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Resumo

este artigo apresenta uma revisão bibliográfica a respeito das culturas iniciadoras de fermentação em vinhos. Fez-se uma 
abordagem a partir dos últimos cinco anos de pesquisa em temáticas pertinentes às áreas de Microbiologia, Biotecnologia, 
Ciências de alimentos e enologia com culturas iniciadoras. Foram revisados os processos de fermentação alcoólica, 
maloláctica, mista, bem como os métodos de estudo, com destaque para a Biotecnologia e as perspectivas de estudos.
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methodologies in the domain of Biotechnological data and the studies perpectives.
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1 INTRODUÇÃO

Culturas starters ou culturas iniciadoras de fermentação consistem na seleção de microrganismos 
de alimentos com atividade metabólica estável e conhecida, portadores de outras características usadas 
para produzir alimentos e bebidas fermentadas de aparência, corpo, textura e sabor desejáveis (RaY, 
2004). atualmente esse termo abrange as formas de microrganismos fermentadores inoculados ao 
meio também com função protetora contra espécies contaminantes (GeRBaUX et al., 2009).

o processo fermentativo em vinhos é caracterizado por uma transformação complexa do mosto 
da uva, pela presença de fungos filamentosos, leveduras e bactérias ácido lácticas que utilizam os 
açúcares fermentescíveis e outros compostos derivados a partir desse processo para elaborar o vinho. 
apesar de o mosto ser um meio bastante rico em nutrientes, seu pH ácido e elevado conteúdo de 
açúcares exercem pressão seletiva sobre esses microrganismos e somente poucas espécies são capazes 
de crescer no meio. entre esses microrganismos, as leveduras são as principais responsáveis dessa 

transformação bioquímica, por realizar a fermentação alcoólica (kÖniG; UnDen; FRÖHliCH, 
2009).

a fermentação alcoólica, do ponto de vista prático, é conhecida pela humanidade desde os 
tempos mais remotos. Há relatos bíblicos que contam da elaboração do vinho no período de noé. 
entretanto, o conhecimento científico das fermentações aumentou de modo significativo após as 
descobertas de louis Pasteur, em meados do século XVii (aMaRante, 2005). a reação química do 
desdobramento de uma molécula de glicose em álcool e anidrido carbônico com liberação de calor, 
atualmente, é visto como a simples manifestação exteriorizada do processo nutricional das leveduras 
quando em meio anaeróbio.

Com os avanços científico e tecnológico, um fenômeno ocorrido nos vinhos de todo o mundo, 

antes confundido com uma fermentação alcoólica secundária, passou a ser melhor conhecido 
e estudado. Da observação da redução da acidez do mosto por um aumento de ácido láctico com 
decorrente diminuição de ácido málico, por meio de técnica de cromatografia somado a exames 
microscópicos, revelou-se a presença de bactérias ácido-lácticas. a estes microrganismos foi atribuído o 
papel fundamental na então denominada fermentação maloláctica ou secundária (kÖniG; UnDen; 
FRÖHliCH, 2009). 

atualmente, sabe-se que as fermentações alcoólica e maloláctica são grande parte do sucesso dos 
processos de vinificações. neste sentido, muitos estudos são realizados ao longo de anos para se tentar 
compreender e avaliar os microrganismos envolvidos na elaboração do vinho, aspectos de sua biologia 
e suas capacidades de interação com o meio e com as outras espécies. o somatório desses achados 
vem contribuindo para que os processos de fermentações inoculadas fiquem cada vez mais eficientes 
e produzam vinhos com qualidade sensorial aceitável e seguramente reproduzível (aMaRante, 
2005).
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em contrapartida, em certas regiões tradicionais da europa, há quem defenda que a ciência não 
deveria intervir em relação o processo fermentativo em vinhos, deixando as fermentações ocorrerem 
de forma natural. Contudo, o problema da dependência das fermentações espontâneas em escala 
comercial está na dificuldade de se predizer e reproduzir as mesmas características do produto acabado 
(aMaRante, 2005). o número e a diversidade de microrganismos presentes, a variedade e estado 
da uva, as práticas vitivinícolas empregadas e outros fatores somados, são os pontos que hoje a Ciência 
trabalha no sentido de assegurar a padronização e a qualidade do vinho comercial. 

Considerando-se os avanços biotecnológicos recentes, o uso das culturas iniciadoras de 
fermentação fazem uma grande revolução na indústria de elaboração de vinhos. Muitos microrganismos 
antes presentes nas fermentações espontâneas, seja vindo no interior da fruta, seja advindo de lesões na 
casca da uva causadas por insetos e pássaros, ou mesmo, em razão das práticas vitivinícolas, puderam 
ser isolados e avaliados de diversas formas. a partir disso, sua interação no mosto e em meios sintéticos 
simulados desenvolvidos em laboratório vêm fornecendo melhores resultados à indústria vinícola 
(kÖniG; UnDen; FRÖHliCH, 2009).

no entanto, nem sempre as espécies selecionadas de ambientes naturais para iniciarem um 
processo fermentativo portam todas as características desejáveis para o sucesso da fermentação. Desse 
modo, tem fundamento o desenrolar de um longo trabalho dos cientistas para estudar os aspectos 
pormenorizados de microrganismos fermentadores e de novas tecnologias de estudo com suas 
cepas.

este estudo traz um importante resumo das abordagens recentes em relação culturas iniciadoras 
de fermentação em vinhos, publicadas em artigos1 de periódicos das áreas de Microbiologia, 
Biotecnologia, Ciências de alimentos e enologia, nos últimos cinco anos (jan./2005 a dez./2009). 

o objetivo é revisar o tema das culturas iniciadoras em vinhos, reunindo as novas informações e 

dando continuidade a outras revisões que vêm se fazendo sobre esse assunto. Certamente, este trabalho 
servirá como fonte de consulta para muitos iniciantes da área, pesquisadores acadêmicos, enólogos e 
produtores de vinho interessados nos avanços biotecnológicos relativos às culturas iniciadoras.

