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DESCRIPCION

Complementacion del secretoma de trichoderma reesei que limita las contaminaciones microbiolégicas en el marco
de la produccién de etanol mediante fermentacion

Campo de la invenciéon

La presente invencién se inscribe en el marco de un procedimiento llamado de "segunda generacion" de produccion
de etanol a partir de biomasa lignocelulésica, que comprende etapas de pretratamiento de un sustrato celulésico o
lignoceluldsico, de hidrdlisis enzimatica del sustrato pretratado y después de fermentacion alcohdlica del hidrolizado
obtenido.

Estudio de la técnica anterior

La biomasa lignocelulésica representa uno de los recursos renovables mas abundantes en la tierra, y ciertamente
uno de los menos costosos. Los sustratos considerados son muy variados, ya que se refieren a la vez a los
sustratos lefiosos (frondosos y resinosos), los sub-productos de la agricultura (paja) o los de las industrias
generadoras de residuos lignocelulésicos (industrias agroalimentarias, papeleras).

La biomasa lignocelulésica estd compuesta por tres polimeros principales: celulosa (del 35 al 50%), hemicelulosa
(del 20 al 30%) que es un polisacarido esencialmente constituido por pentosas y por hexosas y lignina (del 15 al
25%) que es un polimero de estructura compleja y de alto peso molecular, compuesto por alcoholes aromaticos
unidos por enlaces éter.

Estas diferentes moléculas son responsables de las propiedades intrinsecas de la pared vegetal y se organizan en
un entramado complejo.

La celulosa y eventualmente las hemicelulosas son las dianas de la hidrdlisis enzimatica pero no son directamente
accesibles a las enzimas. Esta es la razon por la cual estos sustratos deben experimentar un pretratamiento que
precede a la etapa de hidrdlisis enzimatica. El pretratamiento pretende modificar las propiedades fisicas y
fisicoquimicas del material lignocelulésico, con la intencion de mejorar la accesibilidad de la celulosa pegada a la
matriz de lignina y de hemicelulosa. Este también puede liberar los azlcares contenidos en las hemicelulosas en
forma de mondmeros, esencialmente pentosas, como xilosa y arabinosa, y hexosas, como galactosa, manosa y
glucosa.

El pretratamiento debe, en caso ideal, ser rapido y eficaz, con fuertes concentraciones de sustratos, y las pérdidas
de materia deben ser minimas. Existen numerosas tecnologias: pueden mencionarse las cocciones acidas, las
cocciones alcalinas, la explosion al vapor (Pourquié, J. y Vandecasteele, J.P. (1993) “Conversion de la biomasse
lignocellulosique par hydrolyse enzymatique et fermentation”. Biotechnologie, 42 edicién, René Scriban, coordinador
de Lavoisier TEC & DOC, Paris, 677-700.), los procedimientos Organosolv, o también las tecnologias de doble
tornillo que combinan acciones térmica, mecanica y quimica (Ogier J.-C. et al. (1999) “Production d’éthanol a partir
de biomasse lignocellulosique” Oil & Gas Science and Technology 54: 67-94). La eficacia del pretratamiento se mide
mediante la susceptibilidad a la hidrdlisis del residuo celulésico y la tasa de recuperacion de las hemicelulosas.
Desde un punto de vista econémico, parece preferible que el pretratamiento conduzca a una hidrdlisis total de las
hemicelulosas, para recuperar las pentosas y eventualmente valorizarlas por separado de la fraccion celulésica. Los
pretratamientos acidos en condiciones suaves y mediante explosion al vapor estan bien adaptados. Estos permiten
una recuperacion importante de los azucares procedentes de las hemicelulosas y una buena accesibilidad de la
celulosa a la hidrdlisis.

El residuo celulésico obtenido se hidroliza por via enzimatica mediante la utilizacién de enzimas celuloliticas y/o
hemiceluloliticas. Microorganismos, como los hongos que pertenecen a los géneros Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium o Schizophyllum, o las bacterias anaerobias que pertenecen, por ejemplo, al género Clostridium,
producen estas enzimas, que contienen particularmente celulasas y hemicelulasas, adaptadas a la hidrdlisis total de
la celulosa y de las hemicelulosas.

