Ciéncia Téc.. Vitiv. 9 (1-2): 5-15. 1990:

A TOXICIDADE DO DI‘(’)XID’O DE ENXOFRE
PARA A LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

(REVISAO BIBLIOGRAFICA)

P. J. CAMEIRA-DOS-SANTOS

Estagdo Vitivinicola: Nacional. Dois: Portos; 2575 Runa

RESUMO

B abordada a cbmponente antisséptica do SO, tendo como referéncia
a necessidade de reduzir significativamente as doses deste aditivo a utilizar
em’ vinificacdo, por forma a que os vinhos a: comercializar: para consurio
humano- directo possuambaixos teores: em dioxido:de enxofre. total:

“Na revisdo bibliografica efectuada, foram destacados os: efeitos do
80, scbre leveduras, particularmente 8. :cerevisine. A ‘grande -diversidade
dos efeitos. fisiologicos do: dioxido  de enxofre"sobre a estrutura e meta-
bolismd' - celular referidos na. bibliografia, n&o: significa ‘que haja 'j4 uma
perfeita ‘compreensdo . desses:-fenodmenos e da  sua: .importdncia-: relativa.
Sabe-ge que a-accdo do 80, sobre levedurag depende  da ‘componente. mole-
cular presente no meio (a. qual, por sua vez, depende fortemente do pH).
Por-outro-lado; é a acumulagéd intracelular. dos i6es HSO7F & S‘O? a causa
dos danos mals  graves registados. Assim, & ‘trangposicdo  da. membrana
plasmatica pela molécula do SO, que sé realiza por difusfo simples, surge
comoum: passo- decisivo entre: os fenémenos que constituem & sua toxici-
dade- para-as’ leveduras. Sfo discutidos ‘alguns- factores susceptiveis de
influenciar 'a resisténcia das’ leveduras ao SO,

INTRODUCAO

A acclo antimicrobiana do didxido de énxofre é uma das
suas propriedades com aplicagdo generalizada em vinificacéo.
Pode dizer-se que o SO, afecta todos os microrganismos pre-
sentes em mostos e vinhos, sendo particularmente ftil a sua
actividade contra bactérias e leveduras nocivas. E de referir o
interesse enoldgico da sua accdo selectiva sobre leveduras, dado
que em geral as mais aptas para a fermentacdo alcoblica sio
também as mais resistentes ao SO,. Assim, este composto inibe
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o crescimento de leveduras nocivas, bactérias lacticas e acéticas,
permitindo que as leveduras desejaveis (essencialmente estirpes
de. 8. cerevisiage) dominem a fermentacio.

No entanto, o emprego do diéxido de enxofre em enologia
levanta: problemas de diversa ordem que inmporta ndo menos-
prezar. Para além da sua toxicidade para o ser liumano, exis-
tem aspectos juridicos e legislativos que aqui abordaremos
sumariamente. Com o objectivo de aproximar progressivamente
a legislacio portuguesa as regras comunitarias tem sido publi-
cada anualmente' (desde 1987), legislacdo reduzindo os limites
para os teores em «anidrido- sulfuroso totals:em ~vinhos por-
tugueses. Assim, para a campanha vitivinicola de 1989/90, com
inicio. em 1-de Setembro de 1989, entrario em vigor os limites
fixados pela Portaria n.° 445/89 de 16 de Junho (Anénimo,
1989). & que o Artigo 335.° dos Actos de Adesdo da Republica
Portuguesa as Comunidades Econémicas Furopeias (Anénimo,
1985), permitindo. embora, durante a primeira etapa da. Adesao,
a manutencdo dos limites aplicados na matéria sob o regime
nacional ‘anterior, obriga no: decorrer desta a que o teor do
«anidrido sulfuroso total» baixe progressivamente para os niveis
comunitarios, a fim de estes serem integralmente cumpridos a
partir de 1 de Janeiro de 1991, inicio da segunda etapa. Estes
niveis comunitarios: atras referidos. sio ‘os. estabelecidos pelo
Regulamento (CEE) n.°:-822/87 do Conselho de: 16 de Mar¢o
de 1987 (Andnimo, 1987) que estabelece a organizacaco comum
do mercado vitivinicola. O Artigo 65.° deste Regulamento fala
explicitamente em limites. para o «teor:total em anidrido sul-
furoso dos vinhos (:..) no momento da sua colocacio no mercado
para consumo humano directos. :

Neste trabalho abordar-se-4 a . accéo ant1m1crob1ana do
dioxido ‘de enxofre; em: particular os fenémenos referidos na
bibliografia observados genericamente ‘em leveduras e tamhbhém
especificamente ‘'em: Saccharomyces. cerevisiae.

