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Resumen

Endos experimentos in vitro, se determind el efecto de mezclar Lotus uliginosus cv Maku (anteriormente
Ilamado L. pedunculatus) con Pennisetum clandestinum (kikuyo) sobre la degradacién de la proteina en
licor ruminal y de la materia seca en licor ruminal y licor ruminal con pepsina, en presencia o0 ausencia de
polietilenglicol (PEG). Los tratamientos fueron: kikuyo, 70% de kikuyo y 30% de L. uliginosus con y sin
PEG; 50% de kikuyo y 50% de L. uliginosus con y sin PEG y; L. uliginosus. La adicién del L. uliginosus al
kikuyo, al igual que la adicion de PEG (inhibidor de la actividad de los taninos) aumenté la concentracion
y las tasas de acumulacion de amonio en el sistema (p<0.01). Se encontré una estrecha relacion entre
los niveles de proteina soluble (r?=0.86) y los niveles de amonio en las primeras horas de incubacion. La
digestibilidad de la materia seca en licor ruminal sin y con pepsina (DIVMSr y DIVMSp) del L. uliginosus
fue menor que la del kikuyo (p<0.01). En las mezclas hubo diferencias en la DIVMp pero no en la DIVMSr.
La digestibilidad fue superior (p=0.0061) para la mezcla 70:30 que para la mezcla 50:50. La adicion de
PEG mejoro la DIVMSr y la DIVMSp en las mezclas. Se concluye que el L. uliginosus se podria incluir
en la dieta de los rumiantes que pastorean kikuyo en bajas proporciones (30%) sin efectos negativos, pero
mayores inclusiones reducirian la digestibilidad de la dieta debido al efecto de los taninos.
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En Colombia, el sistema de produccién de
lecheria especializada se caracteriza por un
pastoreo rotacional, donde es comin el uso de
pasturas de kikuyo (Pennisetum clandestinum)
y ryegrass (Lolium sp) que en algunos casos
estdn asociadas con leguminosas como trébol

(Trifolium sp.) y alfalfa (Medicago sativa) (15).
Estas pasturas son normalmente ricas en proteina
cruda (PC), nitrogeno no proteico (NNP) y
nitrégeno soluble (NS) debido a la fertilizacion
nitrogenada (32), lo cual puede resultar en elevadas
concentraciones de amonio en el rumen y Urea a
nivel sanguineo (2) e implica un gasto energético
asociado a la sintesis hepatica de la urea (38).
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El exceso de amonio ruminal puede disminuirse
al reducir la degradacion de la proteina en el rumen
mediante el uso de taninos purificados (11) o con el
uso de plantas forrajerasricas en ellos (8, 29). Estudios
en Nueva Zelanda han encontrado efectos positivos
en produccion y reproduccion ovina mediante el uso
de plantas taniferas del genero Lotus, asociados a un
mayor flujo de aminoacidos al intestino (5, 28, 42).
Varias especies de este género han sido introducidas
para estudio en los sistemas de produccion lechera
intensiva de la Sabana de Bogota (16).

Para estudiar el efecto de los taninos sobre las
proteinas se han utilizado diferentes compuestos
que ligan los taninos inhibiendo su efecto. EI mas
utilizado es el polietilenglicol (PEG) que forma
enlaces de hidrogeno con los OH fenodlicos de los
taninos (20, 35).

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
de mezclar Lotus uliginosus var. Maku con Kikuyo
sobre la degradacion de la proteina en fluido ruminal
y de la materia seca en fluido ruminal y fluido
ruminal con pepsina en un sistema in vitro, en
presencia y ausencia de PEG.

Materiales y métodos
Seleccion del material experimental

Se selecciond la accesion L. uliginosus var.
Maku (anteriormente llamado L. pedunculatus)
(6) de una coleccion del género Lotus de la unidad
de recursos genéticos forrajeros (URGF) de la
Universidad Nacional de Colombia. La URGF se
encuentra localizada en el municipio de Mosquera
(Cundinamarca) a 4°42" de latitud norte y 74°12
de longitud oeste, con una altitud promedio de
2650 msnm y temperatura promedio de 13°C.
Esta accesion se seleccion6 entre cinco que fueron
evaluadas, por su mayor contenido de taninos
condensados y mejor adaptacion a las condiciones
ambientales. Las muestras de este ensayo fueron
cosechadas en los meses de agosto y octubre.