1.1 eStUDoS De ReViSÃo anteRioReS 

Com relação a outras revisões na literatura, trabalhos a respeito das preparações de leveduras 
secas inativas (iDY), amplamente utilizadas na indústria vinícola, mobilizam tanto progressos para 
as pesquisas da fermentação alcoólica quanto da fermentação maloláctica. as iDY em conjunto com 
culturas iniciadoras, geram propriedades organolépticas requeridas aos vinhos e têm efeitos sobre a 
segurança do processo, prevenindo, entre outros, o aparecimento da ocratoxina a (PoZo-BaYÓn; 
anDÚJaR-oRtiZ; MoReno-aRRiBaS, 2009). 
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em outro estudo, as revisões sobre formas de preparação de leveduras secas ativas, as culturas 
iniciadoras de fermentação alcoólica propriamente, encontram-se publicadas no livro soviético 
Sovremennye preparativnye formy drozhzhey dlya vinodeliya de Martinenko (2006). Recentemente, a 
existência dessa publicação foi comunicada por naumov (2009). embora o livro seja de relevância 
incidente quanto à presente pesquisa, uma vez que trata da revisão e crítica de uma coleção de mais de 
400 fontes no tema das culturas de fermentação alcoólica, a língua de origem se torna uma barreira ao 
acesso desse tipo de conhecimento.

Uma pesquisa de revisão referente ao tema trata da explotação do potencial de “lees” ou 
sedimentos-mãe: resíduos que se acumulam no fundo do recipiente de vinificação após a fermentação 
alcoólica, durante a estocagem de vinhos, ou, sob tratamentos autorizados. o sedimento-mãe pode 
ser muito útil, de acordo com os estudos levantados por Pérez-Serradilla e Castro (2008), uma vez 
que podem desempenhar de modo natural funções para a melhoria, qualidade e segurança de vinhos 
e indiretamente ter ação sobre as culturas fermentadoras e seus compostos requeridos e excretados no 

meio onde se processa a vinificação.

em se tratando de culturas iniciadoras de fermentação maloláctica, os primeiros estudos de 
sucesso apontavam para uma espécie: Leuconostoc oenos. a partir disso, muitas publicações concentraram 
esforços para desvendar a bioenergética, a produtividade, as condições de crescimento mediante fatores 
de estresse, além de realizar análises sensoriais dos produtos finais gerados por esse microrganismo 
(VeRSaRi; PaRPinello; Cattaneo, 1999).

não tardou até que os cientistas pudessem identificar um membro da família leuconostocaceae, 
entre as cepas com as melhores características para realizar a fermentação maloláctica em vinhos: 
Oenococcus oeni. esta bactéria ácido-láctica vem sendo amplamente estudada abordando: seu uso como 

fonte potencial de enzimas para a vinificação (MattHeWS et al., 2004); análise genômica de O. oeni 
PSU-1 e tópicos selecionados acerca de seu metabolismo de crescimento (MillS et al., 2005); e bases 
moleculares de resposta a estresse (SPano; MaSSa, 2006).

Com a descoberta e caracterização de O. oeni, microrganismo-chave da fermentação maloláctica, 
as interações com a levedura da fermentação alcoólica, Saccharomyces cerevisiae, foram também objetos 
de estudo dos cientistas. a revisão de alexandre et al. (2004) sublinha os conhecimentos correntes e as 
perspectivas de estudo relativas aos tópicos: inibição estimulação da bactéria maloláctica pela levedura; 
inibição da levedura pela bactéria maloláctica; influência das práticas de elaboração de vinho sobre 
a interação levedura-bactéria; e, ainda, aponta os métodos para o estudo da interação de bactérias e 
leveduras.

Baseado em estudos de revisão, o presente artigo prosseguirá revisando os temas relativos 
às culturas iniciadoras de fermentação alcoólica e maloláctica, o uso desses microrganismos como 
culturas mistas em inoculações sequenciais e inclusive as interações levedura-bactéria de fermentações 
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simultâneas, os métodos de estudo de culturas iniciadoras, com ênfase na biotecnologia e, por último, 
apontará tendências a esse respeito.

2 CULTURAS INICIADORAS DE FERMENTAÇÃO

iniciando o presente estudo, os temas tratados na revisão bibliográfica abordarão as culturas 
iniciadoras especificamente as etapas da fermentação dos vinhos, alcoólica e maloláctica. também 
serão abordados os trabalhos que estudam as culturas mistas, isto é, aquelas culturas compostas de 
mais de um tipo de microrganismo selecionado, adicionadas ao vinho, independentemente da sua 
etapa de fermentação.

2.1 FeRMentaÇÃo alCoÓliCa

a utilização de culturas iniciadoras de fermentação alcoólica em vinhos é iniciada com a inoculação 
do cultivo puro de levedura selecionada no mosto. esta inoculação serve para cumprir as três objetivos 
principais das indústrias vinícolas:  garantir um rápido início da fermentação, garantir a continuidade 
do processo fermentativo;  assegurar a reprodutibilidade da elaboração do vinho mantendo a qualidade 
padrão. Para tanto, é necessário que as leveduras inoculadas cresçam ativamente impondo-se sobre as 
espécies de leveduras selvagens presentes no mosto (kÖniG; UnDen; FRÖHliCH, 2009).

estudos realizados com culturas iniciadoras de fermentação alcoólica dos últimos cinco anos, 
para a fermentação de diversos tipos de vinhos, têm sido empregados com êxito pelos pesquisadores. 
os impactos de estresse do meio nas condições iniciais da fermentação (conteúdo alto de açúcares – 
glicose, frutose – alta acidez do fruto, outras condições físico-químicas adversas) sugerem que a seleção 
das cepas de leveduras com as melhores características para o início da vinificação, de acordo com 
Pulvirenti et al. (2009), devem seguir o acompanhamento de três fases: 1) a seleção das leveduras que 
dominam a fermentação espontânea; 2) a seleção entre as cepas dominantes daquelas que mostram 
as melhores características tecnológicas; 3) a seleção final entre as boas cepas tecnológicas daquelas 
que geram tratos qualitativos desejáveis. nesse sentido, convém apresentar os trabalhos que traçam 
um paralelo das fermentações espontâneas com as fermentações inoculadas, na base das respostas a 
estresses e na performance fermentativa, metabolismo de crescimento e biodiversidade das cepas. 

nas fermentações alcoólicas, a utilização de frutose pode ser crítica para a manutenção da alta 
taxa de fermentação final. em ambos os tipos de fermentação (espontânea e inoculada), a glicose é 
o açúcar preferencial, entretanto, em testes realizados com leveduras Saccharomyces e seus híbridos, 
inoculadas à baixa temperatura (12ºC), o consumo de frutose por estas cepas no início da fermentação 
foi mais intenso que à alta temperatura (28ºC) (tRonCHoni et al., 2009). Uma investigação a 
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respeito da base molecular de utilização de frutose indicou que a expressão do gene HXt3 (resultado 
de um alelo mutante na espécie), transportador de hexose em S. cerevisiae, era o responsável pela 
utilização de frutose similar ao tido nas cepas comerciais (GUillaUMe et al., 2007).

