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RESUMO

Verificou-se por cromatografia liguida de alta pressdo que 94:a 9895
das antocianinas presentes nos concentrados -de pigmentos obtidos  de
bagagos de uva sdo os 3-glucésidos da malvidina, peonidina, petunidina,
clanidina e delfinidine; - apresentando-se ‘o primeiro como  predominanate
(41 - a-549%).

A estabilidade destes concentrados é condlclonada néo g6 por- factores
fisico-quimicos: ‘luz, temperatura, pH, oxigénio, presenga de coplgmentosf
que estdo inter-relacionados, como também: por factores de natureza biolégicas;

O. aparecimento. de. turvacfo: de natureza microbiolégica  conduziu. ao
isolamento. de. uma - levedura apresentando- caracteristicas. muito peculiares,.
resistente  as' diferentes condicdes  de  preparacio ‘dos “céncentradds, de
pigmento. Os testes : bioquimicos e morfologicos - efectuados’ permitiram
identificd-la’ como. uma Candida - ishiwadae, descrita por Sugiyama €
Goto- (1969) baseada numa estirpe isolada - do solo no Japao sendo esta)
a; segunda estirpe. desta. espécie- a. ser. relatada.

INTRODUGAO

A estabilidade quimica e biolégica aliada & solubilidade em
agua e a auséncia de sabores e aromas indesejiveis sfo factores
essenciais na utilizacdo de corantes de origem vegetal.

Os processos tecnologicos utilizados na producdo dos con-
centrados de pigmentos antociénicos obtidos a partir de bagacos
de uva influem na sua composicio. Para além dos compostos
antocilnicos, componentes  maioritirios destes ‘concentrados,
outros constituintes existem, uns de natureza. fendlica que poderéo
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actuar como copigmentos intensificando a cor, outros indese-
javeis, em particular, os que poderdo ser fonte nutricional para
diversos microorganismos.

A conservacido destes concentrados durante priodos mais
ou menos dilatados é condicionada por diferentes factores que
intervém sobre a -estabilidade das antocianinas, nomeadamente
pH, temperatura, luz, condi¢bes de oxigenacdo e teor de humi-
dade. Estes factores sdo mais acentuados nos concentrados sob
forma liquida do que nos que sdo submetidos a processos de
secagem. Esta é alids vantajosa do ponto de vista de estabi-
lidade biolégica.

Neste trabalho apresentam-se os principais' resultados ja
obtidos acerca dos factores condicionantes da estabilidade dos
concentrados de pigmentos antocidnicos, sendo caracterizada
uma levedura isolada destes concentrados e adaptada a estes
meios, e que se julga ser responsavel por alteracdes de natu-
reza microbiologica.

MATERIAL E METODOS

Nos ensaios realizados utilizaram-se concentrados de pigmen-
tos obtidos a partir de bagacos de uva por extraccio com agua
sulfitada 'a 2 g.dm-3 (expresso.em SO;) e purificacdo por técnicas
de adsorcao-desadsorcgao, com excepcdo do concentrado IV obtido
por concentracdo do extracto sem purificacio prévia. O con-
centrado V. foi purificado por adsorcdo sobre talco  Luzenac
ADSO1, sendo os restantes purificados com resina, Duolite S761,
de esqueleto formofenodlico.

A concentracdo efectiiou-se por: evaporacdo sob vicuo a
uma temperatura inferior a 35°C.

A levedura em estudo. foi isolada de um concentrado de
pigmentos preparado segundo a metodologia descrita.

Métodos analiticos

Antocianinas totais — método espectrofotométrico baseado
na descoloracdo. das antfocianinas pelo hidrogenossul-
fito de sédio em meio 4cido (Ribéreau-Gayon e Sto-
nestreet,  1965).

pH — método potenciométrico (Anénimo, 1978).
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Avaliagio qualitativa da maiéria corante — método espec-
trofotométrico apods fraccionamento da matéria corante
(antocianas mondmeras-M, polimercs vermelhos-PV e
polimeros castanhos-PC) por cromatografia em coluna
(Bourzeix e Heredia, 1985).

Cor — método: espectrofotométrico (AB20).

