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Resumen

Las enzimas fibrolíticas exógenas no son sintetizadas por 
los microorganismos ruminales, por lo cual se adicionan al 
alimento para aumentar la degradación de la fibra. El obje-
tivo de este estudio fue evaluar in vitro la actividad xilana-
sa, celulasa y lacasa, así como la estabilidad enzimática de 
xilanasas y celulasas de un producto enzimático fibrolítico 
(Fibrozyme, Alltech, Inc.). El diseño experimental fue com-
pletamente al azar y los tratamientos fueron: amortiguador 
pH 6.0, amortiguador pH 7.0 y líquido ruminal clarificado 
pH 6.5. Los datos se analizaron con mediciones repetidas 
en el tiempo, mediante el procedimiento Mixto de SAS y la 
prueba de Tukey (p0.05). El producto enzimático exóge-
no contenía xilanasas 292 UI g1 y celulasas 36 UI g1, sin 
actividad de lacasas. En amortiguador con pH 6 las celula-
sas fueron más estables que las xilanasas, y ambas enzimas 
mostraron actividad hasta las 46 h. Las constantes de velo-
cidad de inactivación enzimática (k) fueron 0.054 h1 en 
xilanasas y 0.008 h1 en celulasas, y los tiempos de vida 
media (t1/2) 12.8 y 87.7 h. En amortiguador pH 7 las celu-
lasas se mantuvieron más estables y las xilanasas perdieron 
su actividad a las 32 h; los valores de k fueron 0.07 h1 
y 0.009 h1, y de t1/2 9.9 y 77 h para xilanasas y celula-
sas. En el medio con líquido ruminal clarificado, las celula-
sas mantuvieron más estable su actividad y las xilanasas la 
perdieron en 4 h (k1.815 h1 y 0.026 h1; t1/20.38 
y 26.87 h para xilanasas y celulasas). Se concluye que in 
vitro, el pH y las enzimas contenidas en el líquido ruminal 

AbstRAct

Exogenous fibrolytic enzymes are not synthesized by the 
ruminal microorganisms, so they are added to feed in 
order to increase fiber degradation. The objective of this 
study was to evaluate in vitro xilanase, cellulose and laccase 
activity, as well as xylanase and cellulose enzymatic stability 
of an enzymatic fibrolytic product (Fibrozyme Alltech, 
Inc.). The experimental design was completely randomized 
and treatments were: buffer pH 6.0, buffer pH 7.0 and 
clarified ruminal fluid pH 6.5. Data were analyzed using 
the SAS Mixed procedure and the Tukey test (p0.05). 
The exogenous enzyme product contained 292 IU xylanase 
g1 and 36 IU cellulase g1, without laccase activity. 
In buffer with pH 6 cellulases were more stable than the 
xylanases, and both enzymes showed activity until 46 h. 
The speed constants of enzymatic inactivation (k) were 
0.054 h1 in xylanases and 0.008 h1 in cellulases, 
and half life time (t1/2) of 12.8 and 87.7 h. In buffer pH 
7 cellulases remained more stable and the xylanases lost 
their activity at 32 h; values   of k were 0.07 h1 and 
0.009 h1, and t1/2 of 9.9 and 77 h for xylanases and 
cellulases. In the medium with clarified ruminal fluid, 
cellulases maintained more stable their activity and 
xylanases lost it in 4 h (k1.815 h1 and 0.026 h1; 
t1/20.38 and 26.87 h for xylanases and cellulases). It is 
concluded that in vitro pH and enzymes contained in the 
clarified ruminal fluid affect the stability of the exogenous 
fibrolytic enzyme product.

Key words: cellulases, fibrolytic enzymes, enzymatic stability, 
xylanases.
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clarificado afectan la estabilidad del producto enzimático 
fibrolítico exógeno.

Palabras clave: celulasas, enzimas fibrolíticas, estabilidad enzi-
mática, xilanasas.

IntRoduccIón

En estudios in vitro e in sacco las enzimas fibro-
líticas mejoran la degradación de la materia 
seca (MS; Almaraz et al., 2010; Gallardo et 

al., 2010) y según Pinos et al. (2002) una mezcla de 
enzimas hidrolíticas fue más efectiva para aumentar 
la digestión in vivo. El modo de acción de estas enzi-
mas en los rumiantes es una combinación de efectos 
antes (tiempo de interacción enzima-sustrato) y des-
pués de la alimentación (pH ruminal; Colombatto 
et al., 2007). Al respecto, Kung et al. (2000) afirman 
que la adición de enzimas al alimento puede crear 
un complejo enzima-alimento estable el cual protege 
a las enzimas de la proteólisis ruminal. Las enzimas 
fibrolíticas, aisladas de cultivos de hongos y bacte-
rias, aumentan la degradación durante el proceso de 
ensilaje de algunos forrajes (Stokes, 1992); además, 
mejoran la digestibilidad in vitro de la MS y la fibra 
detergente neutra (FDN; Feng et al., 1996), y una 
mezcla de enzimas con varias actividades puede ser 
más efectiva (Yang et al., 1999).
 Fibrozyme es un producto comercial (Alltech Inc., 
Nicholasville, KY, USA) a base de celulasas, hemice-
lulasas y proteasas, tiene grado alto de glucosilación 
que puede contribuir a su estabilidad en el rumen, y 
su actividad xilanásica es 100 UI g1 (Tricarico et al., 
1998). La actividad de las enzimas en productos en-
zimáticos comerciales para rumiantes se mide según 
las recomendaciones del fabricante (aproximadamen-
te 60 °C y pH entre 4 y 5; Coughlan, 1985), pero 
esas condiciones no son representativas del ambiente 
ruminal (39 °C y pH 6.0 a 6.7) donde actúan las 
enzimas (Van Soest, 1994). Además, las condicio-
nes y métodos usados en diversos estudios varían, y 
esto dificulta una comparación de los productos o 
la predicción de su eficacia en dietas para rumiantes 
(Beauchemin et al., 2003).
 El objetivo del presente estudio fue caracterizar in 
vitro la actividad de xilanasas, celulasas y lacasas de 
un producto enzimático fibrolítico exógeno, y eva-
luar la estabilidad enzimática con pH diferentes y en 
líquido ruminal clarificado.