Pressões seletivas em razão de desequilíbrios estruturais na composição da uva, gerando alta acidez 
em vinhos brancos (BlanCo; VÁZQUeZ-Álen; loSaDa, 2008), ou, superamadurecimento da 
fruta, com teor de açúcar acima do padrão (Miki et al., 2008), mostram que é possível isolar entre as 
espécies da fermentação espontânea, leveduras S. cerevisiae que se destacam pela sobrevivência nessas 
condições e com boa produção de etanol. Contudo, do exame em 787 cepas de S. cerevisiae, isoladas 
de muitos substratos de diversas partes do mundo, foi possível correlacionar a taxa de fermentação, 
produção de etanol e acidez volátil melhores com as culturas iniciadoras encontradas em vinhos e 
vinharias, em detrimento daquelas isoladas do mosto e da uva (CoRte et al., 2006).

além disso, nas fermentações espontâneas o crescimento populacional não é estável e pode 
levar dias até que a biomassa atinja um número satisfatório para degradar o açúcar por completo e 
produzir álcool. em fermentados de gabiroba Campomanesia pubescens, o inóculo de S. cerevisiae UFla 
Ca 1162 produziu já nos primeiros dias populações estáveis de 9 log céls/ml, em comparação com 
leveduras de fermentação espontânea, as quais tiveram um crescimento de 3.7 a 8.1 log céls/ml após 
14 dias (DUaRte et al., 2009). além disso, a diversidade de espécies da fermentação espontânea pode 
ser muito alterada sob a influência de sedimento-mãe. o teste com cepas inoculadas e selvagens em 
barris de vinho Vinsanto, mostrou que na presença do sedimento-mãe (composto de ácidos graxos, 
esteróis e outros nutrientes), a biodiversidade de S. cerevisiae selvagens é grande, porem nas leveduras 
inoculadas, o sedimento não afeta o inóculo e ainda provê compostos para aumentar seu crescimento 
populacional (DoMiZio; ManaZZU; Ciani, 2009).

apesar das muitas desvantagens de se conduzir fermentações espontâneas em escala comercial, 
uma das vantagens está na seleção e teste de novas espécies e cepas como culturas iniciadoras puras ou 
como culturas iniciadoras mistas, a partir das fermentações espontâneas para as análises laboratoriais. 
Muitas espécies puderam ser isoladas e identificadas com a prática das fermentações espontâneas: 
é o que mostra a pesquisa realizada com sementes de umbu Spondias tuberosa, na qual se chegou à 
espécie do ascomiceto Candida floricula R-107 como a cepa capaz de produzir “vinho de umbu” com 
padrão estatisticamente superior ao de outras espécies (Melo et al., 2007).  Um teste realizado no 
mosto de uvas brancas Pinot Grigio, Roditis e Debina, submetidos a diferentes temperaturas (12 e 20ºC) 
permitiu selecionar cepas S. cerevisiae como culturas puras na elaboração de vinhos semisecos, além de 
indicar a espécie de levedura Kloeckera apiculata para futuros testes com potencial em culturas mistas 
(PaPatHanaSioU et al., 2006).

 em um outro estudo, ainda, espécies de leveduras não Saccharomyces foram avaliadas com 
base na formação de éster, selecionando-se os melhores gêneros Pichia e Hanseniaspora, da qual 
Hanseniaspora osmophila 1471 destacou-se pelo seu potencial de formação de 2-feniletil acetato e alta 
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taxa de fermentação de açúcares do mosto. além disso, H. osmophila teve produção de ácido acético, 
cadeia de ácidos graxos e etil acetato (compostos indesejáveis) dentro dos padrões de aceitabilidade 
para vinhos, sugerindo-se seu teste em culturas mistas com S. cerevisiae (Viana et al., 2008).

Pesquisas de cunho protocolar são importantes para a seleção de cepas em ensaios de fermentação 
e desenvolvimento como culturas iniciadoras. De acordo com critérios fisiológicos, tecnológicos e 
ecológicos, o isolamento da levedura S. cerevisiae MMf9 com fenótipo killer, em vinhos tintos do norte 
da Patagônia, foram desenvolvidos em dois passos: seleção com base nas propriedades tecnológicas 
e qualitativas, entre as cepas selvagens do ensaio e interação com cepas killer selvagens e comerciais 
(loPeS et al., 2007b). em seguida, avaliou-se a implantação dessa mesma cepa na elaboração de 
vinho em adegas tradicionais e modernas, na qual, S. cerevisiae MMf9 se desenvolveu melhor na 
adega moderna (80% contra apenas 40% da adega tradicional) e mais ainda que as cepas comerciais 
comumente utilizadas para este vinho tradicional argentino (loPeS et al., 2007a). Há, ainda, na 
literatura atual, uma técnica de isolamento de cepas de leveduras não-recombinantes por meio de 
evolução adaptativa, na qual um sistema de fermentação aglomerada seqüencial é provido ao vinho, 
de forma que, passadas algumas centenas de gerações do microrganismo, mutantes haploides podem 
ser isolados e avaliados quanto ao seu metabolismo, sobretudo, para catabolizar açúcares (MCBRYDe 
et al., 2006).

Com base na continuidade do processo fermentativo, algumas pesquisas centram esforços para 
desvendar as relações entre os efeitos das variáveis físico-químicas e a biologia molecular e fisiologia 
de culturas iniciadoras na obtenção dos resultados desejados para o seu vinho. Pizarro et al. (2008) 
compararam o crescimento de cepas S. cerevisiae laboratorial e industrial sob duas condições de 
temperatura (15 e 30 ºC), com nitrogênio limitado, anaerobiose e culturas quimioestáticas constantes, 
para avaliar a fisiologia e as respostas transcripcionais de ambas. identificaram que à 30 ºC havia 
mais mobilização de resposta a esses estresses nessas cepas e que, sob estresse, S. cerevisiae industrial 
mobiliza recursos para produção de biomassa, enquanto que, S. cerevisiae laboratorial, para agir na 
fermentação.

