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LUIGI DI BELLA (1)

Sulle variazioni di colore degli antociani

e sul loro impiego come indicatori ¥

1. — L7infinita policromia dei flori e di altre parti delle piante
¢ dovata a numerose classi di pigmenti, quali gli antociani, le an-
toxantine, i catecoli, le clorofille, i carotinoidi. Nella determinazicne
del colore dei fiori nna parte preponderante hanno le antocianine,
alle quali abbiamo dedicato P attuale studio. Il numero relativa-
mente esiguo di antoeianine rispetto all’estrema varietd del ecolore
dei fiori, nonecheé la formazione di certi colori nei fiori, ehe le antocia-
nine presentano in vitro solo in condizioni ineowmpatibili eon I’ esi-
stenza delle piante ¢ non riseontrabili in esse, rendono ancora in
parte oscura la genesi del eolore dei fiori Tra i fattori pilt impor-
tanti eapaei di modificare il colore dei fiori abbiamo: 1) la coesi-
stenza di pigmenti appartenenti a classi differenti, gnali antoxantine,
carofinoidi e clorofille (1); 2) la presenza di copigmenti o sostanze
capaci di modificare in maniera pil 0 meno specifica il colore degli
antociani e che appartengono ai Havoni e flavonoli, ac. tannico e
derivati (48, 29, 16); 3) la reazione del mezzo nel quale si trovano
disciolfi gli antociani (14); 4) la presenza di Fe nelle cellule ve-
getali (30); 5) lo stato molecolardisperso, eristallino o colloidale (30).
I pigmenti differenti qualora esistano nel medesimo tessuto agiscono
in maniera additiva e cosl forse pure alcuni copigmenti, quando non
hanno stretta specificita (16). Anche a seconda dello stato di disper-
sione, aggregazione o adsorbimento a colloidi il c¢olore degli anto-
ciani pao variare. Allo stato eristallino (sferocristalli) (9) hanno un
colore generalmente pin eupo che allo sfato di dispersione moleco-

(1) Ringrazio vivamenle il Dott. Dino Coppint, Assistente nell'Istituto
di Chimica Farmaceutica, per il suo valido e disinteressato concorso nel-
Iallestimento del materiale sperimentale e strumentale. Sono vivamente
spiacente che per ragioni sue personali estrinseche dalla volonta di en-
trambi, abbia dovato interrompere la sua valida collaborazione nell ese-
cuzione del presente lavoro.

(") Dall’Istituto di Fisiologia dell Universitd di Modena diretlto dal
prof. A. Aggazzotti.
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lare e nella medesima cellula in fasi fanzionali e periodi differenti
si pud passare da uno stato all’altro (18) e pure & quello di adsor-
bimento su colloidi, ¢he possono anche essere rappresentati da po-
lisaccaridi (30) o tannini (9) o pectine (9.

Nel presente studio abbiamo avuto agio di approfondire e di
c¢hiavire parzialmente altre eause di variazioune del colore dei fiori.

Il eambiamento di colore degli antociani col variare della rea-
zione del mezzo costituil argomento delle prime indagini chimiche
sulla classe di sostanze. R. BoyLk e N. GREw (47) descrissero primi
il fenomeno, che fu osservato e studiato in seguito da large stuolo
di ricercatori. CHEVALLIER ¢ PAYEN & CHEVALLIER n¢ proposero
Pimpiego come indieatori mediante eartine imbevute nelle tinture
dei fiori o I'apggiunta diretta della tintura ai lignidi in esame,.
Avche PELLAGRI, SACHER e HARROwW mne suggerirono l'uso come
indicatori. PRATT e SwaARTOUT misurarono i limiti di pH di solu-
zioni tampoui, entro eni virava il colore di estratti di vegetali di-
versi. BuxroNy & Damnpisgirk disfinsero gli antociani in 2 gruppi:
gruppo rosso, con colori dal rosso (pIH 3 al rosso-scuro (alealino);
gruppo blu, con colori dal rosso al violetto e al verde. ROBERTSON &
ROBINSON (26) suggerirono lo studio eolorimetrico degli antoeiani in
soluzione tampone fosfati, ac. fenilacetico, ae¢. borico, NaOH da 3,2
a 11, guale indice aggiuntivo per [I"identificazione dei vari anto-
ciani SMITH, estraendo fiori di specie diversa con tamponi fosfato
e confrontando i colori ottenuti con quelli di un altro indieatore
(pantina | eered in tal modo di determinare il pH del sueco eellulare.

Le proposte e gli studi anzidetti, se hanno attirato I’attenzione
sull’ eventuale impiego degii antociani come indieatori, non ne hanno
tuttavia stabilito le caratteristiche fondamentali che si esigono da
un ecolorante per proporne PVimpiego come indieatore. Infatti non
basta c¢he una sostanza vari di colore ¢ol modificarsi della reazione
del mezzo perché possa trovare impiego utile come indicatore; &
necessario che essa soddisfi a particolari condizioni e segua deter-
minate leggi. Scopo del presente lavero & appunto anche quello di
saggiare Peventuale utilizzazione pratica come indicatori degli an-
tociani. Lo studio ¢i ha condotto a risultati limitatamente positivi
e c¢i ha portato ad acqnisizioni che ei sembrano di un interesse
generale sia per la classe degli antoeiani, ecome per quella pin ge-
nerale e numerosa degli indicatori. .

2" Estratti. — Si sono adoperati petali di corolle fresche di
Papaver Rhoeas L. selvatico, nei auali si aveva cura di tagliare in
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antecedenza la base ed il piceiolo del petalo, che mostra un colore
rosso-violetto ed ha un aspetto carnoso e succulento, ovvero anche
nerastro lucido, con un alone bianco splendente, che circonda il
margine libero della zona nera. I/estrazione si & fatta per gsemplice
jmmersione in etanolo o metanolo ca. 95° che in eapo a poche ore
e gempre pitt intensameute nei giorni suceessivi si colora in rosso
rubino. Il colore si & dimostrate abbastanza stabile. La soluzione
aleoolica veniva adoperata come tale previa filtrazione attraverso
carta da filtro. JONESco (21) aveva ammesso la presenza di antogia-
pnine nelle corolle di Papaver Rhoeas, riportando 1'eventuale pre-
senza di antoeianidine all’idrolisi acida. In un successivo lavoro (13)
elenca in un’antoeianina, un’antocianidina ed un pigmento giallo (1)
le sostanze coloranti di Papaver Rhoeas. WirsTaArTErR & WEIL
avevano estratto dai petali di Papaver Rhoeas (49) la mecocianing,
c¢he Grove, IMmBusE & RoBINSON hanno identificato per gintesi con
un 3-bioside della eianidina. Il reperto sarebbe convalidato da
quello di Scamip & HUBER (38) che hanno riscontrato nel Papaver
Rhoeas nun antociano solubile in aleool, risultante dell’aglucone cia-
nidina e di due molecole di glueoso. Ora i diglucosidi della cianidina
sono o 3-5 dimonosidi oppure 3-biosidi (32). Per le indagini di
WiLeTATTER & WEIL e per quelle di GrovE & Coll. (49, 8) credo
si possa ritenere accertata Pidentificazione del diglucoside eianidi-
nice di Somyip & HUBER (38) nella mecocianina. B pereid anche
la nostra sostanza colorante avrebbe dovuto identificarsi nella me-
cocianina. Che effettivamente si trattasse di un diglucoside e non
di an monoside o di un aglucone era dimostrato dal fatto che al-
cool amilico (iso) non estraeva Pantociano (Prova di EVEREST),
mentre invece lo estraeva da una soluzione aequosa dopo breve
idrolisi con H,SO, 15-20°/, all’ebollizione. La ragione del passag-
gio sarebbe dovata ad uno stato di differente aggregazione degli
antociani nei due solventi: esse sarebbero appaiate in soluzisne
cloridrica, allo stato di molecole sempliei invece in alcool isoa-
milico (17). Il residuo solido ottenuto fu di gr. 0,06211°,. Con
NaOH il colore rosso passa al blu, e, se¢ il pH supera 12, al verde
(bl + giallo). Per interpretazione ed il significato di yuesto vi-
raggio rimandiamo a (47, 6) ed alla discussione dei risultati. Facciamo
pertanto rilevare per ora che-il viraggio rivela la presenza di un
~OH in 4’ (2). Il colore blu rimaneva apparentemente inalterato
fino anche 8 giorni dopo Iaggiunta della NaOH, per quanto effet-
tivamente abbiamo potute constatare al fotometro che per intensita
il colore si uniformava gia dopo 24 h, anche se il pH del liguido
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andava da 8 a 11, 9. Dopo lango periodo di tempo si aveva la
graduale decoclorazione del liquido per formazione di leucoanto-
eianine (86), decolorazione che Barebbe caratteristica dei composti
piril - 3 - osgisostituiti (24). Per agginnta di nuna goceia di soluzione
diluita di TFeCl; alla soluzione alcoolica della sostanza colorata com-
pare immediatamente un colore blu, c¢he dura immutato anche
parecchi giorni. Se ne desume da ¢id che 1"antociano deve avere
almeno due -OH econtigui, di cui uno in 3'(6, 15, 28). Il legame
glucosidico in 3 era confermato oltre che dalla ripartizione fra
soluzione cloridrica ed alcool isoamilico anche dalla colorazione con
Na -acetato, violetta prima, blu dope idrelisi con H,S0, (41). Una
solnzione acquosa di Na,COj; colora in blu- porpora stabilmente una
soluzione acquosa i estratto aleoolico. Per alealinizzazione con
NaOH il colore vira al blu, come si & detto, e si ripristina di nuove
il eolor rosso per acidificazione, anehe se si & spinto il pH fino a
11 per parecchie ore (prova di ossidazione (33). Si son dovuti ag-
giungere in media 4,5 voll. di benzolo alla soluzione in alcool iso-
amilico per far «ritornare» il colore nella soluzione ecloridrica I1
ecolore veniva assunto dal «reagente della cianidina» (1 vol. eiclo-
esanolo, 3 voll. toluolo) ed anehe in parte da alecool isoamilico se
si saturava in antecedenza la soluzione con NaCl (34, 33).

