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Методами колориметрии и спектрофотометрии с хемометрической обработкой данных изуче-
ны кислотно-основные свойства различных по структуре азокрасителей в водных растворах,  
а также проведен сравнительный анализ возможностей обоих методов. Установлено, что исполь-
зование данных об изменении удельного цветового различия в зависимости от кислотности среды 
позволяет определить константы ионизации всех функциональных групп исследуемых азосоедине-
ний. Показано, что привлечение колориметрических функций ионно-молекулярных форм азосоедине-
ний в качестве аналитического сигнала позволяет получить целостную картину о существующих 
кислотно-основных равновесиях в широком интервале кислотности среды. 

Ключевые слова: азокрасители, колориметрия, спектрофотометрия, константы ионизации, 
кислотно-основные свойства. 

 
The acid-base properties of azo dyes of different structures in aqueous solutions were studied using the 

methods of colorimetry and spectrophotometry with chemometric data processing. A comparative analysis of 
the capabilities of both methods was carried out. It was established that it possible to determine the ioniza-
tion constants of all the functional groups of the azo compounds studied using the data on the change in the 
specific color difference depending on the acidity of the medium. It was shown that the use of colorimetric 
functions of ion-molecule forms of azo-compounds as an analytical signal allows obtaining complete 
information of the acid-base equilibrium in a wide range of acidity. 

Keywords: azo dyes, colorimetry, spectrophotometry, ionization constants, acid-base properties.  
 

Введение. Решение прикладных задач химического анализа способствует развитию теории ион-
ных равновесий и комплексообразования ионов металлов с органическими лигандами [1]. Комплек-
сообразование в растворах изучено достаточно полно. Предложено значительное число способов оп-
ределения стехиометрии комплексов и их констант устойчивости (методы Остромысленского—
Жоба, Бента—Френча, Старика—Барбанеля, Эдмондса—Бирнбаума и др.), а также установления ви-
да и заряда координирующих ионов металла и лиганда (метод Назаренко) [2]. В свою очередь изуче-
ние кислотно-основных равновесий — важная составляющая в исследовании физико-химических и 
металлосвязывающих свойств органических лигандов, являющихся часто полифункциональными 
соединениями, в установлении механизма реакций, оптимизации условий химико-аналитических оп-
ределений и планировании эксперимента с использованием процессов экстракции, ионного обмена  
и др. [3]. Численная характеристика кислотно-основных свойств вещества — показатель константы 
равновесия реакции переноса протона pKa [4], который входит в перечень физико-химических 
свойств, определяющих основные фармакокинетические и фармакодинамические параметры моле-
кул в так называемых ADME (absorption, distribution, metabolism, and excretion) исследованиях [4, 5]. 
Существенно, что величина pKa определяет направление, интенсивность протолитических процессов 
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и положение кислотно-основного равновесия, а следовательно, вид, заряд и соотношение концентра-
ций ионно-молекулярных форм вещества. 

Вышеперечисленное определяет актуальность разработки и усовершенствования методов иссле-
дования кислотно-основных процессов, установления соотношения концентраций равновесных форм 
вещества и расчета соответствующих величин pKa. Наряду с теоретическими методами расчета pKa, 
основанными на возможностях метода QSPR (количественная взаимосвязь структура—свойство), 
активно развиваются экспериментальные методы определения pKa. Современным методам исследо-
вания кислотно-основных свойств веществ характерны некоторые недостатки, в том числе особенные 
требования к чистоте, фото-, термо- и химической устойчивости вещества во всем диапазоне кислот-
ности среды. Возможности классических методов определения pKa (спектрофотометрии, потенцио-
метрии, кондуктометрии) и недавно предложенных (капиллярного электрофореза и различных вари-
антов высокоэффективной жидкостной хроматографии) обсуждаются в работах [4—6]. Отметим, что 
физико-химические методы исследования кислотно-основных равновесий в растворах постоянно со-
вершенствуются и модернизируются. Последнее в большей степени относится к спектроскопическим 
методам, особенно к спектрофотометрии в УФ и видимой областях, что обусловлено доступностью 
аппаратуры, простотой получения соответствующего аналитического сигнала и возможностью при-
влечения различных математических и хемометрических алгоритмов его обработки [7]. К перспек-
тивным методам исследования кислотно-основных равновесий следует отнести колориметрию (цве-
тометрию). В [8—12] показано, что использование функций насыщенности цвета, а также удельного 
и полного цветового различия является удобным и эффективным способом определения pKa функ-
циональных групп органических соединений. Возможности этого метода проанализированы в обзор-
ных работах [13, 14], а в [15] предложен простой, но недостаточно эффективный способ определения 
pKa с использованием планшетного сканера и графических редакторов.   