o monitoramento de genes relacionados à resposta ao estresse, seja osmótico, oxidativo, térmico 
ou nutricional, auxiliam no entendimento das relações dessas variáveis com o crescimento e performance 
fermentativa das culturas iniciadoras. Utilizando-se um gene marcador HSP12, foi possível detectar 
as mudanças nos níveis de Rnam de dois dos genes relacionados a estresse em S. cerevisiae, GPD1 e 
tRX2, sugerindo que os estresses osmótico e oxidativo afetam a produção da biomassa das leveduras 
(PéReZ-toRRaDo; BRUno-BÁRCena; Matallana, 2005). os genes requeridos para 
expressar tolerância máxima a etanol em cepas S. cerevisiae (teiXeiRa et al., 2009), tolerância a pouco 
ou nenhum nitrogênio como nutriente no meio (MenDeS-FeRReiRa et al., 2007a) e respostas 
transcripcionais a esse estresse (MenDeS-FeRReiRa et al., 2007b), bem como genes requeridos para 
expressar aDH2 (isoenzima álcool desidrogenase) em leveduras Saccharomyces bayanus V5 de vinhos 
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cereja envelhecidos (MaeStRe et al., 2008), são considerados importantes para o entendimento e 
garantia de um processo fermentativo contínuo.

atualmente, o uso de leveduras como culturas iniciadoras para exercer uma ótima fermentação 
alcoólica e assegurar a reprodutibilidade da elaboração do vinho mantendo a qualidade padrão, está 
evoluindo no mesmo ritmo da biotecnologia. os melhoramentos genéticos de cepas específicas 
para processos em determinados tipos de vinhos, os quais geram características organolépticas 
pontuais desejáveis, são provas do refinamento dos conhecimentos a respeito das leveduras em 
vinhos. alguns desses melhoramentos genéticos podem trazer vantagens em etapas específicas do 
processo de vinificação, a exemplo da clarificação e filtração das leveduras S. cerevisiae modificadas 
geneticamente com atividade pectinolítica, promovendo aumento na intensidade da cor de vinhos 
tintos (FeRnanDeZ-GonZaleZ et al., 2005). na etapa de clarificação e recobrimento do vinho, 
o acesso a estratégias moleculares para otimizar o comportamento floculante de S. cerevisiae FY23, sob 
o controle transcripcional dos genes aDH2 e HSP30, permite a essas células características a respeito 
de sua parede celular (hidrofobicidade, formação de biofilme e propriedades de adesão ao substrato) 
que passam a satisfazer os requerimentos desta etapa (GoVenDeR et al., 2008).

as culturas iniciadoras comerciais, em geral, não satisfazem todas as etapas da vinificação, 
entretanto, muitas outras modificações genéticas e da expressão gênica são conduzidas de modo a evoluir 
a enologia até mesmo nos ricos detalhes. Por exemplo, vinhos brancos submetidos a altas temperaturas ou 
estocados por longo período tendem a formar uma fina espuma, de aparência potencialmente estranha 
ao consumidor. Pensando nisso, González-Ramos, Cebollero e Gonzalez (2008) desenvolveram, com 
base em testes de deleção de alelos knR4 em cepas S. cerevisiae recombinantes, leveduras capazes de 
lançar proteínas chaperonas para proteger o produto dessas proteínas agregadas que formam a espuma 
sem perder, contudo, seu potencial tecnológico de fermentação. Um outro estudo de melhoramento 
genético em leveduras, atém-se a prevenir os riscos da dispersão na natureza do descarte de leveduras 
transgênicas de vinhos, que depois possam vir a se combinar geneticamente com as leveduras naturais. 
Para isso, desenvolveram uma cepa estéril S. cerevisiae ime1-Δ , incapaz de esporular ou somar-se a 
outras cepas de leveduras (RaMÍReZ; aMBRona, 2008).

 na continuidade dos estudos de microbiologia aplicada com S. cerevisiae, vinhos brancos 
espumantes se beneficiam da autofagia da levedura ao final da fermentação alcoólica, quando da 
carência de nutrientes (nitrogênio ou carbono) no meio, da depleção da proteína ald6 (acetaldeído 
desidrogenase), ou ainda, da deleção da porção final 3’ da Open Reading Frame (oRF) de uma cópia 
simples de BCY1 semidominante do genoma de S. cerevisiae, capaz de induzir a esta ação (CeBolleRo; 
GonZaleZ, 2006, taBeRa; MUÑoZ; GonZaleZ, 2006). ainda a respeito dos vinhos brancos 
espumantes, dados obtidos de um estudo mostram como as leveduras afetam quantitativamente a 
composição final química e volátil nas garrafas seladas e o quanto isso repercute no perfil sensorial, de 
modo independente da variedade do mosto ou da safra anual (toRRenS et al., 2008).
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a otimização das culturas iniciadoras de fermentação alcoólica, a partir da requisição do mercado 
de bebidas fermentadas por vinhos com mais baixo teor alcoólico, culminou com o desenvolvimento 
da cepa geneticamente modificada S. cerevisiae GPD1 ald6. esta codifica para as enzimas glicerol-
3P-desidrogenase e para a deleção de acetaldeído desidrogenase, que, em outras palavras, significa 
uma levedura capaz de converter eficientemente o açúcar em glicerol sem formar acetato. Porém, 
em testes realizados com três cepas comerciais, houve produção final de acetoína e 2,3-butenodiol, 
os quais geraram odor ruim ao vinho (CaMBon et al., 2006). novas modificações nessa levedura 
corrigiram o problema através da supraexpressão de BDH1 (enzima responsável pela redução de 
acetoína e 2,3-butenodiol a 2,3-butanodiol), neutralizando odores ruins do vinho e permitindo a 
redução do etanol em até 3 graus alcoólicos (eHSani et al., 2009).