Tufte le prove sopra eseguite c¢i portano ad ammettere la pre-
senza di un diglneoside della cianidina nel nostro estratto alcoolico,
diglucoside che potrebbe essere la mecocianina o la cianina (32)
Per quanto si ¢ sopra detto si dovrebbe trattare della mecocianina,
il eche viene convalidato dall’inftenso colore bln della sostanza in
zona alealina (7), Lie curve di assorbimento ottenute corrispondono
a quelle degli antociani (6). Essendosi adoperato come lignide di
estrazione etanolo e metanolo, siecome i petali non erano stati prima
triturati o macerati, per eni veniva rispettata al massimo [’ inte-
gritd delle cellule vegetali e solo poche delle sostanze in esse con-
tenute avrebbero potuto passare nell’alcool, siccome infine prima
dell’estrazione veniva tagliato via il picciolo del petalo, che, per
avere colori differenti, avrebbe potuto contenere pigmenti diversi,
erediamo che il pigmento estratto sia solo o in assoluta prevalenza
mecocianina. [Paltra parte R. Scorr - MONCRIEFF (42) afferma cate-
goricamente che «most wild types, with the exception of Papaver
Rhoeas, contain anthoxanthins.

Le nostre determinazioni sono state eseguite con luei monoegro-
matiche, filtrate attraverso i filtri S del fotometro graduale di Pul-
frich, per eui Peventuale presenza di altri pigmenti, data anehe

7]
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I’assoluta preponderanza della mecocianina, non avrebbe potuto
egercitare che un’influenza trascurabilissima sui risultati. In aleune
gerie di esperienze abbiamo infine eseguite confronti fra misure
fotometriche e colorimetriche, ed esse collimano in maniera confor-
tevole, eonvalidando con c¢id la supposizione che, se degli altri
pigmenti sono passati nell’alcool oltre alla mecocianina, essi deb-
bono trovarsi in guantiti talmente esigua da essere in ogni caso
ineapaci di esercitare influenza di sorta sui risultati. Per quanto
rignarda altre eventunali sostanze passate nell’alecool e che avrebbero
potuto influenzare i risultati facciamo rilevare che nei nostri espe-
rimenti abbiamo adoperate al massimo 40 gocce di estratto alcoo-
lico per 10 ml. di liquido, una quantita ciog inferiore al 10 °/,. Ed
in questa °/,le i sali, gli xilani, ecc., anche per la loro scarsa o nalla
golubilitd in aleool nmon avrebbero del pari potuto interferire ap-
prezzabilmente sui nostri risultati.

Ci erediamo percid fondatamente auntorizzati ad aserivere alla
meeoeianina i risaltati nostri, Data poi la scarsa differenza nelle
colorazioni fra mecocianina e eianina i risultati erediamo che con
le dovute limitazioni potrebbero estendersi alla cianidina ed in parte
anche a tutti gli antociani e alle antocianidine.

3° Cenno generale sui metodi adoperati, — La conecentrazione
Hionica si determind eon potenziometro a valvela bigriglia, con
resistenza di griglia di 10 Ohm, per cui la corrente derivata dal
gistema era assolutamente trascurabile e eon ¢id anche traseurabile
diveniva I’eventualitd di una polarizzazione di esso. L’apparecchio
funzionava come stromento di zero; "amperometro aveva una sen-
sibilitah di 13<10~% Ampére per 1° di derivazione ed assumeva la sua
pogizione di equilibrio in qualche secondo. Lo spostamento dell’ in-
dice era ingrandito da un ecannocchiale. La sensibilita dell’appa-
reechio permetteva di misurare f.e.m. fino a 3.10-% Volta. Le ca-
ratteristiche dell’appareechio ei permisero di ginngere con buona
approssimazione alla determinazione della terza cifra decimale del
pH. Si tenne evidentemente conto della temperatura e della pressione
atmosferica, apportando le dovute correzioni. Si adoperd I’ elettrodo
ad U di MicHAELIS. [apparecchio e tutto il sistema delle sorgemti
di f.e.m. venivano tarati prima di ogni serie di letture con la pila cam-
pione WHEATSTONE e con altra pila al eadmio costrnita da noi, e,
parallelamente, le letture venivano confrontate con quelle ottenute
con goluzioni tampone a vario pIL La concentrazione della sostanza
eolorante si mantenne costante per ogni serie di ricerche, Si traseurd
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i1 fattore K contemplate dalla legge di BEER: — logTi — K l¢
avendo eseguito le misure fotometriche sempre alla medesima lun-
ghezza @’onda col medesimo filtro spettrale (5 — 50). In aleuni casi
si eseguirono anche delle misure colorimetriche e¢ol colorimetro di
Dusoscq, le quali, come si disse, furono in confortante accordo con
quelle fotometriche. Per quanto riguarda altri particolari di teenica
riferiremo nell’ esposizione dei risultati singoli.

K102 RISULTATLI SPERIMENTALI
13001 1° Curve di assorbimento isoidriche
| o isobatme. — Si & seguito 1 assorbi-
"'"’or mento — =a paritd di concentrazione e
| o di spessore [ — allo stesso pH in fun-
e zione della lunghezza d’onda e, per la
ol medesima lunghezza d’onda e lo stesso

pH, in funzione del tempo. L7annessa
900 Fig. 1 rappresenta le eurve (i assorbi-
mento isoidriche da pH 1 a 11 in solu-

oo, zioni tampone varie Si vede come il coef-

ficiente di estinzione sposti il suo mas-
19% gimo verso il rosso con I'innalzarsi del
o pH, passando da ca, 500 mp in zona

geida a eca. 870 mp in zona alealina
500l {pH 8 — 11). Un punto isobestico non
8i pud dire che egista, in quanto non ¢’&
400 un punto o tratto delle eurve comune a

tutte. Un tratto comnne a tutte le eurve

e esiste da pH 3 a pH
11 (compresi) e si tro-
2000 i
va vieino a 720 mp.
2005 = Cio potrebbe interpre-
; tarsi nel senso ehe solo
0 = e PR e S entro questl limiti di
%330 o s;o 570 &0 64 20 g 4

pH vi sono due stati
della mecocianina in

Fig. 1.

Curve approssimative di assorbimento isoidriche da
pH 1 apl1l. Le cifre sulle aseisse, anche nelle Figg.
suecessive, rappresentano le lungherze d’onda (Filiri  a plLl 1 e 2 la meco-
S, in corrispondenza delle quali furono eseguife le
letture, Le soluzioni tampone per pH 1 e 2 furono al . .
HeL 6 KCL 0.2 M, por pHida 3 a/8 di e citrico 0,1 2101 8tabi. Avremo oc.
M o HNa,PO, 0.2 M, per pH 9 di HCL 0, 1 M o bo- casione di ribadire,
race 0,05 M, per pH 10 e 11 i NaOIH 0,1 M, e borace
0,05 M.

relazione col pH e chie

cianina 8i trovi sotto

chiarire e ampliare ¢id
meglio in seguito.
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11 coefficiente di estinzione, a paritd di eondizioni, varia in
funzione del tempo (Figg. 2 e 3) secondo modalitd differenti in zona
acida o alealina.

