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Spathaspora arborariae.

O estudo de cepas resistentes a compostos téxicos, como o 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, gerados durante o pré-
tratamento de materiais lignocelulésicos, é necessario para que
hidrolisados lignoceluldsicos possam ser uma alternativa viavel
na industria do bioetanol. Uma levedura recentemente descrita,
Spathaspora arborariae, possui potencial para produzir etanol
utilizando esses hidrolisados como substrato. O objetivo deste
trabalho foi submeter uma cepa de S. arborariae a adaptagao a
crescentes concentracoes de furfural e HMF e comparar o perfil
da cinética de crescimento e producdo de etanol das cepas
adaptadas em relacdo a parental. A exposicdo gradativa aos
compostos toxicos resultou em uma cepa adaptada, que tolera 5,5
g.L1 de furaldeidos, denominada S. arborariae HF5,5 A cepa
apresentou produtividade de etanol e producdo de biomassa
maior com relagdo a sensivel na presenca de furaldeidos.

1. Introducao

A producdo de etanol

haver concorréncia com a producao de
alimentos (Octave e Thomas, 2009).

oriunda de Materiais lignocelulodsicos sao

recursos lignocelulésicos, como madeira e
residuos agroindustriais, é uma promissora
aposta para a reducao do acumulo de gases
causadores do aumento do efeito estufa e para
reduzir a pressao sobre a escassez de
combustiveis fésseis (Wyman & Hinman, 1990;
Galbe & Zacchi, 2002). As vantagens na
utilizacdo desses residuos como matéria-prima
sdo a abundancia na natureza e o fato de nao

constituidos por uma mistura de carboidratos
polimerizados (celulose, hemicelulose) e
lignina, e suas propriedades quimicas fazem
deles um substrato com alto valor
biotecnolégico (Malherbe & Cloete, 2002). O
método mais amplamente utilizado para que
0s acucares presentes nesses materiais sejam
liberados e utilizados na fermentagdo consiste
em uma hidrélise quimica através de acido
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diluido (cloridrico, sulfdrico) e essa reacao se
define basicamente em dois tipos: elevadas
temperaturas (superiores a 1602C) em
processo de fluxo continuo para baixa
concentracdo de sélidos 5 - 10 % (fracdo
massica) e baixa temperatura (inferior a
1602C) em processo por batelada e alto teor de
solidos (10 - 40 %, fracao massica). A hidrolise
acida diluida em condigdes menos severas
pode atingir altas taxas de conversdo de xilana
em xilose, j4 quando altas temperaturas sao
empregadas, a hidrolise da celulose ¢é
favorecida (McMillan, 1994).

Além  disso, altas temperaturas
acarretam a formacdo de substancias
inibitérias para a célula, como acidos fracos e

compostos furdnicos (Palmqvist e Hahn-
Hagerdal, 2000; Klinke et al, 2004). Os
compostos furdnicos 5-hidroximetilfurfural

(HMF) e furfural sdao os inibidores mais
potentes derivados da degradagao da biomassa
através da hidrolise acida diluida (Dunlop
1948; Antal et al.,, 1991; Larsson et al.,, 1999;
Lewkowski, 2001). Estes compostos sdo
quimicamente relacionados (Figura 1). Ambos
contém um anel furdnico e um grupo aldeido e
sdo produtos formados pela desidratagdo de
carboidratos (Sjostrom, 1993).
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Figura 1. Ilustracdo esquemdtica das reagdes de
formacdo dos compostos furdnicos através da
desidratacao de carboidratos.

Os efeitos dependem da concentrac¢do de
furaldeidos e da cepa utilizada (Almeida et al,,

2007). Em geral, afetam a fisiologia celular,
podendo causar uma diminuicdo da
viabilidade, diminuicdo do rendimento e de
produtividade do etanol (Zaldivar et al., 2001).
Além de reduzir atividades enzimaticas, causar
a desnaturacdo do DNA, inibir a sintese de RNA
e de proteinas, e causar danos na parede
celular mesmo em baixas concentragoes. Essa
acdo aparenta causar desequilibrio no balanco
redox e por consequéncia interferéncia na
glicdlise, crescimento celular (aumenta a fase
lag do cultivo) e biossintese de moléculas

A toxicidade dos furaldeidos pode ser
explicada por uma reorientagdo da energia da
levedura para a fixacao do dano causado pelos
compostos e pela reducdo de ATP intracelular
e dos niveis de NAD(P)H, quer por inibi¢do
enzimatica ou por consumo/regeneracdo de
cofatores (Almeida et al., 2007). O HMF é um
composto téxico bastante importante, pois
pode causar o acumulo de lipideos e
diminui¢cdo da concentracdo de proteinas em
células de leveduras. Este composto também
interfere na atividade das enzimas triose-
fosfato desidrogenase, alcool desidrogenases,
aldeidos desidrogenases e piruvato
desidrogenase (Petersson et al., 2006).