Manejo de los forrajes y muestreo

Un érea (2x5m) sembrada con la accesion de
L. uliginosus var Maku fue cortada y fertilizada a
razon (kg de elemento/ha) de 50 de fosforo (P), 25
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de magnesio (Mg), 25 de azufre (S), 25 de potasio
(K) y 1000 de cal dolomita. El kikuyo fue cortado y
fertilizado (kg de elemento/ha) con 50 de nitrogeno
(N), 25 de fosforo (P), 20 de potasio (K), 12 de
magnesio (Mg) y 12 de azufre (S). A los 45 dias de
rebrote, se cosecharon los forrajes para determinar
la composicion nutricional, la concentracién de
taninos condensados (TC) y fenoles totales (FT).
Las muestras de forraje fueron almacenadas,
congeladas y posteriormente liofilizadas en
la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Corpoica) de Tibaitatad, después
molidas en un molino de cuchillas (General Electric)
con una criba de 1 mm.

Tratamientos

Se realizaron dos experimentos en diferentes
periodos, el primero para determinar la
concentracion de N-NH, a las horas 6, 12, 24, 36 y
48 de incubacion in vitro como indicador indirecto
de la degradacién de la proteina de los forrajes (9)
y el segundo para cuantificar digestibilidad in vitro
de la materia seca en licor ruminal (DIVMSK) y
digestibilidad in vitro de la materia seca en licor
ruminal + pepsina (DIVMSp). Cada experimento
tuvo seis tratamientos: 1) kikuyo, 2) 70% de
kikuyo y 30% de L. uliginosus, 3) 70% de
kikuyo y 30% de L. uliginosus mas PEG, 4)
50% de kikuyo y 50% de L. uliginosus, 5) 50%
de kikuyo y 50% de L. uliginosus mas PEG, 6)
L. uliginosus. En los tratamientos con PEG, se
adicionaron 1.5 g de PEG (peso molecular 8000 Kd,
Sigma P4463) por g de tanino.

Incubaciones

En los experimentos uno y dos, se utilizé un
sistema in vitro que simula las condiciones del
rumen y del abomaso (9) basado en la técnica de
Tilley y Terry (37).

Experimento 1. Se utilizaron tres tubos plasticos
de centrifuga de 100 ml por cada tratamiento, lo que
corresponde a tres réplicas por tratamiento; cada
tratamiento fue evaluado a seis horas diferentes
(6, 12, 24, 36 y 48). En cada tubo fueron colocados
0.5 g del forraje solo o de una mezcla de kikuyo y
L. uliginosus en relaciones 70:30 o 50:50; luego
fueron adicionados 10 ml de tampdn McDougall que
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contenia PEG (tratamientos 3 y 5) y sin PEG
(tratamientos 1, 2, 4 y 6); posteriormente se dejé
en reposo durante 12 horas a 39°C con el fin de
permitir una interaccion previa entre los compuestos.
Transcurrido este tiempo se agregaron 40 ml del
inéculo compuesto por fluido ruminal y
tampon McDougall sin Grea, en relacion 1:4.
Inmediatamente se gasificaron los tubos con
CO, y se les coloco tapones de caucho provistos
de valvulas de Bunsen; finalmente se incubaron y
cumplida cada hora de evaluacion fueron tomados
35 ml de fluido de cada tubo para cuantificar la
concentracién de amonio; después de tomada la
muestra el residuo fue desechado.

Experimento 2. En este experimento se hicieron
dos incubaciones simultaneas diferentes; la primera
para hallar la DIVMSr y la segunda determiné la
DIVMSp. Al igual que en el experimento uno se
utilizaron tres tubos plasticos de centrifuga de
100 ml por cada tratamiento, lo que corresponde
a tres réplicas por tratamiento y los pasos a seguir
durante el proceso fueron los mismos descritos
anteriormente. La diferencia consistio en que para
determinar la DIVMSr se adiciond urea en el
tampon y cumplidas las 48 horas de incubacion
los tubos fueron desmontados, el contenido
lavado, filtrado y secado para obtener el peso en

materia seca del residuo. Para hallar la
DIVMSp se realizd6 el mismo proceso
utilizado para determinar la DIVMSr vy

fueron incubados de igual forma por 48 horas
inicialmente, luego de este tiempo se adiciond a
cada tubo 6 ml de HCI al 7% p/v y 2 ml de
solucién acuosa de pepsina al 5% y fueron
incubados por 24 horas adicionales.
Cumplidas las 72 horas, el  contenido de
cada tubo fue lavado, filtrado y secado para
determinar el peso en materia seca del residuo.
El calculo de la diferencia entre DIVMSp y
DIVMSr permitio establecer la materia seca que
no es degradable en rumen pero si en el abomaso
(MSndr).