= Pl

p— 720 S
1 | J» - Sty o)
o W R —pE T '_30'__ e
_L.u_.r..m_m:,_ el g
n i ni [
Fig. 2 Fig, 3

Variazione dei coefficienti di estinzione a pH 1 e 11 in funzione del fempo.
Le due Figg. sono su scale differenti. I numeri in corrispondenza delle
singole eurve si riferiscono alle langhesze d’onda, Le curve delln Fig. 2
sono state eseguife a pH 1 (soluzione tampone H C1- K ¢10,2 M); le curve

]

della IMig. 3 a pH 11 (soluzione tampone borace 0,05 M- NaOHI 0,1 M).

Esso aumenta dapprima per diminuire in segnito, pilt rapida-
mente in zona alecalina che acida, A pH 11 gid dopo ¢a. 170 min
il coeff. d’est. si abbassa al di softe dei valori iniziali. A pH 1, nei
limiti di tempo delle nostre ricerche non si @ mai osservato invece
un abbassamento al disotto dei valori iniziali. Siccome le dette
variazioni sono approssimativamente parallele, alle varie lunghezze
@’onda, e non mostrano d’'altra parte delle brusche deviazioni, se
ne desume che delle letture di trasparenza con soluzioni di meeo-
cianina possono avere valore ecomparative anche parecchio tempo
dopo che sono state ottenute, ¢ con maggior attendibilitd in zona
acida che in zona alealina.

I sali (NaCl) modificano la curva d’assorbimento in quanto:
a) acerescono il coeff. est. J; b) eol erescere della lunghezza d’onda
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e del pH fanno diminuire il coeff. est. relativamente meno, in modo
che fra 530 e 570 mp le eurve isoidriche 8’incrociano (fig. 4).
800

00 700 [NaCt 134

1275

406, 1 gy,

o 2489

L= e R =y s
GI.JG 70 500 530 570 60 566 ?20;%

ﬂ 28 G804
700k /

oo stos st o sk v, ‘A wososl soosb s 70 7y,

Fig. 4
Influenza dei sali neutri sulle enrve di assorbimento isoidriche. Le curve in alfo
a ginistra sono state oftenute in H Cl e sono riportate a seopo comparativos le altre
in solozione NaCl 1-2 e 3 M. I numeri in corrispondenza di ogni ecurva si riferi-
seono al pH.

9° Studio della mececianina come indicatore. — B noto da
tempo che gli antociani cambiano il loro eolore col variare della
reazione del mezzo. La mecocianina in ambiente acido prende un
eolore rosso, con nna lieve fluorescenza violetta, molto pia appari-
geente in soluzione di ac. acetico, una colorazione blu- violetta
intensa invece in ambiente alealino. Fra pH 4 e 7 il colore non &
pift apprezzabilmente percepito ed a pH =6, in assenza di sali, Ia
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mecocianing & quasi incolore. Percid dall’acide all’alealino la meco-
cianina passa dal rosso al violetto attraverso uno stato pressochd
incolore. Il colore blu o violetto nell’alealino si attenua col tempo
e gia dopo 48 h tende ad assumere un’intensita costante, che non
gi altera pitt neanche dopo diversi giorni e c¢he & all’incirca la me-
desima gualunque sia il pH da 8 a 11. A pH>11,9 il colore diventa
blu- securo e ’aspetto torbido: dopo pochi minuti il colore passa al
verde e la soluzione ridiventa limpida, col tempo il color verde
shiadisee sempre pitt per passare al verde-giallo prima al giallo-
chiaro dopo. Tutto il processo di trasformazione a pH = 12 impiega
¢irea 15 min. I’acidificazione (pH = 12) a questo punto pud fare
ritornare il color rosso, con una intensita tuttavia che sembra infe-
riore a guella di partenza, Se si acidifica invece dopo qualche tempo
o appare un colore roseo appena percettibile ovvere permane inal-
terato il eolor giallo chiaro. L7eventuale uso della mecocianina come
indicatore nell’alealino sarebbe gia, percid solo, limitate a pH 11,9.
In ambiente acido il colore & molto pilt stabile e le variazioni
di colore col tempo sono molto pilt lente e di minore entita; pereido
in questa zona le possibiliti d’impiego della mecocianina come
indieatore potrebbero essere molto pitt fondate. Una prima condi-
zione per l'impiego della meecocianina come indicatore sarebbe
P applicabilitdh ad essa della relazione fondamentale che lega il pH
al «grado di dissociazione» a:

a

7
pk[:p]i-i—logl—_-C;c (1)

Siccome non sappiamo se la «dissociazione» consista in una
dissociazione in senso acido o basico con parallele variazioni di
colore, dato dallo ione o dallo ionogeno, (teoria di OSTWALD), ov-
vero in una trasformazione in tautomeri differentemente colorati
parleremo cost d’ ora in avanti di «grado di dissociazione apparente».
« & stato determinato mediante il fotometro di PUL¥FRICH, appli-
cando la legge di LAMBERT. Le letture sono state eseguite in cor-
rispondenza del massimo d’assorbimento (500 mp) e si & adoperata
la formula:

1. en k; log T,
Lk log_T,: (@)

o=

dove I, ¢, k, @ T, indicano rispettivamente la lunghezza della va-
gehetta, la concentrazione della sostanza, una costante relativa alla
lunghezza d’onda alla quale si fa la misura e la trasparenza i 2
o rapporto °/, le fra luce emergente B e luce incidente 1. Gli indici
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m ed » sono relativi nel nostro case a due stati differentemente
colorati della mecocianina, Siceome 1, ¢,, E; si sone mantenuti
ugnali rigpettivamente a 1, e,, k; per eui il rapporto dei loro pro-
log T,
1og Ty
Se nella (2) & noto « ad un determinato pH, basta moltiplieare
log T,
log T,
il nuove « a quest’ultimo pH. Se invece non & note = allo stato m,

dotti =1, cosl abbiamo determinato « dal semplice rapporto

quesfo per il rapporto ottenuto ad un altro pH per avere

X logT; . . . y e
il rapporto Tog T, ¢i dard soltante una misura relativa, ei dirad

ciod soltanto secondo guale numero & multiplo «, di =,, Per cono-
scere pereid a,, si deve abbassare od innalzare il pH, fintantochs il
coeff. est. non vari pit. A questo punto gi deve ritenere che oy, sia
0 ovvero 1. che rappresentano i valori estremi che pud assumers
2, e che significano che in corrispondenza di essi la sostanza sia
niente o totalmente «dissociata», oppure che si trovi tutta sotto
forma x od m.

Una volta conoscinto = & facile caleolare il pK see. la (1) 1l
pH I’abbiamo fatto variare con I’agginnta di HCI, 1,80, ac. citrico,
ed il risultato fu piuttoste sorprendente, in quanto nise in evidenza
una wvariazione del pK, ciod di mna costante, col variare del pH.
La variazione si ebbe in tutti i casi e procedeva nel medesimo
senso di mna variazione del pH.

Le letture potenziometriche potevano eseguirsi con buona ap-
prossimazione fino alla terza cifra decimale; ne venivano fatte ana
prima e due dopo (delle quali una prima ed una dope la lettura
al fotometro) aggiunta della seluzione aleoolica della mecocianina.
B siceome la mecocianina faceva variare il pH e non sempre nel
medesimo senso, né ugualmente per la medesima entitd, si tenne
conto delle dune ultime letture eseguite che furono quasi sempre
soincidenti, dopo Vaggiunta della mecocianina, La temperatura si
mantenne rigorosamente costante per ogni serie di esperienze. Le
letture al fotometro furono praticate sempre con la medesima va-
schetta ed ogni lettura riportata rappresenta la media di 10 lefture
consecutive, ognuna non discordante dall’altra di massima per piu
di = 19,.

