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Voluntary intake and ruminal pH as fermentation indicators in sheep
fed a lactic probiotic

Consumo voluntario y pH ruminal, como indicador de la fermentacion
en corderos alimentados con un probidtico lactico
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To evaluate the effect of a lactic probiotic on voluntary intake
and pH performance in sheep, four Pelibuey animals were used,
distributed in a Latin square design (4x4). With an average
live weight of 20.75 + 0.84 kg, they were housed in individual
metabolism cages for four periods, 15 days each (10 for adaptation
and 5 for sampling), for a total of 60 days. Treatments consisted of
the increasing addition (15, 25 and 35 g day™') of a lactic probiotic
to the supplement offered (5 g kg LW™') on a single occasion during
the day (08:30 am), followed by the supply of forage at will. It was
demonstrated that dry matter voluntary intake, both absolute (1.16
vs. 1.14 kg, P=0.0011) and relative to metabolic weight (120.37
vs. 118.40 g kg LW 0.75, P=0.0008), benefited the treatment with
15 g d! of participation of the probiotic in the diet and control,
respectively. Mean ruminal pH values were 6.49 + 0.18 and showed
fluctuations between 6 and 20 h after the initial food ingestion.
It is concluded that the minimum level (15 g day™') of the lactic
probiotic in the diet did not affect nutrient intake with respect to
control, although superior levels decreased it. This minimum level
maintained the ruminal pH, with variations during the frequency
of feed administration.
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To optimize feeding systems, regarding the use of
medium and low quality tropical pastures and forages,
and due to the need to increase voluntary intake,
productivity and health status of animals, microbial
additives are currently used, mostly composed of
bacteria of bacillus genus (Musa et al. 2009).

According to FAO (2016), the use of microbial
additives (probiotics and ruminal fermentation activating
microorganisms) in animal production, contributes
to improve the use of food and increase productive
performance. Galina et al. (2007) refer that the increase
of voluntary intake of animals is the product of the
increase of nutrient availability and the stabilization
of ruminal environment, as basic elements capable of
stimulating the activity of ruminal microorganisms
(Ortiz et al. 2002).

It is suggested that rumen pH constitutes an essential
physical parameter in digestion and nutrition of
ruminants (de Veth and Kolver 2001). This indicator
can vary between 5.2 and 7.2, depending on the type of
diet and food management (Owen and Goetsch 1989).
However, there is no consensus among researchers

Para evaluar el efecto de un probidtico lactico en el consumo voluntario
y el comportamiento del pH ruminal en corderos, se evaluaron cuatro
animales de la raza Pelibuey, distribuidos en un disefio cuadrado latino
(4x4). Con peso vivo promedio de 20.75 + 0.84 kg, se alojaron en
jaulas individuales de metabolismo, durante cuatro periodos, de 15
dias cada uno (10 de adaptacion y 5 de muestreo), para un total de 60
dias. Los tratamientos consistieron en la adicion creciente (15, 25 y
35 gdia™) de un probiotico lactico al suplemento ofertado (5 gkg PV!)
en una sola ocasion durante el dia (08:30 am), seguido del suministro
del forraje a libre voluntad. Se comprobd que el consumo voluntario
de materia seca, tanto absoluto (1.16 vs 1.14 kg, P= 0.0011) como
relativo al peso metabodlico (120.37 vs 118.40 gkg PV 0.75, P=0.0008),
beneficio el tratamiento con 15 g d!' de participacion del probidtico
en la dieta y el control, respectivamente. Los valores medios de pH
ruminal fueron de 6.49 + 0.18 y presentaron fluctuaciones entre las
6y 20 h posteriores a la ingestion inicial del alimento. Se concluye
que el nivel minimo (15 g dia™') del probiotico lactico en la dieta no
afecto el consumo de nutrientes con respecto al control, aunque niveles
superiores lo disminuyen. Este nivel minimo mantuvo el pH ruminal,
con variaciones durante la frecuencia de administracion del alimento.
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Para optimizar los sistemas de alimentacion, en lo que
respecta a la utilizacion de los pastos y forrajes tropicales
de mediana y baja calidad, y ante la necesidad de aumentar
el consumo voluntario, la productividad y el estado de
salud de los animales, se utilizan en la actualidad aditivos
microbianos, conformados mayormente por bacterias del
género Bacillus (Musa et al. 2009).

Segtin la FAO (2016), la utilizacion de aditivos
microbianos (probidticos y microorganismos activadores
de la fermentacion ruminal) en la produccion animal,
contribuye a mejorar el aprovechamiento de los alimentos
e incrementar el rendimiento productivo. Galina et al.
(2007) refieren que el aumento del consumo voluntario por
los animales se debe al incremento en la disponibilidad de
nutrientes y la estabilizacion del ambiente ruminal, como
elementos basicos capaces de estimular la actividad de los
microorganismos ruminales (Ortiz et al. 2002).