AS ESPECIES QUIMICAS EM SOLUCAO AQUOSA DE SO,

O dioxido de enxofre: (seja’no estado gasoso, seja sob a
forma de solucdo aguosa de SO;, ou ainda de sais como 0 meta-
bissulfito -de “potassio K.S,0;); quando em solucdo aquosa
(ou hidroalcodlica:)gera as seguintes espécies quimicas: H:S0;



R

(4cido sulfuroso nio dissociado, diéxido de enxofre molecular),
e os produtos da sua dissociacio, HSO73 (hidrogenossulfito),

e SO; (sulfito), segundo os equilibrios:

S0, + H,0 —5 H.SO,

K1
H.80, <— HSO, +HT
e
K2 o =
HSOT ¢— SOT + H+

As constatntes de équilibrio K1 e K2 estio ‘depe‘ndentes
da temperatura, do teor alcodlico do meio e da sua forca idnica
(Ussegliq-Tomasset e Bosia, 1984).

O MODO DE ACCAO DO SO,

Estes equilibrios sdo regulados pela equacdo de Henderson-
-Hasselbalch pH = pKa-loglacido fraco]/[base conjugada], pelo
que a proporgio das diferentes espécies. quimicas esta forte-
mente dependente do pH do meio. Esta provado que a espécie
com maior actividade antimicrobiana é a forma molecular, H,SO;
(Usseglio-Tomasset et al., 1981; Vas e Ingram, 1949). O poder
antigséptico do SO, molecular sobre leveduras ¢é cerca de
500 vezes maior gque o das outras formas do SO, livre (Schopfer
e Aerny, 1985; Usseglio-Tomasset et al., 1981). Assim se com-
preende que a-acgdo antimicrobiana do SO, esteja fortetmente
dependente do pH do meio:

— quanto mais baixo for o pH, maior serd a concentracio
de H.SO, no meio, para igual dose de SO, livre;

—a pH's baixos, é provavel que a-célula microbiana, encon-

 trando-se num ambiente hostil, fique mais sensivel &
accao - de agentes : t6xicos.

O S0, afecta o metabolismo celular a diversos niveis antes
e depois da sua migragio para o interior da célula, e também
a0 nivel da membrana plasmatica (Beech e Thomas, 1985;
Hammond e Carr, 1976):
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- no meio extracelular, combina“ndo-se COIM NUMErosos: com-
postos, torna-os indisponiveis como nutrientes para a
célula; é também de destacar a redugdo do oxigénio,
essencial: & multiplicacdo das-leveduras;

— ao nivel da membrana plasmatica, dio-se interaccgdes com
proteinas funcionais. O efeito mais nocivo citado na
bibliografia é o da diminuicio rapida da concentracio
intracelular de ATP observada em: Saccharomyces cere-
visiae, por  Schimz e Holzer (1979). Posteriormente,
Schimz (1980) refere que este fenémeno podera ser expli-
cado por uma interaccio do SO, com a ATPase mem-
branar, Esta enzima sob- o -efeito do S0, provocaria
uma hidrélise acelerada: do ATP ‘intracelular, com a con-
sequente diminuicido das reservas globais da célula em
ATP e, por fim, a perda da viabilidade celular.