La hidrolisis enzimatica se realiza en condiciones suaves (temperatura del orden de 45-50°C y pH de 4,8) y es
eficaz. Por el contrario, en términos de procedimiento, el coste de las enzimas sigue siendo muy elevado. Debido a
esto, se han realizado muchos trabajos para reducir este coste: i) en primer lugar, aumento de la produccién de
enzimas, seleccionando cepas hiperproductoras y mejorando los procedimientos de fermentacion, ii) a continuacion,
disminucion de la cantidad de enzimas en hidrdlisis, optimizando la fase de pretratamiento o mejorando la actividad
especifica de estas enzimas. Durante el ultimo decenio, los principales trabajos se han vinculado a la comprensién
de los mecanismos de acciéon de las celulasas y de expresién de las enzimas para hacer excretar el complejo
enzimatico mas apropiado para la hidrélisis de los sustratos lignoceluldsicos, modificando las cepas con las
herramientas de biologia molecular.

Los hongos filamentosos, como organismos celuloliticos, presentan un gran interés para los industriales ya que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2369390 T3

tienen la capacidad de producir enzimas extracelulares en una cantidad muy grande. El microorganismo mas
utilizado para la produccion de celulasas es el hongo Trichoderma reesei. Las cepas silvestres tienen la facultad de
producir, en presencia de un sustrato inductor, por ejemplo celulosa, un secretoma (conjunto de las proteinas
secretadas) adaptado a la hidrélisis de la celulosa. Las enzimas del complejo enzimatico contienen tres grandes
tipos de actividades: endoglucanasas, exoglucanasas y b-glucosidasas. Otras proteinas que poseen propiedades
indispensables para las hidrdlisis de los materiales lignoceluldsicos también son producidas por Trichoderma reesei,
por ejemplo xilanasas. La presencia de un sustrato inductor es indispensable para la expresion de las enzimas
celuloliticas y/o hemiceluloliticas. La naturaleza del sustrato carbonado tiene una fuerte influencia sobre la
composicion del complejo enzimatico. Este es el caso de la xilosa que, asociada a un sustrato carbonado inductor
como la celulosa o la lactosa, permite mejorar significativamente la actividad llamada xilanasa.

Las técnicas de genética convencional mediante mutagénesis permitieron la seleccion de cepas de Trichoderma
reesei hiperproductoras de celulasas tales como las cepas MCG77 (Gallo - patente US 4275 167), MCG 80 (Allen,
A.L. y Andreotti, R.E., Biotechnol-Bioengi 1982, 12, 451-459 1982), RUT C30 (Montenecourt, B.S. y Eveleigh, D.E.,
Appl. Environ. Microbiol. 1977, 34, 777-782) y CL847 (Durand et al, 1984, Proc. Colloque SFM “Génétique des
microorganismes industriels”. Paris. H. HESLOT Ed, pags. 39-50). Las mejoras permitieron obtener cepas
hiperproductoras, menos sensibles a la represion catabdlica en azucares particularmente mondémeros, por ejemplo
glucosa, que las cepas silvestres.

La trivializacion de las técnicas genéticas, que pretenden expresar genes heterélogos en estas cepas fungicas, ha
abierto también el camino hacia la utilizacion de estos microorganismos como huéspedes para la produccion
industrial. Las nuevas técnicas de estudios de los perfiles enzimaticos, han hecho posible la creacién de cepas
fungicas huéspedes muy eficaces para la produccion de enzimas recombinantes a escala industrial [Nevalainen, H. y
Teo, V.J.S. (2003) Enzyme production in industrial fungi-molecular genetic strategies for integrated strain
improvement. En Applied Mycology and Biotechnology (Vol. 3) Fungal Genomics (Arora, D.K. y Kchachatourians,
G.G,, eds), pags. 241-259, Elsevier Science]. Uno de los ejemplos de este tipo de modificaciones es la produccion
de celulasas obtenidas de una cepa de T. reesei [Harkki, A. et al. (1991) Genetic engineering of Trichoderma to
produce strains with novel cellulase profiles. Enzyme Microb. Technol. 13, 227-233; Karhunen, T. et al. (1993) High
frequency one-step gene replacement in Trichoderma reesei. I. Endoglucanase | overproduction. Mol. Gen. Genet.
241, 515-522].