Исходя из вышеизложенного, дальнейшее исследование возможностей определения величин pKa 
органических соединений с помощью колориметрических функций, рассчитанных на основе зареги-
стрированных электронных спектров поглощения в видимом диапазоне, представляет как практиче-
ский, так и теоретический интерес. В качестве модельных объектов исследования нами выбран ряд 
полифункциональных азокрасителей.  

Эксперимент. Растворы азокрасителей 3,4-диоксиазобензола (ДОАБ), 4-сульфо-3,4-диоксиазо-
бензола (СДОАБ), калькона (КЛН), 4-(2-тиазолилазо)резорцина (ТАР), 4-(2-тиазолилазо)-5-диэтил-м-
аминофенола (ТААФ), тропеолина О (TPО), тропеолина ОО (TPОО), тропеолина 000 (TPООО)  
и тропеолина Ж (ТРЖ) с концентрацией 1·10–3  моль/л готовили путем растворения навески вещества 
в 50%-ном этаноле: 
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Кислотность создавали растворами серной кислоты и гидроксида натрия. Применяли реактивы 
квалификации не ниже ч.д.а.  
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Электронные спектры поглощения зарегистрированы на спектрофотометре СФ-56 в интервале 
380—780 нм в термостатированных при 25 °С кварцевых кюветах с толщиной поглощающего слоя 
1 см. Кислотность среды контролировалась с помощью стеклянного электрода ЭСЛ-63-07 в паре  
с хлорсеребряным электродом сравнения ЭВЛ-1М3 на иономере И-160, откалиброванном по 
стандартным буферным растворам.  

Для определения pKa в ряд мерных колб вместимостью 25 мл вносили по 0.5—1.0 мл исходного 
раствора красителя, создавали соответствующую кислотность среды в диапазоне 5 М H2SO4 — рН 13 
и доводили до метки. При нечетком разделении максимумов и для большей дифференциации значе-
ний pKa дискретность изменения рН уменьшали до 0.1. Использованы следующие колориметриче-
ские функции: X, Y, Z — координаты цвета в системе CIEXYZ; L, A, B — координаты цвета в системе 
CIELAB; насыщенность цвета (S) и удельное цветовое различие (SCD). Методика расчетов подробно 
описана в [8]. Для определения pKa спектрофотометрическим методом полученные электронные 
спектры поглощения обработаны в программе SpectroCalc-H5A [16]. 

Порядок диссоциации функциональных групп исследуемых азосоединений теоретически про-
гнозировали исходя из структур их ионно-молекулярных форм с геометрией, оптимизированной ме-
тодами молекулярной механики (ММ+). Расчет pKa и их отнесение к соответствующим функцио-
нальным группам в программных пакетах Marvin 5.9.1. и ACDLabs Professional 6.0 основаны на воз-
можностях метода QSPR [17]. 

Результаты и их обсуждение. Спектры поглощения азосоединений на примере ДОАБ и ТААФ 
представлены на рис. 1. Исследование кислотно-основных равновесий в растворах азокрасителей 
спектрофотометрическим методом — достаточно сложная задача, поскольку протонирование/депро-
тонирование азогруппы, как правило, не сопровождается существенным изменением спектра погло-
щения красителя. Определение pKa ауксохромных кислотных групп выполнить относительно просто 
при наличии в спектрах поглощения изобестической точки. Так, для ДОАБ (рис. 1, а) в кислой среде 
(рН 1—5) в спектрах поглощения наблюдается одна интенсивная полоса поглощения (ПП) с макси-
мумом при 350 нм, а повышение рН среды приводит к батохромному сдвигу ПП до 445 нм. К тому 
же в спектрах поглощения (рис. 1, а) присутствует выраженная изобестическая точка при 390 нм. 
Существенно сложнее исследовать кислотно-основные равновесия в растворах полифункциональных 
и гетероциклических азокрасителей. В таких случаях наложение процессов ионизации ряда функ-
циональных групп и таутомерии не позволяет выделить изобестические точки, а также отнести ПП  
к той или иной равновесной ионно-молекулярной форме. В качестве примера можно рассмотреть 
спектры поглощения ТААФ (рис. 1, б). В среде 5 М H2SO4 в спектре ТААФ присутствует одна интен-
сивная ПП с максимумом при 445 нм, а при рН 0.1 ее интенсивность падает и появляется вторая ПП  
с максимумом при 300 нм. Повышение рН приводит к исчезновению ПП при 300 нм, уменьшению 
интенсивности светопоглощения при 445 нм и формированию новой ПП с максимумом при 515 нм. 
В щелочной среде наблюдаются увеличение интенсивности и гипсохромный сдвиг ПП до 495 нм. 
В целом в спектрах поглощения ТААФ выраженные изобестические точки отсутствуют.  
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Рис. 1. Электронные спектры поглощения растворов азокрасителей ДОАБ (а) и ТААФ (б)  