% cor remanescente — razdo entre as absorvéncias (A520)
nos intantes ¢ e inicial (At/A0) X 1060.

Andlise das antociominas — cromatografia liquida de alta
pressdo (Roggero et al., 1987; Spranger-Garcia, 1988).

Testes de identificagdo da levedura — métodos descritos por
Yarrow e Van der 'Walt (1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composigdo antocidnica dos -concentrados de pigmentos

A composicdo antocidnica dos concentrados foi efectuada
por recurso a cromatografia liquida de alta pressio.

Condigdes cromatogrdficas

— Coluna: Lichrosorb RP 18 (5 um), 4 X 250 mm.

— Solventes: A 4cido formico-agua (10:90 v/v): B aceto-
nitrilo-acido férmico-agua (30:10:60 v/v).

— Fluxo: 0,7 cm® min-1,

— Perfil de eluicdo: gradiente linear de 20 a 859% de B

em 70 minutos.
— Deteccdo: A = 525 nm.
~— Temperatura: ambiente.

Verifica-se da anéilise dos cromatogramas apresentados na.
Fig. 1 que as principais antocianinas nos concentrados analisados
sdo os 3-glucésidos, os quais representam de 94 a 98 % da area
total das antocianinas presentes (Quadro I). De entre estes é
0 derivado da malvidina o predominante (41 a 54'%).

A nitida diferenca de composi¢do do concentrado ITI, ausén-
cia dos derivados da delfinidina, trihidroxilado, e diminuta per-
centagem dos derivados da cianidina e petunidina dihidroxilados
em orto, facilmente oxidaveis, é atribuida as deficientes condicdes
de fabrico deste concentrado.
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1= Delfinidina-3-glucesido
2= Cianidina~3-glucoside’
| 3-Petunidina-3-qlucosido
4= Peonidina-3~-ylucoside
a0 B 5- Kalvidina~3-glucosido
1 6~ Delfinidina~3-(4-0-acetilqlucosido)
7-Cianidina-3~(4-0-acetilglucosido)
8- Petunidina-3~{4-0-acetilglucosido)
9 - Peonidina-3-16-0-acetilglucosido)
10.- Halvidina-3~{6-0-acetilqlucosido)
11 Delfiniding=3-(4-0-p-cusarilglicosido)
12 - Cianidina=3-{4-0-p-cusarilglucosido)
13 = Petunidina-3-(4~0-p-curarilglucosido)
® 14= Kalvidina-3-{6-0-cafeilglucosido)
J-‘- 15= Peonldina-3-{6-0-p-cuaarilqlucosido)
18~ Malvidina-3-(4-0-p-cusarilglucasido]
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Fig.-1 — Cromatogramas das antocianinas de trés concentrados de pigmentos.

Chromatogrammes des anthocyawines de trois concentrés de pigments,

Factores influentes na estabilidade
Fisico-quimicos
Temperatura

A evolucio do teor em antocianinas ao longo do tempo dos
concentrados IV.-e V conservados na obscuridade, a 4 ¢ 20°C,
com e sem adicdo de acido ascérbico (40 mg.dm=-3) apds remocio
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do oxigénio dissolvido por saturagfo com azoto, € apresentada

na Fig. 2.

Verifica-se que a temperatura é um factor determinante
na estabilidade destes. concentrados em face do importante
aumento da velocidade de polimerizacio das antocianinas por

elevacio daquele: pardmetro.

v

90 180 270 360 450 : 90 180 270 360
Tempo ( dias) Tempo {dias)

Fig. 2 — Influéncia da temperatura na’ estabilidade das antocianinasg
em concentrados de. pigmentos.

Testemunha: (—); com -adicdo de &cido ascérbico (..).
Temperatura 4°C  (wm ); 20°0C (—).

Influence de la itempérature dans la -stabilité des anthocyanines
de concentrés de pigments.

Témoin (—); aveec adition de Vacide ascorbique (.. ).
Temperatura 4°C (m=); 20°C (—).