Se plantea que el pH del rumen constituye un indicador
fisico esencial en la digestion y la nutricion de los
rumiantes (de Veth y Kolver 2001). Este indicador puede
variar entre 5.2 'y 7.2, en dependencia del tipo de dieta y el
manejo alimentario (Owen y Goetsch 1989). Sin embargo,
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when assigning a single pH value or range, in which
ruminal performance is optimized (Calsamiglia et al.
2002).

Therefore, the objective of this study was to evaluate
the effect of a lactic probiotic on voluntary intake and
performance of ruminal pH in sheep.

Materials and Methods

Location. The experiment was carried out in the
Ruminant Department, belonging to the Institute
of Animal Science (ICA, initials in Spanish) of the
Republic of Cuba. This facility is located at 22° 53' N and
82° 02' W, at 92 meters above sea level, in San José de
las Lajas municipality, Mayabeque province.

Preparation and use of the probiotic. It is a ferment
reproduced in Cuba, from SORBIAL line. It was
made from live Lactobacillus strains (L. farciminis
3699 and L. rhamnosus 3698), obtained from the
rumen of goats, selected by in vitro tests (isolation
and purification), associated to metabolic products
resulting from lactic fermentation, which gives the
product a high nutritional value and microbiological
stability (table 1).
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no existe consenso alguno entre los investigadores al
asignar un valor inico o rango de pH, en el que se optimice
el funcionamiento ruminal (Calsamiglia et al. 2002).

Ante esta condicionante, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de un probiodtico lactico en el
consumo voluntario y en el comportamiento del pH
ruminal en corderos.

Materiales y Métodos

Localizacion. El experimento se realizd en el
Departamento de Rumiantes, perteneciente al Instituto
de Ciencia Animal (ICA) de la Republica de Cuba. Esta
instalacion se halla ubicada a 22° 53' de latitud norte y a
82° 02' de longitud oeste, a 92 m s.n.m, en el municipio
San José de las Lajas, provincia Mayabeque.

Preparacion y uso del probiotico. Se trata de un
fermento reproducido en Cuba, de la linea SORBIAL.
Se elabor6 a partir de cepas vivas de Lactobacillus (L.
farciminis 3699, L. rhamnosus 3698), obtenidas del rumen
de cabras, seleccionadas mediante test in vitro (aislamiento,
purificacion), asociado a productos metabdlicos resultantes
de la fermentacion lactica, lo que le confiere al producto
alto valor nutritivo y estabilidad microbiologica (tabla 1).

Table 1. Chemical and microbiological
composition of lactic probiotic

%

Soy bean meal (without fat)

Milk powder
Sugar

Water

Urea

Strain

85.00
6.00
4.00
3.00
1.00
1.00

100.00

Bromatological composition

Humidity, %

Crude protein (CP), %

Ether extract, %
Ashes, %
Cellulose, %
pH

12.00
30.00
1.50
9.70
4.00
3.80-4.20

Strain

L. rhamnosus 3698
L. farciminis 3699

10°cfu g!
10°cfu g

Treatment and design. Four healthy Pelibuey
lambs were used, with an initial live weight of 20.75 £
0.84 kg (15.56 +0.63 kg LW®"®) and twelve months old,
housed in individual metabolism cages (60 x120 cm).
For the analysis, a Latin square design (4x4) was used
with periods of 15 days (10 for adaptation and 5 for
data collection). The allocation of treatments to animals
was carried out at random, according to the statistical
design used.

Tratamiento y diserio. Se utilizaron cuatro corderos
enteros, de la raza Pelibuey, aparentemente sanos,
con peso vivo inicial de 20.75 + 0.84 kg (15.56 +
0.63 kg PV®7) y doce meses de edad, alojados en
jaulas individuales de metabolismo (60 x120 cm). Para
el analisis se utilizo disefio cuadrado latino (4x4) con
periodos de 15 dias (10 de adaptacion, 5 recoleccion de
datos). La asignacion de los tratamientos a los animales
se realizo al azar, segun el disefo estadistico empleado.
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The evaluated experimental treatments consisted
of four increasing levels of the probiotic (0, 15, 25
and 35 g d') with the concentrate (5 g kg LW™),
which were offered on a single occasion (08:30 am),
with access to water and mineral salts at will. The
basal diet consisted of grass forages (Megathyrsus
maximus and Cynodon nlemfuensis) at free will, so
as it allowed a level of rejection higher than 10 % of
the total offered. Food intake was determined by the
difference between the amount of offered and rejected
food. Forage and concentrate chemical composition
are shown in table 2.
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Los tratamientos experimentales evaluados
consistieron en cuatro niveles crecientes del probidtico
(0, 15,25y 35 g d') con el concentrado (5 g kg PV™'),
los que se ofertaron en una sola ocasion (08:30 am),
con acceso al agua y sales minerales a voluntad. La
dieta basal estuvo compuesta por forrajes de gramineas
(Megathyrsus maximus, Cynodon nlemfuensis) a libre
voluntad, de forma que permitiera un nivel de rechazo
superior al 10 % del total ofertado. El consumo de
alimento se determino por diferencia entre la cantidad de
alimento ofrecido y rechazado. La composicién quimica
del forraje y el concentrado se muestran en la tabla 2.