O furfural é um dos maiores inibidores
presentes em hidrolisados lignocelulésicos.
Este composto pode ser convertido para alcool
furfurilico, e em alguns casos para acido
furéico. A adicdo de altas concentracdes de
furfural em culturas industriais de S. cerevisiae
inibe o crescimento de biomassa, consumo de
glicose e producdo de etanol principalmente
nas primeiras horas do processo fermentativo
(Lin et al, 2009; Martin e Jonsson, 2003).
Estudos do fluxo metabdlico tém mostrado que
furfural afeta os fluxos da via glicolitica e o
ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), que estdo
envolvidos no metabolismo de energia, pois a
reducao de furfural compete por NADH
disponivel, podendo causar queda na produgao
de etanol (Liu et al,, 2009). Em S. cerevisiae o
furfural promove o acumulo de espécies
reativas de oxigénio, danos a membrana



A. Machado et al. / 2011

mitocondrial e vacuolar, a cromatina e a actina
(Almeida et al., 2007).

Embora S cerevisiae  seja 0
microrganismo mais utilizado na industria de
fermentacdo, sua utilizacdo na producido de
etanol sobre esses hidrolisados ndo é tdo
eficiente, jA que essa levedura nao é capaz de
fermentar pentoses a etanol e, portanto, de uso
limitado para hidrolisados com alto teor destas

(Zaldivar et al, 2001). Na busca por
microrganismos capazes de fermentar
pentoses, destaca-se uma nova espécie
recentemente descrita, Spathaspora
arborariae, isolada de madeira em
decomposicao nos ecossistemas da Mata

Atlantica e do Cerrado no Brasil (Cadete et al,,
2009).

Essa linhagem cresce bem em xilose e
glicose, produzindo praticamente a mesma
quantidade de biomassa e etanol em ambas
fontes de carbono. No entanto, como tipico de
outras leveduras fermentadoras de xilose
(Panchal et al, 1988; Sanchez et al, 2002;
Stambuk et al., 2003), essa levedura tem uma
clara preferéncia para a fermentacao de glicose
(Cadete et al., 2009).

Uma alternativa para utilizar os
hidrolisados lignocelulésicos para a produgao
de etanol é o estudo de cepas resistentes aos
compostos téxicos para a direta utilizacao
desse produto sem etapas adicionais. Um
estudo recente demonstrou que essa levedura
possui  potencial para produzir etanol
utilizando hidrolisado de casca de arroz como
substrato, porém, compostos como furfural e
HMF afetam o metabolismo dessa levedura,
inclusive a producdo de etanol (Cunha-Pereira
etal, 2011).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi
realizar engenharia evolutiva com furfural,
HMF ou a combinacdao de ambos para obter
cepas derivadas de S. arborariae (UFMG-
HM19.1A) adaptadas a altas concentragdes
desses compostos, e avaliar a cinética de
crescimento e producdo de etanol dessas cepas
derivadas em comparagdo com a parental.

2. Material e Métodos

2.1. Organismo, Meio de Cultivo e Preparagdo de
Indculo

Foi utilizada a cepa S. arborariae
(UFMG-HM19.1A = NRRL Y-48658),
caracterizada por Cadete et al. (2009). As
células foram armazenadas a -20°C em solugdo
contendo 20 % de glicerol e 80% de meio YPD
(fragdo volumétrica), contendo (g.L-1): glicose,
20; extrato de levedura, 10; peptona
bacteriolégica, 20.

Para in6culo dos cultivos, a levedura foi
cultivada em meio YPD a 28°C em agitador
orbital (Marconi MA 830, Brasil) a 150 rpm até
atingir a fase exponencial de crescimento. Os
in6culos foram feitos com uma densidade
optica (DO, 600 nm) de 0,1.

