar el coeficiente de absorcion molar del naranja de metilo

1

2

3

4. Localizar el punto isosbéstico.

5. Preparar disoluciones tampon a partir de acido formico y NaOH y determinar su pH.
6

Determinar el pKa del naranja de metilo a partir de medidas de absorbancia.

Fundamentos tedricos

En general se puede considerar que los indicadores acido-base son compuestos (acido o bases débiles)
que en disolucion presentan una forma acida (protonada) de distinto color que su forma basica
(desprotonada). El cambio de estructura, que implica el cambio de color, tiene lugar en un intervalo de pH
pequeno (1-2 unidades de pH alrededor del pK del indicador), llamado 'pH de viraje”. En dicho intervalo se

encuentran presentes simultaneamente las dos formas del indicador, la acida y la basica.
El equilibrio de ionizacion de un indicador se puede representar mediante la ecuacion:

K
HIn + H,0 — In~ + H,0% (1)
en la que HIn representa la molécula de indicador en su forma acida e In~ la molécula de indicador en su

forma basica. La constante de ionizacion aparente (en funcidon de concentracion) vendra expresada por:

[H30*]lin"]
Ky, =———— 2
Hin [HITl] ( )
Se supone que las disoluciones son los suficientemente diluidas como para que todos los coeficientes de
actividad implicados sean muy proximos a la unidad. En estas condiciones es aplicable la ecuacion de

Henderson-Hasselbalch (tomar logaritmos en ecuacion 2):




- [m7]
pH = pKym + log frs 3)

por lo que disponiendo del valor de la relacion [In~]/[HIn] para un pH determinado, se podra conocer el valor
del pK del indicador.

En el caso que nos ocupa, determinacion del pK del naranja de metilo, el método seguido para el calculo
del cociente de concentraciones consiste en el registro del espectro electronico de absorcion de una serie de
disoluciones mediante espectroscopia de absorcién molecular en el espectro de radiacion visible.

Cuando un haz de luz monocromatica (fotones a una longitud de onda) atraviesa una disolucion que
contiene una sustancia con un grupo cromoforo, parte de la radiacién puede ser absorbida por este grupo de
atomos de la sustancia. Este proceso de absorcion de la radiacion electromagnética monocromatica esta
regulado por la ley de Lambert-Beer.

Segun la ley de Lambert, la intensidad del haz de luz que atraviesa la disolucion disminuye a medida que
la atraviesa porque parte de los fotones son absorbidos por los grupos cromdforos que va encontrando en su
camino. Por lo tanto, la absorbancia es proporcional a la longitud de muestra que atraviesa.

Segun la ley de Beer, la intensidad del haz de luz que atraviesa la disolucion disminuye a medida que
aumenta la cantidad de sustancia absorbente en disolucidén porque aumenta la probabilidad de que los fotones
sean absorbidos por los grupos cromoéforos presentes. Por lo tanto, la absorbancia es proporcional a la
concentracién de sustancia.

La combinacion de ambas leyes da como resultado la ley de Lambert-Beer:

At =¢erl¢ Q)
donde A% es la medida de absorbancia que nos da el equipo de espectroscopia a una longitud de onda dada
(), e? es el coeficiente de absorcidén molar a esa longitud de onda que nos indica la probabilidad que tiene

esa sustancia de absorber fotones (en M cm™), | es camino dptico que es la distancia que recorre el haz de
luz a través de la muestra (el ancho de la cubeta en cm) y ¢ es la concentracion molar de la sustancia.

La figura muestra un ejemplo de los espectros de absorbancia que podemos obtener en esta practica
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a) Espectro de absorbancia de una disolucion que contenga, exclusivamente, el indicador en su forma acida
HIn (roja), para lo cual es necesario que el pH de la disoluciéon sea muy bajo, pH =1.

b) Espectro de absorbancia de una disolucion que contenga, exclusivamente, el indicador en su forma basica

In~ (amarilla). Para garantizarlo se preparara una disolucion en un medio fuertemente basico, pH ~13.
c) Espectro de absorbancia de disoluciones que contengan al indicador en ambas formas simultaneamente,
lo que se consigue con disoluciones amortiguadoras o tampdn cuyos pH estén en el intervalo en el que

se produce el cambio de color del indicador naranja de metilo: 3.2 — 4.4.