Table 2. Chemical composition of
food offered in the diet

Contribution Value
Forage
DM, % 90.82
OM, % 91.61
CP, % 7.79
ME, MJ kg MS'! 7.95
NDF, % 80.08
Concentrate
DM, % 92.30
oM, % 93.80
CP, % 16.00
ME, MJ kg MS"! 9.20
NDF, % 40.60

Estimation of metabolizable energy
(ME) for forage according to Maff
(1984) and Diaz et al. (1995)
DM-dry matter, OM- organic
matter, ME- metabolizable energy,
NDF- neutral detergent fiber

Sanitary management. Before starting the
experimental stage, animals were dewormed with
ivermectin (0.2 mg kg LW1).

Measurements. In each period, for five consecutive
days, and by means of the difference between weighing
of offered food and the rejected one, voluntary DM
intake was registered. To determine DM percentage,
samples of the different foods were dried in a forced
air oven at 60 °C for 48 h until reaching constant
weight. After dried, they were ground (Imm) and
preserved for chemical analysis.

Using an esophageal probe and during fermentation
dynamics (0, 6, 12 and 20 h), after offering the
probiotic plus the concentrate, ruminal liquor was
extracted to determine pH, using a portable pH meter
(Model pH-207 V). The result was recorded according
to food incubation time, treatment, animal, period,
day and time.

Samples of offered and rejected foods were
subjected to proximal chemical analysis according to
AOAC (2005) and fiber fractioning, according to the

Manejo sanitario. Antes de iniciar la etapa
experimental, los animales se desparasitaron con
ivermectina (0.2 mg kg PV").

Mediciones. En cada periodo, durante cinco dias
consecutivos, y mediante la diferencia entre el pesaje de
alimento ofrecido y el rechazado, se registr6 el consumo
voluntario de MS. Para determinar el por ciento de MS,
las muestras de los diferentes alimentos se secaron en
estufa de aire forzado, a 60 °C durante 48 h hasta alcanzar
el peso constante. Luego de secadas, se molieron (1mm)
y conservaron para su analisis quimico.

Mediante sonda esofagica y durante la dinamica de
fermentacion (0, 6, 12 y 20 h), posterior a la oferta del
probidtico mas el concentrado, se extrajo liquido ruminal
para determinar el pH mediante un pHmetro portatil
(Modelo pH-207 V). El resultado se registré segun el
tiempo de incubacion del alimento, tratamiento, animal,
periodo, dia y hora.

A las muestras de los alimentos ofrecidos y
rechazados, se le realiz6 analisis quimico proximal segiin
AOAC (2005) y fraccionamiento de la fibra, de acuerdo
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methodology of Goering and van Soest (1970). All the
analyzes were carried out in the Central Laboratory
Unit (UCELAB, initials in Spanish), belonging to
the Institute of Animal Science. While the nutritional
value and microbiological characterization of the
probiotic was determined at the National Center for
Sugar Cane Research (CNICA, initials in Spanish).

Statistical analysis. All data for absolute variables,
like total dry matter intake (tDMI), crude protein
intake (CPI), metabolizable energy intake (MEI) and
neutral detergent fiber intake (NDFI), followed a
normal distribution according to Shapiro-Wilks (1972)
test. Analysis of variance (ANOVA) was performed
to results, and, in the necessary cases, Duncan (1955)
test was applied to determine differences among
means. Similarly, linear regression analyzes were
performed among the different variables (DMI: CPI,
DMI: ME) and statistical adjustment criteria (R2,
SE, SEP, CMEM, p) were proposed. All data was
processed using INFOSTAT statistical package (Di
Rienzo et al. 2012).

Results and Discussion

Table 3 shows that absolute DM intake (kg d'), as
relative to live weight (g kg LW0.75), was affected by
the treatment, in which the minimum level (15 g d*!)
of'addition of the probiotic in the experimental groups
reached the highest intake value (1.16 kg d'!), although
with statistical similarity with respect to control.