Palamidis e Markakis (1975) observaram efeitos idénticos

na pigmentacido de bebidas carbonatadas com extractos de
pigmentos da . mesma origem. Contudo, a velocidade de polime-
rizacdo depende da natureza dos pigmentos, pois como foi
observado por Simard ef al. (1981) a velocidade de polimeri-
zacdo das antocianinas em mostos de Vaccinium angustifolium,
conservado em condicdes semelhantes, era consideravelmente
maior. ,
A secagem destes concentrados poderd aumentar significa-
tivamente & estabilidade face & temperatura atendendo aos
resultados apresentados por Shewfelt e Ahmed (1978) relati-
vamente as antocianinas: da couve roxa.
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Acido arcérbico

O 4cido - ascorbico, antioxidante vulgarmente usado na
indastria alimentar, nfio induz nas condigbes do ensaio & degra-
dacdio oxidativa das antocianinas que poderia ocorrer na pre-
senca de oxigénio (King et al., 1979).

A utilizagdo nestes ensaios de concentrados submetidos ou
néo a um processo de purificagdo permite-nos concluir que a
estabilidade das antocianinas nos concentrados purificados é
nitidamente superior. Este facto é também evidenciado pelos
resultados apresentados no Quadro II (concentrados IV e V).

QUADRO II
Influénecia do tempo de  conservagio na estabilidade das antocianinas
dos concentrados de pigmentos

Influence du temps de conservation dans la stabilité des anthocyawines
des concentrés de pigments

Composicéo final Composigéo final
Concentrados Perda de
de Antocianinas PV PC Antocianinas M PV PC antocianas

M
pigmentos o 4m-3y (%) (%) (%) (g.dm-3) (%) (%) (%)

I 5,7 94 4 2 4,6 94 4 2 19
II 3,4 91 6 3 2,8 87 7 6 18
II1 53 66 . 25 9 2,2 62 - 26 11 59
v 5,7 85. 11 4 2,9 66 21 13 50
Vv 3,8 89 7 4 3,56 88 7 5 8

Tempo de conservacio dos concentrados: I, IT — 24 meses; III — 36 meses;
1V, V— 15 meses. Temperatura: . 4°C.

Temps. de conservation des concentrés: I, IT — 24 mois; IIT — 36 mois;
IV, V.— 15 mois. Temperature. 4°C.

A quebra inicial do teor em antocianinas nos concentrados
néo purificados atribui-se & coprecipitacio daqueles compostos
com o hidrogenotartarato de potéssio, evidenciado pela for-
magdo de um depésito de aspecto cristalino intensamente corado

de vermelho.
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. Outro factor condicionante da estabilidade destes concen-
trados é o pH do meio. Na Fig. 3 representa-se a evolucdo do
teor em antocianinas em fungio do pH de quatro concentrados
conservados & temperatura de 4°C.
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Fig. 3 — Influéncia do pH na estabilidade das antocianinas em concentrados
' ‘ de pigmentos.

# pH = 1,03; ¥ pH =137; % pH = 241; @ pH = 2,54,

. Influence du pH dans la stabilité. des anthocyanines des concentrés
du-pigments.

Sl U pH = 1,08 & pH — 1,87 k pH —2,41; e pH = 2,54

Verifica-se que a perda de antocianinas ao longo do periodo
de conservacio é muito mais acentuada nos concentrados III
e VI com valores de pH mais acentuados, da ordem de 2,5,
valor este préoximo do pKh ‘da reaccdo de hidratacdo das anto-
cianinas responsével pela formagio da estrutura carbinol, incolor.
Embora os resultados apresentados sejam referentes a concen-
trados distintos, observou-se um efeito similar em concentrados
cujo pH =~ 1,0 foi elevado para um valor préximo de pH = 3,0
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por adicio de hidréxido de sédio. Verifica-se assim uma nitida
influéncia do abaixamento do pH do meio, na estabilidade das
antocianinas ao longo do tempo de conservagao.

Lz

Outro factor considerado influente na estabilidade das anto-
cianinas ¢ a luz.

0O seu efeito negativo foi ja observado em extractos anto-
cidnicos (Spranger-Garcia et al., 1982). Neste trabalho eviden-
cia-se a°sua accdo em solucdes modelo pigmentadas a diferentes
niveis de concentracdo e expostas & accdo directa da luz solar.