2.2. Engenharia evolutiva para obtengdo de
cepas resistentes a altas concentragoes de
compostos furdnicos.

S. arborariae (UFMG-HM19.1A) foi
inoculada em frascos Erlenmeyers de 125 mL
com 30 mL de meio YPD contendo diferentes
concentracoes iniciais de compostos furanicos:
0,5 g.L-1de furfural, 0,5 g.L-1 de HMF, 0,25 g.L'1
de cada composto (furfural e HMF).

As culturas foram mantidas a 28°C em
agitador orbital a 150 rpm, e a cada 48 horas
(fase exponencial de crescimento) foram

realizados repiques, aumentando a
concentracdo dos téxicos em 0,5 g.L-1, até que
nao fosse mais observado crescimento

exponencial da cultura. A cada repique a
cultura foi estocada em glicerol para avaliagdes
posteriores.

2.3. Cinética de culturas de S. arborariae na
auséncia e presenca de HMF e furfural

As cepas UFMG-HM19.1A (cepa
parental) e HF5,5 (cepa adaptada) de S.
arborariae foram cultivadas em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 70 mL de
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meio YPD, em triplicata, nas seguintes
condi¢des: Controle (auséncia de qualquer
composto furanico); HMF (2,5 g.L-1); Furfural
(2,5 g.L1) e HMF e Furfural (1,5 g.L-1 de cada).

Esse cultivo foi realizado sob
microaerofilia (150 rpm) a uma temperatura
de 28°C. As amostras foram coletadas em 0, 6,
12, 24, 30, 36 e 48 horas de cultivo para
determinacdo de produciao de biomassa,
consumo de glicose, producdo de etanol e
reducgao dos furaldeidos.

2.4. Métodos analiticos e cdlculos de rendimento
e produtividade volumétrica

A producdo de biomassa seca foi
determinada por método gravimétrico. A
concentracdao de glicose e etanol foi
determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de indice de refracao
(CLAE/RID) (Shimadzu), utilizando uma
coluna HPX87H (Biorad) a 45°C, tendo como
fase movel solucao de H2S04 5mM em um fluxo
de 0,6 mL.minl Os tempos de retencdo de
glicose, glicerol e etanol foram de 8,9; 13,1 e 21
minutos, respectivamente.

As concentracbes de HMF e furfural
foram determinadas no mesmo equipamento,
com detector ultravioleta com comprimento de
onda de 276 nm (CLAE/UV), utilizando uma
coluna Nucleosil LC-18 (Supelco) tendo como
fase movel solucdo composta por acido acético,
acetonitrila e agua, na proporc¢ao de 1:20:79,
sob um fluxo de 1,1 mL.min! e um volume de
injecdo de 20 pL. O tempo de retencdo do HMF
4,1 e para furfural é 6,4 minutos.

A taxa de rendimento de etanol (Yp/s) foi
calculada através da razdo da quantidade de
etanol formado por quantidade de glicose
consumida (g.g1l). Ja& a produtividade
volumétrica (Qp) foi dada pela razdo da
concentracdo de etanol produzidos pelo tempo
de fermentacdo (g.L-1.h-1).

3. Resultados e Discussio

3.1. Engenharia evolutiva para obtengdo de
resisténcia a altas concentragées de compostos
furdnicos.

Evolucdo direcionada ou estratégia de
adaptacdo é um método para mimetizar a
selecio natural (Sauer, 2001). Liu e
colaboradores (2005) realizaram esse método
para avaliar cepas de leveduras adaptadas e
demonstrou niveis significantes de tolerancia a
HMF e furfural quando comparada com a
parental, sob condigdes controladas. Esse
método ¢é baseado em melhoramento
experimental das propriedades celulares
através de diversificacao genética (induzida ou
nao por mutagoes) e processos de selecdo.