Gutiérrez et al. (2020) observed a similar increase

Table 3. Effect of probiotic on voluntary intake
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con la metodologia de Goering y van Soest (1970). La
totalidad de los analisis se realizaron en la Unidad Central
de Laboratorios (UCELAB), perteneciente al Instituto
de Ciencia Animal. Mientras que el valor nutritivo y
la caracterizacion microbiologica del probidtico, se
determiné en el Centro Nacional de Investigaciones de
la Cafia de Aztcar (CNICA).

Analisis estadistico. La totalidad de los datos de
las variables absolutas: consumo de materia seca total
(CMSt), consumo de proteina bruta (CPB), consumo
de energia metabolizable (CEM) y consumo de fibra
detergente neutro (CFDN) siguieron una distribucion
normal segiin prueba de Shapiro-Wilks (1972). A los
resultados se realizoé analisis de varianza (ANOVA),
y en caso necesario se aplicod test de Duncan (1955)
para determinar diferencias entre las medias. De igual
modo, se realizaron analisis de regresiones lineales entre
las diferentes variables (CMS: CPB, CMS: EM) y se
plantearon criterios estadisticos de ajuste (R2, EE, EEP,
CMEM, p). La totalidad de los datos se procesé mediante
el paquete estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et al. 2012).

Resultados y Discusion

En la tabla 3 se muestra que el consumo de MS,
absoluto (kg d') como relativo al peso vivo (g kg PV
0.75), se afectd por el tratamiento, y donde el nivel
minimo (15 g d') de adicion del probiotico en los
grupos experimentales alcanzo el valor de consumo mas
elevado (1.16 kg d'), aunque con similitud estadistica
con respecto al control.

Probiotic level, g d!

Indicators +SE p
0 15 25 35

DML, kg d*! 1.14° 1.16° 0.92¢ 0.93¢ 0.05 0.0011
DMI, g kgLWO0.75 118.40° 120.37° 94.732 98.09? 5.25 0.0008
DML, %LW 5.57° 5.60° 4.44° 4.60° 0.24 0.0007
OMLI, g kgL WO0.75 108.50¢ 110.05¢ 86.88" 89.91° 3.85 <0.0001
CPL gd! 93.84° 94.61° 74.32¢ 76.72¢ 3.89 0.0002
CPL, g kg LW ! 4.58° 4.62° 3.60° 3.72¢ 0.19 0.0002
MEI, MJ d"! 9.24° 9.33% 7.41° 7.65° 0.09 0.0007
NDFI, % LW 4.27° 4.38° 3.41° 3.54 0.20 0.0012
NDFI: TN, g d* 59.88 61.04 60.02 60.30 0.95 0.8306
CPI Req.CP, % 117.10° 100.34° 86.432 97.38 5.21 0.0014
MEI Req. ME", % 155.37° 156.90° 124.62° 128.79° 6.67 0.0007

abe Different letters differ for Duncan P<0.05; + standard error of the mean
DMI: dry matter intake, OMI: organic matter intake, CPI: crude protein intake, MEI: metabolizable energy
intake, NDFI: neutral detergent fiber intake, TN: total nitrogen

in DMI, in correspondence with the participation of
the microbial additive in the diet, when they used
L. pentosus LB-31 strain, as an additive for feeding
Pelibuey lambs. Similarly, Gutiérrez (2012) reported
similar results in goats, when different levels of the
microbial biological product VITAFERT (yeast,
Lactobacillus sp.) were used in a basically fibrous

Gutiérrez et al. (2020) observaron un incremento
similar del CMS, en correspondencia con la participacién
del aditivo microbiano en la dieta, cuando utilizaron la cepa
de L. pentosus LB-31, como aditivo en la alimentacion de
corderos de la raza Pelibuey. De igual modo, Gutiérrez
(2012) informo resultados semejantes en cabras,
cuando utilizo diferentes niveles del producto biolégico
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diet, in which the level of 6 mL kg LW also improved
voluntary intake. Marrero (2005) also found an increase
of total viable bacteria and, specifically, cellulolytic
bacteria, which improves ration degradation and,
consequently, DMI.

In this way, it can be considered that the stimulatory
activity of the probiotic must have been associated,
from the beginning, to the presence of active living
cells in the ruminal liquor, as well as the contribution
of peptides, amino acids and carbon chains from
the probiotic, which could be used by ruminal
microorganisms as an energy source for growth (Chen
et al. 2007).

It is evident that this study could show a great
variability of responses of the probiotic with respect
to DMI. However, an analysis of statistical inferences
among variables shows that DMI was related to protein
intake (Y, ., kg=0.20658 (+0.04) + 0.00987 (+0.05)
Xp & d, R?=84.80%, +SEE=0.11, CMEM=4.88,
p <0.0001) and energy (Y, kg =-0.01553 (+0.02) +
0.12623 (+0.002) X, MJ, R>=97.61%, +SEE = 0.05,
CMEM = 5.62, p <0.0001). According to the results of
the equation, the effect of metabolizable energy intake
was greater than protein intake.