Analisis Quimicos

Caracterizacion nutricional de los forrajes.
Los forrajes fueron analizados para proteina
cruda (1), nitrégeno no proteico, nitrégeno soluble,
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nitrégeno insoluble en detergente &cido y nitrégeno
insoluble en detergente neutro (19) y para fibra en
detergentes neutro y acido (39).

Extraccion y cuantificacion de fenoles totales y
taninos condensados. Se realiz6 una extraccion de
cada muestra de acuerdo al método de Terrill et al
(36), modificado por Carulla (7). Se pesaron 50 mg
de cada muestra por duplicado, luego se adicionaron
2 ml de solucion extractora compuesta de metanol
al 70%, 0.5% de &cido férmico y 0.05% de acido
ascorbico; posteriormente las muestras se colocaron
en un agitador durante una hora y  fueron
centrifugadas a 4000 rpm durante 30 minutos
separando el sobrenadante. Al precipitado se le
adicion6 mas solucion extractora, se agitd y se
centrifugd dos veces mas. Los sobrenadantes de
cada duplicado fueron mezclados, los extractos
fueron almacenados en frascos ambar y puestos
en refrigeracion hasta ser utilizados para la
cuantificacion de fenoles totales (método de azul
de Prusia modificado) (13) y taninos condensados
(método del butanol-HCL) (36). Para la cuantificacion
de fenoles totales se us6é como patron el acido
galico (Sigma G-8647). La cuantificacion de taninos
condensados se hizo en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) utilizando como patrén
taninos purificados de la misma planta (12).

Analisis estadistico

Experimento 1. Latasa de acumulacion de amonio
se estimo por regresion lineal de las concentraciones
de amonio durante las primeras horas de incubacion
(porcion lineal de la curva) para cada tratamiento; el
modelo es: Y = B, + B, donde ¥ es el valor esperado
en cada hora de evaluacion, B, hace referencia al
intercepto y P, x es el valor de la pendiente con
respecto a un tiempo equis. No fue posible usar otros
modelos estadisticos como el de medidas repetidas
en el tiempo ya que para cada hora evaluada se usaron
tubos diferentes, de tal forma que las mediciones
nunca se hicieron sobre la misma unidad
experimental. Las regresiones fueron estimadas a
través del procedimiento REG del programa
estadistico SAS (Statistical Analysis System, version
8.1), las tasas de acumulacion (pendientes, ) se
compararon por medio de un ANAVA vy las
diferencias entre tratamientos se determinaron por
medio de la prueba t de Student. Se hicieron
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regresiones adicionales entre las concentraciones de
proteinacruda, proteina soluble y los niveles de
amonio usando el procedimiento stepwise de SAS
(Statistical Analysis System, version 8.1).

Experimento 2. El disefio de clasificacion
experimental corresponde a uno completamente
al azar, con tres replicas por cada tratamiento;
el modelo es el siguiente: Y, = p + A+ g o
donde Y, es la observacion de la i-ésima unidad
experimental, pes lamediageneral, A, corresponde
aIefectodeltratamientoysj(i)eselerrorexperimental
asociado con la i-ésima unidad experimental.
Las digestibilidades de la materia seca con y sin
pepsinase analizaron por medio de un ANAVAYy se
usaron contrastes ortogonalesy la prueba de Tukey
(p< 0.05) para determinar el efecto del forraje
(kikuyo vs L. uliginosus), efecto de los taninos
(PEG vs sin PEG) y efecto del nivel de la
proporcién graminea leguminosa (70:30 vs 50:50)
(paquete estadistico SAS version 8.1). El modelo
correspondiente es: Ho = w, =W, y Ha= W # |,
donde, Ho es la hipotesis nula, Ha es la hipotesis
alterna, p, la media de un tratamiento de interés y
U, la media del tratamiento con el cual se quiere
comparar .

Resultados

Composicion del material experimental

Se encontraron mayores niveles de proteina cruda
en L. uliginosus que en el kikuyo. En la proteina del
L. uliginosus las proporciones de proteina soluble
y NNP fueron mayores, sugiriendo una mayor
disponibilidad de proteina facilmente degradable.
Las concentraciones de fenoles totales fueron
similares entre las dos especies Yy estas
correspondieron  principalmente a  taninos
condensados en el L. uliginosus (véase Tabla 1).