Da analise do Quadro III conclui-se que a perda de cor das
solucdes pigmentadas é tanto. maior quanto maior o factor
de diluicdo. ‘
QUADRO. III
Influéncia da luz solar na cor. de solucdes modelo pigmentadas

com - aditivos antocilnicos

Influence du plein soleil dans la couleur de solutions modéle
colorées ~avec additives anthocyaniques

Tempo de 0/g' Cor remanescente
exposigao A* : B* : C*
a luz solar
(dias) pH =255 pH=3.02" pH=375 pH =255 pH=3,02 pH:375 pH=2,55" pH=3,02. pH=375
0 100 100: - 100 100-° 100 100 100 100 100
2 95. 20 79 T4 72 68 25 31 42
5 91 7 62 62 54 61 17 20, 30
12 68 36 40 29 19 33 11 6 8
16 : 63 19 34 20 14 32 1 4 6

*  Teor em  antocianinas nas solucdes modelo: A — 450mg.dm ~3;
B— 200 mg.dm-3; C-50mg.dm-3, :
Teneur en anthocyanines. en.solutions modéle: A — 450 mg.dm'S;
B — 200 mg.dm '3; C— 50 mg.dm=-3.

A aceleraciio da decomposicio fotoquimica das antocianinas
com g diluicdo atribui-se ao efeito desta  no mecanismo de
auto-associacio. HEste mecanismo de associacdo molecular das
antocianinas em solugdes concentradas foi observado por diversos
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autores (Asen et al., 1972; Scheffdelt e Hrazdina, 1978; Tim-
berlake, 1980). ‘

Dos resultados apresentados verifica-se também uma nitida
influéneia do pH do meio na velocidade de descoloraco das
antocianinas nas solugdes pigmentadas com o tempo de expo-
sicdo a’ luz solar. Os resultados sugerem que a maior resis-
téncia & degradacio fotoquimica a pH = 2,55 se deve &
auto-associacfo das estruturas flavilio dag antocianinas. A valo-
res de pH malis elevados  (pH = 3,0) os complexos formados
por. associagdo molecular s8o menos resistentes & degradacio
fotoquimica. A reacgio de hidratacio e a auto-associagio sdo
competitivas. No entanto para valores de pH = 3,756 superior
a0 pK'a de reaccdo de desprotonacdo conducentes & formacio
da estrutura quinona a perda de cor é menos acentuada. A asso-
ciacdo molecular das estruturas quinonas poderd contribuir
também para uma estabilizacfo de cor.

Copigmentacdo

Dada a importancia do mecanismo foto-oxidativo na perda
de cor das antocianinas, procurou determinar-se o efeito da
adigdo de copigmentos na proteccio da cor das antocianinas em
sistemas modelos pigmentados. Os resultados apresentados no
Quadro IV referem-se a solugbes modelo tamponizadas a valores
de pH respectivamente 2,55 (X), 3,02 (Y) e 3,75 (Z) e coradas
com 450 mg.dm-3 de concentrados de pigmentos.

Utilizaram-se como copigmentos a quercetina ¢ a rutina
(quercetina-3-ramnoglucésido) que foram adicionados na razdo
de 1g.dm-3 aos sistemas modelo.

Verifica-se pelos resultados apresentados que a copigmen-
tagdo desempenha um importante efeito fotoprotector das anto-
cianinas. Este efeito € mais acentuado utilizando como copigmento
flavénico a rutina do que a aglicona correspondente.

Embora a protecgdo & descoloragio foto-oxidativa das
antocianinas pelo mecanismo da copigmentacio seja observado
nos sistemas modelo a diferentets niveis de pH, verifica-se que
esse efeito é mais acentuado a pH = 3,02. Neste sistema a perda
de cor por exposicdo a luz foi de 81'%, enquanto que na solucdo
copigmentada foi de apenas 37%. Nas solucbes a pH = 2,55
que apresentam a maior estabilidade de cor, o efeito da copigmen-
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QUADRO IV

Influéncia da copigmentacdo na protecgdo a descoloracdo foto-oxidativa
das antocianinas em solucdes modelo

Influence de la copigmentation dans la protection & la decoloration
photo-oxidative des anthocyanines em solutions modéle