Regression response indicates the degree of need for
both nutrients (protein and energy), to guarantee basal
development and enzymatic activity of the ruminal
microorganisms and with it, the better use of ration
(Malafaia et al. 2003 and Salgado 2006). These effects
corroborate the statements of Di Marcos (2006), when
they refer that protein and energy metabolism are closely
related in ruminants, and the deficiency of one lead to
affectations in the other.

Mean dry matter intake per unit of metabolic weight
in control (107.91 +32.78 g kg LW®7) and in the other
treatments (104.40 + 30.40 g kg LW°7) was superior
to the maximum potential value reported by Garcia-
Trujillo and Céceres (1984) for adult sheep, fed grasses
and forages (71g kg LW®7). Likewise, it was higher
than that recorded by Ruiz (2004) (80 g kg LW®7),
who included 65% of Saccharina in substitution of
corn or wheat.

Similarly, it exceeded the achievements
(78 g kgLW®7) of Reyes-Sanchez et al. (2006),
with a basal diet of P. maximum forage and
0.750 kg DM of moringa (Moringa oleifera) forage.
This registered intake was also better than that
achieved by Gutiérrez et al. (2014) (70.25 g kgLW°7)
during the fattening of Pelibuey sheep, fed an integral
mixture of sugar cane: Cenchrus purpureus cv. Cuba
CT-169 and poultry manure (5 g kgLW™"). Likewise,
it was above that obtained by Rodriguez (2018)
(91.19 g kg LW®7), in studies in which 16 and 33.5 %
of moringa were included in integral diets for Pelibuey
sheep, under conditions similar to those of the current
study.

The results derived from the present study, with
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microbiano VITAFERT (levaduras, Lactobacillus sp)
en una dieta basicamente fibrosa, en la que el nivel de
6 mL kg PV! mejord, ademas, el consumo voluntario.
También Marrero (2005) encontré aumento de las bacterias
viables totales y, en particular, las celuloliticas, lo que
mejora la degradacion de la racion y, por tanto, el CMS.

De esta forma, se puede considerar que la actividad
estimuladora del probidtico debid estar asociada, desde
el inicio, a la presencia de células vivas activas en el
fluido ruminal, asi como a la contribucidon de péptidos,
aminoacidos y cadenas carbonadas procedentes
del probiotico, que pudieron ser utilizadas por los
microorganismos ruminales como fuente de energia para
el crecimiento (Chen et al. 2007).

Es evidente que este estudio pudiera mostrar una
gran variabilidad de respuestas del probidtico con
respecto al CMS. Sin embargo, un analisis de inferencias
estadisticas entre variables, demuestra que el CMS
tuvo relacion con la ingestion de proteina (Y ., kg
= 0.20658 (£0.04) + 0.00987 (+0.05) X, g d', R>=
84.80%, + EEE=0.11,C,, ,=4.88, p< 0.0001) como de
energia (Y ., kg=-0.01553 (£0.02) +0.12623 (+0.002)
X g MI,, R?= 97.61%, £EEE= 0.05, CMEM=5.62,
p<0.0001). Segtin los resultados de la ecuacion, el efecto
del consumo de energia metabolizable fue mayor con
respecto al consumo de proteina.

Larespuesta de laregresion indica el grado de necesidad
de ambos nutrientes (proteina, energia) para garantizar
el desarrollo basal y la actividad enzimatica de los
microorganismos ruminales y con ello, el aprovechamiento
de la racion (Malafaia et al. 2003 y Salgado 2006). Estos
efectos corroboran lo enunciado por Di Marcos (2006),
cuando refieren que en los rumiantes el metabolismo
proteico y energético se relaciona estrechamente, y la
deficiencia de uno conlleva a afectaciones en el otro.

El consumo medio de materia seca por unidad de
peso metabolico en el tratamiento control (107.91+
32.78 g kg PV*7) y los experimentales (104.40+
30.40 g kg PV®7) fue superior al valor maximo potencial
informado por Garcia-Trujillo y Caceres (1984) para
ovinos adultos, alimentados con pastos y forrajes
(71 g kg PV®7), Asimismo, fue mayor al que registrd
Ruiz (2004) (80 g kg PV®7), quien incluyd 65 % de
Saccharina en sustitucion de maiz o trigo.