IntRoductIon

In studies in vitro and in sacco fibrolytic enzymes 
improve the degradation of dry matter (DM; 
Almaraz et al., 2010; Gallardo et al., 2010) 

and according to Pinos et al. (2002) a mixture of 
hydrolytic enzymes was more effective to increase in 
vivo digestion. The action mode of these enzymes in 
ruminants is a combination of effects before (time 
of enzyme-substrate interaction) and after feeding 
(ruminal pH; Colombatto et al., 2007). In this 
respect, Kung et al. (2000) argue that the addition 
of enzymes to feed may create a stable enzyme-
feed complex which protects the enzymes from 
ruminal proteolysis. Fibrolytic enzymes, isolated 
from bacterial and fungal cultures increase the 
degradability during the process of ensilage of some 
forages (Stokes, 1992); besides, they improve in 
vitro digestibility of DM and neutral detergent fiber 
(NDF; Feng et al., 1996), and a mixture of enzymes 
with various activities may be more effective (Yang 
et al., 1999).
 Fibrozyme is a commercial product (Alltech 
Inc., Nicholasville, KY, USA) based on cellulases, 
hemicellulases, and proteases, it has high degree of 
glycosylation that may contribute to its stability in 
the rumen, and its xylanase activity is 100 IU g1 
(Tricarico et al., 1998). The enzymes activity of 
commercial enzymatic products for ruminants 
is measured according to the manufacturer’s 
recommendations (about 60 °C and pH between 
4 and 5, Coughlan, 1985), but those conditions 
are not representative of the ruminal environment 
(39 °C and pH 6.0 to 6.7) where enzymes act (Van 
Soest, 1994). Furthermore, conditions and methods 
used in different studies vary, and this makes 
difficult a comparison of the products or prediction 
of their efficacy in ruminant diets (Beauchemin et 
al., 2003).
 The aim of this study was to characterize in vitro 
the activity of xylanases, cellulases and laccases of an 
exogenous fibrolytic enzymatic product and evaluate 
the enzymatic stability with different pH and in 
clarified ruminal fluid.

mAteRIAls And methods

 This study was conducted at the Laboratory of 
Enzymology and Molecular Biology of the Universidad 
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mAteRIAles y métodos

 Este estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Enzimología 
y Biología Molecular de la Universidad Autónoma Metropolita-
na, Unidad Iztapalapa, México, D. F. Una muestra del producto 
enzimático fibrolítico Fibrozyme se utilizó en todas las pruebas.

Contenido de proteína

 Para analizar el contenido de proteína se disolvió 1 g (por 
duplicado) del producto enzimático en 50 mL de agua destilada 
por 1 h con un agitador magnético, se centrifugó a 12 100 x g 
por 20 min y se guardó el sobrenadante (extracto enzimático) 
en refrigeración a 4 °C, para análisis posteriores. A 800 mL de 
extracto enzimático diluido (1:20) en amortiguador de acetatos 
(0.1 M, pH 5), se añadieron 200 mL de reactivo de Bradford 
(Bio-RAD) y se agitó con un vórtex. La reacción duró 5 min y 
la absorbancia se leyó a 595 nm en una celdilla de acrílico en un 
espectrofotómetro (DU 640 Beckman, EE.UU.). La cantidad de 
proteína se determinó a dos pH con seroalbúmina bovina en so-
lución de 0.15 M NaCl (Bradford, 1976). Se diluyeron 50 mL de 
amortiguador de citratos (50 mM y pH 5.3) en 450 mL de agua 
destilada; en 50 mL de esa solución se disolvió 1 g del producto 
por 1 h con un agitador magnético, se centrifugó a 12 100 x g por 
20 min, y al sobrenadante (extracto enzimático) se agregaron 50 
mL de amortiguador de citratos (50 mM y pH 6) o de fosfatos 
(50 mM y pH 7), según correspondiera. Se mantuvo a 4 °C y se 
midió el contenido de proteína. 

Actividad de xilanasas

 Esta actividad se midió con el método del ácido dinitrosali-
cílico (DNS; Miller, 1959), para azúcares reductores, modificado 
por Loera y Córdova (2003) y Márquez-Araque et al. (2007), 
descritas a continuación. El sustrato fue xilano (Sigma-Aldrich 
X-0627) al 0.5 % (2.5 g de xilano en 0.5 L de amortiguador 
de citratos 50 mM y pH 5.3). La curva estándar se preparó con 
una solución de xilosa 10 mM (0.15 g en 100 mL1 de amorti-
guador de citratos 50 mM y pH 5.3). La mezcla de la reacción 
de la muestra contenía 0.9 mL de sustrato y 0.1 mL del extracto 
enzimático diluido (1:100), en tubos de ensaye por triplicado. La 
incubación duró 5 min a 50 °C, se aplicaron 1.5 mL DNS, se 
hirvieron 5 min, luego los tubos se metieron en un recipiente 
con hielo y se midió la absorbancia a 540 nm. Para cada muestra 
se preparó un blanco con 0.9 mL de sustrato incubado 5 min a 
50 °C, luego se aplicó 1.5 mL DNS y 0.1 mL del extracto enzimá-
tico diluido (1:100), se hirvió 5 min, se depositó en un recipiente 
con hielo, y se midió la absorbancia a 540 nm. Se usó un blanco 
general con 0.9 mL sustrato y 0.1 mL amortiguador de citrato 

Autónoma Metropolitana, Iztapalapa Unit, México City. A 
sample of the enzymatic fibrolytic product Fibrozyme was 
used in all tests.