_ Per tutte le anzidette ragioni non credo possa mettersi in dubbio
leffettiva consistenza dei risnltati ottenuti, che cousistone, ripeto,
nel curioso reperto della variabilita di pK. Gia per questo solo
fatto se ne potrebbe desumere che la mecocianina se ne discosta
dagli altri indicatori.
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Nelle dne Tabelle seguenti diamo appunto un saggio delle va-
riazioni del pK in funzione del pH, in due serie di esperienze ese-
guite la prima con HCI, la seconda con ac, citrico a tre mesi di
distanza I’ una dall’ altra. Le due Tabelle mostrano che il pK cresce
col crescere del pH anche se non nella medesima misura. Ma le
due grandezze non risultano 'una (pH) funzione lineare deil’altra,

TABELLA 1

(H CI)
pH Dy — }—EE ]i‘ =K o pK
1,053 16,64 . 1788 — =
1,321 16,53 . 7821 = =
1,37 16,55 . 7815 = ==
1,59 25,08 . 6012 0,23 2,11
1,8 25,35 . 558 (0,24 225
2,00 26,66 . 5739 0,26 2,43
2,168 26,97 . 5694 0,27 2,60
2,65 36,68 . 4357 0,44 28
2,897 43,69 . 36 0.54 2,73
2,902 44,28 . 3b95 0,542 2,83
3,2 52,5 . 28 0,64 2,95
3,5 65,66 . 1827 0,77 2,99
3,647 68,42 . 1645 0,79 3,07
3,74 791 . 1015 0,87 2,91
4,12 90,8 . 042 0,956 2,88

TABELLA II1
( Ac. citrico)

pH D¢ — llzg l; =K o pK
2,08 12,66 . 8974 0,264 2,525
3.345 16,16 . 7918 0,299 TS
2,567 18,81 . 7258 0,327 2,88
2,63 20,06 . 6988 0,339 2,92
3.1 28,93 . 5391 0,44 3,27
3,26 32,66 . 4861 0,488 3.29
3,75 438 . 3593 0,66 3.57
4,00 48,3 . 3162 0,75 3,523
4,3 52,30 . 2824 0,84 3,50
4,54 54.45 . 2635 0,90 3,69
4.9 h6,42 . 248 0,952 361
5,21 57,97 . 2372 1,000 —
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bensl eurvilinea ( parabolica ) ¢ soddisfane alla relazione generale
segnente:

—apH® 4+ bpH = pK (8)

nella qoale @ e b sono dne coeflicienti, ehe nel caso in esame pre-
sentano valeri leggermente differenti (0,17 e 0,25 per ¢; 1,66 ¢ 1,72
per b) per I’ae. eitrico e per "HOCL Non sappiamo se le differenze
rizcontrate siano riferibili alla natura dell’acido ovvero alle modi-
ficazioni subite dalla mecocianina eol trascorrere del tempo. Quello
che interessa particolarmente ci sembra essere per ora il tipo di
di relazione che lega il pH al pK.

La relazione (3) & stata ealeolata nel modo seguente: anzitutto
la relazione non poteva essere rettilinea, in quanto la retta, calco-
lata col metodo dei minimi quadrati, toceava solo gli estremi valori
ottenuti sperimentalmente, guasi fosse tangente ad una eurva ideale
che raccogliesse 1 luoghi di massima prebabilita. I7angolo formato
dalle tangenti alla curva nei vari punti del suo decorso sarebbe

YH : ;
dato dal rapporto —ID-K . Questo rapporto si & dimostrate ora essere

una funzione lineare del pH. Una volta stabilite ¢id riuseiva percio
facile 1’esecuzione del caleolo pratico: infatti se pH e pK sono
legati dalla relazione seguente:

pK = u pH (a)
dove
u = f(pH)

sostituendo in (a) si ottiene:
pK = f(pH). pH (b)

per eni basta conoscere f{pH) per ealcolare pK. Siccome:

n —fte o — — 0,17 pH + 1,56 per "ae. citrico
— 0,25 pH + 1,72 per PHOI

sostituendo in (a) si avra:

per ’ae. citrico pK = —0,17 pH® 4+ 1,66 pH (3a)
per I’HCI pK — 0,25 pH®* 4 1,72 pH (3b)

Mediante le due formule suddette s8i sono ottenute le due curve
della fig. 5.
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Poiché allo stesso pH si ha il medesimo pK si possono sommare
membro a membro la (1) e la (3):
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" Fig. b
Variazione di pK in funzione di pH. Le dne eurve sono state braceiate secondo le
formule (3a) e (3Dh).

]
pH == [)K -+ l()g 1__79( -}
—a pH? 4+ bpH = pK

-——E?l,p]?[“'{--(b-l—]jl]_’)H_:2[)}{—]"101-.}‘Ifc;t (4-)

[
Portande tutti i termini nel 1° membro, considerando pK e log T

ecome termini noti e risolvendo rispetto a pH si ottiene:

—(b+1)i'|/(b+1)2~SapK — dalog
pH = S e B e - _

1 —=m (B}

— 2a

La relazione (4) mette in rapporto pH, pK ed =«
Sostituendo nella (3) a pK il valore di esso riecavato dalla (1)
si ottiene:

— apH®  (b—1) pH + log --1—:— — 0 (6)

[r 3

che lega il pH con il grado di disseciazione apparente.
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Risolvendo rispetto a pH si ba:

Ivb:l.l/(b— 1)® 4 4alog o J
pH= — = o P
— 2a

Mediante questa relazione si pud caleolare 2 dal pH ¢ viceversa
il pH da «; e siccome « 81 pud a sua volta determinare con uno
dei tanti metodi noti — fotometrici, spettrofotometrici, colorimetriei,
ece. — anche il pH si pud determinare eoi medesimi 1netodi, me-
diante I’impiego della mecocianina, alla gquale percio potrebbe com-
petere il ruolo di indieatore.

Perche i valori di pH della (5) siano reali & necessario che:

(b3+1)* — B8apK — 4dalog -~

|
Q !
|

OVYEro:

o
2pK + log T =
L’ espressione ei mette in condizione di poter calcolare i limiti
dei wvalori di « per i corrispondenti valori assegnati a pK.
Per « — 0,6
(b41)°

B = 8a

che e¢i di il massimo valorelche pud assumere pK per o = 0,5.
Perchd i valori di pH dalla (7) siano reali & necessario che:

_ & : o L = =2l
(b~ 1)t 4 4o Togim——=—- =0 0iod log m——F = =

Sostituendo a b ed a i valori per essi trovati nella (3a) e (3b)
si ba:

x < 0,74 (8) a < 0,77 (2)

Il ehe significa che valori reali di pH secondo I’ espressione (7)
si possono ottenere solo guande il grado di dissociazione apparente
non supera il 74, in ae. eitrico, il 77°/, in HCI-

Se la mecocianina si eomportasse come un acido o base debole,
il cui ione (o ionogeno) fosse associato al colore il suo grade di
dissociazione si modificherebbe allora col variarefentro ecerti limiti
del pH seec. la relazione (1). B la curva di dissociazione o curva
del residuo di dissociazione avrebbe ’andamento di una S Le
medesime conclusioni varrebbero qualora ‘il colore fosse associato
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ad un tautomero e dipendesse pereio da equilibri dinamici tauto-
merici le eui costanti di dissociazione fossero funzione del pH; solo
che in quest’ultimo caso invece di parlare di «costante di disso-
ciazione» sarebbe pit epportuno parlare di «costante di affinita
totale» ( ACrREE) o di «costante di dissociazione apparente» (No.
YES) (40].

Nel nostro caso abbiamo visto che il grado di dissociazione
apparente dipende dal pH secondo la (4) o ln (6}, nella quale ultima
non figura il pK. Le <«eurve di dissociazione» della mecocianina
in funzione del pH, calcolate secondo la (6), nella quale ad @ e b
si sostituiscono i coeffieienti noti trovati per Vac. citrico e I HCIL,
sono rappresentate nella seguente fig. 6:
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Fig. 6
Curva di dissociazione apparente della mecocianina in
HCI ed ae. eitrico.

Anche queste ¢urve hanmo una forma ad 8. Si differenziano
da quelle ottenibili con la (1) perche per « == 0, pH non tende asin-
toticamente a — oc parallelamente all’ascissa. Per pH < 1.6 le due
curve tendono nuovamente a sollevarsi ¢ siccome appare assurda
tale possibilita ed & contraria inoltre ai risnltati sperimentali non
resta che fissare a pH 1,6 il limite inferiore di validita della (6).
Non & improbabile, come avramo occasione di diseutere in seguito
- ¢he per pH < 1,6 la earva di dissoeciazione apparente segua la (1.

I’ aggiunta di sali neutri {Na(ll) abbiamo visto che modifica le
curve di assorbimento isoidriche (fig. 4). Abbiamo percid seguito
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pK e « in fanzione di pH in soluzioni variameiite concentrate di
NaCl - 0,1 — 04 — 1,0M. Come dimostrane le figg. 7 o 8 tratte
dalle Tabb. ILl, IV e V le curve si modificano col variare della
congentrazione di NaCl, nel senso soprattutto ehe ad un medesimo
pH il pK cresce col crescere della econcentrazione di NaCl.