La relacién del cociente de concentraciones se relaciona con la absorbancia del naranja de metilo

aplicando la ley de Lambert-Beer a cada una de las disoluciones y a la misma longitud de onda, A:

pH=1 Apm = €um L Gy (5)
pH = 13 AITL_ == Sln— l CO (6)
pH = 3.8 A =¢eym L[HIn] + €~ L[In] 7)

donde Ay, Y A, representan las absorbancias de disoluciones en las que sélo esta presente la forma acida
o basica del indicador, respectivamente. "A" es la absorbancia de la disolucién en la que coexisten ambas

formas del indicador (en nuestro caso, la disolucion tampon). ey, y &,- representan los coeficientes de

absorcién molar de las formas acida y basica del indicador, respectivamente. Ademas, en las disoluciones

tampdn se cumple que C, = [In~] + [HIn].
Finalmente, a partir de las expresiones (5) a (7) se puede deducir que:

AHIn —A)

PH = pKym + log (m

(8)

Disoluciones
1. 500 mL de disolucion de acido férmico 0.1 M, a partir del comercial (en vitrina).

2. 500 mL de disolucion de NaOH 0.1 M, a partir del sdlido.

Procedimiento experimental

1) Conectar el espectrofotometro nada mas comenzar la sesion de practicas o al menos 15 minutos antes de
medir.

2) Preparar las disoluciones de acido formico y de hidroxido de sodio.

3) Valorar 25 mL de la disolucién 0.1 M de acido férmico con NaOH 0.1 M, usando fenolftaleina como indicador.

Repetir al menos tres veces la valoracion.

Nota: Recordad que existen recipientes para desechar los residuos.
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4) Registrar los espectros de absorcion de naranja de metilo en disoluciones en las que esté(n) presente(s):

e mayoritariamente la forma acida del indicador
e mayoritariamente la forma basica del indicador

e ambas formas, acida y basica, en proporciones similares; se consigue a partir de disoluciones tampon.

A) REGISTRO DE LOS ESPECTROS EN LOS QUE SOLO SE ENCUENTRA PRESENTE
MAYORITARIAMENTE UNA DE LAS FORMAS DEL INDICADOR.

Se registrara la absorbancia de la forma basica, An-, y de la forma acida, Anuin, €n este caso para diferentes
concentraciones de indicador; esto permitira comprobar la validez de la ley de Lambert-Beer y determinar

coeficientes de absorcion molar.

Para ello se preparan disoluciones de indicador de diferente concentracion, en la que predomine bien la

forma acida (pH ~1) o la basica (pH ~13) y se registra la absorbancia de estas disoluciones, Auin Y Ain-.

a) Preparacién de las disoluciones de naranja de metilo y del blanco.

Preparacion del blanco
Se prepara un unico blanco, acido o basico, para el registro de la absorbancia de todas
las disoluciones de indicador donde predomine una de sus formas, acida o basica.
Introducir, en un aforado de 25 mL, en el orden indicado los siguientes componentes:
e Una pequefia cantidad de agua desionizada.
e 4 gotas de HCl concentrado (forma acida) o 24 gotas de NaOH 2 M (forma basica).
e Agua hasta la linea de aforo.

Con esta disolucién lavar y llenar una cubeta del espectrofotdmetro.

Preparacion de la disolucion problema de naranja de metilo.

Introducir, en un aforado de 25 mL, en el orden indicado los siguientes componentes:

e  El volumen de disolucién 0.002 % de naranja de metilo indicado en la tabla 1 (medido con
una pipeta).

e 4 gotas de HCl concentrado (forma acida) o 24 gotas de NaOH 2 M (forma basica).

e Agua hasta la linea de aforo.

