Capitulo 5.

Determinacion de constantes de ionizacion

Se determinaron las constantes de ionizacion de diversos compuestos mediante curvas
de titulacion &cido-base empleando métodos  espectrofotométricos  (titulacion
espectrofotométrica). En la mayor parte de los casos estudiados, las constantes de ionizacién
son constantes de disociacion de grupos acidos. La teécnica empleada se basa,
fundamentalmente, en el andlisis de la variacion del espectro de absorcion de una solucion de
la sustancia estudiada cuando se cambia el pH de la misma sin cambiar su concentracion. En

este capitulo se expondrén los detalles técnicos de este procedimiento experimental.

5.1. Preparacion de las soluciones

Las soluciones se prepararon pesando cantidades calculadas de las sustancias cuyas
constantes de ionizacion se quieren determinar y luego disolviéndolas en soluciones acuosas
de Na(OH) diluida. Esto favorece la disolucién, ya que en medio alcalino, el acido félico y las
pterinas presentan grupos ionizados. Posteriormente, se ajusta el pH de la solucidn en
aproximadamente 11, mediante el agregado de pequefios volumenes de solucion de Na(OH)
0,5 My, por ultimo, se lleva al volumen final mediante el empleo de matraces.

La concentracion se ajustd de manera tal que la absorbancia de las soluciones fuera
adecuada para realizar las medidas en el espectrofotometro. Tipicamente, se prepararon
soluciones de concentracion 100 uM, que permiten obtener absorbancias, para las zonas del
espectro donde se producen los cambios espectrales (200-500 nm), comprendidas en el rango
0,1-1,5.
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5.2. Procedimiento de la titulacion.

5.2.1. Preparacion de la solucion correspondiente a cada pH.

Se prepar6 una solucidn de la sustancia a estudiar por pesada, como se explico en el
apartado anterior (5.1) (solucion madre). Mediante el agregado de pequefios volumenes de
soluciones acuosas de Na(OH) y/o HCI se fue ajustando el pH a los valores deseados. Para
realizar esta operacion se prepararon, por pesada, soluciones de Na(OH) de distintas
concentraciones (5M; 0,5M y 0,05M). Se emple6 Na(OH) en granallas, provisto por Merck vy,
las soluciones resultantes no fueron tituladas, pues esta operacion no es necesaria a los fines
de este trabajo. Por su parte, se prepararon soluciones de HCI a partir de solucion concentrada
comercial provista por Merck. Las concentraciones de estas soluciones, fueron similares a las
de Na(OH) y tampoco se titularon para conocer con mayor exactitud su concentracion.

Se tomaron alicuotas de entre 20 y 50 ml de la solucién madre. El ajuste final de pH
se realizo agregando pequefios volumenes de las soluciones de HCI o Na(OH). En todos los
casos este agregado se realizd6 empleando micropipetas, siendo los volumenes adicionados
menores al 0,5% del volumen de la alicuota. Teniendo en cuenta esta condicion, puede
considerarse que el aumento del volumen, al fijar el pH de la solucidn, es despreciable y, por
ende, la concentracion no varia respecto a la solucion madre. Una vez alcanzado el pH
deseado se toma el espectro de absorcidn de la solucion.

Repitiendo este procedimiento se modifico nuevamente el pH de la alicuota hasta
alcanzar otro pH y se tomoé el espectro de la solucidn. Se trabajo sobre la misma alicuota en
tanto y en cuanto el volumen total agregado nunca sobrepase la condicion fijada del 0,5 % del
volumen inicial. De lo contrario, se descarto la alicuota con la cual se estaba trabajando y se
tomd una nueva y se repitid la operacion. De esta manera, mediante el agregado de las
soluciones de distinta concentracion de &cido y base, se logra modificar el pH de la solucion
en un amplio rango sin modificar la concentracion de la sustancia cuya constante de

ionizacion se quiere determinar.

5.2.2. Equipamiento.
Las medidas de pH se realizaron en un pH-metro Metrhom, provisto de un electrodo
de vidrio combinado. La calibracion del equipo se realizd empleando soluciones

amortiguadoras comerciales con valores de pH 4,00; 7,00; 10,00 y 12,00.
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Los espectros de absorcién, correspondientes a las soluciones preparadas como se
detallé en el inciso anterior, fueron tomados en un espectrofotdmetro Cary 3 de Varian. Este
equipo, que permite tomar espectros de absorcion en el rango comprendido entre 190 y 900
nm, es un espectrofotometro de barrido de doble haz, que cuenta con un programa de
computacion que admite guardar las sefiales obtenidas y promediarlas, en aquellos casos en
los cuales la relacion sefial-ruido no es aceptable, para lograr espectros suaves.

En todos los casos, se empleé como blanco una solucion de agua (mili Q) y se
grabaron los espectros entre 200 y 500 nm. Para casi todas las medidas, se emplearon celdas
de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico. Cuando fue necesario, por emplearse concentraciones

mayores a la habitual (100 uM), se recurrié al uso de celdas de 2 mm de camino Optico.