2.2 FeRMentaÇÃo MalolÁCtiCa

a fermentação maloláctica é caracterizada pela deacidificação do meio pela ação de bactérias 
ácidolácticas responsáveis pela transformação do ácido l-málico em l-láctico e Co2. nesse processo, 
há dois aspectos básicos considerados para a seleção de culturas iniciadoras de fermentação maloláctica 

em vinhos: a compatibilidade das culturas com o ambiente pós-fermentação alcoólica; a contribuição 
desejável das diferentes cepas de bactérias malolácticas, sobre o produto final. Para uma boa indução das 
fermentações malolácticas é crítico que haja preparação adequada de bactérias ácido lácticas capazes de 
sobreviver nas condições vínicas deixadas pelas leveduras (kÖniG; UnDen; FRÖHliCH, 2009). 
entre essas condições, adversas às bactérias, estão os ácidos fenólicos, o pH ácido, o alto conteúdo de 
etanol, a presença de So2 e a depleção de/a falta de mecanismos para acesso aos nutrientes. 

o sucesso biológico da deacidificação de compostos do vinho hoje, têm sido atribuído à bactéria 
maloláctica Oenococcus oeni, a qual apresenta as melhores características reunidas em termos de 
resistência a estresses e capacidade de conversão de ácido málico em ácido láctico, além da formação 
de outros compostos requeridos para muitos tipos de vinhos. em um estudo recente, com cepas 
O. oeni VP41 (lallemand inc, Montreal, Canada), a fermentação maloláctica conduzida em vinhos 
amarone (~17% (v/v) de etanol) da África do Sul, ocorreu em razão de uma estratégia prévia de 
aclimatação da bactéria em solução água-vinho (1:1), por 24 e 48 respectivamente, inoculadas com as 
leveduras da fermentação alcoólica, resultando na conversão completa do ácido málico (ZaPPaRoli 
et al., 2009).

Para se obter culturas iniciadoras O. oeni prontas para uso, outras estratégias são elaboradas 
pelos cientistas com potencial de ativar mecanismos específicos de resposta a estresses contidos no 
seu genoma. os autores Zhao et al. (2009) sugerem a seleção destas bactérias em tratamento sob 
estresse ácido, no qual mecanismos de resposta observados acusam a formação de ácidos lactobacílicos 
concentrados ao redor da membrana lipídica que fornecem a resistência necessária ao pH do vinho. 
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Um outro estudo realizado, com indução de resposta bacteriana a quantidades de So2, no sentido de 
determinar em termos quantitativos a contribuição do estado fisiológico para a fermentação maloláctica, 
gerando subpopulações de células viáveis,mas não cultiváveis, permitiu otimizar os bioprocessos e o 
controle da fermentação maloláctica em escala industrial (QUiRÓS et al., 2009).

o efeito de ácidos fenólicos, compostos resultantes da fermentação alcoólica, são estudados nas 
bactérias ácido lácticas. estas moléculas se apresentam na forma de ácidos hidroxicinâmicos (ácidos 
p-cumárico, caféico e ferúlico) e hidroxibenzoicos (ácidos p-hidroxibenzoico, protocatecoico, gálico, 
vanílico e siríngico). em uma investigação a respeito da integridade da membrana plasmática de O. 

oeni e Lactobacillus hilgardii aos ácidos fenólicos, o ácido p-cumárico causou o mais forte impacto, 
contribuindo para a redução da viabilidade destas células (CaMPoS et al., 2009a). na sequencia 
desse estudo, procurou-se avaliar o efeito dos ácidos fenólicos sobre o metabolismo da glicose e ácido 
cítrico das mesmas cepas, obtendo-se que, apesar do decaimento do metabolismo em ambas, O. oeni, 
ainda que não aumentasse sua biomassa, foi o único microrganismo capaz de realizar a fermentação 
maloláctica (CaMPoS et al., 2009b).

na base molecular das respostas a estresses por etanol e pH ácido nas bactérias do vinho, olguín, 
Bordons e Reguant (2009) analisaram a resposta transcripcional da expressão gênica da via citrato em 
O. oeni PSU-1, a qual dependendo do gene envolvido resulta na formação de ácido acético ou diacetil 
como produto final da reação. em relação ao So2, microvinificações simuladas em mosto de uvas 
vermelhas com três cepas de O. oeni inoculadas individualmente e como cultura mista, testadas para 
responder a So2, ácido dodecanoico e cobre, apresentaram decaimento na fermentação maloláctica 
e no crescimento, sendo o melhor resultado com as cepas comercial e isolada da adega e os piores 
resultados obtidos com as cepas em cultura mista e sob influência de ácido dodecanoico (CaRReté 
et al., 2006).

Um acréscimo da literatura atual com relação ao So2 – composto preservativo – em vinhos 
brancos, aufere que sua junção com o acetaldeído formado durante a fermentação alcoólica, afeta 
negativamente o metabolismo de conversão do ácido málico pelas cepas O. oeni, causando pausas 
na fermentação (oSBoRne; MoRneaU; oRDUÑa, 2006). a possibilidade de redução deste 
preservativo, importante para conter a proliferação de microrganismos contaminantes no vinho, é 
avaliada também pela sua substituição com o uso de bacteriocinas, como a plantaricina, produzida por 
Lactobacillus plantarum, e a nisina em concentrações subinibitórias adicionadas ao vinho com redução 
de So2 (RoJo-BeZaReS et al., 2007a,b).

algumas bactérias no vinho se tornam contaminantes pelo fato de produzirem precursores 
carcinogênicos, como as aminas biogênicas e o etil carbamato. o efeito interativo de algumas variáveis,  
como pH, etanol, piridoxal-5-fosfato, arabinose e So2 sobre a produção de aminas biogênicas pelas cepas 
O. oeni t56 revelou que nas condições finais da fermentação maloláctica, maior pH e menor conteúdo 
de etanol e piridoxal-5-fosfato, a atividade de descarboxilases das bactérias é aumentada, contribuindo 
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para a formação das aminas biogênicas (GaRDini et al., 2005). outros autores corroboram com 
a pesquisa e acrescentam quais os tipos de aminas podem aparecer de acordo com a espécie, a 
quantificação dessa produção e, ainda, que nas cepas comerciais a formação de aminas biogênicas é bem 
menor que nas cepas selvagens (lanDete; FeRReR; PaRDo, 2007, HeRnÁnDeZ-oRte et 
al., 2008, MaRQUeS; leitÃo; RoMÃo, 2008, nannelli et al., 2008, ManFRoi et al., 2009). 
na investigação biomolecular do gene odc (ornitina descarboxilase), em O. oeni RM83, formador 
da amina biogênica putrescina, indícios apontam a origem do lócus de biossíntese desta amina e a 
transferência horizontal deste gene entre as cepas desta bactéria (MaRCoBal et al., 2006).