Los azlcares obtenidos mediante hidrélisis de la biomasa lignocelulésica son pentosas (xilosa y arabinosa
principalmente), disacaridos (celobiosa) y glucosa. Este ultimo es faciimente transformado en etanol por la levadura
S. cerevisiae utilizada por el conjunto de las industrias de la fermentacion alcohdlica. Actualmente, ningun otro
microorganismo alcanza sus prestaciones en glucosa en condiciones no estériles, es decir un rendimiento del orden
de 0,47 g de etanol por gramo de glucosa, una productividad superior o igual a 5 g/Ixh, y concentraciones finales de
etanol cercanas al 10% en volumen. S. cerevisiae presenta numerosas ventajas suplementarias que resultan de
muchos afios de seleccion: resistencia al etanol, facil empleo a nivel industrial, etc. Por el contrario, las pentosas son
fermentadas raramente por los microorganismos y, cuando lo son, las prestaciones son mediocres. Estos ultimos
afios, muchos trabajos han tratado sobre la investigacion y/o la mejora de las cepas que fermentan activamente las
pentosas a etanol. Se han estudiado cuatro tipos de microorganismos: las levaduras que fermentan de forma natural
las pentosas, cepas recombinadas de S. cerevisiae, bacterias termdfilas o mesdfilas que utilizan las pentosas.

La fermentacién alcohdlica en condiciones no estériles presenta un riesgo importante de contaminaciones del
fermentador por microorganismos oportunistas. Las fuentes de contaminaciéon pueden ser de naturaleza viva o no
viva. Sin embargo, en este documento nos cefiremos a fuentes de contaminacién vivas. Entre estas fuentes, se
encuentran principalmente levaduras y bacterias. Estos microorganismos utilizan los nutrientes presentes, entre ellos
la fuente de carbono, y son responsables de la formacién de co-productos indeseables como acido lactico, acido
acético o incluso acetona y butanol. Encontramos este tipo de microorganismos en todas partes en las que las
condiciones permiten su crecimiento, es decir en presencia de un minimo de nutrientes. En este documento se
menciona que sus exigencias nutricionales son: una fuente de carbono (generalmente los azucares), una fuente de
aminoacidos (constituyentes de las proteinas), algunas vitaminas y oligoelementos.

Ademas, en las materias primas energéticas previstas, por ejemplo la paja de trigo, es perfectamente probable
encontrar microorganismos capaces de contaminar el procedimiento.

De este modo, en el procedimiento actual y no estéril de produccién de etanol de segunda generacion, dos etapas
son sensibles a una eventual contaminacién microbiolégica: la etapa de hidrdlisis enzimatica y la etapa de
fermentacion. Las soluciones conocidas actualmente para luchar contra la contaminacion lactica consisten en
rebajar el pH a un valor que favorece el desarrollo de las levaduras en detrimento de las bacterias lacticas. Las
levaduras son, sin embargo, menos activas a estos pH acidos. Otra posibilidad es introducir inhibidores de
contaminaciéon bacteriana, como por ejemplo fllor, antibidticos o sulfitos, durante la etapa de fermentaciéon
alcohdlica. Es, en efecto, durante esta etapa del procedimiento que la concentracion de contaminantes es mayor. La
utilizacion de anti-bacterianos convencionales tiene un coste relativamente elevado y requiere efectuar
reactivaciones bastante frecuentes del proceso de fermentacion.

Limitar los riesgos de contaminacion constituye un ahorro potencial de tiempo y de dinero para procedimientos
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industriales de dicha amplitud y no hay que despreciar ninguna solucién para remediar este problema.

La contaminacion bacteriana es, en efecto, un problema principal en la produccién de etanol mediante fermentacion.
Las bacterias estan presentes de forma natural en la herramienta de produccién y utilizan los nutrientes presentes
en el medio, entrando por consiguiente en concurrencia con las levaduras utilizadas en el procedimiento. El
crecimiento y la viabilidad de las células de levaduras resultan, por lo tanto, fuertemente afectadas por la presencia
de estas bacterias y su rendimiento final en alcohol también se reduce.