A Tibliografia refere também o efeito da interaccio com
receptores de membrana para o 80;.-Anacleto e van Uden (1982),
verificaram que:a morte de Saccharomyces cerevisige é induzida
ra presenga de metabissulfito de potassio (5 a 150mg/l, -a
pH =:3.40), "a temperaturas as quais a morte térmica  celular
néo é detectvel na auséncia- da droga. Ap6s examinarem ' as
energias de activagio da morte provocada pelo diéxido de enxofre,
proptem um mecanismo pelo qual este interage com dois recep-
tores da membrana, um deles directamente relacionado com o
processo de morte da célula pelo SO, (de elevada afinidade
para o S0.), denominado «sitio de morte provocada pelo SO»
(«SDD site») e o outro que regularia a entropia de activacio
do primeiro («EM site»). Formulam s hipotese de o «SDD sites.
ger uma proteina membranar parcialmente exposta & superficie
exterior da membrana. ,

Anacleto (1986), refere que a permeabilidade da membrana
plasmatica de Saccharomyces cerevisioge nio é afectada pela
presenca de SO, sendo no entanto de admitir que alguns fend-
menos de membrana (nomeadamente o seu estado de energi-
zacdo); sejam afectados, Referinde-se o resultados obtidos em
estudos sobre o transporte de glucose e maltose em Saccha-
romyces cerevisiae, na presenca da K.S.0;, conclui que: esta
droga podera afectar o gradiente electroquimico de protdes.
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- efeitos intracelulares; as virias accbes’ intracelulares:do
SO, descritas na bibliografia devem-se fundamentalmente aos
ides HSO3 e SO35 que se acumulam no interior da célula. Beech
¢ Thomas (1985), dividem-nas nas seguintes categorias:

a)

b)

inibicdo de vias metabdlicas: combinando-se com diver-

. sos intermediarios. de vias metabolicas; hi diminuicio

da producido de ATP. Por exemplo, 0 SO, combinando-se
com o aldeido acético e o 4acido pirtivico, impede a pro-
ducdo de etanol e a regeneracdo do NAD' a partir
do NADH, inibindo assim a via de Embden-Meyerhof-
-Parnas, e estimulando a producao de glicerol e outros
produtos secundarios pela via da fermentacao glicero-
pirtvica (Ribéreau-Gayon et al., 1977).

A glucose, a di-hidroxicetona-fosfato e o aecido 3-fosfo-
glicérico sdo eliminados de forma- semelhante, Toda a
actividade do ciclo de Krebs é diminuida, dado que o
SO, se combina, com: 4cidos que o compoem (a-cetoglu-
tarato e oxaloacetato). Devido & ja citada diminuicdo
das reservas da célula em ATP, processos dependentes
do ATP sofrem inibicdo. Dado que o SO, quebra as
ligacOes dissulfidricas das proteinas, muitos sistemas
enzimaticos sdo inibidos (fenémeno para o qual também
colabora a destruicdo .de coenzimas). Hinze e Holzer
(1986); ao registarem um rapido decréscimo nos niveis
de ATP em células de mutantes deficientes respiratérios
de 8. cerevisiae, apds-incubacdo com sulfito ou mnitrito,
concluem ser este fenémeno uma consequéncia da inibi-
c¢do da sintese de ATP ligada a degradagéo da glucose
pela via de Embden-Meyerhof-Parnas. Sugerem a ini-
bicdo  da enzima gliceraldeido-3-fosfato des1drogenase
como. causa. para o fendmeno. :
danos estruturais: sfo referidos como deformagao das
proteinas estruturais, peroxidacio dos lipidos, trans-
formacdo dos 4cidos nucleicos e mutagénese. Guerra
et al. (1981) observaram em 8. cerevisiae que o SO,
induz com elevada frequéneia: mutantes deficientes res-
piratérios, mutantes com o :metabolismo da metionina
alterado e mutantes resistentes ao SO,.
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¢) -inibicio do metabolismo do enxofre: segundo Hammond
e Carr (1976), o SO, interfere na sequéncia metabdlica
estabelecida na célula da levedura para a sintese de
aminoAcidos sulfurados, inibindo-a. Estes autores des-
crevem também dois mecanismos a que as células recor-

rem para se libertarem do SO,: a oxidacio em SO
pelo complexo - enzimatico sulfito-oxidase; e a reducio -

em S pelo complexo sulfito-redutase.

d) “destruicfo de vitaminas: a vitamina B, (tiamina), sob
a accdo do SO, é cindida em dois fragmentos sem- qual-
quer actividade vitaminica. Idénticos processos sao des-
critos na bibliografia para outras moléculas biolégicas
com ‘actividade vitaminica.