Protein content

 To analyze the protein content 1 g (in duplicate) of the 
enzymatic product was dissolved in 50 mL of distilled water 
for 1 h with a magnetic stirrer, centrifuged at 12 100 x g for 
20 min and the supernatant was stored (enzymatic extract) 
and cooled at 4 °C for later analysis. To 800 mL of diluted 
enzymatic extract (1:20) in acetate buffer (0.1 M, pH 5), 200 
mL of Bradford reagent (Bio-RAD) was added and stirred with 
a vortex. The reaction lasted 5 min and absorbance was read 
at 595 nm in an acrylic cell in a spectrophotometer (Beckman 
DU 640, USA). The amount of protein was determined at 
two pH with bovine serum albumin in 0.15 M NaCl solution 
(Bradford, 1976). 50 mL of citrate buffer (50 mM, pH 5.3) 
were diluted in 450 mL of distilled water; in 50 mL of this 
solution 1 g of the product was dissolved for 1 h with a 
magnetic stirrer, it was centrifuged at 12 100 x g for 20 min 
and to the supernatant (enzymatic extract) 50 mL of citrate 
buffer (50 mM and pH 6) or phosphate (50 mM, pH 7) were 
added, as appropriate. It was maintained at 4 °C and protein 
content was measured.

Xylanase activity

 This activity was measured with the dinitrosalicylic acid 
method (DNS; Miller, 1959), for reducing sugars, modified by 
Loera and Cordova (2003) and Marquez-Araque et al. (2007), 
as described below. The substrate was xylan (Sigma-Aldrich 
X-0627) at 0.5 % (2.5 g of xylan in 0.5 L of citrate buffer 50 
mM and pH 5.3). The standard curve was prepared with a 
solution of 10 mM xylose (0.15 g in 100 mL1 of citrate buffer 
50 mM and pH 5.3). The reaction mixture of the sample 
contained 0.9 mL of substrate and 0.1 mL of enzymatic extract 
diluted (1:100) in assay tubes in triplicate. The incubation 
lasted 5 min at 50 °C, 1.5 mL DNS were applied, boiled 5 min, 
then tubes were put in a container with ice and absorbance 
was measured at 540 nm. For each sample a blank with 0.9 
mL of substrate incubated 5 min at 50 °C was prepared, then 
1.5 mL DNS and 0.1 mL of enzymatic extract diluted (1:100) 
was applied, boiled 5 min, put in a container with ice and 
absorbance was measured at 540 nm. A general blank was used 
with 0.9 mL of susbtrate and 0.1 mL of citrate buffer pH 5.3, 
incubated 5 min at 50 °C, 1.5 mL DNS was applied, boiled 
5 min, placed in a container with ice, and its absorbance was 
measured at 540 nm.
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pH 5.3, se incubó 5 min a 50 °C, se aplicó 1.5 mL DNS, se hirvió 
5 min, se depositó en un recipiente con hielo, y la absorbancia 
se midió a 540 nm.

Actividad de celulasas

 Esta actividad se midió con la concentración de azúcares re-
ductores con el método del DNS (Miller, 1959) modificado por 
Loera y Córdova (2003) y por Purkarthofer et al. (1993), descrito 
a continuación. El sustrato fue carboximetil celulosa (Sigma-Al-
drich C4888) al 0.5 % (2.5 g de carboximetil celulosa en 0.5 L de 
amortiguador de citratos 50 mM y pH 4.8); además, se prepa-
ró una solución de glucosa 10 mM (0.18 g glucosa 100 mL1 de 
amortiguador de citratos 50 mM y pH 4.8) para la curva estándar. 
La mezcla de la reacción para cada muestra contenía 0.9 mL de 
sustrato y 0.1 mL del extracto enzimático diluido (1:100). Se usa-
ron tubos de ensaye por triplicado, la incubación fue de 60 min 
a 50 °C, se agregó 1.5 mL de DNS y se hirvió 5 min; los tubos se 
metieron en un recipiente con hielo y se midió la absorbancia a 
540 nm. Para cada muestra se preparó un blanco con 0.9 mL de 
sustrato, se incubó 60 min a 50 °C, se agregó 1.5 mL de DNS y 
0.1 mL del extracto enzimático diluido (1:100), se hirvió por 
5 min, se depositó en un recipiente con hielo, y la absorbancia se 
midió a 540 nm. El blanco general contenía 0.9 mL de substrato y 
0.1 mL de amortiguador de citrato pH 5.3, que se incubó 60 min a 
50 °C, se agregó 1.5 mL de DNS y se hirvió 5 min; luego se depo-
sitó en un recipiente con hielo y se midió la absorbancia a 540 nm.

Actividad de lacasas

 Esta actividad se determinó en un sistema de reacción de 1 
mL el cual contenía 0.1 mL de amortiguador de acetatos (0.1 M 
y pH 5.0), 0.7 mL de agua destilada, 0.1 mL del extracto enzi-
mático sin diluir y 0.1 mL de substrato ABTS [(0.69 g de ABTS 
2,2’azino-bis(3-etilbenzeno-thiazolina-6-ácido sulfónico)] disuelto 
en 250 mL de amortiguador de acetatos (0.1 M y pH 5.0). El coefi-
ciente de extinción molar para el ABTS fue 36 000 M1 cm1. 
El sistema de reacción sin substrato se preincubó 1 min a 40 °C, 
se adicionó el sustrato y se midieron los incrementos de la absor-
bancia, a 420 nm, después de 0, 1, 2, 3 y 5 min. Una unidad de 
actividad (UI) se definió como la cantidad de enzima que pro-
duce 1 mol de substrato oxidado por minuto en las condicio-
nes de reacción. La determinación de la actividad de lacasas en 
todos los casos se hizo por duplicado (Bourbonnais et al., 1997).