En general, las bacterias lacticas fermentan azicares presentes en los mostos de fermentacion y su crecimiento
esta favorecido por condiciones anaerobias. Estas se desarrollan generalmente a un pH de 5,5 pero pueden
sobrevivir a un pH de hasta pH 3,0. Estas bacterias oportunistas pueden desarrollarse en un amplio intervalo de
temperatura y son tolerantes a fuertes concentraciones de alcohol en el medio. La presencia de las bacterias en los
procedimientos de produccién de etanol de segunda generaciéon debe prohibirse. Cualquier mejora del
procedimiento que conduzca a una limitacién maxima de esta contaminacion debe tomarse en consideracion.
Descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona una representacion del mapa esquematico de un plasmido que puede utilizarse para la
expresion heterologa del gen h/z por T. reesei en condiciones de induccion de celulasas.
Resumen de la invencion

La presente invencion describe un procedimiento de produccién de etanol a partir de biomasa lignocelulésica en el
que se complementa el genoma de Trichoderma reesei con la lisozima.
Descripcion detallada de la invencion

En el procedimiento de produccién de etanol de segunda generacion descrito en la presente invencion, para prevenir
las contaminaciones microbioldgicas, se utiliza para producir las enzimas celuloliticas y/o hemiceluloliticas una cepa
fungica modificada genéticamente que pertenece al género Trichoderma y que sobreexpresa, con ayuda de técnicas
genéticas bien conocidas por el especialista en la técnica, la lisozima.

La cepa fungica (microorganismo celulolitico) pertenece preferiblemente a la especie Trichoderma reesei.

La utilizacion de la lisozima, que es una proteina que tiene propiedades anti-microbianas, permite asegurar una
proteccién contra un amplio abanico de bacterias Gram positivas, particularmente contra las bacterias lacticas. Estas
bacterias se desarrollan en los procedimientos de produccién de etanol de segunda generaciéon desde la etapa de
hidrélisis enzimatica y principalmente durante la fermentacién alcohdlica, ya que la temperatura durante esta etapa
es del orden de 30 a 35°C.

Ademas, el hecho de complementar el genoma de Trichoderma reesei directamente con la lisozima permite evitar
introducir un agente bactericida externo en el procedimiento de produccién de etanol, siendo esta cepa la ya
utilizada para la hidrdlisis enzimatica.

De forma muy preferida, la lisozima utilizada para complementar el genoma de Trichoderma reesei es la lisozima
humana o de pollo.

La lisozima es una enzima de tipo hidrolasa (acida y secretada por los leucocitos) descubierta por Alexander
Fleming en 1922. Se trata de una proteina globular de 129 aminoacidos que se encuentra en cierto nimero de
secreciones (lagrimas, saliva...). También puede extraerse de la clara de huevo, lo que caracteriza su utilizacion en
enologia. Utilizada desde hace varios afios en las industrias farmacéuticas y agroalimentarias, se afiadié poco
después en algunos procesos de enologia (por ejemplo, maduracién del vino) para controlar la contaminacion por
las bacterias lacticas. Esta enzima actia degradando su pared (hidroliza los enlaces covalentes entre el acido N-
acetil muramico con el cuarto atomo de carbono de la N-acetil glucosamina). Desde un punto de vista bioquimico, la
lisozima posee una actividad éptima entre 40 y 45°C, lo que es completamente compatible con las temperaturas
utilizadas para la hidrdlisis enzimatica, y puede seguir siendo activa hasta 62°C. En lo que concierne al pH 6ptimo, la
actividad enzimatica de esta proteina no resulta o resulta muy poco perturbada dentro de un intervalo de pH
comprendido entre 3,5y 7, pero puede seguir siendo activa, sin embargo, a entre 2 y 10.

La lisozima también se emplea como conservante en muchos productos alimentarios susceptibles de contener
bacterias lacticas como quesos, tofu o sake. La utilizacién de la lisozima en los procedimientos de fabricaciéon de
cerveza ha llamado muy recientemente la atencién y las aplicaciones en las etapas de elaboracién de cerveza son
numerosas. La lisozima es eficaz contra todas las bacterias lacticas. Ademas, la levadura y las bacterias Gram
negativas no son atacadas por este agente antimicrobiano.

La lisozima presenta también la ventaja de limitar el uso del SO», producto utilizado muy a menudo actualmente para
limitar las contaminaciones microbiolégicas en los procedimientos industriales, pero costoso. La lisozima también
puede desempefiar un papel protector en caso de finales de fermentacién dificiles. En efecto, las carencias de
nitrégeno hacen a los finales de fermentacion alcohdlica dificiles con riesgo de desarrollo de bacterias lacticas que
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degradan las osas aun no fermentadas. La adicion de lisozima permite prevenir o tratar este tipo de problemas, con
una gran eficacia.