Con esta disolucion lavar y llenar una cubeta del espectrofotémetro.

b) Redqistro del espectro.
Tras preparar la disolucion de naranja de metilo y el blanco correspondiente, se registra la absorbancia
en funcion de la longitud de onda siguiendo las Instrucciones del Espectrofotometro Jenway73.

La longitud de onda inicial y final se fija, respectivamente, a 350 nm y 600 nm.

Para mayor claridad se recomienda etiquetar los ficheros de datos de las muestras “Sample namée’ de
forma clara y sistematica. Por ejemplo: NAME_A_V y NAME_B_V, donde NAME hara referencia a los
integrantes del grupo, Ay B a la disolucién acida o basica y V al volumen de naranja de metilo (tabla
1).
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Notas y precauciones:

- La célula del espectrofotémetro debe estar limpia; no se deben tocar las paredes con los dedos y no

se debe llenar hasta el borde sino a unos 34 de su capacidad.

- Para un medio dado, acido o basico, la LINEA BASE (blanco) es la misma, por tanto, una vez registrado

el primer espectro en cada medio, para registrar los siguientes introduzca en el espectrofotometro la

nueva disolucion y presione, en el programa Jenway73, repeat .

- Para la obtencion de las tablas de datos almacenadas en el espectrofotdmetro siga las instrucciones.

Tabla 1.

VolUimenes de naranja de metilo, HCI, NaOH, y agua utilizados en la preparacion de las disoluciones de

naranja de metilo cuando solo esta presente una de las formas del indicador, acida (HIn) o basica (In).

V(NM) V(HCI conc.) | V(NaOH 2M)
Forma de NM mL gotas gotas V(H:0)
Hin 10 4 -- Aforar
Hin 8 4 -- Aforar
Hin 6 4 - Aforar
Hin 4 4 - Aforar
In 10 - 24 Aforar
In 8 - 24 Aforar
In 6 - 24 Aforar
In 4 --- 24 Aforar

B) REGISTRO DE LOS ESPECTROS DE DISOLUCIONES EN LAS QUE
PROPORCIONES SIMILARES, AMBAS FORMAS DEL INDICADOR.

SE ENCUENTRA, EN

En una disolucion de indicador, para garantizar que las concentraciones de ambas formas del indicador son

similares, la disolucion se prepara en un medio cuyo pH sea préximo al pK del indicador. Estos pH se

consiguen, y se garantiza su estabilidad, preparando las disoluciones de indicador en un medio tamponado,

en este caso, utilizando disoluciones tampdn de un acido débil (acido formico) cuyo pK es préximo al del

naranja de metilo. De esta forma: pH ~ pKhror ~ pKHin

Se preparan cinco disoluciones tampon y se registraran los espectros correspondientes.
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a) Preparacién de las disoluciones tampdn.

Las disoluciones tampdn se preparan en un Erlenmeyer de 250 mL neutralizando, parcialmente con

sosa, los moles de acido formico valorado.

Introducir en el erlenmeyer 25 mL de acido formico, medido con una pipeta, y anadir, desde la

bureta, el volumen de NaOH correspondiente para cada tampdn (tabla 2).

Previo a la preparacion de las disoluciones tampon, determine los volimenes de sosa (tabla 2)
correspondientes a los porcentajes del volumen de equivalencia determinado en la valoracion del acido
formico. Complete, en su cuaderno, esta tabla. Recoja en esta tabla también el pH tedrico de cada

disolucidén; posteriormente lo calculara.

b) Preparacién de las disoluciones de naranja de metilo y blanco

Para cada una de las disoluciones tampodn, introducir en un aforado de 25 mL, en el orden

indicado, los siguientes componentes para el blanco y para la disolucién de naranja de metilo .
Preparacion del Blanco.

e 10 mL de agua desionizada (medidos con una pipeta).
e Disolucion tampén hasta la linea de aforo.

Con esta disolucion lavar y llenar una cubeta del espectrofotometro.

Preparacion de la disolucion problema de naranja de metilo.
e 10 mL (medidos con una pipeta) de disolucion 0.002 % de naranja de metilo.
¢ Disolucion tampon hasta la linea de aforo.

