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Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo medir el impacto del remojo sobre la digestibilidad in vitro y la composicion
bromatologica en diferentes tiempos de sumersion en henos comiinmente utilizados para la alimentacion de caballos
criollos colombianos. Los tratamientos experimentales consistieron en el muestreo de henos comerciales de las especies
Braquiaria humidicola, Cynodon nlemfluensis, Dichanthium aristatum y Digitaria decumbens, los cuales fueron
sometidos a un proceso de inmersion en agua potable durante intervalos de 0, 6, 12, 24 y 48 horas de duracion. La
técnica in vitro de produccion de gases fue empleada para determinar la degradacion in vitro de la materia seca (%),
volumen de produccion de gas (ml) y produccion de metano (ml). La técnica in vitro requiri6 de la preparacion del
inoculo fecal equino el cual fue colectado per rectum de tres equinos de raza criollo colombiano. Los datos fueron
analizados bajo un modelo lineal mixto. Las medias de tratamientos fueron comparadas al establecer la diferencia
minima significativa considerando un nivel de significancia del 5%.

Después de 6 horas de inmersion se presentd una clara reduccion en las concentraciones de proteina cruda, extracto
etéreo, extracto libre de nitrégeno y cenizas. El tiempo de remojo influyo significativamente sobre la degradacion de la
materia seca (p<0.05). Los porcentajes de degradacion disminuyeron conforme el tiempo de remojo aumento.
Prolongados tiempos de remojo incrementaron las concentraciones de carbohidratos estructurales y redujeron la
digestibilidad y los contenidos de proteina y minerales, hecho que podria incidir sobre el consumo de materia seca y el
desempefio animal.
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Effect of soaking on in vitro digestibility and bromatological characteristics
of grass hay

Abstract

This work aimed to measure the impact of soaking on in vitro digestibility and composition of bromatology in different
dipping times in hay commonly used for the feeding of Colombian creole horses. The treatments consisted of sampling
commercial hays of Braquiaria humidicola, Cynodon nlemfluensis, Dichanthium aristatum and Digitaria decumbens ,
which were immersed in drinking water during intervals of 0, 6, 12, 24 and 48 hours of duration. The in vitro gas
production technique was used to determine the in vitro degradation of dry matter (%), gas (ml) and methane production
(ml). The in vitro technique required the preparation of the equine fecal inoculum which was collected (per rectum)) of
three horses of colombian creole breed. The data were analyzed under a mixed linear model. The means of treatments
were compared by establishing the minimum significant difference considering a level of significance of 5%. After 6
hours of immersion, there was a clear reduction in crude protein, ethereal extract, nitrogen free extract and ash
concentrations. Soak time had a significant influence on dry matter degradation (p <0.05). The dry matter degradation
decreased as the soak time increased. Prolonged soaking times increased structural carbohydrate concentrations and
reduced digestibility and protein and mineral contents, which could affect dry matter intake and animal performance.
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Introduccion

El manejo nutricional y alimentario cumple un papel importante en la salud de los equinos, tanto en el manejo como en
la prevencion de cuadros clinicos que inducen a desequilibrios metaboélicos y fenotipos relacionados con la obesidad. El
caballo Criollo Colombiano (CCC), anecddticamente se le atribuye una alta predisposicion a presentar adiposidad
localizada o regional; posiblemente debido a factores extrinsecos como el confinamiento, déficits de ejercicio y malas
practicas alimentarias y nutricionales, que se derivan de los modernos sistemas de manejo; sin descartase factores
intrinsecos como el genético que pueden contribuir a dicha predisposicion.

Recientemente, se han adoptado estrategias utilizadas por paises estacionales con poblaciones de equinos con alto indice
de obesidad; donde se recomienda reducir la ingestion de materia seca (Dugdale et al 2010; Morgan et al 2014) y la
implementacion de mecanismos para disminuir la concentracion de energia derivada de los carbohidratos solubles (CS)
presentes en los henos de diferentes tipos de gramineas (Robinson y Graham 2004; Frank 2011). Una de estas estrategias
consiste en el remojo del heno, que ha demostrado ser efectivo para disminuir la concentracion de CS (McGowan et al
2013; Argo et al 2015); sin embargo, se ha reportado que ocasiona pérdidas de otros componentes nutricionales que
deben ser cuantificados, monitoreados y suplementados de ser necesario (Mack et al 2014; Morgan et al 2016).