Estabilidad enzimática

 Esta actividad se evaluó por duplicado con 50 mL de amor-
tiguador de citratos 50 mM pH 5.3 diluidos en 450 mL de agua 

Cellulase activity

 This activity was measured with the concentration of 
reducing sugars by the method of dinitrosalicylic acid DNS 
(Miller, 1959) modified by Loera and Cordova (2003) and 
Purkarthofer et al. (1993), as described below. The substrate 
was carboxymethylcellulose (Sigma-Aldrich C4888) at 0.5 % 
(2.5 g of carboxymethylcellulose in 0.5 L of 50 mM citrate 
buffer and pH 4.8); also a glucose solution of 10 mM (0.18 g 
glucose 100 mL1 of 50 mM citrate buffer and pH 4.8) was 
prepared for the standard curve. The reaction mixture for each 
sample contained 0.9 mL of substrate and 0.1 mL of enzymatic 
extract diluted (1:100). Test tubes were used in triplicate and 
incubation was 60 min at 50 °C, 1.5 mL of DNS was added 
and boiled 5 min, the tubes were placed in a container with ice 
and absorbance was measured at 540 nm. For each sample a 
blank with 0.9 mL of substrate was prepared, incubated 60 min 
at 50 °C, 1.5 mL of DNS and 0.1 mL of enzymatic extract 
diluted (1:100) was added, boiled for 5 min, deposited in a 
container with ice, and absorbance was measured at 540 nm. 
The general blank contained 0.9 mL of substrate and 0.1 mL of 
citrate buffer pH 5.3, was incubated 60 min at 50 °C, 1.5 mL 
of DNS was added and boiled 5 min; then was placed in a 
container with ice and absorbance was measured at 540 nm.

Laccase activity

 This activity was determined in a reaction system of 1 mL 
which contained 0.1 mL of acetate buffer (0.1 M, pH 5.0), 0.7 
mL of distilled water, 0.1 mL of undiluted enzymatic extract 
and 0.1 mL of ABTS substrate [(0.69 g of ABTS 2,2 ‘azino-
bis (3-ethylbenzene-thiazolina-6-sulfonic acid)] dissolved in 
250 mL of acetate buffer (0.1 M, pH 5.0). The molar extinction 
coefficient for ABTS was 36 000 M1 cm1. The reaction 
system without substrate was preincubated for 1 min at 40 °C, 
the substrate was added and absorbance increases measured 
at 420 nm after 0, 1, 2, 3 and 5 min. An activity unit (IU) 
was defined as the amount of enzyme that produces 1 mol of 
oxidized substrate per minute under the reaction conditions. 
Determination of laccase activity in all cases was done in 
duplicate (Bourbonnais et al., 1997).

Enzymatic stability

 This activity was evaluated in duplicate with 50 mL of citrate 
buffer 50 mM pH 5.3 diluted in 450 mL of distilled water; 
50 mL of this dilution were used to dissolve 1 g of the enzymatic 
product for 1 h with a magnetic stirrer and centrifuged 20 min 
at 12 100 x g. 50 mL of citrate buffer (0.05 M and pH 6) or 
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destilada; se usaron 50 mL de esa dilución para disolver 1 g del 
producto enzimático por 1 h con un agitador magnético, y se 
centrifugó 20 min a 12 100 x g. Al sobrenadante se agregaron 
50 mL de amortiguador de citratos (0.05 M y pH 6) o amorti-
guador de fosfatos (0.05 M y pH 7), para un volumen de 100 
mL, y se colocó 1 mL de esa solución en microtubos, incubando a 
39 °C. La estabilidad enzimática de xilanasas y celulasas se midió 
en las mezclas de reacción indicadas para cada tipo de enzima 
después de 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 28, 32 y 46 h.
 La estabilidad enzimática también se midió en medio de lí-
quido ruminal clarificado pH 6.5, se usó líquido ruminal fresco 
de dos vacas Holstein con cánula ruminal y alimentadas con al-
falfa fresca (60 %) y ensilado de maíz (40 %). Se recolectaron 
250 mL de fluido ruminal filtrados con gasas para separar partí-
culas grandes y se centrifugó a 15 300 x g por 10 min; el sobre-
nadante se esterilizó 15 min en una autoclave a 120 °C y 15 psi, 
se centrifugó 10 min a 15 300 x g y se esterilizó 15 min a 120 °C 
y 15 psi (Cobos y Yokoyama, 1995). Se disolvió 1 g del producto 
enzimático con un agitador magnético por 1 h, por duplicado en 
50 mL de amortiguador de citratos (50 mM y pH 5.3) . Luego se 
centrifugó 20 min a 12, 100 x g; 1 mL del sobrenadante se mezcló 
con 9 mL del medio con líquido ruminal clarificado, para tener 
una dilución 1:10. Se colocó 1 mL de esa solución en un microtu-
bo y se incubó a 39 °C. El extracto enzimático también fue pro-
bado en el medio con líquido ruminal clarificado, pero en una 
dilución 1:100. Se midió la estabilidad enzimática de xilanasas y 
celulasas con las mezclas de reacción para cada tipo de enzima, a 
0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 28 y 32 h.

Análisis estadístico

 El diseño experimental fue completamente al azar y los tra-
tamientos fueron: amortiguador pH 6.0, amortiguador pH 7.0 
y líquido ruminal clarificado pH 6.5, con seis tubos para cada 
tiempo. Los análisis se realizaron para 1, 12, 24 y 46 h de incu-
bación para xilanasas y 1, 12, 24 y 32 h para celulasas. Los datos 
se analizaron con mediciones repetidas en el tiempo, mediante el 
procedimiento Mixto (SAS, 2004). El modelo estadístico fue: 

Yijk    Ti  Mj  T*Mij  C(T)ik  ijk 

donde Yijk  variable respuesta (actividad residual de xilana-
sas y celulasas);   media general; Ti  efecto fijo debido 
al i-ésimo tratamiento; Mj  efecto debido al j-ésimo tiempo; 
T*Mij  efecto de la interacción entre el i-ésimo tratamiento 
y el j-ésimo tiempo; C(T)ik  efecto aleatorio de la k-ésima re-
petición (tubo) anidada en el i-ésimo tratamiento; ijk  error 
experimental del i-ésimo tratamiento, j-ésimo tiempo y k-ésima 
repetición.