Con esta disolucion lavar y llenar otra cubeta del espectrofotometro.

Tabla 2.
Porcentaje del volumen de sosa del punto de equivalencia. Volumen de sosa utilizado

en la preparacion de la disolucion tampon y pH de la disolucion tampoén.

TAMPON Porcentaje Vequi VNaoH (mL) pH
1 20 3.15
2 30 3.38
3 40 3.57
4 50 3.75
5 60 3.93
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c) Registro del espectro.

Una vez preparada cada disolucién de indicador y su blanco, se registraran su espectro siguiendo las

Instrucciones del Espectrofotémetro Jenway73 (pasos 5 a 11).

Se recomienda etiquetar los ficheros de datos de las muestras “Sample name’ de forma clara y

sistematica. Por ejemplo: NAME_T_N, donde N (1 a 5) hara referencia al tampoén utilizado (tabla 2).

Nota: Una vez finalizada la experiencia asegurese que ha guardado todas las tablas de datos y

apague los equipos siguiendo las instrucciones.

Resultados experimentales: presentacion de los datos

1. Tabular los datos (masas o volimenes) necesarios para la preparacion de las disoluciones de acido
formico y sosa; tanto calculados como reales.

2. Tabular en una tabla los datos de la valoracion del acido formico con sosa y calcular el valor medio del

volumen de equivalencia con su error aleatorio.

3. Tabular los volumenes de indicador senalados en la tabla 1 junto con la concentracién molar de indicador

correspondiente.

4. Presentar en el cuaderno la tabla 2 del guion con los volumenes de sosa correspondientes a los

porcentajes del volumen de equivalencia indicados en esta tabla.

5. Tabular las absorbancias registradas, forma acida, Aum, y basica, Am-, en funcion de la longitud de onda

para las diferentes concentraciones de indicador (tabla 1).

6. Tabular las absorbancias registradas en funcién de la longitud de onda para las disoluciones con la misma
concentraciéon de indicador (V(NM) = 10 mL) de indicador en la que que esta presente solo una de las

formas de indicador, Aimy Arn-, 0 ambas (disoluciones tampén), A.

Tratamiento y Discusion de Resultados

1. Construir una tabla con las absorbancias en funcion de la longitud de onda, para la forma basica (Amn-;

pH = 13) y acida (Axm; pH = 1) para diferente concentracién de indicador.

Representar y analizar estos espectros.

2. Construir una tabla con las absorbancias en funcién de la longitud de onda, para la forma basica (Amn;
pH = 13), acida (Aum; pH = 1) y para las disoluciones tampdn, A, para la misma concentraciéon de
indicador; V(NM) = 10 mL.

Representar y analizar estos espectros.
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Indicar la longitud de onda del punto isosbéstico, Aisosb y demostrar que en dicho punto los coeficientes

de absorcion molar de las formas acidas y basicas del indicador tienen el mismo valor.
Analizar la validez de la ley de Lambert-Beer.

Si se cumple la ley de Lambert-Beer debe observarse un comportamiento lineal de la absorbancia en
términos de la concentracion y cuya pendiente, para una celda unidad de 1 cm de base y la concentracion
expresada como concentracion molar, proporciona el coeficiente de extincion molar a una longitud de

onda dada, €.

At =¢tlc
Para ambas formas del indicador, acida y basica, construya una tabla con su absorbancia, a la longitud
de onda de su maximo, AjmaxHin y gAmaxin™ “en funcién de la concentracion molar de indicador.

Para determinar la concentracion molar del indicador tenga en cuenta que sus disoluciones se preparan
en un aforado de 25 mL y se utiliza el volumen de naranja de metilo (0,002 % (m/V)) indicado en la tabla
1; M: (NM) = 327,33.

Representar, para ambas formas del indicador, la absorbancia en funcién de la concentracién molar de
indicador.
Analice si se observa un comportamiento lineal en el rango de concentraciones de indicador.

Determinar coeficientes de absorcion molar.