TRANSPORTE DO SO, NA 'LEVEDURA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

A transposigéo da membrana plasmética é um passo:impor-
tante -nos fendmenos que. constituem a toxicidade do didxido
de enxofre para os  microrganismos.  Receéntemente  surgiram
duas teorias explicativas para: o transporte do S0; na levedura
Saccharomyces cerevisiae, em meios de pH baixo (inferior a'4.0).
Ambasg partem dos seguintes pressupostos:

—ser o acido sulfuroso néo dissociado (H,SO;) a Tnica
espécie quimica transportada para o interior da célula;

—a observacio generalizada de que a eficacia do SO, contra
esta levedura, aumenta com o abaixamento de pH, deve-se
a0 aumento da concentracio de H.SO, no meio extra-
celular e no consequente aumento da velocidade de
transporte: ' ‘

Macris: e ‘Markakis (1974) defendem que o trangporte do
SO, é mediado por uma proteina membranar e, dado que se
regista acumulacao intracelular; tratar-se-ia de transporte activo.

Stratford e Rose: (1986) discordam: destes autores, defen-
dendo que o S0,, na forma molecular, atravessa . a membrana
plasmatica por difusdo simples (através da bicamada lipidica).
Estes tltimos adiantam ainda uma explicacio para o facto de
se registar acumulacdo intracelular sem haver transporte activo:
é que o H,SO;, apds atravessar a membrana plasméatica, encon-
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tra um pH intracelular mais elevado (proximo da neutralidade),
pelo que se converte em HSO75 e SO75 por perda de protdes.
Este facto faz baixar novamente: a -concentracio intracelular
de H.SO,, permitindo a continuagdo da difusdo até se resta-

belecer o equilibrio (o HSO3 e o SO75 nio podem atravessar
a bicamada lipidica por serem iGes e portanto fracamente lipos-
soliveis). A dimensdo da acumulacio estd assim também
dependente do pH intracelular (variavel com a espécie de
levedura). s

A ACCAO ANTISSEPTICA DO S0, MOLECULAR
SOBRE LEVEDURAS

Schopfer e Aerny (1985), referem que a maioria das estir-
pes de Saccharomyces cerevisiae por eles estudadas toleram até
4 mg/1 de SO, molecular. A partir de 8 mg/1 a sua multiplicagdo
¢ totalmente inibida e para a sua destruicdo completa seria
necessaria uma concentracio de 50 mg/l de SO, molecular.
Usseglio-Tomasset et al. (1981), referem que doses de 0.3 mg/l
a 19mg/l sdo capazes de retardar por 24 horas o inicio de
uma - fermentacio, por estirpes da mesma levedura. E também
de referir o trabalho de Sudraud e Chauvet (1985), que apds
estudos efectuados em adegas e laboratério, afirmam que para
assegurar uma paragem de fermentacio pelo SO, (para a
obtencdo de vinhos brancos com actlicar residual), foram necessé-
rios 1.50 mg/l de SO, molecular, e para evitar a sua refermen-
tacao, bastou a dose de 1.20 mg/l.

RESISTENCIA DAS LEVEDURAS AO SO,

Pouco se sabe sobre as bases fisiologicas da resistéricia de
leveduras ao diéxido de enxofre. Stratford et al. (1987), afirmam
que’ as estirpes de Saccharomyces cerevisiae se contam: entre as
leveduras mais resistentes a este aditivo. Alguma resisténcia
¢ atribuivel a producéo pela levedura de compostos combinantets
do S0, (o acetaldeido, o 2-oxoglutarato e o piruvato) quando
as leveduras crescem na presenca de SO, (Weeks, 1969). Stratford
et al. (1987) admitemn também que diferencas na resisténcia
a0 SO, das leveduras sejam em parte devidas a diferencas nas
suas taxas de transporte através da membrana plasmética.
Assim, discutem a hipétese de um eventual papel determinante
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da composicdo da bicamada lipidica em A&cidos gordos na resis-
téncia de uma dada estirpe de levedura ao S0O,. Dado que o
aumento do teor em residuos de Acidos gordos insaturados nos
fosfolipidos das membranas aumenta a sua flexibilidade, Stratford
et al. (1987), ap6s registarem maiores velocidades iniciais de
entrada do SO. em Saccharomycodes ludwigii que em Saccha-
romyces cerevisiae, e servindo-se de dados que apontam para
uma maior riqueza ‘de residucs de 4cidos gordos em Cig.1 NOS
fosfolipidos de membrana de 8’codes ludwigii que de 8. cerevisiae,
formulam- a hipotese de gque uma maior flexibilidade membranar
pode acelerar a difusdo do SO, através da membrana plas-
matica. Assim, leveduras com maiores teores de residuos de
acidos gordos insaturados nos fosfolipidos das suas membranas
plasmaticas, teriam uma membrana com maior fluidez o que
induziria uma maior velocidade de difusdo do SO..