De igual modo, supero lo alcanzado (78 g kg PV®7) por
Reyes-Sanchez et al. (2006) con dieta basal de forraje de P
maximum'y 0.750 kg MS de forraje de moringa (Moringa
oleifera). También este consumo registrado fue mejor al
que lograron Gutiérrez et al. (2014) (70.25 g kg PV®%)
durante el engorde de corderos Pelibuey, alimentados con
mezcla integral de cafia de azucar: Cenchrus purpureus
vc. Cuba CT-169 y gallinaza (5 g kg PV'). Igualmente,
estuvo por encima de lo obtenido por Rodriguez (2018)
(91.19 g kg PV®%), en trabajos donde incluyd 16 y
33.5 % de moringa en dietas integrales para corderos de la
raza Pelibuey, en condiciones similares a las de este estudio.

Los resultados derivados del presente estudio,
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15 g of probiotic in the diet, are similar (120 g kg LW®7)
to those obtained by Galina ef al. (2008) in lambs fed
a probiotic prepared with lactic bacteria (Lactobacillus
sp.) and corn silage, as basic ration. Results should have
been determined by the functional fibrolytic effect of
probiotic bacteria, a product of the improvement of the
ruminal environment, in terms of nutrient production
(amino acids, peptides and vitamins) and growth
factors, which stimulated the promotion of ruminal
microorganisms (Chaucheyras-Durand ef al. 2008 and
Gutiérrez 2012).

Variability of DMI could be attributed to OMI
per unit of metabolic weight (g kg PV®”), in which
once again the lowest level (15g) of probiotic in the
diet, together with control treatment, presented higher
values and differed from the rest (P <0.0001). In this
regard, Ketelaars and Tolkamp (1992) stated that OM
availability of per unit of metabolic weight is directly
related to OM digestibility, a variable that was not
determined in this study, but that could influence on
intake results.

CPI, in function of live weight (g kg LW™"), did not
show differences between the treatment with 15 g of
probiotic in diet and control, and was superior to the
remaining treatments (P<0.0002). Similarly, despite
the differences found in DMI and CPI, treatments
with inclusion of probiotic did not practically cover
the protein requirements. This effect must have been
determined by the compensation between both variables,
as a result of the increase of ration digestibility and of
conversion efficiency with the inclusion of the probiotic
(Ferreyra et al. 2019). On the contrary, MEI was higher
than the demand.

In correspondence with the above, Fraga et al. (2014)
report that probiotics increase microbial protein synthesis
and energy production, factors that favorably influence
on ruminal environment. Ushakova ef al. (2015) stated
that these microbial additives take advantage of available
nitrogenous fractions.

LaMannaetal. (2011) and Tieri et al. (2010) referred
that, from the maintenance stage, protein level in the
diet is necessary to guarantee animal development,
especially considering that protein catabolism is an
essential part of energy metabolism, mainly when diet
energy concentration is low. It is also known that, in the
amino acid structures, present carbohydrates provide the
carbon (QDrskov 1997).

NDF intake, relative to live weight (% LW), as
an indicator used to express diet quality and intake
(Freitas et al. 2000), was different (p=0.0012), with
higher values in the treatments with 15g of probiotic in
the diet and control. These figures exceeded the range
(0.801.20% LW), stated by van Soest (1994) for the
ovine species. NDF intake represented 83.19 + 7.63 %
(range 69.86-93.43 %) of total ingested OM, in which
16.81 + 7.63 % were soluble cellular constituents.
This demonstrates the importance of considering
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con 15 g del probidtico en la dieta, son analogos
(120 g kg PV®™) a lo obtenidos por Galina et al. (2008)
en corderos alimentados con un probidtico elaborado a
partir de bacterias lacticas (Lactobacillus sp) y ensilaje
de maiz, como racién basica. Lo alcanzado debid estar
determinado por el efecto fibrolitico funcional de
las bacterias probioticas, producto del mejoramiento
del ambiente ruminal, en cuanto a la produccion de
nutrientes (aminoacidos, péptidos, vitaminas) y factores
de crecimiento, que estimularon el fomento de los
microorganismos ruminales (Chaucheyras-Durand et
al. 2008 y Gutiérrez 2012).

La variabilidad encontrada en el CMS se podria atribuir
al CMO por unidad de peso metabolico (g kg PV®7),
donde una vez mas el menor nivel (15g) del probiotico
en la dieta, unido al tratamiento control, presentaron
valores superiores y difirieron del resto (P < 0.0001). Al
respecto, Ketelaars y Tolkamp (1992) plantearon que la
disponibilidad de MO por unidad de peso metabolico se
relaciona directamente con la digestibilidad de la MO,
variable que no se determino en este estudio, pero que
pudo influir en los resultados del consumo.