A partir de la ecuacion del ajuste lineal de las representaciones de la absorbancia en funcion de la
concentracién molar de indicador realizadas en el apartado anterior, determine los coeficientes de

absorcion molar de la forma acida y basica del indicador a la longitud de onda de sus maximos,
Eg;x;laxHIn y EI);lnlaxln_.

Para otras longitudes de onda, determine los coeficientes de absorcién molar de ambas formas del
indicador, ef;, v f,-.

Construya una tabla con dichos coeficientes, represéntelos en la misma grafica y analice su evolucion.

Determinar el pK del indicador.

A partir de los espectros registrados, para una misma concentracion de indicador (V(NM) = 10
mL) y diferente pH, el pK del naranja de metilo puede determinarse mediante procedimientos analiticos

o graficos.

A) Procedimiento analitico.
Conocidas, a una determinada longitud de onda, las absorbancias de disoluciones de indicador,
con igual concentracion, que contengan exclusivamente, bien la forma acida Aum (pH=1), la basica

A (pH=13) o, simultdneamente, ambas formas del indicador A(pH tampdn), la ecuacién (7) permite

determinar el pK del indicador.
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AHIn B A\

A—A_J

In

pH=pK,, + IogL

Tenga en cuenta el analisis realizado de los espectros en el punto 2 en el calculo el pK.

Presente en una tabla, los valores de pK obtenidos para cada disolucién tampén a diferentes longitudes
de onda. Compare, y comente, los valores de pKs obtenidos a longitudes de onda proximas al maximo
de absorbancia de la disolucion acida con los valores de pKs obtenidos en otras zonas del espectro,

por ejemplo, en las proximidades del punto isosbéstico.

A partir de este analisis, exprese el valor medio del pK con su error.

B) Procedimiento grafico 1.

A partir de la ecuacion 3,

se infiere que cuando [HIn] = [In7], el pK coincide con el pH de la disolucion, pKum = pH.

La aplicacion de esta condicion en la ecuacion 8

(AHm-4) _

implica que log T —
A

La determinacion analitica del pK del naranja de metilo, nos habra permitido concluir que la zona
optima para determinar el pK es en las proximidades del maximo de absorbancia de la forma acida

del indicador, (A77%).

De la tabla de los espectros registrados (ver punto 2) extraiga, para A7%, los datos de absorbancias

en funcion del pH: A (pH=1), A" (pH=13) y A (tampdn 1 a 5) y construya con ellos una tabla que

(AHIm-4)

contenga también la columna log .
(A=Am-)

(AHIm-4)
(A_Aln_)

valor del pH que se corresponde con: y=0=ax+b

Represente log en funcidn del pH y a partir de la recta ajustada (y = a x + b), obtenga el

C) Procedimiento grafico 2 (opcional)
El pH en que coinciden las absorbancias registradas a las longitudes de onda de los maximos de
absorbancia de la forma acida y de la forma basica del indicador: A(A7%) = A(A%*) se cumple que

n

pH = pK, lo que permite determinar el pK del indicador.
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10.

De la tabla de los espectros registrados (ver punto 2) extraiga, para AR y AR los datos de
absorbancias en funcion del pH para las diferentes disoluciones tampdn A (tampoén 1 a 5) y construya
con ellos una tabla.

Represente A(A4*) y A(A7%*) en funcidn del pH y realice, para cada longitud de onda, un ajuste
lineal con los datos que presenten una tendencia lineal en la zona de cruce.

Iguale dichas ecuaciones y determine el valor de x (pH) del punto de interseccion de las rectas que

se corresponde con pK = pH.

Comparar y analizar los valores de pK obtenidos analiticamente y graficamente en la cuestion anterior.

Comparar estos valores con el pK tedrico del naranja de metilo.

Calcular los pHs de las disoluciones amortiguadoras y comprobar que coinciden con los indicados en el

texto. Para ello, buscar el valor bibliografico del pKa del acido formico a 25 °C.

¢Qué condiciones se han de cumplir para que sea aplicable la ecuacion (3)? Indicar las aproximaciones

realizadas en su deduccion.

Demostrar la ecuacion (8).
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