Num' estudo realizado em Adegas Cooperativas da regido
do Ribatejo-Oeste (Portugal) por San-Romio et al. (1982), veri-
ficou-se: existir uma relacdo directa entre a frequéncia de leve-
duras mais resistentes ao SO, e as doses deste aditivo usadas
em cada Adega no momento da vinificacdo. Assim, segundo estes
autores, elevadas doses de S0, usadas habitualmente na vini-
ficacio conduziriam a uma adaptacio progressiva da microflora
levuriana, adquirindo esta maior resisténcia ao diéxido de enxofre.

CONCLUSOES

O mecanismo de accdo do SO, sobre leveduras. (que se sabe
“depender do nivel de SO, molecular presente no meio), esta
ainda pouco esclarecido. A levedura mais estudada tem sido
Saccharomyces cereviside sem davida pela importincia econo-
mica e industrial das fermentacdes alcodlicas. Os danos intra-
celulares, resultantes da acumulacio “dos - ices HSO75 ‘e SO5
serdo porventura os mais graves pelo que o transporte do SO,
serd um passo decisivo na toxicidade deste antisséptico para
leveduras. ‘O pH do meio assume também papel relevante na
eficacia do SO, contra leveduras, concluindo-se que este é quase
completamente ineficaz quando o pH do meio é superior a 4.00.
S3o  também de referir og  conhecimentos  recentes 'sobre &
influéncia da composicio lipidica da membrana plasmatica na
resisténcia das leveduras ao SO.,.
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RESUME

La toxicité du dioxyde de soufre pour la levure Saccharomyces
cerevisice — mise au point bibliographique

Lraction antimicrobienne  du’ dioxyde' de soufre est analysée, ayant
comme reférence la nécessité de réduire les quantités de ce additif & utiliser
en vinification, de fagon a obtenir vins avec ‘des Taibles doses de S0, total.

Parmi-les auteurs, c'est pdcifigue laffirmation de que cest le 80,
moléculaire I'espéce toxique pour: les levures, dd & laccumulation intra-
cellulaire de HSO7F et de SOT . qu'elle ameére. La molécule de SO, pénétre
la cellule de S. cerevisiae par diffusion simple, et les ions bissulfite et
sulfite formiés dans'le cytoplasma, sont empéchés. de gortir a cause. de
leurs. faibles taux de diffusion a travers de la membrane cytoplasmique:

Quelques facteurs susceptibles d'influencer la - résistance des levures

au’ SO, sont discutés.

SUMMARY

Sulphur dioxide toxicity to Saccharomyces cerevisiae
- a review

Sulphur’ dioxide is commonly. used in ‘wine-making; this compound
selectively inhibits the growth of acetic and lactic acid bacteria, allowing
desirable 'yeast strains (8. cerevisige and related species) to dominate
the fermentation. In this paper, we discuss its effects againgt yeasts in
light of the need: to minimize its employment in. wine-making, in order to
obtain ‘wines with less SO,. 'We have done a review about the transport
and toxicity of sulphur dioxide in §. cerevisize. Since molecular sulphur
dioxide is the only form of S0, with activity against yeasts, it is inferred
from the bhibliography that® SO, after crossing the plasma membrane
(by.-simple diffusion), is largely converted into HSO3 and SO% ions
(forms that cause intracelular damages). This fact makes the intracelular
concentration: of SO, lower, allowing. further diffusion into organisms until
the concentration of ‘S0, is equal on both sides of the plasma membrane,

Factors affecting the resistance of yeast strains to sulphur dioxide

are - discussed:
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