En el caso del procedimiento de produccién de etanol por via biolégica de acuerdo con la presente invencion, la
ventaja principal reside en que la lisozima es una proteina que puede ser expresada directamente por Trichoderma
reesei.

La expresion heterdloga de lisozima humana se desarrollé en el hongo filamentoso Tolypocladium geodes (Michel
Baron "Optimisation au niveau moléculaire de souches transformées de Tolypocladium geodes pour la sécrétion de
deux protéines humaines d'intérét thérapeutique, (1991), Tesis doctoral de la universidad Paul Sabatier).

En la dptica de una complementacion del genoma de T. reesei por el gen h/z que expresa la lisozima, se realiza una
construccion plasmidica modelo utilizando los métodos convencionales de biologia molecular conocidos por el
especialista en la técnica. La construccion genética a integrar en el genoma de T. reesei comprende la secuencia
codificante de la lisozima humana insertada entre los elementos que permiten su expresién y la secrecion en el
hongo. En el marco de una produccién conjunta con las celulasas, las secuencias de nucleétidos deben permitir la
expresion heterologa del h/z. El promotor, la secuencia sefial y el terminador que rodean a este gen deben
comprender, por lo tanto, uno 0 mas motivos que el especialista en la técnica sabe que estan implicados en la
induccion especifica de estas enzimas. En particular, el promotor fungico utilizado puede seleccionarse, de forma no
exclusiva entre los siguientes: gpd (A. nidulans), cbh1, egl1, egl2, xyn1. La secuencia sefial fungica puede
seleccionarse por ejemplo entre cbh1, egl1, egl2, xyn1. Puede utilizarse una fusién de la lisozima con una proteina
que facilita la exportacion (por ejemplo, Sh-Ble), como se ha descrito en la tesis de M. Baron. El terminador flingico
puede ser de cualquier naturaleza, por ejemplo cbh1 o TrpC (A. nidulans).

La construccion debe permitir finalmente identificar la cepa que tenga integrado este gen de la lisozima. Para ello,
varios genes, que otorgan resistencia a un antibiético (fleomicina, higromicina, etc.) o que permiten un cribado
mediante auxotrofia (gen amds para acetamida), son conocidos por el especialista en la técnica y pueden ser
empleados para las cepas industriales de T reesei.

Un ejemplo de construccion plasmidica que permite dicha expresion se describe en la figura 1. En esta figura, las
leyendas utilizadas son las siguientes: “Prom” para promotor, “Term” para terminador, “bact’ para bacteria, “ss +
HLZ” para gen que caodifica la lisozima con secuencia de direccion funcional para T. reesei, “Sh ble” para el gen que
otorga resistencia al antibiético fleomicina.

La construccion realizada de este modo permite la selecciéon de un transformante gracias a la incorporacion, se
incorpora a continuacién al genoma de la cepa fungica ya utilizada para producir las celulasas, por ejemplo la cepa
hiperproductora CL847 (Durand et al., 1984) de acuerdo con los procedimientos ya descritos y bien conocidos por el
especialista en la técnica, por ejemplo descrito por Penttila et al. (1987).

Los transformantes obtenidos se seleccionan para una fuerte actividad de lisozima, de acuerdo con el método
descrito anteriormente por M. Baron (1991, Tesis doctoral Universidad Paul Sabatier, Toulouse).

La cepa seleccionada secreta ademas de las enzimas celuloliticas una proporcion de lisozima entre el 1 y el 5% de
las secreciones proteicas de la cepa lo que, en el marco de una hidrdlisis enzimatica tipo, por ejemplo realizada a 20
mg/g de sustrato y al 20% de materia seca, permite situarse a una concentracion de lisozima en la reaccion de
hidrélisis situada entre 40 y 200 mg/l, que son proporciones empleadas habitualmente en la industria para prevenir
las contaminaciones por bacterias lacticas.