Com o etil carbamato e seu precursor citrolina, igualmente às aminas biogênicas, as condições 
finais da fermentação maloláctica contribuem para o seu surgimento. em meio simulado com testes 
em cepas de O. oeni e L. plantarum, observou-se que, se a conversão do ácido málico não for eficiente, 
e sob níveis de pH mais alto, apenas O. oeni passa a degradar a arginina, e consequentemente, formar 
a citrulina, aumentando o potencial de etil carbamato no meio (RoMeRo et al., 2009). em outros 
testes com cepas comerciais de O. oeni, após três semanas da fermentação maloláctica houve a produção 
aumentada da citrulina, o que na presença de sedimento-mãe contendo algumas leveduras foi ainda 
maior. as cepas comerciais, bem como produtos de autólise de leveduras (uria, principalmente) 
contribuem para a formação de etil carbamato, contudo, é possível prevenir isto com a inoculação de 
uma cultura iniciadora pura de O. oeni e com a inibição da biomassa bacteriana após a fermentação 
maloláctica (teRRaDe; oRDUÑa, 2006; UtHURRY et al., 2006).

em relação aos estudos de requerimentos nutricionais das bactérias malolácticas, fontes 
de carbono, nitrogênio, fosfato, manganês, aminoácidos e vitaminas são nutrientes comuns para 
Oenococci e Lactobacilli. a partir disso, um meio quimicamente definido foi elaborado composto de 
44 constituintes para prover um meio de cultura adequado a testes laboratoriais, com sucesso em 22 
cepas dentre Oenococcus, Lactobacillus e Pediococcus, permitindo variações protocolares, a exemplo de 
uma riboflavina que pode favorecer as cepas de O. oeni (teRRaDe; oRDUÑa, 2009; teRRaDe 
et al., 2009). a disponibilização de nutrientes ao vinho por essas bactérias é pesquisada na base da 
regulação de suas atividades enzimáticas. Segundo nadra et al. (2005), proteases com ação sobre 
frações macromoleculares nitrogenosas em vinhos tintos argentinos, na presença de So2 e etanol, 
liberam fatores de crescimento, os aminoácidos essenciais para as cepas O. oeni, logo após a fermentação 
alcoólica.

em estudos recentes, aprofunda-se a importância das enzimas responsáveis pela formação de 
compostos que conferem propriedades organolépticas requeridas (ou não) aos vinhos. Por exemplo, 
a viscosidade, propriedade que interfere na aparência do produto final, é bastante influenciada pela 
expressão da atividade de glicosiltransferase, do gene gtf em Pediococci, presente também no genoma de 
O. oeni. este gene, quando expressado (gtf+), torna a bactéria mais resistente aos estresses do meio (pH 
e So2), por meio da formação de fatores de adesão para formar biofilme (DolS-laFaRGUe et al., 
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2008). em um outro estudo, detectou-se o gene dps (da produção de exopolissacarídeos) nas cepas de 
P. damnosus e O. oeni, os quais aumentam a viscosidade dos vinhos e cidras, sendo não requeridos para 
o processo. Sua identificação por técnica molecular pode auxiliar na prevenção destes contaminantes 
(WallinG; GinDReaU; lonVaUD-FUnel, 2005). 

o aroma, outra propriedade organoléptica importante do vinho, é lançado pelas bactérias 
malolácticas na forma de terpenos, norisoprenoides, fenóis e vanilinas, cujos precursores glicosídicos 
são extraídos da uva não floral por esses microrganismos. em um meio sintético testado, O. oeni, 
que comprovadamente apresenta capacidade hidrolítica significativa contra subtratos glicosídicos, 
foi a única bactéria capaz de completar essa atividade em 45 dias de fermentação, comparado a L. 

brevis e L. casei (GRiMalDi; BaRtoWSkY; JiRanek, 2005, HeRnÁnDeZ-oRte et al., 2009). 
Um outro estudo mais específico, envolvendo bactérias do vinho e fenóis, avalia a influência da 
inoculação das culturas iniciadoras de fermentação maloláctica, em laboratório e em adega, impedindo 
o desenvolvimento de leveduras Brettanomyces, que são consideradas contaminantes por alterar a 
composição do vinho, produzindo fenóis voláteis (GeRBaUX et al., 2009).

o potencial de biodeacidificação do vinho é também estudado com leveduras transgênicas para 
realizar a fermentação maloláctica. a cepa S. cerevisiae Ml01 foi concebida com o gene transportador 
de malato (mae1) de Schizosaccharomyces pombe e o gene maloláctico (mlea) de O. oeni integrados ao 
genoma de S. cerevisiae no lócus URa3. em vinhos Chardonnay, já durante a fermentação alcoólica, foi 
capaz de descarboxilar malato a lactato sem afetar a biomassa e a produção de etanol (HUSnik et al., 
2007). testes em vinhos Vignole, comparado a duas leveduras selecionadas e uma bactéria maloláctica 
inoculada, S. cerevisiae Ml01 conseguiu converter 100% do ácido málico em ácido láctico em cerca de 
60 horas de fermentação e com os maiores níveis de So2 presentes no meio. a utilidade desta cepa 
é bastante promissora na indústria de vinhos, porem os autores alertam para maiores estudos em 
relação ao o controle da quantidade de ácido láctico, dependendo do estilo de vinho desejado (Main; 
tHRelFall; MoRRiS, 2007).

2.3 CUltURaS MiStaS

as culturas iniciadoras comerciais são geralmente compostas de mais de um microrganismo, 
visando a somar suas ações para se obter o efeito desejado no produto final. os microrganismos 
utilizados como culturas iniciadoras mistas em vinhos (mixed cultures) são estudados com as leveduras, 
para a fermentação alcoólica, ou na base da interação levedura-bactéria. Para se avaliar melhor a 
ecologia de colonização complexa do meio de fermentação, dois aspectos devem ser considerados: os 
resultados positivos das culturas mistas sobre o produto a ser fermentado e os resultados negativos e 
seus efeitos antagonísticos. 

no primeiro caso, as culturas iniciadoras adicionadas agem sobre o substrato, resultando em 
benefícios ao produto. Por exemplo, a inoculação sequencial de Pichia fermentans como inóculo de 
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S. cerevisiae no mosto, faz aumentar quantitativa e qualitativamente uma gama de compostos que em 
longo prazo, proporcionam mais sabor ao vinho (CleMente-JiMeneZ et al., 2005). Do mesmo 
modo, estudos de seleção e testes com culturas mistas chegaram a algumas das melhores espécies de 
leveduras apiculadas capazes de interagir positivamente com S. cerevisiae, resistir a fatores de estresse 
do meio e gerar propriedades organolépticas desejáveis ao vinho, são elas: Hanseniaspora guilliermondii 