phosphate buffer (0.05 M, pH 7) were added to the supernatant, 
to a volume of 100 mL and 1 mL of that solution was placed 
into microtubes, incubating at 39 °C. The enzymatic stability of 
xylanases and cellulases was measured in the reaction mixtures 
indicated for each type of enzyme after 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 
24, 28, 32 and 46 h.
 The enzymatic stability was also measured in a clarified 
ruminal fluid medium pH 6.5; fresh rumen fluid was used from 
two Holstein cows with ruminal cannula and fed fresh alfalfa 
(60 %) and corn silage (40 %). 250 mL were collected of rumen 
fluid filtered with gauze to remove large particles and centrifuged 
at 15 300 x g for 10 min; the supernatant was sterilized 15 min 
in an autoclave at 120 °C and 15 psi, centrifuged 10 min at 15 
300 x g and sterilized 15 min at 120 °C and 15 psi (Cobos and 
Yokoyama, 1995). 1 g of the enzymatic product was dissolved 
with a magnetic stirrer for 1 h, in duplicate in 50 mL of citrate 
buffer (50 mM and pH 5.3). Then it was centrifuged 20 min 
at 12, 100 x g, 1 mL of supernatant was mixed with 9 mL of 
clarified rumen fluid medium, to have a 1:10 dilution. 1 mL of 
this solution was placed in a microtube and it was incubated at 
39 °C. The enzymatic extract was also tested in the medium with 
clarified ruminal fluid, but in a 1:100 dilution. The enzymatic 
stability of xylanases and cellulases was measured with the 
reaction mixtures for each type of enzyme at 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 
12, 16, 24, 28 and 32 h.

Statistical analysis

 The experiment was a completely randomized design and 
treatments were: buffer pH 6.0, buffer pH 7.0 and clarified 
ruminal fluid pH 6.5, with six tubes for each time. Analyses were 
performed for 1, 12, 24, and 46 h of incubation for xylanases and 
1, 12, 24 and 32 h for cellulases. The data were analyzed with 
repeated measurements over time, using the procedure Mixed 
(SAS, 2004). The statistical model was:

Yijk    Ti  Mj  T*Mij  C(T)ik  ijk 

where Yijk  response variable (residual activity of xylanases 
and cellulases);   general mean; Ti  fixed effect due to the 
ith treatment; Mj  effect due to the jth time; T*Mij  effect 
of the interaction between the ith treatment and the jth time; 
C(T)ik  random effect of the kth replicate (tube) nested in the 
ith treatment; ijk  experimental error of the ith treatment, jth 
time and kth replicate.

 Means were compared with Tukey test (p0.05); Steel et al., 
1997). Data were also fitted to a model of first order kinetics 
(Chang, 1986).
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 Las medias se compararon con la prueba de Tukey (p0.05; 
Steel et al., 1997). Los datos también se ajustaron a un modelo de 
cinética de primer orden (Chang, 1986).

ResultAdos y dIscusIón

Contenido de proteína y caracterización 
del producto enzimático fibrolítico exógeno

 El producto enzimático conserva una gran can-
tidad del material fermentado y restos celulares y su 
contenido de proteína fue 9.40 mg g1. Este resul-
tado fue menor al reportado (5.71 % de proteína en 
el producto enzimático) por Ramírez et al. (2005). 
Colombato et al. (2003) reportan un contenido de 
proteína más alto en 22 productos enzimáticos co-
merciales, en comparación al del presente estudio. 
Esta variación de los resultados puede deberse a los 
métodos usados para determinar proteína y al tipo de  
enzima (sólida o líquida).
 Según Alltech, la actividad xilanásica del pro-
ducto Fibrozyme es 100 UI g1, pero en el presente 
estudio la actividad fue mayor (2920.20 UI g1) 
y aproximada a la reportada (222.16 UI g1) por 
Ramírez et al. (2005). En condiciones similares (pH 
6.5 y 39 °C) se ha encontrado una gran variación de 
xilanasas (148 a 583 UI g1) y celulasas (163 a 791 
UI g1) (Giraldo et al., 2008; Hristov et al., 2008; 
Ranilla et al., 2008), la cual se puede atribuir a las 
diferencias de temperatura y pH estándares para 
medir la actividad.
 El producto enzimático mostró actividad de ce-
lulasas (360.007 UI g1) menor a la reportada 
(56.87 UI g1) por Ramírez et al. (2005) con pH 
6.5. Aunque en el producto enzimático predomi-
nan las xilanasas, también hay trazas de celulasas, 
-glucanasas, amilasas y proteasas (Frumholtz y 
Beauchemin, 1999).  No se detectaron lacasas, lo 
cual es consistente con el hecho de que los hongos 
usados para producir el producto enzimático son 
Aspergillus niger y Trichoderma longibrachiatum los 
cuales no son lignilóticos (Pendleton, 1998).
 Al medir la estabilidad enzimática en amortigua-
dor con pH 6, las xilanasas y las celulasas tuvieron 
actividad hasta las 46 h de incubación a 39 °C (Figu-
ra 1 y Cuadro 1), y fue mayor en las celulasas (66 %)
y menor en las xilanasas (18.5 %). El producto en-
zimático contiene una gran actividad de xilanasas al 
inicio y después de 30 min su actividad comienza a 

Results And dIscussIon

Protein content and characterization of the 
exogenous fibrolytic enzymatic product