TABELLA IT1I
(NaCl 0,1 M)

pH D % K o pK
1,61 13,29 . 8763 — —
2,769 15,34 . 8142 0,07 3.888
3,154 1591 . 7987 0,089 4,167
3,293 15,99 . 7963 0,092 4,289
4,430 21,74 . 6632 (,244 4,921
5,475 35,95 . 4445 0,493 5,487
6,019 48,85 . 3112 0,645 5,76

TABELLA IV
(Na Cl1 04 M)

pH DY K o pK
1,505 11,78 . 9288 — =
2,581 11,07 . 9562 = L
3,004 11,73 . 9308 hat -
3,087 11,12 . 9542 = il
4,269 14,84 . 8288 0,121 5,13
5,19 20,07 . 684 0,275 5,61
5,727 26,01 . 5848 0,38 5,94

TABELLA V
{Na CI 1,0 M)

pH D% K [ pK
1,583 7,92 1,101 — -
2,854 10,84 . 9654 - =
3,293 10,64 . 9734 = =
3,744 10,72 . 9102 = =i
5,169 16,06 . 7942 0,171 5,855
5,346 22,96 . 6428 0,337 6,14
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Sicecome d'altra parte lo sviluppo in lunghezza delle curve, per
la ragione sopradetta diminuisee col eresecere della concentrazione
ne risulta che il massimo della curva 8i ha ad un pH tanto piu
basso quanto pidt elevata & la concentrazione di NaCl. L7in-
fluenza del NaQl risalta poi pienamente ove si confrontine le
curve delle figg. 5 e 6 con quelle delle figg. 7 e 8 e qualche cifra

(1}
\

Walt 1.0 M
!

Fig. 7

Variazioni di pK in funzione di pH in presenza di NaCl 0,1 — 0,4 — 1,00 M. Le lettere ¥ e © si riferi-
seono alle ourve ottenute con lo letture al fotometro (@) ed al colorimetro (O, le qunali ulfime non sono
riportate nelle Tabelle.

varra a chiarire ed illustrare meglio 1’influenza del NaCOl OCosi
mentre a pH =2 il pK in HOl & di 2,44, allo stesso pH in presenza
di NaCl 0,1 — 0,4 — 1,0 M il pK @ invece di 2,96 — 3,43 — 3,92,
I’ ac. citrico per Pampio sviluppo della sna curva e per Ualto valore
del suo massimo si avvicina alla soluzione di NaCl 4 HCl; per i
valori che il pK assume in esso ai bassi pH si avvicina invece di
piit alle soluzioni d&i H CL

Interessante risulta anche il raffronte fra il grade di dissoeia-
zione apparente ed il pH, Le eurve relative hanno sempre Ia forma
ad S; perd mentre ad es. la dissociazione apparente del 50 %) 8i ha
ad an pH di 2,87 in H Cl, essa si ha ad un pH di 5,43 — 5,58 — 5,84
— in presenza di NaCl 0,1 — 0,4 — 1,0 M. In ae. citrico la meco-
cianina & apparentemente dissoeiata del 50 °/, a pH = 3,28, valore
medio fra guello di HCl e quello di NaCl |- HCL

IL’influenza del NaCl potrebbe interpretarsi nel senso che esso
ostacola fortemente la dissociazione apparente della mecocianina ed
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in grado tanto maggiore quanto pitl concentrata ¢ la sua sola
zione.

Dato il forte scarto del grado di dissociazione apparente in
presenza di sali 1'uso della meecocianina come indicatore aecido-
basico sarebbe, pit che limitato, eseluso. Basti infatti pensare che
a paritd di coneentrazione di mecocianina mentre in H Cl si misu-
rerebbe un pH di 2,87 in Na Cl 0,1 a 1,0 M si misurerebbe un pH
da 5,43 a 5,84 di quasi il doppio cioé. Altra limitazione nell’impiego
della mecocianina come indicatore & data dalla variabilitd riseom-
trata nel suo grade di dissociazione (e quindi nell’intensitd del
colore che & in grado di sviluppare) in rapporto ¢on la natura del-
I’acido. Per quest’ultima ragione I'impiego come indicatore neces-
siterebbe della conoscenza preventiva della natura dell’acido e della
curva di dissociazione della mecoeianina in esso.

Per indagare sulla naturs acida o basiea della mecocianina, che
nel contempo avrebbe potuto illuminarcei sul colore delle ione e
dello ionogeno, anche per evitare I’errore da sali, che abbiamo visto
essere tanto forte, abbiamo preferito ad una titolazione potenzio-
metrica la semplice tecnica seguente: si misurava cioe il pH di
una soluzione prima e dopo 'aggiunta di una quantita fissa di me-
cocianing in soluzione alcooliea o in polvere, ottenuta per evapo-
razione dell’alcool a temperatura ambiente e si rapportava la va-
rinzione del pl (A pIL) al pH stesso della soluzione. La variazione
gi riteneva come positiva quaude il pH ecreseeva ( comportamento
come base), negativa invece quando diminuiva (eomportamento
eome acido). Dall’esame della curva della fig. 9 si vede che la

Fig., 9
Comportamento della mecocianing al vari pH,

mecocianina si comporta come nn anfolita: & un acido in ambiente
alealino, & una base in ambiente acido e ad un pH fra 7 ¢ 8 ov-
vero 1 la mecocianina non & dissociata né come acido né come base




s e
ovvero le sue valenze acide equivalgono quelle basiche. 11 Na Cl
riduce fortemente la basicitd della mecocianina in ambiente acido.

DISCUSBSIONE

I fatti pitt salienti rilevati in precedenza sono: 1) La varia-
zione del pI in fanzione del pH; 2) la correlazione secondo Ia (6)
fra « grado di dissociazione apparente » e «; 3) il comportamento
anfotero della mecocianina.

1
pK, & noto, non rappresenta che log T ¢iod il logaritmo de-

cimale della costante di associazione. Siccome abbiamo visto che in
zona acida la mecocianina si comporta come base, possiamo chia-
mare, come d’altra parte si ritenne in un primo tempo (6), con COH
lo ionogeno, la cui costante di dissociazione dipenderebbe allora
dal rapporto:

[C] x [OH]

[coH | &y

Se il nostro pK dipendesse dalla (10) esso sarebbe allora un
PEb e risponderebbe a:

[COH ]
log voee—r e

[C:1+ [OH']

Poiché il color rosso della mecocianina ha la massima intensita
alle forti aciditd, dove dovrebbe esistere solo lo ionogeno, e si at-
tenua fino a scomparire a pH = 5, al quale si dovrebbe avere la
magsima dissoeiazione alcalina, il colore dovrebbe essere legato allo
ionogeno COH, mentre lo ione C- dovrebbe essere inecolore. Ma in
tal easo la curva di dissociazione apparente (fig. 6) dovrebbe essere
parallela a queila della fig. 9, contrariamente al risultato sperimen-
tale. Mentre la mecocianina presenta la minima saturazione rossa
a pH—=4,6, al quale essa dovrebbe essere < dissociata » per il 99 9, la
curva della fig, 9 (che chiameremo «c¢urva di dissociazione potenzio-
metrica ») fa rilevare che la massima dissociazione come base avviene
ad un pH = 6. Inoltre se per la mecocianina fosse valida la (10)
anche la (1) dovrebbe allora avere anche validitd e allora pK avrebbe
dovuto essere costante e non variare in funzione del pH. Bisogna
quindi ammettere o che non sia valida la (10) o che essa non rap-
presenti ’nnico equilibrie. Che la mecocianina in acidi si comporti
come base & un fatto noto da lungo tempo e risulta ancora chiaro
dalla earva riportata nella fig. 9. Saremo perciv inclini a pensare
che la (10) non rappresenti I’unico eguilibrio. Abbiamo viste che

g
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da pH 4,6 in sn il colore della meeoeianina in H Cl non si modi=
fiea praticamente pitt e che gia a pH 4,6 si dovrebbe avere una
dissociazione del 99 °/;. La «eurva di dissociazione potenziometrica»
dimostra invece un ulteriore anmento della «forza» basica fino a
pH = 6. Tutto c¢ido dimostra che la variazione di colore se ha rap-
porti con la dissociazione basica non & tuttavia a questa diretta-
mente rieollegabile, bensl attraverse un probabile composto, in
equilibrio tautomerico con lo ionogeno. Cido sarebbe ancora corro-
borato dall’esame delle curve di assorbimento iseidriche che man-
eano di nun tratto o punto isobestico, il che indicherebbe che non
sono pitt due i componenti del sistema. In favore di un equilibrio
tautomerico starebbe ancora « I'effetto sali »: il Na(ll abbiamo visto
che sposta fortemente verso I’alealine infatti la dissociazione e nel
eontempo ostacola la dissociazione alealina della mecocianina.