(MoReiRa et al., 2005, 2008), Hanseniaspora osmophila (Viana et al., 2009) e Kloeckera apiculata 

(MenDoZa et al., 2009).

no caso particular em que a fermentação alcoólica é precedida por uma etapa, como nos vinhos 
de arroz, nos quais bolores e leveduras devem possuir interação estável entre si para agilizar o processo 
da degradação do amido e fazer a fermentação dos açúcares, Amylomyces rouxii, Amylomyces rouxii var. 
rouxii, Rhizopus oligosporus e Rhizopus oryzae são as cepas principais testadas para interagir bem com S. 

cerevisiae. além dessa compatibilidade que apresentam, das melhores atividades de amiloglicosidases 
e da produção de etanol, também é estudada a adição de duas ervas locais do Vietnã (Foeniculum 

vulgare Miller e Syzygium aromaticum l.) usadas como nutrientes suplementares para aumento da 
biomassa microbiana. o resultado tem sido um vinho de arroz com sabor superior ao vinho de arroz 
comercializado sem o uso da técnica (DUnG; RoMBoUtS; noUt, 2005, 2006).

nos efeitos negativos, a inoculação de culturas iniciadoras no meio de vinificação deve 
prover a continuidade do processo, isto é, não pode haver paradas ou lentidão ao longo do processo 
fermentativo. Fermentações ensaiadas com múltiplos iniciadores, como por, exemplo, Hanseniaspora 

uvarum, Torulaspora delbrueckii e Kluyveromyces thermotolerans, somados à S. cerevisiae, renderam resultados 
negativos ao processo, observando-se, além de uma baixa cinética de fermentação, a grande produção 
de compostos orgânicos indesejáveis ao vinho, como o etil acetato (Ciani; BeCo; CoMitini, 
2006). o mesmo ocorreu na pesquisa com o híbrido S.cerevisiae-S. uvarum junto com S. cerevisiae: as 

culturas mistas produziram grandes quantidades de acetaldeído, os híbridos não resistiram a fatores 
de estresse e a cinética de fermentação ficou prejudicada (CHeRaiti; GUeZeneC; SalMon, 
2005). aliás, as causas de mortes de culturas mistas, de acordo com Pérez-nevado et al. (2006) ainda 
permanecem mal esclarecidas na literatura. estudando a morte precoce de culturas de H. guilliermondii 
e H. uvarum inoculadas com S. cerevisiae, os autores observaram que, entre testes nas monoculturas e 
nas culturas mistas, o alto conteúdo de etanol e as toxinas killer não geravam qualquer efeito negativo 
sobre os cultivos puros. Sugeriram, dessa forma, a necessidade de se avaliar a antibiose da cepa S. 

cerevisiae com as cepas não Saccharomyces.

Relações antagonísticas são mais comuns entre fungos e bactérias, resultantes da atividade 
competitiva quando a inoculação dessas duas culturas é imprópria ou mal compreendida. os 
mecanismos que governam essa interação já foram revisados por alexandre et al. (2004) e aqui serão 
citados apenas os trabalhos atuais, não incluídos naquele. o efeito da inibição de leveduras S. cerevisiae 
nas bactérias O. oeni em relação à competição por nutrientes e antibiose, foram obtidos em meio de 
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cultura e comparados a amostras de fermentação industrial (aRnink; klinG-HeniCk, 2005). 
Como resultados, além de não haver crescimento das bactérias em 88% das placas, a fermentação 
maloláctica não ocorreu adequadamente no vinho. em contrapartida, Jussier, Morneau e orduña 
(2006) investigaram o efeito da inoculação simultânea da levedura e da bactéria em vinhos Chardonnay 
de clima frio e obtiveram êxito quanto à cinética de fermentação e outros parâmetros-chave da 
elaboração de vinhos brancos supersecos na utilização de ambos os microrganismos.

Porem nem todas as cepas reagem de forma regular, apenas inibindo ou apenas estimulando. 
nehme, Mathieu e taillandier (2008) discutiram a existência de vários graus de inibição e estimulação, 
dependendo das cepas de levedura e bactéria selecionadas. nesta pesquisa, uma mesma levedura foi 
capaz de inibir e estimular diferentes cepas da bactéria maloláctica O. oeni e, mesmo sob inibição, havia 
um grau de variação do efeito inibitório observado. outros estudos que abordarão análises a respeito 
de mecanismos relacionados ao efeito inibitório da levedura sobre a bactéria dos vinhos, compõem 
as revisões sobre: dinâmica de populações de cepas O. oeni sob efeito de So2 e cepas de levedura 

(ReGUant et al., 2005); efeito da atividade proteolítica das leveduras sobre O. oeni e a fermentação 
maloláctica (GUilloUX-BenatieR et al., 2006); atividade inibitória de leveduras iniciadoras de 
fermentação sobre as bactérias malolácticas, com conversão parcial de ácido málico (CoMitini; 
Ciani, 2007); e inibição da fermentação maloláctica por peptídeo produzido por S. cerevisiae durante 
a fermentação alcoólica (oSBoRne; eDWaRDS, 2007).

3 MÉTODOS DE ESTUDO EM CULTURAS INICIADORAS – A BIOTECNOLOGIA
   EM DESTAQUE

Uma das alternativas mais simples para se estudar culturas iniciadoras de fermentação em vinhos 
compreende inoculá-las em meio de vinificação e fazer as análises de parâmetros enológicos gerados 
no processo, tal como exposto na pesquisa de Dorneles et al. (2005), a qual avalia a inoculação de 
leveduras selecionadas e não selecionadas a respeito da padronização de vinhos, conforme a legislação 
brasileira. 