El CPB en funcion del peso vivo (g kg PV') no dejo
ver diferencias entre el tratamiento con 15 g del probidtico
en la dieta y el control, y fue superior a los tratamientos
restantes (P<0.0002). De igual manera, a pesar de
las diferencias encontradas en el CMS y el CPB, los
tratamientos con la inclusion del probidtico no cubrieron
practicamente los requerimientos de proteina. Este efecto
debid estar determinado por la compensacion entre ambas
variables, como resultado del aumento de la digestibilidad
de laracion y el incremento en la eficiencia de conversion
con la inclusion del probiotico (Ferreyra et al. 2019). Por
el contrario, el CEM fue superior a la demanda.

En correspondencia con lo anterior, Fraga et al. (2014)
refieren que los probidticos incrementan la sintesis de
proteina microbiana y la produccion de energia, factores que
influyen favorablemente en el ambiente ruminal. Ushakova
et al. (2015) plantearon que estos aditivos microbianos
aprovechan las fracciones nitrogenadas disponibles.

LaMannaetal. (2011)y Tieri et al. (2010) afirman que
desde la etapa de mantenimiento el nivel de proteina en la
dieta es necesario para garantizar el desarrollo del animal,
mas si se tiene en cuenta que el catabolismo proteico es
parte esencial del metabolismo energético, especialmente
cuando la concentracion energética de la dieta es baja. Se
sabe ademas, que en las estructuras de los aminoacidos los
carbohidratos presentes aportan el carbono (Qrskov 1997).

El consumo de FDN relativo al peso vivo (%PV), como
indicador utilizado para expresar el consumo y calidad de
la dieta (Freitas et al. 2000), resulté diferente (p=0.0012),
con valores superiores en los tratamientos con 15 g del
probiotico en la dieta y el control. Estas cifras superaron el
rango (0.80.20 % PV) planteado por van Soest (1994) para
la especie ovina. El consumo de FDN representd 83.19 +
7.63 % (rango 69.86-93.43 %) del total de la MO ingerida,
donde 16.81 + 7.63 % fueron constituyentes celulares
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the concentration of cell solubles in fibrous diets,
as available energy source during digestion process
(Barahona and Sanchez 2005).

The high relationship between NDF intake and TN in
all treatments, demonstrates that DMI was determined,
above all, by forage ingestion and the capacity for fiber
degradation by cellulolytic microorganisms (Hillal et
al. 2011).

Table 4 shows that ruminal pH values did not differ
during the ruminal fermentation time, and reached the
mean value of 6.49 + 0.18, with marked fluctuation
between 6 and 20 hours after the initial food ingestion,
which must have been associated with variations of
intake during the day. This suggests that substrate
concentration in the rumen, such as the active growth
of ruminal microbiota and fermentability, varied during
the day. As observed by Cajarville ef al. (2006), the time
of access to food has an important influence on values
and dynamics of ruminal pH. In this way, it is confirmed
that food intake raises ruminal pH value (Khalid et al.
2011 and Rodriguez et al. 2014).

In the present study, the found pH range (6.21-
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solubles. Esto demuestra la importancia de considerar la
concentracion de los solubles celulares en dietas fibrosas,
como fuente de energia disponible durante el proceso de
digestion (Barahona y Sanchez 2005).

La alta relacion que se produjo entre el consumo
de FDN:NT en todos los tratamientos consolida que el
CMS estuvo determinado, sobre todo, por la ingestion
de forraje y la capacidad de degradacion de la fibra por
los microorganismos celuloliticos (Hillal et al. 2011).

La tabla 4 muestra que los valores de pH ruminal no
difirieron durante el tiempo de fermentacion ruminal, y
alcanzaron el valor medio de 6.49+0.18, con marcada
fluctuacion entre las 6 y 20 horas posteriores a la
ingestion inicial del alimento, la que debi6 estar asociada
a variaciones en el consumo durante el dia. Lo anterior
hace suponer que la concentracion de sustrato en el rumen,
como el crecimiento activo de la microbiota ruminal
y la fermentabilidad, variaron durante el dia. Segun
observaron Cajarville et al. (2006), el tiempo de acceso al
alimento tiene una influencia importante en los valores y
en la dindmica de pH ruminal. De esta manera se corrobora
que el consumo de alimento eleva el valor del pH ruminal

Table 4. Effects of probiotic intake and fermentation time on ruminal pH

Time, h Probiotic level, g d!
+SE p
0 15 25 35
0 6.32 6.22 6.21 6.22 0.31 0.6256
6 6.41 6.45 6.50 6.53 0.11 0.8989
12 6.62 6.49 6.44 6.59 0.14 0.8068
20 6.65 6.65 6.78 6.74 0.06 0.3872

p <0.05 (Duncan 1955); + Standard Error

6.78) is the one indicated by Krause and Oestzel
(2006) (5.5 -7.0) as values that do not affect growth
of cellulolytic and hemicellulolytic microorganisms,
their enzymatic activity and with this, the increase
of metabolism products (Marrero 2005 and Gutiérrez
2012). Although according to Lopez et al. (2017),
when probiotics were used in the diet, the ruminal
environment tended to reduce oxygen traces, lactate
presence and the use of lactic acid, maintaining a
slightly acid pH (6.5). This promotes the growth
of cellulolytic microorganisms and improves
degradability of structural carbohydrates, as referred
above.