Per la formulazione di equilibri tantomerieci non si pud non tener
conto delle strutture in risonanza degli antociani (11). Secondo gue-
sta teoria mon @& la struftura oxenica o « earboniea », che spetta
unicamente alle antocianine; il loro « normal state corresponds fo
resonance among them all » (19). Le strutture prevedibili sarebbero
le seguenti:
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Sviluppando una teoria quanto- meccanica del colore PATLING
(20) ha avanzato I’ipotesi ehe I"intengitd e 17altezza del colore dipen-
dono per gli antoeiani (ed anche per gli altri coloranti) dalla riso-
nanza della eariea positiva da un atomo all’altro nell’ambito della
molecola. Tale risonanza & in previsione possibile per le forme
II-V1 le quali pereid dovrebbero essere le responsabili del colore
rosso della mecocianina in zona alealina. Hsse forme dovrebbero
essere a loro volta in equilibrio cen le forme I, le gunali ¢i danno
ragione delle proprieta basiche della mecoeianina. B tutte eid s'in-
quadra perfettamente nei nostri reperti sperimentali, che gia da
soli ei avevano portato a prevedere esistenza di un tantomero
neufro colorato in equilibrio con un tautomero incolore alcalino.
La forma basica ha una strattura ossoniea, con Ossigeno «tetrava-
lente» con un solo doppietto elettronico solitario e pereid stesso
come se fosse depositario di una carica elettrica positiva. La ragione
del comportamento basico della struttura benzopirilica & forse da ri-
cercarsi nella capacitd d’interferire nella dissociazione degli aeidi,
Nel caso dell’ HCI si ha:

H Ol —— H-+4 OI' dalla gquale si avra:

[H-]. [Cl']
[EREE| S
Per il cloruro della struttura benzopiriliea si avri:
[Bp] [CV]
LBp Cl]

K, (11)

= K, (118)

nella gonale con Bp =i & indieata la struttura benzepirilica,
Moltiplicando membro a membro, invertendo e prendendo i
logaritmi decimali si avra:

€I cr -
pH = pK, + log [LH 0}] + pK, + log [Bp—(;I[] + log [Bp* ]



el
Svilauppande i logaritmi dei rapporti avremo :
= Crj [Bp']
Mettendo: pK, + pK, =K
si avri:

[CILJ? [IER—J (12)

(mor 18 (gya

[orye

Siccome K & una costante e log '[H(jl'j_ si pud considerars

pH = K - log

dipendente dall’acido, si pud dire che la mecocianina interviene
sul pH attraverso il log deeimale del rapporto fra la coneentrazione
dello ione e dello ionogeno della sua strnttura benzopirilica.

Poicha le forme I possono facilmente e reversibilmente passare
nelle II-VI & molte probabile che i due gruppi di forme siano in
equilibrio; equilibrie che dovrebbe spostarsi a favore delle forme
1I- VI ai pH bassi, ai quali dovrebbe predominare lo ionogeno
delle strutture benzopiriliche, a favore delle forme T invece ai pH
alti, nei quali per le strutture benzopiriliche dovrebbe predominare
lo ione. A pH = 1 dovrebbero esistere solo le forme LI-VI,a pH =6
invece solo le forme I. Cid perché a pH = 1 le proprieth basiche
sono nulle e massime invece a pH = 6, I percid probabile che in
equilibrio con le forme II- VI sia soltanto lo ionogeno delle forme I.

Il Na Cl, che sposta verso i pH alti la «dissociazione» della
mecocianina, dovrebbe intervenire in detto equilibrio spestandolo
fortemente a favore delle forme neutre. Responsabili dello sposta-
mento sono forse sia il Na come il Ol’: il primo per la sua carica
elettriea positiva respingendo il catione benrzopirilico, il seecondo
attraverso la (12) aumentando la concentrazione del Cl".

Chiamando con C; la mecocianina incolore, con C; quella co-
lorata delle forme IL- VI, I’equilibrio fra quneste e le forme I sa-
rebbe il seguente:

Cs = Ci f(cH) (13)

dove con C; f(c¢H) si vuol esprimere il concetfo della variabilitd
della concentrazione della forma C; in funzione del pIL. Il 1" e 2°
membre della (13) rappresentanc gia la risnltante di vari equilibri,
Ad equilibrio stabilite della (13) si avra:

[Ci]
[Ce]

f(cH) = K¢ (14)
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Mettendo: « = €. per cui sard anche 1 — o — (; si avra
invertendo e prendendo i logaritmi :

log = + f(pH) = pKi (15)

che si pud mettere a raffronto con la (1), ;
Se pK varia in funzione di pH c¢id significa che sec. la (1) le
variazioni di pIT non sono perfettamente compensate da variazioni

- - - * - - B -
corrispondenti di log 1 — 8 che le differenze fra i valori trovati

di log e quelli ehe invece avrebbe dovuto avere secondo

L

la (1) sono una funzione di pH. Poiche per « = 0,5 log _1_i = 0

per cui la (1) diventa: pH — pK, si pud definire il pK come quel
pH al quale 1"indicatore & dissociato (o tautomerizzato) per il 50°/,
Se per la mecocianina il pK varia ¢id significherebbe che la mecocia-
nina sarebbe dissociata per il 50% a pH differenti, e siccome c¢ib
non avrebbe senso, si potrebbbe allora pensare c¢he Ia mecocianina
si trasformasse in uno dei tanti tautomeri in risonanza, ognuno
dei quali avrebbe una dissociazione apparente del 50%, a vario pH.
Ma ad ogni scarto per guanto pivecole di pH eorrispoude un nuovo
pK per cui dovrebbero essere infiniti i tautomeri in risonanza della
mecocianina. I sicecome anche ¢io & impossibile non resta che am-
mettere un continuo «assestamentos dell’equilibrio fra le forme
che abbiameo chiamato C; e Cc in modo che la quantith loro com-
plesgiva ai vari pH non sia = 1, ma vari. B e¢id non pud aversi
se non ammettendo che aleune delle forme in risonanza non abbiano
inflinenza sull’equilibrio (13}, e solo altre, che chiameremo «attive »,
partecipino invece attivamente all’equilibrio (13). Cid potrebbe
esprimersi brevemente dicendo che la somma delle concentrazioni
dei dne componenti del sistema in equilibrio vari col variare del
pH. Percid solo alcune delle forme conglobate nei simboli C; e
sono attive, contribuiscono cioé nella determinazione dell’ equilibrio
(13). Qualche dato namerico tratto dalla Tabella 11 vale a chiarire
il presente concetto piit che altre parole: in ac. citrico a pH — 4.3
il pK & 8,68; il c¢he significa che le due forme in equilibrio sono
in nguale concentrazione a pH — 3,68. A quest’ultimo pH il pK
dovrebbe essere anch’esso di 3,58 ed inveee si trova uguale a 3,4.
Ora se si mettono — 1¢0 tutte le molecole colorate ed ineolori a
pH 4,3, a questo pI 84 sono le molecole incolori, 16 quelle colorate;
per quanto si & detto sopra a pH 3,58 le molecole colorate ed in-
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colori dovrebbero essere uguali per numero fra di loro, c¢iod i0
ciaseunoe, ed invece si trova che ve ne sono 60 incolori e 40 colo-
rate, cio® 8i trovano nel rapporto:

o 4 2
T—=% T 8 5 %

La differenza fra i valori trovati e quelli ecaleolati, seecondo la
interpretazione data sopra, sarebbe dovuta al fatto che sono entrate
a « far parte» dell’equilibrio alire forme «attive», che le 100 mo-
lecole « attive» a pH 4,3 sono passate a 125 a pH 358, Infatti so-
stituendo nella (16) a 1 1,25 si ottiene per o — 0.5:

0,50 0,50 9

1,25 — 0,50~ 0,75 — 3 (A

un rapporte ciod identico a quello della (16).

Secondo questa interpretazione pereid la mecocianina seguirebbe
in effetti fedelmente la (1) e solo in apparenza se ne discosterebbe,
in quanto altri equilibri vengono a turbare 1’equilibrio del sistema
(13), La combinazione di questi equilibri porta alle (5) e (6). La
variazione di p¥ & percid solo apparente e pure parzialmente ap-
parente & la variazione di o in fuunzione del pH secondo la (6).