при различной кислотности среды 
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 Для колориметрического определения pKa рассчитаны значения удельного цветового различия 
растворов азокрасителей в зависимости от рН среды (рис. 2). Как видно, кривые SCD = f(pH) для 
ДОАБ, СДОАБ, ТАР и ТААФ имеют четко дифференцированные пики, число которых соответствует 
числу функциональных групп красителей, способных к протолизу в рассматриваемом диапазоне ки-
слотности среды. Кривые аналогичного вида получены и для остальных исследуемых красителей. 
Согласно рекомендациям [8, 9], значения pKa определены как рН, соответствующие максимумам па-
раметра SCD на кривых SCD = f(pH). Следует отметить, что уширение пиков и появление плечей 
(рис. 2), вероятно, связаны с таутомерными равновесиями, наиболее характерными для азокрасите-
лей, в структуре которых присутствует ОН-группа в пара-положении к азогруппе.  
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Рис. 2. Влияние рН среды на изменение удельного различия цвета растворов ДОАБ (1),  
СДОАБ (2), ТАР (3) и ТААФ (4) 

 
Для подтверждения правильности определения pKa красителей использована спектрофотометрия 

с итерационным алгоритмом расчета и подходы QSPR (табл. 1). Как видно из табл. 1, значения pKa, 
полученные методами колориметрии и спектрофотометрии, согласуются, что указывает на их пра-
вильность. Однако спектрофотометрически не удается определить константы диссоциации сильно-
кислотных сульфогрупп и в большинстве случаев константы ионизации азогрупп. Добиться диффе-
ренцирования функциональных групп, близких по кислотно-основным характеристикам, а также за-
фиксировать равновесия с участием сильнокислотных сульфогрупп и определить соответствующие 
величины pKa можно, используя преимущества колориметрических функций как аналитического 
сигнала. Так, для их расчета учитываются спектрофотометрические данные всего видимого диапазо-
на, что исключает некорректный выбор аналитической длины волны фотометрирования при наложе-
нии таутомерных равновесий на процессы диссоциации. К тому же молярные коэффициенты коло-
риметрических функций на 1—2 порядка превышают молярные коэффициенты поглощения [13], что, 
по-видимому, и позволяет фиксировать “тонкие” различия в спектральных характеристиках равно-
весных кислотно-основных форм. Возможности метода QSPR ограниченны, хотя и дают возмож-
ность во многих случаях оценить величины pKa, особенно сульфогрупп, что позволяет дополнитель-
но подтвердить правильность результатов, полученных колориметрическим методом. Следует отме-
тить, что в некоторых случаях (СДОАБ, ТАР, TPОО, TPООО, ТРЖ) значения pKa, определенные ме-
тодом QSPR, заметно различаются. Это вызвано несовершенством существующих алгоритмов, что 
неоднократно отмечалось в работах [5, 6]. Однако результаты, полученные с применением метода 
QSPR, позволяют корректно провести отнесение величин pKa к соответствующим функциональным 
группам. Величины pKa функциональных групп тропеолинов и ТАР, приведенные в табл. 1, удовле-
творительно согласуются с указанными в справочных руководствах [18, 19].  
 Представляет интерес сравнить возможности колориметрии с другими методами, предложенны-
ми для определения pKa, согласно критериям [6]. Как видно из табл. 2, существенным ограничением 
потенциометрического и кондуктометрического методов является применение растворов высоких 
концентраций, а значит, достаточного больших количеств веществ. Эти методы позволяют определять 
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Т а б л и ц а  1.  Показатели констант ионизации азокрасителей в растворах (n = 3, P = 0.95) 
 

Краситель Группа Колориметрия Спектрофотометрия QSPR 
–N=N– 2.0±0.1 — — 
3–OH 7.6±0.2 7.8±0.1 8.1 ДОАБ 
4–OH 10.1±0.1 9.9±0.2 — 