Liberacion de amonio

Una vez iniciada la fermentacion, L. uliginosus
presentd mayores concentraciones de amonio que
el kikuyo (p<0.01). La adicion de PEG (usada para
inhibir la actividad de los taninos) y el aumento
de la inclusion de la leguminosa en la mezcla
(30 vs 50%) aumentaron las concentraciones de
amonio de las mezclas incubadas (p<0.01). La
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menor concentracion de amonio en los diferentes
tiempos de incubacion fue para el tratamiento
con kikuyo que presentd concentraciones de
amonio similares a lo largo de la incubacion (véase
Figura 1).

Tabla 1. Composicion quimica de los forrajes (% MS)

Kikuyo L. uliginosus
(%) (%)

Proteina cruda (PC) 18.5 34.8
Proteina Soluble (%PC) 27.9 50.6
Nitrégeno No-proteico
(NNP)  (%PC) 19.6 32.8
Nitrogeno Insoluble en 4.0 3.9
Detergente Neutro (NIDN) ' '
Nitrogeno Insoluble en 10 34
Detergente Acido (NIDA) ' '
Fibra en Detergente
Neutro (FDN) 51.2 24.8
Fibra en Detergente Acido
(FDA) 28.8 22.1
Fenoles Totales (FT) 9.0 9.3
Taninos Condensados
(TC) ND 5.0
TC solubles ND 4.6
TC Insolubles ND 0.4
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Figura 1- Efecto de los taninos de L. uliginosus sobre las
concentraciones de N-NH, en un sistema in vitro.

Tasas de acumulacion de amonio

La tasa de acumulacion de amonio estimada
por regresion en la parte lineal de cada una de las
curvas de concentracién de amonio fue mayor
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para el tratamiento que contenia L. uliginosus solo
(véase Tabla 2) (p<0.05).

Las tasas de acumulacion de amonio aumentaron
al incrementar la inclusion de leguminosa en las
mezclas y al adicionar PEG a las mismas. El efecto
de la inclusion de PEG fue mas evidente para los
tratamientos con  mayores inclusiones de
leguminosa en la mezcla (50:50) (véase Tabla 2).

El coeficiente de determinacion para las tasas en
la mayoria de tratamientos fue alto, mostrando una
acumulacion lineal de amonio asociada al tiempo de
incubacion para las primeras horas de incubacion.
Este no fue el caso del kikuyo, el cual presentd el
coeficiente mas bajo, indicando que no existi6 una
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acumulacion de amonio en las primeras horas de
fermentacion (véase Tabla 2).

Digestibilidad in vitro de la materia seca
(DIVMSYr) con licor ruminal y licor  ruminal
seguido por pepsina (DIVMSp)

La DIVMSr y la DIVMSp fueron menores para
el L. uliginosus que para el kikuyo. Sin embargo, la
inclusion de Lotus no disminuy6 significativamente
la DIVMSr pero si la DIVMSp. La adicion de PEG
aumento la DIVMSr y la DIVMSp, mientras que la
MSndr no fue afectada por la especie, los taninos
o0 la inclusion de leguminosa en la mezcla (véase
Tabla 3).

Tabla 2. Efecto de los taninos de L. uliginosus sobre la tasa de liberacion de N-NH, hasta las horas 12 y 24 de incubacion in vitro.

Pendiente (B) Ecuacién (g =B +B,x) R?ajustado
Kikuyo 0.042 10.40=10.12+0.04x 0.005
K+L 70:30 0.25 12.19=10.43+0.25x% 0.82
K+L 70:30 +PEG 0.37" 13.20=10.58+0.37x 0.90
K+L 50:50 0.49 13.65=10.20+0.49x 0.79
K+L 50:50+PEG 0.89¢ 17.04=10.82+0.89x 0.97
L. uliginosus "1.75¢ 19.29=11.40+1.75x *0.96

*Valor correspondiente a la liberacién de amonio hasta la hora 12 de incubacién, no se tuvo en cuenta la hora 24 debido a que no correspondia a

una regresion de tipo lineal.

Bo (Mg N-NH3/ dL) fue estadisticamente significativo para todos los tratamientos, p<0.05.
Letras diferentes entre filas indican diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes de los tratamientos.

Tabla 3. Digestibilidad in vitro de la materia seca en fluido ruminal (48 h) y fluido ruminal mas pepsina (72 h).