Algunos sistemas de produccion equina han adoptado esta estrategia no solamente para caballos obesos, sino también
para disminuir el material particulado respirable (polvo) que vehiculiza el heno. Manejo valido para caballos con
problemas respiratorios cronicos como la obstruccion recurrente de vias aéreas (ORVA) o como complemento a caballos
con desbalance hidrico (Clements y Pirie 2007; Lohmann, 2007). Sin embargo, se desconoce el efecto de esta practica
sobre las caracteristicas bromatoldgicas del heno elaborado con gramineas cultivadas en el tropico; una vez que las
condiciones climatoldgicas influyen en la fisiologia vegetal y la concentracion de nutrientes en la planta (Estrada, 2002).

Ante el creciente uso del heno remojado en el CCC, tanto para estimular la pérdida de peso como para otras
recomendaciones médicas; este trabajo tuvo como objetivo medir el impacto del remojo sobre la digestibilidad in vitro y
bromatologia en diferentes tiempos de sumersion en henos comiunmente utilizados para la alimentacion de CCC que
habitan en la zona del tropico.

Materiales y métodos
Localizacion y tratamientos

Las incubaciones in vitro y el analisis quimico de las muestras experimentales fueron realizadas en el laboratorio de
nutricion animal NutriLab — GRICA, de la Universidad de Antioquia, Colombia. Los tratamientos experimentales
consistieron en el muestreo de henos comerciales de gramineas de las especies Braquiaria humidicola, Cynodon
nlemfluensis, Dichanthium aristatum y Digitaria decumbens. Un total de 20 fardos de cada especie forrajera fue
muestreado; el peso de cada submuestra fue de 500 gramos. Las submuestras fueron mezcladas y de ellas, una muestra
compuesta de 2000 gramos fue tomada para ser analizada y procesada como se describe a continuacion. Las cuatro
especies forrajeras fueron sometidas a un proceso de inmersion en agua potable durante intervalos de 0, 6, 12, 24 y 48
horas de duracion. Para esto, una muestra de 400 gramos de heno de cada graminea, fue molida en molino estacionario
con criba de Imm. La muestra molida de cada especie fue sometida a un proceso de mezclado de homogenizacion y
dividida en 5 fracciones de 80 g de peso, las cuales fueron transferidas a sendos recipientes de vidrio, con capacidad de
1000 ml y sometidas a remojo en agua a temperatura ambiente y a intervalos de diferente duracion como previamente
descrito. Una vez cumplido el tiempo de inmersion, las muestras se filtraron a través de papel de filtro de celulosa
(grado 113) con un tamafio de poro de 5 a 8 um. El material filtrado fue sometido a secado en estufa a 65° C por 48
horas y almacenado para su posterior analisis.

Analisis quimico

Las muestras de heno de las cuatro especies en estudio sometidas a cinco periodos de inmersion en agua, fueron
analizadas para determinar el efecto del remojo sobre las concentraciones de materia seca (MS) (secado en estufa de
ventilacion forzada a 65° C/48 horas), proteina cruda (PC) (AOAC, 2005), fibra detergente neutro (FDN) y fibra
detergente acido (FDA) (Van Soest y Robertson, 1985), cenizas por incineracion completa de la muestra a 550° C por 4
horas, extracto etéreo (método Soxhlet, AOAC 2005, 2003.05) y extracto libre de nitrégeno (ELN) por diferencia
(ELN= 100-(%PC+%FDN+%EE+%cenizas)