Le forme che possono turbare I'equilibrio (13), oltre che dalle

- VI (zona acida) & probabile derivino anche dalle seguenti, che
verisimilmente gono anch’esse in equilibrio con le I e sulle quali
avremo occasione di ritornare fra breve.

o: OH 0 OH
Hor’ N \|_< _\__ O HohI ” OH
NOWOTE \/\\/
VII VIII

Dall’ esempio numerico portato sopra e tratte da dati sperimen-
tali si ® visto infatti che eon 1’abbassarsi del pH aumenta il numero
delle molecole «attive» le quali & probabile traggano origine da
forme al di fuori di quelle dell’equilibrio (18) e che potrebbero
appunto identificarsi con le VIL- VIII. In conseguenza i valori di
@ e di pK, c¢he si avvicinano di pint a quelli ealcolabili con la (1)
dovrebbero essere quelli trovati ai pII pia bassi, in corrispondenza
dei quali & proprio presumibile che altre forme oltre Ie 1- VI non
ne esistano. N& sembra a priori verisimile, data la notevole rasso-
miglianza struttarale, che alcune delle I o delle II- VI entrino a far
parte ed altre no nell’equilibrio. Le curve ottenute con la (3) e la
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(6) dovrebbero percid avere una limitazione ai pH bassi, come
infatti abbiamo gia avuto occasione di far rilevare e come effetti-
vamente viene dimostrato dal contrasto fra la ecurva della fig. 6,
ottenuta con la (6) ed i risultati sperimentali, Infatti mentre I’espe-
rimento dimostra che « diminuisee col decrescere del pH, secondo
la (6) invece da pIl 1,6 in git « aumenta. Per cid stesso il limite
inferiore di wvalidita della (6) si pnd fissare a pH 1,6 e corrispon-
dentemente si potrebbe dedurre che da questo pH indietro potrebbe
avere validita la (1), il cui limite superiore di validitd sarebbe
pereid dato da pH 1,6.

Le forme VII e VIII dovrebbero essere collegate eol colore
« pit alto» (blu, azzurro) presentato dalle antocianine. 11 loro ca-
rattere acido & date dai gruppi fenoliei, ed & rinforzato dalla carica
positiva degli ossigeni, portanti un solo doppietto elettronico soli-
tario, la quale seaccia percio il protone (19). Nella curva della fig, 9
si vede appunto che la massima acidith la mecocianina la presenta
a pH = 10. A pH pit elevati, ai quali I"acidita tende a ridursi, la
meecocianina §i trasforma probabilmente nelle forme IX e X, dalle
quali infine a pH 12 prendono origine la leucoantocianina (36,35)
¢ successivamente ac. protocatechico e fluoroglucina.

+ OH & OH

O: :
NN TR ANNT \ar
o = >on OH = Son
NS N
HO HO
X X

Non abbiamo approfendito ed estese le ricerche sul comporta-
mento della mecocianina nella zona alealina in quanto con ’invee-
chiarsi della soluzione aleoolica il suo comportamento cromatico
pud modificarsi radicalmente, come dimostrane le due Tabelle V1
e VII eseguite a 3 mesi di distanza Vuna dall’altra. Percid i dati
ottenuti non avrebbero dato affidamento veruno di certezza,

TABELLA VI

pH Dy K (2 pK
6,8 43,2 . 365 0,335 7,
9,136 16,7 R 0,713 8,74
9,329 16,4 . 785 0,718 8,92
11,905 8,1 1,092 — —
12,845 8,2 1,086 — —
13,53 8,1 1,002 - =




TABELLA VI

{ Risultati conseguniti con la medesima soluzione a tre mesi di distanza)

pH DYy K o pK
7,163 45,93 . 337 0,455 7,086
7,828 66,55 . 1775 0,978 6,176
8,158 70,73 . 15 == ===
8,349 70,23 153 - =
9,275 70,54 . 152 =2 —
11,569 69,42 . 158 — —

La sostanziale differenza di eomportamento della mecocianina
in soluzione alcoliea con I’inveechiamento della soluzione pud essere
eliminata per e<mneutralizzazione» con NaOH o per essiccamento
della sua soluzione alcoolica alla temperatura ambiente. Gli esperi-
menti riportati nelle seguenti due Tabelle VIII e [X sono stati ese-
guiti gli uni sopra la soluzione neuntralizzata qualebe giorno prima
(Tabella VIII), gli altri sopra polvere della sostanza, ottenuta
per essiccamento della soluzione alcoolica a temperatura ambiente,
anche gualehe giorno prima ed a breve intervallo di tempo, entrambi
le serie di esperimenti, da quelli della Tabella VII.

TABELLA VIII

pH D K [ pK
6,59 26,59 . 5753 0,684 6,924
7,88 19,42 . T116 0,846 7,14
12,369 14,42 . 8414 — —
TABELLA IX
pH Dy K o pK
5,408 49,96 . 3012 = =
6,175 45,1 . 346 0,13 7,0
6,455 41,56 . 3817 0,22 7,005
7,87 29,16 . 5356 0,44 7,975
9,28 228 . 642 0,53 9,23
9,695 18,66 S 0,58 9,437

Quello che malgrado I’instabilild della sostanza si puo rilevare
in zona alealina & una variazione anche qui del pK, probabilmente
secondo una funzione altrettanto ben determinabile come in zons




acida. Non abbiamo ricavato la funzione in conseguenza dell’insta-
bilith, Vinsieurezza e la scarsith dei dati.

Crediamo tuttavia da quanto osservato poter fare le seguenti
dednzioni:

1) B probabile che anche in zona alealina lo spostamento
del pK col pH sia in relazione «all’immissiones» di altre molecole
nell’ equilibrio fra le forme colorate e quelle incolori.

2) Siccome il colore s’intensifica da pH 6 a pH 12 mentre
la massima aciditd la mecocianina la presenta a pH 10, non si pud
pensare all’identita del cromogeneo con leo ione (o lo ionogeno) e
ammettere che le variazioni di colore siano solo relative alla disso-
ciazione ionica di un aecido, il eni ionogeno sia incolore e lo ione
invece colorato. Con tutta probabilitd siamo anche qui in presenza
di un equilibrio complesso fra forme tautomere da una parte, ioni
e ionogeni dall’altra.

Non & improbabile che le forme in risonanza IX e X siano le
responsabili del colore in zona alcalina, in quanto in esse la ecarica
elettrica positiva puo oscillare fra gli atomi di C 1" e 5' e queste
giano le forme prevalenti nell’estremo alealino, dove si viene ad
avere la minima acidita, e siano a loro volta in equilibrio con le
forme VII- VIII, responsabili delle proprieta acide, le quali infine
sarebbero a lore volta in equilibrio con le strutture benzopiriliche
(forme Ig, b, ¢).

Anche in zona alcalina non & improbabile che ai pitt bassi pH
si abbia an equilibrio semplice e che pereid a questi pH abbhia
validita la (1), come & dimostrato dal fatto (v. Tab. IX) che il pK
da pH 617 a 6,45 praticamente non vari, mentre per uno searto di
pH quasi nguale (da 9,28 a 9,569) il pK si porti da 9,23 a 9,43.

CONCLUBSIONI

Le variazioni di colore degli antociani in rapporto alla reazione
del mezzo sono note dajlungo tempo. Non & sopra di esse che ab-
biamo voluto soffermarcifiquanto sulle particolarita, sulle leggi. sulle
espressioni algebriche che governano e regolano i detti cambiamenti
di colore, nonche& sullo studio delle forme o strutture che ad ogni
zona di pH e quindi ad ogni colore competono. Sono emerse cost
delle nozioni, che non eredo inutili sia per la conoscenza delle
proprietd ehimico-fisiche degli antociani, sia per lo studio generale
degli indicatori, come infine per il ruolo e I’importanza biologica
degli antociani.
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Ii probabile infatti che altri indicatori seguane il comporta-
mento della mecocianina e che il loro studio sistematico, sulla
traceia di quello da noi condotto, possa portare all’ amplificazione
di quell’angusta serie] di indicatori elaborata da CLARK e da S0-
RENSEN e possa portare a’,pint ampie e particolari e insospettate
possibilita d’impiego pratico ecomodo e preciso per un numero no-
tevole di altri indicatori seartati finora. I risultati del presente
lavoro potrebbero poi, costitnire punto di partenza per lo stndio
dellintimo meccanismo d’ azione dell’« errore da sali » e forse
anche dell’ < errore da proteine » degli indieatori. I’ enorme infineuza
dei sali neutri_sul eolore della mecocianina messa in evidenza da
noi, annulla infine la validith di tutte le proposte d’impiego degli
antociani come indicatori acido-basici, sin qui avansate senza ecri-
terio e serieta, e tutte le deduzioni eireajla determinazione del pH
del ; succo cellulare attraverso il colore dei vegetali stessi o di
estratti in soluzioni saline di esse.

IYinfluenza dei sali sul colore dei vegetali econtenenti antoeiani
dev’essere considerevole. Hsgsa consiste nel « fissare » un colore
mantenendolo anchs a pH compatibili con la vita cellulare ed in
corrispondenza dei quali, in_assenza dei sali, gli antociani in gual-
sivoglia alta quantitd sarebbero pressocche incolori. L7ineguale di-
stribuzione dei sali nella cellula, in corrispondenza di organuli e
di membrane, potrebbe gia di per se sola portare a modifieazioni
del colore gia mnell’ambito della stessa cellula. Certo che non &
questo 1'unico fattore di colorazione degli antociani nella cellula
vegetale; esso & uno dei tanti, ma non credo dei menolimportanti (42),
Iisgo andrebbe ad aggiungersi agli altri effetti biochimiei influenzanti
il eolore dei vegetali e costituenti altrettanti caratteri mendeliani
ereditari, indipendenti ed interagenti.