Las enzimas se producen a continuacién de acuerdo con un procedimiento convencional que puede ser de cualquier
naturaleza. Las enzimas se separan y se utilizan para la reaccion de hidrélisis como se ha descrito anteriormente.
No hay que tomar ninguna otra precaucion para evitar las contaminaciones bacterianas para el resto del
procedimiento, al contrario de lo que debe hacerse con una cepa convencional.

La accién del agente bactericida en tanto mas eficaz cuanto menor es la concentracion de bacterias lacticas en el
medio. En el procedimiento de acuerdo con la presente invencion, el agente bactericida es producido por el
microorganismo utilizado para la secrecion de las enzimas empleadas durante la etapa de hidrdlisis enzimatica.
Ahora bien, en esta fase del procedimiento, debido a las condiciones operatorias de temperatura particularmente, la
proliferacién lactica sigue siendo poco probable o limitada, en comparacién con la que puede tener lugar durante la
siguiente etapa de fermentacién alcohdlica.

Los materiales celuldsicos o lignocelul6sicos utilizados en el procedimiento de acuerdo con la presente invencion se
seleccionan entre paja, madera, cultivos forestales, residuos de plantas alcoholigenas, azucareras y cerealeras, los
residuos de la industria papelera y los productos de transformaciones de los materiales celulésicos y
lignoceluldsicos.

El material a hidrolizar se suspende en fase acuosa a razén del 6 al 25% de materia seca, preferiblemente del 10 al
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20%, el pH se ajusta a entre 4 y 5,5 (preferiblemente entre 4,5 y 5,2) y la temperatura a entre 40 y 60°C
(preferiblemente entre 45 y 50°C). La reaccion de hidrolisis dura generalmente de 15 a 48 horas de acuerdo con la
eficacia del pretratamiento realizado, la composiciéon del céctel enzimatico y la cantidad de enzimas afiadidas. La
reaccion se monitoriza mediante dosificacion de los azlcares liberados. La solucién azucarada obtenida se separa a
continuacion de la fraccion no hidrolizada mediante filtracion o centrifugado, y a continuacion se utiliza para la
fermentacién etandlica. La etapa de fermentacion etandlica se realiza de acuerdo con los conocimiento generales
del especialista en la técnica, en presencia de levaduras como por ejemplo Saccharomyces cerevisiae o
Zymomonas mobilis, estando la temperatura 6ptima de fermentacién en general comprendida entre 30-35°C.

De acuerdo con la presente invencion, la utilizacién para producir las enzimas celuloliticas y/o hemiceluloliticas de
una cepa de Trichoderma reesei modificada genéticamente y que sobreexpresa, puede realizarse en un
procedimiento en el cual la etapa de hidrdlisis enzimatica es distinta de la etapa de fermentacion.

De acuerdo con otra realizacion, el procedimiento de acuerdo con la presente invencién es un procedimiento SSF
(sacarificacion y fermentacion simultaneas) que consiste en realizar la hidrélisis enzimatica y la fermentacion
alcohdlica en una sola etapa. En este caso, la temperatura de funcionamiento es relativamente baja
(aproximadamente 34°C) y, por consiguiente, mas propicia a la contaminacién bacteriana.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de produccion de etanol a partir de materiales celulésicos o lignocelulésicos que comprende etapas
de pretratamiento de un sustrato celuldsico o lignoceluldsico, de hidrélisis enzimatica del sustrato pretratado y a
continuacion de fermentaciéon alcohdlica del hidrolizado obtenido, en el que se utiliza para producir las enzimas
celuloliticas y/o hemiceluloliticas, una cepa flungica modificada genéticamente que pertenece al género Trichoderma
y que sobreexpresa la lisozima.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la cepa fungica pertenece a la especie Trichoderma
reesei.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que los materiales celulésicos o
lignoceluldsicos se seleccionan entre paja, madera, cultivos forestales, residuos de plantas alcoholigenas,
azucareras y cerealeras, residuos de la industria papelera y productos de transformaciones de los materiales
celuldsicos y lignocelulésicos.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de hidrdlisis enzimatica
tiene lugar a una temperatura comprendida entre 40 y 60°C y a un pH que varia entre 4 y 5,5.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que a la etapa de hidrdlisis enzimatica
le sigue una etapa de fermentacién etandlica.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa de hidrdlisis enzimatica y la
fermentacion etandlica se realizan simultdneamente.
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FIGURA 1
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