Tempo de 0/y Cor remanescente
1o seter X v z
(dias) T T4+Q T+R T T4+Q T4R T TH4Q .T+R
0 1000 100, 100 100 - 100 100 1000 100 100
2 95 95 96 90 95 95 79 ‘88 93
5 91 92 95 77 86 89 62 69 74
12 64 72 81 36 59 64 40 50, 50
16 63 68 80 19 53 63 34 44 44

T — testemunha; Q- quercetina; - R — rutina:

T —témoin; @ — quercétine; R - rutine.

tacdo é menos acentuado, 0 que se atribui & menor disponibi-
lidade das moléculas de antocianinas devido a auto-associagao
das estruturas flavilio.

Segundo Asen et al. (1972) a formaclo de complexos por
copigmentaciio pode realizar-se a pH tdo baixo como pH = 1,2.

Verificou-se ainda, em ensaios posteriores, que a velocidade
de decomposicido fotoquimica das antocianinas aumenta signi-
ficativamente por diminuicdo do teor em antocianinas no meio.

HEste facto é atribuido ao efeito da diluicdo nos mecanismos
de auto-associacio e copigmentacdo. Asen et al. (1972) verifi-
caram alids que a copigmentacio depende nio s6 da relacfo
antocianinas/copigmentos como das concentracles ' absolutas
daqueles compostos.

Microbiolégicos

A estabilidade dos concentrados de pigmentos depende néo
s0 de factores fisico-quimicos como microbioldgicos.

De facto, durante as diferentes fases do processamento
destes concentrados observou-se contaminaces microbianas
importantes de que poderdo ser fontes ndo s6 a matéria-prima
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(bagaco) como focos de infecgdo nos diversos materiais e equi-
pamentos em contacto. com as solugbes.

A multiplicacdo desses microorganismos é por vezes inibida
devido ndo s6 a.composicdo dos meios utilizados na recuperacgio
dos pigmentos lhe ser adversa, como também as temperaturas
extremas & que sdo submetidas.. No. entanto, a alteracio da
composicdo do meio ou de factores ambientais podem originar
alteracdes microbiolégicas importantes, com o entrada em acti-
vidade  dog microorganismos viaveis,

Foi notdrio, em particular nos concentrados com valores
de pH mais elevados (pH > 2), o aparecimento de turvacio
associada  a umta precipitacio acentuada de matéria corante.
A observaglo microscépica do depésito revelou a presenca de
leveduras e nalguns casos bactérias e fungos além de muita
matéria corante. Por cultura em mosto estéril, & temperatura
de 25°C. observou-se o desenvolvimento de leveduras. Estas
parecem particularmente. adaptadas aos concentrados provavel-
mente: devido a menores exigéncias nutricionais e a maior
resisténcia acida.

Face as observacOes feitas, procedeu-se ao isolamento de
leveduras de um concentrado de pigmentos para caracterizagéo
das espécies possiveis, tendo-se observado a existéncia de um
tipo: de coldnia predominante.

Esta levedura foi identificada no Instituto Gulbenkian de
Ciéncia, utilizando os métodos descritos por Yarrow e Van der
Walt: (1984). ‘

Testes morfoldgicos

’

A morfologia em meio s6lido é caracterizada por uma
colénia de cor branca/creme claro, de superficie lisa, brilhante,
de textura cremosa, seccdo transversal convexa e margem inteira.

A cultura em placa de Dalmau, em meio CMA, revelou a
presenca de pseudomicélio, a auséncia de artrésporos e gemu-
lacdo . multilateral.

A ohservagio microscopica em meio liquido revelou células
ovais, isoladas, aos pares ou em pequenos grupos. A gemulacdo
€ multilateral. Apds trés dias de crescimento em meio liquido
nao se observou a formacdo de anel nem de pelicula e o sedi-
mento formado era compacto. ‘
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Em meios especificos como ME, PDA e V8 nio se observou
a formacfo de esporos ou de qualquer estrutura sexuada.