Tratamientos DIVMSr DIVMSp MSndr
(%) (%)
Kikuyo 65.2 79.7 145
Kikuyo+L. uliginosus (70:30) 63.7 76.3 12.6
Kikuyo+L. uliginosus(70:30)+PEG 65.4 79.3 13.9
Kikuyo+L. uliginosus (50:50) 61.5 75.1 13.6
Kikuyo+L. uliginosus (50:50)+PEG 64.3 76.8 125
L. uliginosus 54.5 68.6 14.3

DIMSr = digestibilidad in vitro de la materia seca en fluido ruminal, DIMSa = digestibilidad in vitro de la materia seca en fluido ruminal +pepsina,
MSndr = materia seca no degradable en fluido ruminal y que se degrada por la adicion de pepsina y HCI.

Contrastes - Kikuyo vs. Lotus: p< 0.0001 para DIVMSr y DIVMSa y NS para MSndr; PEG vs. sin PEG: p= 0.0473 para DIVMSr , 0.014 para
DIVMSa y NS para MSndr; 70:30 vs 50:50 NS para DIVMSr, p=0.0061 para DIVMSa y NS para MSnsr

Discusion
Niveles y tasas de acumulacion de amonio

Efecto de la especie. El kikuyo tuvo la menor
concentracién de amonio y esta fue mas o menos
constante através del tiempo. Lamenor concentracion

de amonio se podria explicar porque este tratamiento
presentd el menor nivel de PC de todos y se ha
encontrado una estrecha relacion entre el nivel de
PC en los forrajes y la concentracién de amonio
ruminal en ausencia de taninos (14, 22).
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En este estudio se encontr6 una estrecha
relacion entre los niveles de proteina soluble con
los niveles de amonio (véase Tabla 4). El grado de
asociacion entre proteina soluble y los niveles
de amonio fue mas fuerte en las primeras horas de
incubacion confirmando que esta fraccion es la que
se degrada primero como han sugerido otros autores
(31, 40).

Tabla 4. Relacién entre las concentraciones de PC, PSy NNP y
la liberacion de amonio in vitro.

R? R?

Hora Variable Parcial Modelo P<F
6 PS 0.86 0.86 0.0001
12 PS 0.85 0.85 0.0001

PC 0.04 0.90 0.0230
o PC 0.27 0.27 0.0257
PS 0.28 0.55 0.0080
36 PC 0.61 0.61 0.0004
48 PC 0.41 0.41 0.0041
PS 0.31 0.73 0.0009

Ha sido demostrado que la degradacion ruminal
de proteina en plantas tipo C4 como el kikuyo es
mas lenta que en especies C3 como el L. uliginosus
(27,34). Esto se explica por la presencia de un tejido
adicional denominado anatomia Kranz que hace
que se presente una fase lag en la degradacion
de la proteina en el rumen (43). La extension de
una fase lag en la degradacion de la proteina de
plantas C4 podria explicar la disminucién en
la concentracion de amonio en la hora 6 para el
kikuyo mientras que la ausencia de estructuras
tipo Kranz parael L. uliginosus explicaria las altas
tasas deacumulacion de amonio en las primeras
horas de incubacion para esta especie.

Efecto de las mezclasy de los taninos. La adicion
del L.  uliginosus al Kkikuyo aument6 la
concentracion y las tasas de acumulacion de amonio
en el sistema debido a las altas concentraciones
de proteina 'y nitrégeno soluble de Ia
leguminosa. De la misma manera, la adicién
de PEG, que inhibe la actividad de los
taninos, aument6 las concentraciones de
amonio y las tasas de acumulacion sugiriendo un
efecto protector de los taninos sobre la degradacion
de la proteina como ha sido reportado en otros
estudios (4, 10 ,24). Sin embargo, este efecto no fue
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suficiente para que las concentraciones de amonio en
las mezclas fueran menores que en el tratamiento con
kikuyo solo. Relaciones tanino/proteina mayores a
las observadas en este estudio (6.4%) son necesarias
para un mayor nivel de proteccién (3, 11, 30).

DIVMS en fluido ruminal con y sin pepsina

Efecto de la especie y los taninos. Contrario a lo
esperado, la DIVMSr y DIVMSp del L. uliginosus
fue menor que la del kikuyo. Una menor cantidad
de FDN y FDA en el L. uliginosus deberia reflejarse
en una mayor digestibilidad (38). Esta aparente
contradiccion se podria explicar por la presencia
de taninos en el Lotus ya que estos inhiben la
degradacion de la materia seca (17, 21) o por una
mayor concentracion de lignina que es caracteristico
de las leguminosas (18). La adicién de PEG (inhibidor
de la accion de los taninos) mejord la DIVMSr y la
DIVMSp confirmando que los taninos tienen un
efecto inhibitorio sobre la degradacion de la materia
seca.