Other authors refer that intake of probiotics maintains
the stability of ruminal pH, as a result of bacterial
increase and the production of volatile fatty acid, as
well as the lower permanence of food in the rumen and
the increase of use efficiency and food intake (Ortiz-
Rubio ef al. 2009 and Solaiman and Owen 2010). In
addition, the basically fibrous rations, as the one used
in this study, were able to increase rumination, chewing,
saliva segregation and buffer capacity (carbonates and
phosphates).

In control treatment, from the first incubation stage

(Khalid et al. 2011 and Rodriguez et al. 2014).

En el presente estudio, el rango de pH encontrado
(6.21-6.78) se halla en el que sefalaron Krause y
Oestzel (2006) (5.5 -7.0) como valores que no afectan
el crecimiento de los microorganismos celuloliticos y
hemiceluloliticos, su actividad enzimatica y con ello, el
incremento de los productos del metabolismo (Marrero
2005 y Gutiérrez 2012). Aunque segin Lopez et al.
(2017), cuando utilizaron probidticos en la dieta, el
ambiente ruminal tendi6 a reducir las trazas de oxigeno,
la presencia de lactato y la utilizacion de acido lactico,
manteniendo el pH ligeramente acido (6.5). Esto
promueve el crecimiento de microorganismo celuloliticos
y mejora la degradabilidad de los carbohidratos
estructurales, como se ha referido anteriormente.

Otros autores refieren que el consumo de probidticos
mantiene la estabilidad del pH ruminal, como resultado
del incremento bacteriano y de la produccion de acido
graso volatil, asi como la menor permanecia del alimento
enrumen y el incremento de la eficiencia en la utilizacion
y consumo de los alimentos (Ortiz-Rubio et al. 2009 y
Solaiman and Owen 2010). A lo anterior se suma que las
raciones basicamente fibrosas, como la utilizada en este
estudio, pudieron aumentar la rumia, la masticacion, la
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(6h), pH values indicated low availability of simple
carbon chains to be used by cellulolytic bacteria, an
element that should have influenced on fermentation
capacity of structural carbohydrates during the rest of
the fermentation stages. In this regard, NRC (2000)
points out that, in basic forage diets, as the one used
in this treatment, available protein rapidly degrades,
while energy (NDF components) is slow. These factors
affect digestion, pH values and food permanence in
the rumen.

Hillal et al. (2011) stated that ruminal pH variations
are determined by the frequency of food provision,
ration fermentability and buffer addition during the
fermentation time. These effects should have occurred
in this study, as well as the possible interaction with
bacteria that use lactic acid.

Conclusions

The minimum level (15 g d') of lactic probiotic in the
diet did not affect nutrient intake with respect to control,
although higher levels decreased it, and maintained
ruminal pH with variations during the frequency of
food provision.
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segregacion de salivay la capacidad tampdn (carbonatos
y fosfatos).

En el tratamiento control, desde la primera etapa
de incubacion (6h), los valores de pH indican baja
disponibilidad de cadenas carbonadas simples para ser
utilizadas por las bacterias celuloliticas, elemento que debid
influir en la capacidad fermentativa de los carbohidratos
estructurales durante el resto de las etapas fermentativas.
Al respecto, el NRC (2000) senala que, en dietas basicas
de forraje, como la utilizada en este tratamiento, la proteina
disponible se degrada rapidamente, mientras que la energia
(componentes de la FDN) lo hace de manera mas lenta.
Estos factores repercuten en la digestion, los valores del
pH y la permanencia del alimento en el rumen.

Hillal et al. (2011) plantearon que las variaciones
del pH ruminal estan determinadas por la frecuencia
de administracion del alimento, fermentabilidad de la
racion y adicion de sustancias tampon durante el tiempo
de fermentacion. Estos efectos debieron ocurrir en este
estudio, asi como la posible interaccidon con las bacterias
que utilizan el 4cido lactico.

Conclusiones

El nivel minimo (15 g d') del probidtico lactico en
la dieta no afecto6 el consumo de nutrientes con respecto
al control, aunque niveles superiores lo disminuyen, y
mantienen el pH ruminal con variaciones durante la
frecuencia de administracion del alimento.
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