 The enzymatic product retains a large amount of 
fermented material and cellular debris and its protein 
content was 9.40 mg g1. This result was lower than 
that reported (5.71 % of protein in the enzymatic 
product) by Ramírez et al. (2005). Colombato et 
al. (2003) report a higher protein content in 22 
commercial enzymatic products, compared to that of 
this study. This variation of results may be due to the 
methods used to determine protein and the type of 
enzyme (solid or liquid).
 According to Alltech, xylanase activity of the 
Fibrozyme product is 100 IU g1, but in the present 
study the activity was higher (2920.20 IU g1) 
and approximate to that reported (222.16 IU g1) 
by Ramirez et al. (2005). Under similar conditions 
(pH 6.5 and 39 °C) a wide variation of xylanases (148 
to 583 IU g1) and cellulases (163 to 791 IU g1) 
has been found (Giraldo et al., 2008; Hristov et al., 
2008; Ranilla et al., 2008), which can be attributed 
to differences in temperature and pH standards to 
measure the activity.
 The enzymatic product showed cellulase activity 
(360.007 UI g1) lower than that reported (56.87 
UI g1) by Ramírez et al. (2005) with pH 6.5. 
Although in the enzymatic product predominate 
xylanases, there are also traces of cellulases, 
-glucanases, amylases and proteases (Frumholtz 
and Beauchemin, 1999). Laccases were not detected, 
which is consistent with the fact that the fungi used 
to produce the enzymatic product are Aspergillus 
niger and Trichoderma longibrachiatum which are not 
ligninolytic (Pendleton, 1998). 
 By measuring the enzymatic stability in buffer at 
pH 6, xylanases and cellulases showed activity until 
46 h of incubation at 39 °C (Figure 1 and Table 1), and 
it was higher in the cellulases (66 %) and lower in the 
xylanases (18.5 %). The enzymatic product contains 
a high xylanase activity at the beginning and after 30 
min their activity begins to decrease, while cellulases 
remain more stable, which can be associated to the 
own nature and structure of the enzyme.
 Figure 1 shows the results fitted to a model of 
first-order decay, where the speed constant of enzyme 
inactivation (k) for xylanases was 0.054 h1 and 
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disminuir, mientras que las celulasas se mantienen 
más estables, lo cual puede estar asociado con la na-
turaleza y estructura propia de la enzima.
 En la Figura 1 se observan los resultados ajustados 
a un modelo de decaimiento de primer orden, donde 
la constante de velocidad de inactivación enzimática 
(k) para xilanasas fue 0.054 h1 y para celulasas 
0.008 h1, con un tiempo de vida media (t1/2) 12.8 
h y 87.7 h. Estos resultados son mayores a los repor-
tados por Ramírez et al. (2005; 4.02 h1), pero el 
tiempo de incubación (24 h) fue menor al del presen-
te estudio (46 h).
 Las enzimas fibrolíticas exógenas producidas por 
los hongos tienen un pH óptimo de actividad menor 
al de las secretadas por los microorganismos rumi-
nales. Morgavi et al. (2001) señalan que la actividad 
xilanolítica de las enzimas ruminales fue óptima en 
pH de 6.0 a 6.5, mientras que para la xilanasa de 
T. longibrachiatum el efecto hidrolítico fue mayor 
en pH 5.0. En bovinos productores de carne y leche 
que consumen dietas con mayor proporción de gra-
nos se reduce la digestión de la fibra debido a que el 
pH ruminal a menudo es menor a 6.0 (Elam, 1976). 
En situaciones donde la degradación de la fibra no 
es completa, las enzimas exógenas pueden mejorar 
la degradación de los carbohidratos estructurales 
(Krause et al., 1998).

to cellulases 0,008 h1, with a half life time (t1/2) 
12.8 h and 87.7 h. These results are higher than those 
reported by Ramírez et al. (2005; 4.02 h1), but the 
incubation time (24 h) was lower than that of our 
study (46 h).

Figura 1.  Estabilidad enzimática de xilanasas ( ) y celulasas 
( ) en pH 6, incubadas a 39 °C. Las líneas puntea-
das son el ajuste de los datos al modelo de decai-
miento de primer orden.

Figure 1.  Enzymatic stability of xylanases ( ) and cellulases 
( ) in pH 6, incubated at 39 °C. The dotted lines 
are the adjustment of data to the first-order decay 
model.

Cuadro 1. Actividad residual (%) de xilanasas y celulasas en pH diferentes, 39 °C, y 
líquido ruminal clarificado.

Table 1. Residual activity (%) of xylanases and cellulases in different pH, 39 °C, and 
clarified ruminal fluid.

Enzima Horas
Tratamientos

pH 6.0 pH 7.0 LRC† EEM+

Xilanasas 1 65.5 a A 75.0 a A 16.5 b 2.54
12 31.0 a B 20.5 b B N.D. 2.32
24 27.0 a B 10.0 b C N.D. 2.94
46 18.5 a C N.D. N.D. 1.44

Celulasas 1 89.5 a A 94.0 a A 82.0 b A 1.32
12 78.0 a B 80.5 a B 62.5 a B 3.08
24 76.0 a B 75.5 a B 57.5 a B 5.01
32 66.0 a B 67.5 a B 32.5 b C 1.87

Literales minúsculas distintas entre hileras indican diferencias significativas (p0.05). Li-
terales mayúsculas distintas entre columnas indican diferencias significativas (p0.05). 
†LRClíquido ruminal clarificado; N.D.no se detectó actividad residual; ¶EEMerror es-
tándar de la media v Different lower case letters among rows indicate significant differences 
(p0.05). Different capital letters among columns indicate significant differences (p0.05). 
†LRCclarified ruminal fluid; N.D.no residual activity was detected; ¶EMMstandard 
error of the mean.
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 En el medio con pH 7, únicamente la actividad 
de las celulasas se mantuvo después de 46 h de in-
cubación, mientras que casi la mitad de la actividad 
de las xilanasas se perdió después de 6 h y a las 32 
h no hubo actividad residual (Figura 2). De manera 
similar a los estudios de estabilidad con pH 6, las 
celulasas aunque en menor cantidad en el producto 
enzimático, se mantienen más estables porque a las 
46 h mostraban 60 % de actividad.
 Con los resultados ajustados a un modelo de dis-
minución de primer orden (Figura 2) se calculó que 
k de las xilanasas fue 0.07 h1 (t1/29.9 h) y de 
las celulasas 0.009 h1 (t1/277 h). Esto indica 
probablemente que las celulasas tienen mayor tiem-
po de vida que las xilanasas y el pH afecta la reduc-
ción de la actividad enzimática, porque el tiempo 
de vida media para xilanasas disminuye 30 % con el 
aumento de pH de 6 a 7. Estos resultados coinciden 
con los de Morgavi et al. (2001), quienes señalan 
que las enzimas fibrolíticas exógenas producidas por 
hongos tienen un pH óptimo de actividad menor 
que las secretadas por los microorganismos rumina-
les. Además, Ramírez et al. (2005) indican que Fi-
brozyme tuvo mayor actividad en una solución con 
pH 5.5 que en pH 6.5. Por tanto, la disminución de 
la actividad de xilanasas en pH 6 fue moderada en el 
presente estudio.