A adaptagdo a furaldeidos foi realizada
com o objetivo de selecionar cepas resistentes
a compostos tdéxicos resultantes do processo
de geracdo de substrato proveniente de
residuos agroindustriais. Durante o processo
de adaptacdo, os repiques sucessivos na
presenca de HMF chegaram a concentragdo de
3 g.L'1 do composto. A partir da concentracao
de 3,5 g.L-1 de HMF, o crescimento celular foi
baixo, sendo que o processo de adaptagao para
esse tdxico teve duracdo de 14 dias. Na
exposicdo ao furfural, as células de S.
arborariae apresentaram uma sensibilidade
levemente maior, nao apresentando
crescimento a partir de 2,5 gLl de furfural
(tempo total de adaptacdo de 10 dias). Quando
na presenc¢a da combinacdo dos dois toxicos,
essa levedura apresentou capacidade de
crescer até 55 glL1 (2,75 glL! de cada
composto, sendo que a adaptacdo perdurou
por 22 dias).

A partir desses resultados, a cepa
adaptada (HF5,5) a ambos os compostos foi
selecionada e submetida a avaliacdo de cinética
de crescimento e producdo de etanol para
comparacado com a cepa parental (UFMG-
HM19.1A).
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3.2. Cinética de culturas de S. arborariae na
auséncia e presenga de HMF e furfural.

As figuras 2, 3, 4 e 5 apresentam o perfil
cinético das cepas parental e adaptada quanto
a producao de biomassa, consumo de glicose e
assimilacdo desses compostos. Em dois dos
quatro tratamentos realizados, com 2,5 g.L-1de
furfural e na combinagdo dos dois compostos, a

cepa parental ndo apresentou capacidade de
estabelecer um crescimento celular no periodo
de 48 horas do cultivo (fig. 2A e 4). Na anadlise
da capacidade de producdo de biomassa pela
cepa parental na presenca de HMF, foi
observado um aumento da fase lag na presenca

do composto (fig. 2B).
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Figura 2. Perfil cinético da produgdo de biomassa, consumo de glicose e assimilagdo de compostos furanicos da cepa
UFMG-HM19.1A na presenca de 2,5 gL't de furfural (A) e na presenca de 2,5 g.L-t de HMF (B). () producio de
biomassa na condicdo controle, (O) produgio de biomassa na presenca de furfural. (A) produ¢do de biomassa na
presenca de HMF. (H) consumo de glicose na condi¢do controle (@) consumo de glicose na presenga de furfural (A)
consumo de glicose na presenga de HMF, (%) assimilac¢io de furfural, (X) assimilacdo de HMF.
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Figura 3. Perfil cinético da produgdo de biomassa, consumo

de glicose e assimilagdo de compostos furanicos da cepa

HF5,5 na presenca de 2,5 g.L-! de furfural (A) e na presenga de 2,5 g.L-'1 de HMF (B). (IJ) produgio de biomassa na

condigdo controle, (O) producio de biomassa na presenca

de furfural. (A) producdo de biomassa na presenca de

HMF. (H) consumo de glicose na condigio controle (@) consumo de glicose na presenga de furfural (A) consumo de
glicose na presenca de HMF, (%) assimilacdo de furfural, (X) assimilacdo de HMF.

Furaldeidos sao conhecidos por causar
efeitos no crescimento e fermentacao de S.
cerevisiae e serem convertidos por leveduras a
compostos com menor capacidade inibitéria

como alcool furfurilico, 2,5-bis-
hidroximetilfurano (Liu et al, 2005).
Entretanto, ha diferencas importantes entre os
efeitos causados por cada composto. Enquanto
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os efeitos do HMF mostram-se a mais longo
prazo, este pode exercer efeitos mais sérios
que o furfural, porém seus efeitos toxicos
imediatos sao claramente menores
(Taherzadeh et al., 2000).

Apenas a cepa adaptada apresentou
crescimento e produgdo de etanol em todas
condicdes de tratamento realizadas neste
trabalho. Tal comportamento também pode ser
visto em um estudo recente onde uma cepa de
S. cerevisiae adaptada, Y-50049, mostrou
tolerancia para furfural e HMF e teve a
capacidade de completar a fermentacdo de
etanol em 48 horas de cultivo, enquanto a cepa
parental falhou em estabelecer crescimento
sob as mesmas condi¢coes (Liu et al, 2008)
Como observado por Liu e colaboradores
(2004), cepas de leveduras mostram
diferencas na tolerancia a inibidores, sendo
refletida no tempo de duragdo da fase lag de
culturas expostas a furfural e/ou HMF. A
variabilidade na resposta sugere que algumas
leveduras possuem mecanismos mais efetivos
para resistir a esses compostos. A fase lag
prolongada sugere uma maior mudan¢a na
fisiologia das células para se adaptar ao
estresse quimico.

