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Resumo: O etilenoglicol, amplamente utilizado nas industrias quimica e de polimeros, destaca-se
como uma das moléculas mais promissoras que podem ser produzidas a partir de biomassa
lignocelulosica. Uma linhagem de Komagataella phaffii foi previamente engenheirada para produzir
etilenoglicol a partir de xilose pela via de Dahms, na qual xilose ¢ convertida em xilonolactona pela
xilose desidrogenase (XDH), que ¢ posteriormente hidrolisada em xilonato pela xilonolactonase
(XLA). Este ¢ desidratado a 2-ceto-3-desoxixilonato (KDX) pela xilonato desidratase (XD) e, em
seguida, clivado em glicolaldeido e piruvato por uma aldolase (ALDO). O glicolaldeido pode ser
reduzido a etilenoglicol pela aldeido redutase (ALDR) ou oxidado a é4cido glicolico pela aldeido
desidrogenase (ALDH) nativa. Apesar dos esfor¢os de otimizac¢do, o processo de producdo de
etilenoglicol ainda apresenta desempenho inferior ao necessario para a viabilizagdo industrial,
indicando a existéncia de restricdes que demandam novas abordagens de engenharia metabolica. Para
orientar essas intervengdes, foi realizada uma anélise integrada de balango de fluxos metabolicos,
viabilidade termodinadmica e limitagdes cataliticas da via de Dahms implementada. A andlise de
balanco de fluxos utilizou a rede estequiométrica do metabolismo central de carbono (glicose e xilose)
em K. phaffii, expandida com as reagdes da via de Dahms. Trés fung¢des objetivo foram avaliadas:
minimizagdo do erro global (considerando taxas experimentais), maximiza¢do da formacao de
biomassa e da produgdo de etilenoglicol. O modelo indicou que a conversao estequiométrica de xilose
em etilenoglicol € teoricamente possivel, sem bloqueios metabolicos ou desequilibrios na regeneragao
de cofatores, sugerindo que as limitagdes observadas experimentalmente resultem de fatores
termodinamicos ou cinéticos. A viabilidade termodinamica foi avaliada pela maximizagdo da menor
forca motriz (—AG) entre as reacdes e, com base nas solugdes obtidas, foi determinada a demanda
total de proteina para sustentar os fluxos definidos. A robustez da via foi avaliada por analise de
sensibilidade utilizando multiplos modelos independentes. A reagdo catalisada pela ALDO foi
identificada como a principal limitagdo termodindmica, operando préoxima ao equilibrio, com
eficiéncia liquida de 55,6%, indicando que, embora termodinamicamente vidvel, apresenta refluxo
consideravel, o que compromete a eficiéncia global da via. Além disso, a oxidagdo do glicolaldeido

a acido glicolico pela ALDH nativa se mostrou termodinamicamente mais favoravel que sua reducao



a etilenoglicol, desviando intermedidrios para a formagdo de subproduto indesejado. A andlise da
demanda proteica indicou que a XD responde por 65,8% da proteina total requerida pela via, devido
a sua baixa capacidade catalitica. Além disso, a integracdo com o perfil termodindmico mostrou que,
embora a reacdo catalisada pela XD apresente um AG favoravel, sua for¢ca motriz efetiva ¢ reduzida
pelo acimulo de KDX, decorrente da baixa eficiéncia da etapa subsequente catalisada pela ALDO,
que opera proxima ao equilibrio termodinamico e tem capacidade limitada de remover o intermediario
formado. A analise de sensibilidade confirmou XD e ALDO como principais pontos de controle, com
variacdes em suas concentragdes resultando em mudangas expressivas no fluxo metabodlico,
especialmente em condi¢des de superexpressdo. Intervengdes coordenadas sobre ambas as enzimas
foram apontadas como estratégia de maior potencial para aumentar a eficiéncia e a viabilidade global

do processo.
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