Contudo, para se realizar ensaios com culturas fermentadoras, cujas variáveis possam ser isoladas 
e analisadas a fundo, o meio sintético simulado, referido como ensaio de microvinificação, tem 
sido freqüentemente utilizado por muitos pesquisadores (CaRReté et al., 2006; FeRnanDeZ-
GonZaleZ et al., 2005 loPeS et al., 2007; Viana et al., 2008; ZaPPaRoli et al., 2009).

além dessas técnicas, a grande contribuição para aprofundamentos com o uso de culturas 

iniciadoras concentra-se atualmente na biotecnologia, por meio de estudos genéticos e moleculares. 
Desde a descrição do genoma de O. oeni PSU-1, em 2005, outros estudos na área evoluíram rapidamente 
alguns conhecimentos acerca das culturas iniciadoras de fermentação maloláctica. a caracterização da 
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plasticidade de seu genoma, por exemplo, sugeriu a estratégia de O. oeni em adquirir genes de outras 
bactérias como forma de aumentar seu desempenho no vinho (Bon et al., 2009). Uma esterase 
intracelular, envolvida na catálise de hidrólise e síntese de ésteres, foi clonada do genoma de O. oeni 
PSU-1 e caracterizada com os seus parâmetros ótimos de funcionamento em vinhos (SUMBY et al., 
2009).

os métodos moleculares de tipagem genética apresentam uma variedade de aplicações para 
estudos com esses microrganismos. a tipagem de sequência multilocus, por exemplo, informou as 
subpopulações de O. oeni formadas por recombinações intergênicas, aclarando como a disseminação 
de alelos entre as cepas evoluiu (BilHéRe et al., 2009); entretanto, a técnica perde precisão em 
termos da discriminação de cepas de leveduras do vinho, tendo melhores resultados com o uso de 
outra técnica: RFlP mitocondrial (MUÑoZ et al., 2009). 

o uso de marcadores baseados em PCR são extremamente utilizados na identificação e 
monitoramento de espécies do vinho, apresentando algumas variações da técnica como: 

análise de restrição parcial de 26S Dnar a respeito da  dinâmica de populações de leveduras a) 
não Saccharomyces em vinhos tintos (CoUto; ReiZinHo; DUaRte, 2005) ou enzimas de 
restrição a partir de produtos de PCR com gene 5.8S Rnar para identificar cepas de S. cerevisiae 
na iDY do Hamei (um preparado sólido usado no vinho de arroz hindu) (JeYaRaM et al., 
2008); 

 b) Real time-PCR para identificar e quantificar em tempo real as culturas fermentadoras S. cerevisiae 
e suas UFCs mínimas a serem inoculadas em vinhos doces (3.8 UFC) e tintos (5 UFC) sem pré-
enriquecimento do mosto (MaRtoRell; QUeRol; FeRnÁnDeZ-eSPinaR,  2005), ou 
enumerar o total de bactérias ácido lácticas e prevenir as não Oenococci contaminantes (neeleY; 
PHiSteR; MillS, 2005);

 PCR-tGGe com uso de novos c) primers anelando em regiões itS2 para distinguir de modo 
rápido e no próprio mosto entre espécies de S. cerevisiae e S. paradoxus (ManZano et al., 

2005), bem como detectar bactérias contaminantes, p.ex. P. parvulus, usando como marcador o 
gene da região rpoB em PCR-DGGe (RenoUF et al., 2006).

a citometria de fluxo e o uso de anticorpos fluorescentes em marcadores da célula, permitiu 
avaliar a viabilidade das cepas e mudanças nas populações de fermentadores do vinho em tempo 
real (RoDRiGUeZ; tHoRnton, 2008). em outro estudo, a citometria de fluxo auxiliou na 
determinação da vitalidade das leveduras por medição de seu pH intracelular nas fases exponencial 
e estacionária, a partir da qual providenciou um protocolo rápido e rotineiro para detecção de 
subpopulações de leveduras existentes no mosto (WeiGeRt et al., 2009).



Débora dos Santos, Jane Mary Lafayette Neves Gelinski

72
Evidência, Joaçaba v. 8  n. 1-2, p. 57-84,  janeiro/dezembro 2008

estudos para se avaliar a expressão gênica com uso de Heat Shock Protein (HSP) seguidos 
por outras técnicas (immunoblotting e PCR) têm sido usadas na seleção mais rápida de cepas de O. 

oeni para fins de fermentação (CoUCHeneY et al., 2005) e, também, no entendimento da base 
molecular de adaptação de S. cerevisiae, comparando-se suas transcriptômica e proteômica para 
enzimas requeridas no metabolismo do enxofre (ZUZUaRReGUi et al., 2006). em outro trabalho, 
a comparação transcriptômica foi realizada entre cepas de leveduras industriais para diferenciação 
fenotípica, e verificou-se que tais diferenças nas propriedades da parede celular, respostas a estresse e 
produção metabólica durante a fermentação alcoólica, compunham uma rede molecular complexa, 
cuja regulação era estritamente específica a cada cepa amostrada (RoSSoUW et al., 2009). 

a regulação da expressão gênica do operon de síntese macromolecular em O. oeni foi comparada 
ao de outras bactérias Gram-positivas, aproximando-a filogeneticamente a Lactococcus lactis, o que 
auxilia a preparação de culturas iniciadoras de melhor potencial para o vinho (aRVik et al., 2005). 
em um outro estudo, para determinar a genética de lançamento de tióis voláteis por S. cerevisiae na 

fermentação alcoólica, os cientistas fizeram uso da espectometria de massa, a qual identificou os 
compostos de aroma expressados em testes com deleção de genes ligados ao metabolismo de liases 
carbono-sulfurosas nas leveduras (HoWell et al., 2005).

Por último, um protocolo de eletroporação testado em O. oeni usando etanol como agente 
fluidizante da membrana otimizou o processo de inserção de Dna transformante na bactéria. o 
vetor pGiD052 foi capaz de transformar a cepa O. oeni atCC Baa-1163 que, em seguida, passou a 
expressar uma proteína Clpl2 avaliada (aSSaD-GaRCia et al., 2008).

4 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

o emprego das culturas iniciadoras de fermentação é cada vez mais comum na indústria, ao 
passo que estudos detalhados no campo científico avançam. Muitos trabalhos recentes demonstram os 
efeitos da biotecnologia no sentido de otimizar e potencializar o uso de culturas iniciadoras, sobretudo, 
em fermentações com culturas mistas. a ecologia e a colonização complexa do meio de fermentação 
têm sido uma tendência nos últimos anos. 

além disso, as técnicas moleculares contribuem com o entendimento dos processos de resposta 
a estresses na base molecular, permitindo que alterações pontuais e correções possam ser realizadas. 
outra tendência é intensificar os estudos com culturas iniciadoras, utilizando-se de métodos de 
tipagem molecular, especialmente as técnicas baseadas em PCR. tudo isso contribui, enfim, para o 
sucesso no processo de elaboração de vinhos.
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nota explicativa

1 i- as bases de busca e obtenção dos artigos na íntegra compõem-se dos seguintes portais (e instituição):1) Science Direct; 
2) Scopus; 3) Ebsco Host Database; 4) Sistema COMUT, via Unoesc – Campus de Videira.
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