Testes Fisiolégicos

Foram efectuados os seguintes testes de natureza fisiologica:
fermentacdo, assimilacio de compostos de carbono e azoto, sus-
ceptibilidade a antibidticos, osmotolerancia, crescimento a varias
temperaturas e necessidade de vitaminas para o seu crescimento.

Fermentacao

A levedura conseguiu fermentar os seguintes aclcares utili-
zados como Unica fonte de carbono do meio: glucose, maltose,
trealose e celobiose. Os testes de fermentacao revelaram-se nega-
tivos com a galactose; sacarose, melibiose, -lactose, ' melezitose,
rafinose e inulina.

Agsimilacao de fontes de carbono

Foram positivos os testes utilizando como unica fonte de
carbono - do meio: glucose, glucosamina, D-ribose, D-xilose,
L-arabinose, L-ramnose, sacarose, maltose, trealose, «-metil-D-
-glucésido, celobiose, salicina, arbutina, metezitose, amido, etanol,
glicerol, eritritol, ribitol, xilitol, D-gluecitol, D-manitol, D-glucono-
-1,5-lactona, D-gluconato, succinato, citrato e malato. Foram
negativos os testes com a galactose, L-sorbose, D-arabinose,
melibiose, lactose, rafinose, inulina, galactitol, inositol, glucoro-
nato, lactato, tartarato e metanol.

Assimilacdo de fontes de azoto

Houve crescimento da levedura utilizando como Unica fonte
de azoto os seguintes compostos: nitrato, nitrito, etilamina,
L-lisina e cadaverina. Os testes de crescimento foram negativos
apenas com a ‘creatina e a creatinina.

Susceptibilidade a antibiéticos

Verificou-se que a levedura é resistente & cicloheximida a
0,019% e 0,1% (p/v).

Osmotolerancia

Verificou-se tolerancia a solucdes de glucose a 509% e de
cloreto de sédio a 10'%.
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Crescimento em meio sem- vitaminas

Num meio isento de vitaminas nfo se obsérva o crescimento
da levedura.

Testes adicionais efectuados pela Divisdo de Leveduras CBS
do «Centraalbureau voor Schimmelculturess, Holanda, revelaram
haver crescimento quando as Unicas vitaminas ausentes do meio
eram: o inositol, o 4cido pantoténico, a piridoxina, a niacina e
0 4cido p-aminobenzdico. A biotina e a tiamina revelaram-se
essenciais ao crescimento da levedura.

Crescimento a varias temperaturas

Verificou-se 0 crescimento da levedura as temperaturas de
25°C, 30°C e 35°C, mas ndo a temperatura de 37°C.

Testes adicionais

Realizaram-se ainda os testes de formacdo de amido e
hidrolise da ureia que se revelaram negativos.
A reaccdo com o azul de diazénio B (DBB) foi negativa.

Com base nos resultados dos testes efectuados a levedura
foi identificada como Candida ishiwadac. S6 ha registo de uma
outra estirpe desta levedura isolada do solo no Japdo que foi
descrita por Sugiyma e Goto (1969) (CBS 6022), sendo a estirpe
em:estudo” a segunda 4 ser relatada (CBS 7401).

Em face dos resultados obtidos e dado verificar-se o cres-
cimento desta levedura nos concentrados de pigmentos anto-
cidnicos havera todo o interesse em determinar os compostos
presentes naqueles meios que poderdo ser utilizados como
nutrientes por esta estirpe de levedura.

Por outro lado, o0s: resultados mostram o interesse de um
controlo microbiolégico ao longo das diferentes fases do processo
de fabrico destes concentrados de pigmentos.

CONCLUSOES

A composicdo antocidnica determinada por cromatografia
liquida de alta pressio mostra a predominincia nestes concen-
trados das antocianinas glucosiladas na posicio 3 (94 a 98'%),
sendo a malvidina-3-glucésido o composto maioritdrio (41 a
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54 %). Deficientes condicdes de fabrico e ou de conservacio
determinaram uma perda acentuada em particular dos derivados
trihidroxilados (delfinidina) e dihidroxilados (cianidina e peo-
nidina) facilmente oxidaveis.

Confirma-se a importancia da purificagio na composicio e
estabilidade das antocianinas dos concentrados de pigmentos
provenientes de bagagos de uva.