 Exogenous fibrolytic enzymes produced by fungi 
have a pH of optimal activity lower than those secreted 
by ruminal microorganisms. Morgavi et al. (2001) 
indicate that the xylanolytic activity of the ruminal 
enzymes was optimal in pH of 6.0 to 6.5, while for 
the xylanase of T. longibrachiatum the hydrolytic 
effect was higher at pH 5.0. In beef and dairy cattle 
consuming diets with a higher proportion of grains 
fiber digestion is reduced because the ruminal pH 
is often lower than 6.0 (Elam, 1976). In situations 
where fiber degradation is not complete, exogenous 
enzymes can improve the degradation of structural 
carbohydrates (Krause et al., 1998).
 In the medium with pH 7, only the cellulase 
activity remained after 46 h of incubation, while 
almost half of the xylanase activity was lost after 6 h 
and at 32 h there was no residual activity (Figure 2). 
Similar to the stability studies with pH 6, cellulases 
though to a lesser amount in the enzymatic product, 
are more stable because at 46 h showed 60 % of 
activity.
 With results fitted to a model of first-order decay 
(Figure 2) it was calculated that k of xylanases was 
0.07 h1 (t1/29.9 h) and of cellulases 0.009 h1 
(t1/277 h). This probably indicates that cellulases 
have a longer life than xylanases and that pH affects 
the reduction of enzymatic activity, since half-life 
time for xylanases decreases 30 % with the increase 
of pH from 6 to 7. These results agree with those of 
Morgavi et al. (2001), who indicate that exogenous 
fibrolytic enzymes produced by fungi have an optimal 
pH of activity lower than those secreted by ruminal 
microorganisms. In addition, Ramirez et al. (2005) 
point out that Fibrozyme had higher activity in a 
solution with pH 5.5 than at pH 6.5. Therefore, the 
decrease in xylanase activity at pH 6 was moderate in 
the present study.
 The enzymatic activities in the clarified rumen 
fluid medium decreased to undetectable values 
after 30 min of incubation at 39 °C. Therefore, 1:10 
dilutions were used, equivalent to the increase of 
doses of the enzymatic product in a pretreatment 
of the substrate or during administration in the diet 
for ruminants. The results of the enzymatic stability 
in a medium with clarified ruminal fluid (Figure 3) 
show that xylanase enzymatic activity decreases from 
30 min and no activity was detected at 4 h, which 
contrasted with cellulases maintaining 50 % of their 
activity after 20 h. Morgavi et al. (2000) measured 

Figura 2.  Estabilidad enzimática de xilanasas ( ) y celulasas 
( ) en pH 7 y a 39 °C. Las líneas punteadas son 
el ajuste de los datos al modelo de decaimiento de 
primer orden.

Figure 2.  Enzymatic stability of xylanases ( ) and cellulases 
( ) in pH 7 and at 39 °C. The dotted lines are 
the adjustment of of data to the first-order decay 
model.
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Figura 3.  Estabilidad enzimática de xilanasas ( ) y celulasas 
( ) a 39 °C en un medio de cultivo con líquido ru-
minal clarificado. Las líneas punteadas son el ajus-
te de los datos al modelo de decaimiento de primer 
orden.

Figure 3.  Enzymatic stability of xylanases ( ) and cellulases 
( ) at 39 °C in a culture medium with clarified ru-
minal fluid. The dotted lines are the adjustment of 
data to the first-order model of decay.

 Las actividades enzimáticas en el medio con lí-
quido ruminal clarificado disminuyeron a valores 
indetectables después de 30 min de incubación a 
39 °C. Por tanto, se usaron diluciones 1:10, equi-
valente al aumento de dosis del producto enzimá-
tico en un tratamiento previo del sustrato o du-
rante la administración en la dieta para rumian-
tes. Los resultados de la estabilidad enzimática en 
medio con líquido ruminal clarificado (Figura 3) 
muestran que la actividad enzimática de xilanasas 
disminuye desde los 30 min y a las 4 h no se de-
tectó actividad, lo cual contrastó con las celulasas 
que mantienen 50 % de su actividad después de 
20 h. Morgavi et al. (2000) midieron la estabilidad 
de cuatro preparaciones comerciales de enzimas 
fibrolíticas exógenas, de los hongos Irpex lacteus, 
Trichoderma viride, Aspergillus niger, y una mezcla 
similar a I. lacteus incubadas 6 h con líquido ru-
minal de borregos. Las xilanasas producidas por A. 
niger no fueron afectadas por la incubación y man-
tuvieron 100 % de su actividad 6 h, mientras que las 
provenientes de T. viride y de la mezcla retuvieron 
75 %. Estos resultados son distintos a los del pre-
sente estudio donde no se detectó actividad de xila-
nasas después de 4 h de incubación, porque el pro-
ducto enzimático proviene de la fermentación con 
A. niger y T. viride. Las variaciones en resultados 