5.2.3. Titulacion espectrofotométrica.

Se registraron los espectros de absorcidn de las soluciones preparadas. Luego, para
cada caso, se determinaron las zonas del espectro donde se producian los mayores cambios en
la absorbancia de las soluciones al variar el pH. También se analizaron los puntos isosbésticos
con el fin de evaluar la cantidad de formas acido-base presentes en el rango de pH estudiado.

Se realizaron las correspondientes graficas de absorbancia en funciéon del pH a
distintas longitudes de onda, las cuales se escogieron dentro de las zonas de mayor cambio de
absorbancia. En la figura 5.1 se muestra una grafica tipica.

5.3. Analisis de los resultados

Es conveniente, antes de desarrollar esta seccion, realizar una aclaracion sobre la
terminologia que sera empleada en este trabajo de tesis respecto a los equilibrios &cido-base.
Las “formas &cido-base” de una sustancia son especies quimicas que difieren entre si en la
carga neta de la molécula en una unidad. A la de mayor carga se la llamara, en adelante,
“forma 4cida” (AH") y a la de menor carga se la denominara “forma alcalina” (A®™).
Obviamente, la primera posee un hidrégeno mas que la segunda en el grupo ionizable y el
equilibrio entre ambas puede representarse mediante la siguiente reaccion.

HA" < > AMD 4+ 4

57



Materiales y Métodos Experimentales

La constante de equilibrio de esta reaccion (constante de ionizacion o constante de

disociacion &cida) viene dada por la siguiente expresion

Ka=[H".[A"Y]/ [HA"

5.3.1. Determinacion de la constante de ionizacion mediante un ajuste no lineal.

Sobre consideraciones sencillas basadas en el equilibrio entre dos formas acido-base
de una sustancia puede deducirse una ecuacion que vincula la absorbancia de la solucion, a
determinada longitud de onda, con el pH. A continuacion se muestra la ecuacion empleada y
en la seccion siguiente se muestra su deduccion.
Ar=10" . {b+(a-b).[Ka/(Ka+10)]} (1)
donde At es la absorbancia de la solucién a una dada longitud de onda; a y b son los
coeficientes de extincion molar, a dicha longitud de onda, de las formas alcalina y &cida
respectivamente; Ka es la constante de ionizacion del compuesto y x el pH.
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Figura 5.1. Curva de titulacién obtenida para 6-formilpterina. Las medidas de la absorbancia
fueron realizadas a 370 nm. La linea continua muestra la absorbancia calculada a partir del

ajuste no lineal realizado empleando la ecuacion 1.

El ajuste no lineal se realizd empleando el programa SigmaPlot, obteniéndose los

valores calculados para los parametros a, b y Ka. En todos los casos se compararon estos
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valores con los obtenidos mediante el método grafico. En este ultimo método, los valores de a
y b se calculan a partir de las asintotas de la gréafica y Ka es igual al valor de pH que
corresponde a la absorbancia obtenida promediando los valores de absorbancia de las

asintotas.

5.3.2. Deduccion de la ecuacion (1).

Esta ecuacion permite plantear la absorbancia total de la solucion (At), a una
determinada longitud de onda, como una funcion del pH. Considerando que las unicas
especies que absorben luz en la region del espectro analizada son las formas acida y basica de
la molécula cuya constante de ionizacion se quiere averiguar, se pueden plantear las

siguientes ecuaciones.

AHA = EHA . [HA] (2)
A= ex . [A] ©)
AT = AHA + AA = EHA . [HA] + EA . [A] (4)

Por razones de comodidad se usara HA para representar a la forma &cida y A™ para representar
a la forma alcalina. Por consiguiente Axa y Aa™ son las absorbancias de las formas &cida y
alcalina respectivamente, €nay €A™ son los coeficientes de extincion molar de las formas acida
y alcalina, respectivamente y, por ultimo, [HA] y [A] son las correspondientes
concentraciones molares. Como se mencion6 anteriormente la expresion para la constante de
ionizacion (Ka) es:
Ka=[H"].[A]/[HA] (5)

Ademas se define la concentraciéon total o analitica (C) como la suma de las
concentraciones de las dos formas acido-base.
C=[HA] +[A] (6)
despejando [HA] de (6) y reemplazandolo en (4) se obtiene
AT=8HA.(C-[A]) + €A . [A] (7)
despejando [HA] de (6), reemplazandolo en (5) y luego despejando [A’] se obtiene una
expresion que relaciona [A]y C.
[A1=C.Ka/(Ka+[H) (8)
reemplazando esta expresion (8) en (7) se obtiene

Ar=gna.(C-C.Ka/(Ka+[HT)+€x.C.Kal(Ka+[HT) 9)
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reordenando,

AT=C[€&na.(1l-Ka/(Ka+[H7))+&a .Ka/(Ka+[H])] O

0 Ar=C[€HAa-EHa.Ka/(Ka+[H]))+€a.Ka/(Ka+[H])] O

0 Atr=C[€Ha+(Ea -€HA).Ka/(Ka+[H'])] O

O Ar=C[&Ha+ (€a -€Ha).Ka/(Ka+10P")] (10)

reemplazando en la ecuacién (10) C por 10” , que es la concentracién que se usé en las

titulaciones, €xa por a, €A por by pH por X, se llega a la ecuacion (1).
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