A estabilidade das antocianinas é fortemente condicionada
por diversos factores fisico-quimicos, sendo a temperatura um
dos mais influentes; o seu aumento acelera os processos de
degradacdo.

O pH do meio condiciona também de uma forma acentuada
a estabilidade, devendo-se este facto A estabilidade relativa das
diferentes estruturas das antocianinas em equilibrio em solucéo
aquosa em funcio do pH.

O 4cido ascérbico, vulgarmente usado como antisséptico
na indastria alimentar ndo afecta significativamente a esta-
bilidade das antocianinas desde que o oxigénio seja eliminado
do meio,

A luz exerce um. efeito negativo, verificando-se que a
degradacdo por mecanismo foto-oxidativo é menos acentuada
em solugbes concentradas do que em solugdes muito diluidas,
0 que se atribul & maior resisténcia & descolorac¢io dos com-
plexos formados por auto-associacio das moléculas de anto-
cianinas,

Um dos mecanismos que maior efeito produz na estabi-
lidade das antocianinas é a copigmentacio. Dos copigmentos
flavénicos ensaiados a rutina originou o efeito mais acentuado.

A estabilidade do ponto de vista biolégico é outro pro-
blema a ser considerado na utilizacio destes concentrados de
pigmentos como corante natural na indistria agro-alimentar,
devendo ser considerada numa fase final do processo de fabrico
destes coneentrados liquidos uma filtracio esterilizante.

Foi isolada uma levedura, apresentando caracteristicas
muito peculiares e parecendo dominante entre as espéeies
possiveis. Os resultados dos testes morfolégicos e bioquimicos
efectuados permitiram a sua identificacdo. Trata-se da segunda
estirpe de Candida ishiwadae a ser relatada, descrita pela pri-
meira vez por Sigiyama e Goto (1969) com base numa estirpe
do solo no Japdo. '
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RESUME
Stabilité physico-chimique‘ et biologique de solutions concentrées
de pigments anthocyaniques obtenues de marcs de raisin

I’analyse par  chromatographie liguide : & - haute = performance - des
anthocyanes des solutions concentrées:  obtenues :des marcs. de raisin. mis
en évidence que les 3-glucosides des cing anthocyanidines principaux — mal-
vidine, paeonidine, pétunidine, cyanidine et delphinidine —'sont les pigments
les plug importants (94-98'9%). A sont tour le monoglucoside de’ malvidine
c’est. le- prédominant - (41-54 %). : :

La stabilité  de -ces: concentrés ‘anthocyaniques: est: conditionnée par
des  facteurs  physico-chimiques — luimiére; temperature, pH, .oxigéne et
copigments, bien que par -des facteurs biclogiques,

Des troubles microbiologiques quon a trouvé ont conduit & I'isolement
d’une " souche de levure présentant des caractéristiques” spécifiques résis-
tant' aux conditions dlobtention ‘de ces concentrés; Des tests biochimiques
et morphologiques efectués ont permis leur: identification comme - une
Candida ishiwadae, décrite par Sugiyama ‘e Goto (1969). pour une souche
isclée du sol au Japon, -étant ainsi- celle-la la deuxiéme souche de .cette
espéce  qui est décrite.

SUMMARY

Physical-chemié¢al and biclogical stability of anthocyanins
in concentred liquid grape pomace

Anthocyanin composition of ‘concentrated liquid grape pomace extracts
has  been.: analysed: by high- performance. liquid. chromatography (HPLC).
The 3-glucosides : of the malvidin, peonidin, petunidin, delphinidin - and
cyanidin  are -the main pigments in these extracts (94-98 9%). Malvidin-
3-glucoside is: the most important (41-54%):

In this work is discussed the effect of several chemical and physical
factors: light, temperature, pH," oxygen and- copigmentation on the color
stability- of ‘red- grape ‘pomace ‘extracts.

‘We ‘are -observed: microbiological: spoilage - in- these  grape pomace
extracts. The isolated yeast has’ been characterized and identified as
Candida ishiwadae,  described by - Sugiyama and: Goto: (1969) from one
strain’ isolated of a Japan’s soil, 8o that is the second strain of this specie
being related:
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