De otro lado, el efecto de proporciones L.
uliginosus con kikuyo no fue claro, mientras no
hubo diferencias a nivel ruminal, la digestibilidad
fue superior para la mezcla 70:30. Esto sugeriria
que el Lotus se podria usar en bajas proporciones
en la dieta de los rumiantes consumiendo kikuyo
sin efectos negativos.

Uno de los objetivos de este trabajo era el de
estimar el efecto de L. uliginosus y de sus taninos
sobre la degradacién de la proteina al mezclarse con
kikuyo. Aunque no se midid la digestibilidad de la
proteina se podria asumir que una disminucion en
los niveles de amonio causados por los taninos del
Lotus (tratamiento sin PEG) implica una menor
degradacion de la proteina. Los resultados de la
DIVMSr y DIVMSp indicarian que este es el caso.
Sin embargo, la materia seca pasante digerible no
fue diferente entre tratamientos, lo que sugeriria
gue no hay una ventaja en el uso de plantas ricas en
taninossobre lautilizacién de laproteinacomo hasido
sugerido por otros autores (23, 28, 41). Es posible
también que tanto los valores de la DIVMSr y la
DIVMSp hayan sido subestimadas para los
tratamientos con PEG ya que este compuesto ligado
a los taninos permanece en el residuo (25). Si este
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es el caso del presente estudio, el impacto de los
taninos sobre la degradacion de la materia seca seria
aln mas negativo. Varios autores han sugerido que
los efectos positivos de los taninos se presentan para
ciertasespeciesvegetalesperonoparaotras.Losefectos
positivos de los taninos han sido demostrados en el
L. corniculatus pero no en L. pedunculatus (4, 26).
Es mas, la mayoria de estudios con L. uliginosus
han sugerido que la presencia de estos compuestos en
esta variedad trae consecuencias negativas para
el animal (4, 23, 33). Las diferencias entre estas
especies de un mismo genero han sido atribuidas
al tipo de tanino y a su concentracion.

Summary
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Tanto a nivel ruminal como abomasal el L.
uliginosus puro presentd la menor degradabilidad
y se encontr6 un aumento en la misma al
adicionar PEG, lo que sugiere que la DIVMSr y la
DIVMSp fue menor debido a la accion de los
taninos.

Se concluye que los taninos presentes en el
Lotus uliginosus var. maku no fueron suficientes
para aumentar la proteina pasante (no degradada
en rumen pero degradada en abomaso), sugiriendo
que el complejo tanino-proteina no se disocia
completamente en el abomaso a pesar del pH acido.

Effect of mixing taniferus leguminose (Lotus uliginosus cv. Maku) whit Pennisetum clandestinum on
the degradability protein and dry matter in vitro

Two in vitro experiments were performed to determine the effect of mixing Lotus uliginosus var. Maku
(formerly named L. pedunculatus) and Pennisetum clandestinum (kikuyo) on protein degradation in
ruminal liquor and of dry matter degradation in ruminal liquor and ruminal liquor plus pepsin, with or
without polyethylene glycol (PEG). Treatments were: kikuyo, kikuyo 70% and L. uliginosus 30% with
or without PEG, kikuyo 50% and L. uliginosus 50% with or without PEG and L. uliginosus. Addition of
L. uliginosus to kikuyo or PEG addition (to inhibit tannin activity) increased both ammonia concentration
and ammonia accumulation rates in the system (p<0.01). Ammonia levels were highly correlated with
soluble protein (r=0.86) during the first hours of incubation. Dry matter digestibility in ruminal liquor
without and with pepsin (IVDMDr and IVDMDp) for L. uliginosus was lower than for kikuyo (p<0.01). In
the mixtures there was a difference in IVDMDp but not in IVDMDr being higher for the 70:30 than for the
50:50 mixtures (p=0.061). PEG addition improved IVDMDr and IVDMDp in the mixtures. We conclude
that L uliginosus could be included in low proportion (30%) in ruminant diets of animals pasturing kikuyo
without negative effects but higher inclusions may reduce diet digestibility due to the effects of tannins.

Key words: ammonia, digestibility, kikuyo, polyphenols, tannins
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