4–SO3H –0.7±0.1 — –1.0 
–N=N– 2.5±0.2 — – 
3–OH 8.5±0.2 8.3±0.2 8.8 СДОАБ 
4–OH 11.2±0.1 11.1±0.1 11.7 
–SO3H –0.7±0.1 — –0.6 

4–N=N– 0.6±0.2 0.5±0.2 — 
о–OH 7.4±0.1 7.5±0.1 7.5 

КЛН 

п–OH 12.2±0.1 12.3±0.1 11.9 
–N= –1.1±0.1 — –1.2 

–N=N– 1.0±0.1 0.9±0.1 — 
2–OH 6.0±0.2 5.9±0.1 7.2 

ТАР 

4–OH 9.8±0.1 9.9±0.2 9.2 
–N= –1.0±0.1 –0.9±0.2 –1.1 

–N=N– 0.6±0.2 0.5±0.1 — 
4–N(C2H5)2 1.5±0.1 1.6±0.1 1.7 

ТААФ 

2–OH 7.8±0.2 7.7±0.1 7.5 
4–SO3H –0.8±0.1 — –0.9 
–N=N– 0.5±0.1 0.7±0.1 — 
2–OH 6.5±0.1 6.6±0.1 — 

ТРО 

4–OH 12.0±0.2 11.8±0.2 12.0 
4–SO3H –0.6±0.1 — — 
–N=N– 0.8±0.1 0.9±0.1 0.8 TPОО 
–NH– 2.0±0.1 1.9±0.1 1.3 

4–SO3H –0.7±0.1 — — 
–N=N– 2.0±0.1 1.9±0.1 — TPООО 
2–OH 8.5±0.1 8.3±0.1 11.8 

3–SO3H –0.8±0.1 — –1.0 
–N=N– 0.9±0.1 1.0±0.2 — ТРЖ 
–NH– 2.1±0.2 2.2±0.1 1.2 

 
pKa в ограниченном интервале, однако они достаточно точны и просты. Аналогично можно охарак-
теризовать и вольт-амперометрический метод, который также позволяет оценить влияние на величи-
ны pKa температуры (Т), ионной силы (I) и органических растворителей (ε). Метод высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) способствует работе с очень малыми количествами иссле-
дуемого вещества, но существенно уступает остальным методам по стоимости и сложности исполь-
зования. Следует отметить, что метод капилярного электрофореза является достаточно эффективным 
методом исследования протолитических свойств веществ. К его недостаткам относится невозмож-
ность определения величин pKa функциональных групп, близких по кислотно-основным характери-
стикам. Недостатки расчетных способов определения величин pKa веществ — их недостаточная точ-
ность и невозможность оценить влияние температуры, ионной силы и природы растворителя на ве-
личины pKa. Спектрофотометрия и колориметрия не уступают методу капиллярного электрофореза, 
но более просты и общедоступны. К достоинствам колориметрии следует отнести возможность од-
новременного определения pKa всех функциональных групп вещества, способных к протолизу, в том 
числе близких по кислотности, что дополнительно позволяет сократить время, затрачиваемое на пол-
ное изучение кислотно-основных свойств вещества. В целом использование значений колориметри-
ческих функций ионно-молекулярных форм красителей в качестве аналитического сигнала дает воз-
можность получить целостную картину о существующих кислотно-основных равновесиях в широком 
интервале кислотности среды. 
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Т а б л и ц а  2.  Сравнение достоинств (+) и недостатков (–) методов определения величин pKa 
 

Метод Количество вещества Диапазон pKa Точность Т, I, ε Время/цена
Потенциометрия – – – + + + + 
Кондуктометрия – – – + – + + 
Вольт-амперометрия – + + + + 
ВЭЖХ ++ – + – – 
Капиллярный электрофорез ++ + ++ ++ + 
Расчетный/QSPR ++ ++ – – – – + 
Спектрофотометрия + + ++ ++ + 
Колориметрия + ++ ++ ++ ++ 

 
Заключение. Сравнительный анализ возможностей основных физико-химических методов и ко-

лориметрии в исследовании протолитических равновесий и определении констант ионизации в рас-
творах показывает, что в отличие от спектрофотометрии колориметрия позволяет определить кон-
станту ионизации сульфогрупп азокрасителей, диссоциация которых, хотя мало, но влияет на вели-
чины колориметрических функций. При колориметрическом определении значений pKa наложение 
таутомерных равновесий на процессы ионизации и сосуществование в узких интервалах рН несколь-
ких ионно-молекулярных форм, способных к протолизу, не оказывают существенного влияния,  
а ошибка некорректного выбора длины волны фотометрирования раствора минимизирована. 
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