A cepa HF55 apresentou menor
sensibilidade a presen¢a dos compostos, na
qual a fase exponencial de crescimento foi
observada a partir de 12 horas de cultivo na
presenca de 2.5 g.L-lde HMF atingindo valor
similar ao controle. A presenca de furfural teve
grande repressao sobre o crescimento celular
da levedura, sendo que a fase exponencial de
crescimento iniciou apenas apos 30 horas de
cultivo (fig. 3A).

Quanto a produc¢do de biomassa, em 48
horas de cultivo na presengca de HMF, a
biomassa produzida foi semelhante a condicao
controle, cerca de 1 g.L-1 (fig. 3B). Na presenca
de furfural a producdo foi severamente
afetada, atingindo uma biomassa de 0,03 g.L-1.

Uma forte demanda por NADH na reducgao do
furfural pode levar a um nivel insuficiente de
NADH para o término da respiragao resultando
em um geracao insuficiente de ATP para
sustentar o crescimento (Taherzadeh et al,
2000).

Na presenca de ambos compostos, a
fase de adaptacao da levedura é maior que a
condicdo controle, iniciando sua fase
exponencial a partir de 12 horas, porém,
diferentemente da condicio com HMF, a
producdo final de biomassa é afetada em cerca
de 50% (fig. 5).

A influéncia da presenca dos compostos
no consumo de glicose percebe-se nos cultivos
com a cepa adaptada, onde a presenca destes,
fez com que houvesse um aumento no tempo
de consumo. Na cepa parental, na presenca de
HMF, o padrao foi similar ao controle. Estudos
anteriores demonstram que concentragdes de
furfural acima de 2 g.L! reduzem a taxa de
consumo de glicose em S. cerevisiae - um efeito
que pode ser atribuido a inibicdo de enzimas
da via glicolitica. (Banerjee et al., 1981;Boyer
etal.,, 1992).

Ao analisar a assimilacdo dos
compostos toxicos, a cepa parental sé foi capaz
de reduzir o HMF (fig. 2B), ndo mostrando
capacidade de reducao de furfural tanto no
cultivo com 2,5 gL (fig. 2A) quanto na
concentragdo de 1,5 gLl com a presenga
também de HMF e furfural (fig. 4). A cepa
adaptada  demonstrou  capacidade de
assimilagcdo dos compostos nas condi¢cdes com
2,5 g.L-1. Até 12 horas o decréscimo de furfural
foi maior que o HMF, a partir disso, ha uma
drastica queda na concentragdo de HMF, que
em 24 horas de cultivo consegue reduzir a
concentragdo a 0,3 g.L-1 (fig. 3B), enquanto a
assimilacao de furfural continua ocorrendo de
maneira mais lenta e progressiva, chegando a
esses niveis de concentracdo apenas em 36
horas (fig. 3A).
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HMF e a queda drastica ndao é observada.
Taherzadeh et al. (2000) confirmam que a
reducdo de furfural é consideravelmente maior
do que a de HMF, em cultivo de S. cerevisiae
com a presenca de ambos.

0 s Figura 5. Perfil cinético da
producdo de biomassa, consumo
s de glicose e assimilacdo de
' compostos furdnicos da cepa
. HF5,5 na presenca ou auséncia
L0 de 1,5 gL't de HMF e 1,5 gL't de
f 2 furfural. () produgio de
2 © biomassa na condi¢do controle,
o 075 2 (O) produgdo de biomassa na
9 i presenca dos compostos. (H)
0 050 % consumo de glicose na condicdo
" T controle (@) consumo de glicose
na presenca dos compostos, (*)
L 0.25 assimilacdo de furfural, (X)

assimilacdo de HMF.

-0.00

48
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Sanchez & Bautista (1988) observaram
que a velocidade de assimilagdo do furfural e
HMF por Candida guilliermondii é diferente,
uma vez que o furfural exibiu uma velocidade
maxima nos primeiros 15 minutos de
fermentacdo, enquanto o HMF, na primeira
meia hora, sugerindo a possibilidade de que as
enzimas para o metabolismo de furfural sao
constitutivas na levedura, enquanto para o
metabolismo de HMF precisam de um tempo
de indugao.