Il nostro studio ei ha permesso di rilevare la possibilitd d’im-
piego della mecocianina per la determinazione del pH acido entro
determinati limiti e, nel caso che gi conosca la natnrajdell’ acido,
in assenza di sali. Lejlimitazioni d’impiego sone numerose, ma i
risultatijsono esatti e 1’uso economico.

Dal;punto di vista biologico la larga diffusione degli antoeiani
nei fiori frutta e molte altre parti di vegetali, la loro strefta pa-
rentela ehimicajcon i catecoli e le antoxantine (flavoni, flavonoli,
flavanoni, isoflavoni), delle quali dovrebbe far parte il fattore P
(= fattore permeabilita), la possibilita intravista, ammessa ma
on ancora comprovata in vivo di far parte di sistemi redox eredo
giustifichino gia di per 88 sole il lavoro, che pud contribuire a
chiarire qualche punto dei problemi sopra esposti.
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In vitro gli antociani si riducono revergibilmente in catecoli
con Zn —ac acetico e in via fitochimica, Non si & riusciti invece
a realizzare il processo opposto. Ragione per cul REICHEL & BURKART
eredono che le piante o dispongono di un sistema redox sconoscinto
ovvero che gli antociani siano in esse formate direftamente senza
lo stadio delle antoxantine. Non & improbabile che solo qualeuna
delle forme in risonanza sia in equilibrie redox con le antoxantine
e che percio solo dall’apparenza di un colore mnelle piante possa
desumersi la presenza e la locealizzazione di un processo redox, con
formazione di antocianine dalle antoxantine. Crediamo che su questa
via possa essere avviato l"importante annoso problema. Non & poi
escluso che in cerfe zone del pH (e pereid con certi colori ) le rela-
tive forme in risonanza tendono a ridursi, in altre zone invece ad
ossidarsi.

RIASSUNTO

1) Le curve d'assorbimenio approssimative della mecocianina mo-
strano un netto massimo sui 500 mp, da pH 1 a 5, un aliro massimo
spostato verso il rosso a mp 570 da pH 8 in su. A pH > 12 la mecocianina
viene in pochi minuti seissa in finoroglucina e acido protoeatechico, donde
la comparsa del colore verde (blu - giallo) prima, giallo chiare dopo a
scissione avvenuta. I sali (NaCI) modificano le curve d’assorbimenio.

2) T cambiamenti di colore della mecocianina col pH non seguono

I espressione fondamentale: pH = pK -|- log { i , 0 Ma u’ altra generale:

— apH® + (b —1I) pH = — log ——

Eh e

Il pK varia in funzione del pH secondo I espressione generale:
pE = — a pH* | b pH

La ragione della variazione viene riportata all’immissione di nuove
forme «attive » negli equilibri che stabiliscono le dette relazioni. Il limite
inferiore di validitd dell’espressioni di cui sopra & a pIl 1,6; il limite
superiore pare vari con la natura dell’acido ed & compreso fra pH 4 e 5.
Da pH 1,6 in gi ha forse validiti I’espressione (1).

3) Ad ogni zona di pH corrisponde probabilmente una struttura (od
un insieme di strutture in equilibrio). ©® altresl probabile che non alle
forme acide (in mezzo alcalino) o alcaline (in mezzo acido) spetti il
colore, bensi a forme neutre in equilibrio con queste. Le proprieli basiche
della struttura benzopirilica sono riportabili alla earica eleiirica positiva
della medesima in corrispondenza dell’ O oxonico, che probabilmente riduce
il grado di dissociazione o il coefficiente di attivitd dell’acido. Le pro-
prietd alcaline sono invece riferibili alle strutture chinoniche, il cui O



T o
elettropositivo scaccia il protone. Il Na Cl ostacola, tanto piti quanto piil
& concentrato, la formazione di struiture benzopiriliche, dai cromogeni
rossi, spostando fortemente verso i pH elevati il grado di dissociazione
apparente.

RESUME

1) Les courbes d’absorption de la mécocyanine montrent un ma-
ximum approximative & 500 mp & un pH de 1 & 5, et un autre maximum
déplacé vers le rouge, qu'on distingue bien & un pH 8 A pIl = (2 la me-
cocyanine vient rapidement détruite en donnant lieu &4 la phluoreglucine
et a4 l'ac. pyrocathechique, en méme temps que le couleur vire au vert
(blen 4 jaune) et ensuite au jaune. Les sels (NaCl) modifient les courbes
d’ absorption.

2) Les changements de couleur de Ia mécoeyanine par le pH ne suivent

pas la loi génerale: pH = pK |- log { i; mais 1'expression suivants:

——a.p][‘-'-J(-(b—1)pI—1=~]0g1ﬁc

— G

K varie en fonction du pH sélon !’expression génerale:
p g

pK = — a pH® {+ b pH

a

On rapporte la cause de cette variation & I'introduction de nouvelles
formes « actives » dans les équilibres, qui sont & base des rélations ici
données.

Les limites de validité des expressions vont de pH 1,6 & pH 4-5. Au

dessous de pH 1,6 c’est, peut étre, I'expression pH = pK 4 log g

qui a validité

3) On peut assigner i la mécocyanine une structure pour chaque
zone de pH. Il est probable que le couleur provient non de formes acides
(en milieu alealin) ou des formes alcalines (en milieu acide) mais bien
des structures neutres en équilibre avec les prémiers. La charge élecirique
positive de 'O de la structure benzopyrilique est responsive des proprietés
basiques; les structures chindides au contraire des proprietés acides. Na
Cl semble s’ opposer & la formation des structures benzopyriliques.

SUMMARY

1) Mecocyanin exhibits two absorption maximums in the visible:
towards 500 my from pH [ to 5, towards 570 mp at pH > 8. At pH > 12
mecocyanin undergoes dissolution within a few minutes, phluoroglucine
and pyrocathechic acid taking in the meantime place and the colour
becoming green and then yellow. Salts, such as Na Cl, change the absor-
ption curves.

2) Man cannot estimate mecocyanin colour variation from the pH

fonction by the general relationship; pH = pK --log fxa; the following

— - e e e e
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relationships have been found: — a pH® 4 (b — 1) pH = — log :
and pK = — a pH® - b pH, which relate pH to « and pK.

pK variation has been interpreted as being due to intervention or
displacement of molecules, which are capable to inflnence equilibria states.
Validily ranges of the given relationships go from pH 1,6 to 4 — 5. Under

1 —x

pH 1,6 relationship pH = pK + log B im may have full value

3) Some structures of mecocyanin, in resonance among them, can
be assigned to every pH zoue. Mecocyanin red colour in acid solution,
where mecocyanin exhibits alkaline properties, and mecocyanin violet
colour in alkaline solution, where mecocyanin exhibits acid properties,
are probably not directly responsible of colour itsell. Other structures than
cathions (benzopyrilium) or anions (chinoids: are probably responsible
of mecocyanin colours., Neutral salts, as Na CI, inhibit the formation of
benzopyrilium structures.

ZUSAMMENTFASSUN G

1) Die Absorptionskurve von Mecocyanin zeigt einen Berg in séuren
Medium zu 500 mp (pH 1 —5), und einen Berg in alkaline Medium zu
570 mp (pH > 8).

Mecocyanin ist plsizlich gespalten in Phluoroglucin und Protocathe-
chinsiure bei pH > 12. Die Farbe bekommt griine und dann gelbe. Na CI
verindert die Absorpiionskurve.

2) Mecocyaninfarbenumschlage ist eine pH Funktion, nach der klas-
sische Formel:

1l—u

pH = pK + log —%—

wenn pH <16 ist. — « und pK sind beide Funktionen von pH nach den
Formeln: — a pH? 4+ (b — 1) pH = — log 1_“_“— und pK = — a pH? |
+ b pH wenn 4 -5 > pH > 1,6 ist.

Die Abwechselung von pH ist wahrscheinlich zu schreiben zu Mole-
kelnzahlverwechselung zu, die die Gleichgewichtslage bedingen.

3) Man kann schreiben eine bestimmte Molekiilbau zu jeder pH
Zone zu. Die réten Meecocyaninmolekiilgestilten, die alkaline Eigenschaften
besitzen, und die weilchenblauen Mecocyaninmolekiilgestilten, die siure
Eigenschaften besitzen, sind nicht wahrscheinlich unmittelbar verantwor-
tlich fiir Farben, wohl aber andere Molekiilgestilten, die in Gleichgewicht
mit den ersten sind. Neutralsalzen, so wie Na Cl, hindern die Bildung
von Benzopyriliumgestalten.
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