the stability of four commercial preparations of 
exogenous fibrolytic enzymes, from fungi Irpex 
lacteus, Trichoderma viride, Aspergillus niger, and a 
mixture similar to I. lacteus incubated 6 h with rumen 
fluid of sheep. Xylanases produced by A. niger were 
not affected by incubation and maintained 100 % of 
their activity up to 6 h, while those from T. viride 
and of the mixture retained 75 %. These results are 
different from the present study where no xylanase 
activity was detected after 4 h of incubation, because 
the enzymatic product comes from the fermentation 
with A. niger and T. viride. Variations in results are 
possibly due to time of incubation of the samples to 
measure the activity; Morgavi et al. (2000) used 30 
min and in this study were 5 min.
 The added enzymes but not attached, to their 
substrate can be rapidly hydrolyzed by proteases of 
ruminal microorganisms; however, glycosylation 
of fibrolytic enzymes effectively reduces the 
proteolysis (Howes et al., 1998). In this study the 
activity of the xylanases is rapidly reduced, thus 
undergo hydrolysis by not having the same degree 
of glycosylation than the cellulases. Furthermore, 
since in this study clarified rumen fluid was used 
the enzyme activity should be kept 100 % because 
this medium lacks living ruminal microorganisms. 
Possibly the clarified process eliminates bacteria, 
but not the proteases which could hydrolyze the 
xylanases present in the enzymatic product. The 
k value of xilanases (1.815 h1) and cellulases 
(0.026 h1) and the values of t1/2 (0.38 h for 
xylanases and 26.87 h for cellulases) indicate that 
cellulases have a lifetime 70 times higher than the 
xylanases.
 The enzymatic stability results with clarified 
ruminal fluid are different from those reported by 
Morgavi et al. (2000), who evaluated the stability 
of exogenous fibrolytic enzymes and point out that 
the xylanases produced by A. niger maintained 
100 % or more of their activity after 6 h of 
incubation with ruminal fluid. This increase of 
activity can be attributed to the fact that bacteria 
from ruminal fluid without clarification used in this 
study were producing xylanases, which increased 
the activity. The results of addition of exogenous 
fibrolytic enzymes in ruminant diets are not always 
positive or they are variables. The pH and ruminal 
bacteria can be a major factor for good performance 
of these enzymes when used in ruminant nutrition.
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se deben posiblemente al tiempo de incubación de 
las muestras para medir la actividad; Morgavi et al. 
(2000) usaron 30 min y en el presente estudio fue-
ron 5 min.
 Las enzimas adicionadas pero no ligadas a su 
substrato pueden ser rápidamente hidrolizadas por 
las proteasas de los microorganismos ruminales; sin 
embargo, la glucosilación de las enzimas fibrolíticas 
reduce efectivamente esa proteólisis (Howes et al., 
1998). En el presente estudio la actividad de las xi-
lanasas se redujo aceleradamente, por lo cual sufren 
hidrólisis por no tener el mismo grado de gluco-
silación que las celulasas. Además, en este estudio 
se usó líquido ruminal clarificado y la actividad de 
las enzimas debió mantenerse 100 % porque este 
medio carece de microorganismos ruminales vivos. 
Posiblemente el proceso de clarificado elimina las 
bacterias, pero no las proteasas las cuales podrían 
hidrolizar las xilanasas presentes en el producto en-
zimático. La k de las xilanasas (1.815 h1) y celu-
lasas (0.026 h1) y los valores de t1/2 (0.38 h para 
xilanasas y 26.87 h para celulasas) indican que las 
celulasas tienen un tiempo de vida 70 veces mayor 
que las xilanasas.
 Los resultados de estabilidad enzimática con 
líquido ruminal clarificado son diferentes a los re-
portados por Morgavi et al. (2000) quienes evalua-
ron la estabilidad de enzimas fibrolíticas exógenas 
y señalan que las xilanasas producidas por A. niger 
mantuvieron 100 % o más de su actividad después 
de 6 h de incubación con líquido ruminal. Este au-
mento de la actividad se puede atribuir a que las 
bacterias del líquido ruminal sin clarificar usado en 
el presente estudio estaban produciendo xilanasas, 
lo cual aumentó la actividad. Los resultados de adi-
ción de enzimas fibrolíticas exógenas en dietas para 
rumiantes, no siempre son positivos o son variables. 
El pH y las bacterias ruminales pueden ser un factor 
preponderante para un buen desempeño de esas en-
zimas cuando se usan en la nutrición de rumiantes.
 Un aspecto no considerado en este estudio fue 
el efecto de la aplicación de enzimas al alimento, lo 
cual incrementa la unión de la enzima con el sus-
trato y aumenta la resistencia de las enzimas a la 
proteólisis durante el tiempo que permanece en el 
rumen (Beauchemin et al., 2003), lo cual podría ex-
plicar la degradación rápida en el líquido ruminal 
clarificado.

 One aspect not considered in this study was 
the effect of the enzyme application to the feed, 
which increases the binding of the enzyme with the 
substrate and increases the resistance of enzymes 
to proteolysis during the time that remains in the 
rumen (Beauchemin et al., 2003), which could 
explain the rapid degradation in the clarified 
ruminal fluid.

conclusIons

 The results of the enzymatic profile indicated 
variations in the concentrations of enzymes 
previously reported. Then, the activity of enzymes 
would depend on the method and temperature used 
to measure their activity, which directly impacts 
on the effect that will cause when added to a diet. 
The variation in results is related to the activity and 
amount of enzymes present in the product, without 
discarding the degree of glycosylation enzymes 
present.
 The half-life of the enzyme and the percentage 
activity, as calculated in this study, can be used to 
design pretreatments to diets based on concentrates 
and forages.

—End of the English version—
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conclusIones

 Los resultados del perfil enzimático indicaron va-
riaciones en las concentraciones de enzimas reporta-
das previamente. Entonces, la actividad de enzimas 
estaría en función del método y temperatura emplea-
dos para medir su actividad, lo cual repercute direc-
tamente en el efecto que causará al adicionarse a una 
dieta. La variación en los resultados está relacionada 
con la actividad y cantidad de enzimas presentes en el 
producto, sin descartar el grado de glucosilación que 
presenten las enzimas.
 Los tiempos de vida media de la enzima y el por-
centaje de actividad, como los calculados en este es-
tudio, pueden usarse para diseñar tratamientos pre-
vios a dietas a base de concentrados y forrajes.
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