O rendimento de etanol (Ypss) e a
produtividade  volumétrica  (Qp) foram
calculadas para todas as condi¢des realizadas
(Tabela 1). A cepa adaptada apresentou um
rendimento de etanol superior a cepa parental.
As condigdes controle e com a presenca de
HMF e furfural da cepa adaptada foram
superiores a condicdo controle da parental.

Para a cepa HF 5,5, o rendimento de
etanol foi menos afetado pela presenca dos

compostos do que a sua produtividade
volumétrica. O composto que mais afetou o
rendimento foi o HMF. Em estudos realizados
por Nirupama et al. (1981 apud Sanchez &
Bautista 1998) foi constatado que o furfural
inibiu fortemente a sintese de proteina e RNA

de C. tropicalis enquanto o 5-
hidroximetilfurfural inibiu a producao de
etanol por S. cerevisiae. A condicio com a

combinacdo de HMF e furfural apresentou o
mesmo rendimento da condigdo controle (0,38
g.g'1) enquanto sua produtividade volumétrica
representa 35% da atingida pelo controle.
Embora atinja valores similares de producao
de etanol, o tempo na producao é afetado pelos
compostos. Segundo Palmqvist et al. (1999) e
Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000), para S.
cerevisiae o crescimento celular se mostrou
mais sensivel ao furfural do que a producgao de
etanol.

Tabela 1. Valores de rendimento (Yp/s) e Produtividade volumétrica (Qp) de etanol das cepas UFMG-HM19.1A e
HF5,5 na auséncia e presenga dos compostos furanicos. C (controle), HMF (5-hidroximetilfurfural), FUR (furfural).

Cepa UFMG-HM19.1A HF5,5

Condicdo C HMF FUR HMF e FUR C HMF FUR HMF e FUR

Yr/s (g.871) 0,30 0,23 0,02 0,06 0,39 0,13 0,25 0,39

Qpr (gLLh1) 0,23 0,07 0,001 0,03 0,44 0,10 0,08 0,16
Importantes efeitos secundarios de  explica a distinta formacdo de produtos, mas

furaldeidos no metabolismo sao as mudancas
no balanc¢o de cofatores das células, que pode
aparecer durante a reducao destes. A reducdo
de HMF e furfural é acoplada com a oxidacao
de NADPH ou NADH; o fluxo metabdlico de
regeneracao do cofator pode mudar em virtude
da enzima utilizada na redugdo (Almeida et al,
2009). A relacao NADH/NADPH para reducao
do furfural e HMF foi calculada por Wahlbom e
Hahn-Hagerdal (2002). Para utilizagdo na
reducao de furfural essa razao foi de cerca de
20:1 enquanto que para a de HMF foi de 1:10.
A diferenca na preferéncia de cofator ndo sé

sim também sugere um diferente mecanismo
dos inibidores.

Com essa diferenca no mecanismo dos
inibidores, outra variavel que define a
produgdo e crescimento é a concentracao de
compostos presente no meio. Em um estudo
com duas cepas de S. cerevisiae e uma de Pichia
stipitis, a duracao da fase lag variou de poucas
horas a varios dias dependendo da
concentrac¢do do inibidor adicionado a cultura.
Apos atingir a fase de crescimento celular, as
cepas foram capazes de consumir a glicose e
produzir alcool. Isso demonstra uma clara
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dose-dependéncia das leveduras aos inibidores
furfural e HMF (Liu et al., 2005).

4. Conclusao

Foi demonstrado que uma exposi¢cao gradativa
a compostos toxicos resulta em uma cepa
adaptada, capaz de tolerar 55 gLl de
furaldeidos, denominada S. arborariae HFS5,5.
Esta mesma cepa apresenta produtividade de
etanol e producao de biomassa maior com
relacdo a parental na presenca de furaldeidos.
Mais estudos sdo necessarios para elucidar
mecanismos de tolerancia a furaldeidos de S.
arborariae visto que a espécie possui potencial
para ser usada na industria de bioetanol. As
perspectivas desse trabalho sdo a de realizar
esses testes com a utilizacdo da xilose como
fonte de carbono além da determinac¢do das
atividades de enzimas relacionadas a
tolerdncias a esses compostos.
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