Técnica in vitro de produccion de gases
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La técnica in vitro de produccion de gases fue empleada como descrito por Mauricio et al (1999). La incubacion fue
realizada en frascos de vidrio con capacidad de 100 ml. En cada frasco se pesaron 500 mg de las muestras de forraje en
estudio y se incubaron en estufa de ventilacion forzada a 39° C previa adicion de 45 ml de una solucion buffer
(McDougall, 1948) y 5 ml de in6culo fecal equino procesado como descrito por Posada et al (2012). La preparacion del
indculo fecal requirid de la colecta de heces per rectum de tres equinos de raza criollo colombiano. Las muestras de
heces se almacenaron en garrafas térmicas precalentadas a 39° C y se transportaron al laboratorio para su procesamiento.
En el laboratorio, las muestras de heces de cada equino se mezclaron con 300 ml de solucion buffer (McDougall, 1948)
a 39° C. La mezcla fue agitada con baston de vidrio para garantizar una solucion homogénea. La solucion fue filtrada a
través de dos pafios de algodon, de tal manera que, la fraccion liquida constituy6 el indculo fecal y la parte solida
restante fue descartada. Los tres indculos fecales colectados constituyeron las repeticiones.

Variables evaluadas

Los tiempos de incubacion in vitro fueron 24 y 48 horas, periodo durante el cual se evalud: Degradacion in vitro dde la
MS (%) (método gravimétrico), volumen de produccion de gas (ml) (Posada et al, 2006) y produccion de metano (ml)
(Lopez y Newblod 2007).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados bajo un modelo lineal mixto, considerando como efectos fijos la especie de graminea, el
tiempo de inmersion en agua, la interaccion especie x tiempo de inmersion y como efecto aleatorio el animal donador
del inoculo fecal. Las medias de tratamientos fueron comparadas al establecer la diferencia minima significativa
considerando un nivel de significancia del 5%.

Resultados y discusion

De manera general los henos evaluados se caracterizaron por presentar altos contenidos de carbohidratos estructurales
(superiores al 77%) y bajas concentraciones de CS (inferiores al 6%) (Tabla 1). Las concentraciones de PC se situaron
en el rango habitualmente reportado para este tipo de forraje conservado, variando entre 3.1 y 8.3%, para las condiciones
del tropico.

Un efecto estadisticamente significativo del remojo sobre las concentraciones de PC, EE y ELN fueron observados a
partir de las 6 horas de inmersion de los henos (Tabla 1). La reduccion en las concentraciones de estas fracciones esta
asociada a la salida de proteinas y carbohidratos solubles, asi como también a la salida de pigmentos que son
cuantificados en el EE. Durante las primeras 6 horas 20.6 + 12% de la PC de los henos fue removida, en tanto que, el
maximo porcentaje de remocion se observo a las 48 horas de inmersion (30.3 & 2.2%). La variabilidad en los porcentajes
de remocion de la PC observada a las 6 horas puede ser atribuida a la variedad de especies de pasto, etapa de
crecimiento a la cosecha y condiciones edaficas. En cultivos maduros, si la proteina esta unida a la pared celular, es
probable que la lixiviacion de este nutriente sea baja, mientras que el forraje frondoso con un contenido de proteina
soluble mas alto puede sufrir mayores pérdidas de CP después del remojo (Martinson et al 2012).

Los henos evaluados presentaron bajas concentraciones de carbohidratos no estructurales (ELN) (Tabla 1), con valores
que variaron entre 3.4 y 5.7%. El remojo de los henos durante 6 horas redujo la concentraciéon de ELN en 36 + 6% con
un aumento concomitante en la FDN del 7 + 2.5%. El 67% de los carbohidratos no estructurales fue removido con 12
horas de remojo, valor que permaneci6 inmodificable en los restantes tiempos de inmersion. Resultados similares fueron
reportados por Martinson et al (2012), quienes evaluando el efecto del remojo de henos del Alfalfa y Orchardgrass sobre
la remocion de carbohidratos y materia seca, encontraron que después de 12 horas de remojo, los henos de alfalfa
perdieron el 60.6% de los carbohidratos no estructurales, en tanto que, en el Orchardgrass se perdio6 el 72%.

Estudios con 9 tipos de henos del Reino Unido, sometidos a diferentes tiempos de remojo (14.5 y 16h) demostraron
pérdidas que oscilaron en promedio entre el 27, 32.9 y 51.41% de CS (Longland et al 2011; Mack et al 2014; Argo et al
2015). Teniendo en cuenta que estos henos tuvieron una concentracion inicial de carbohidratos no estructurales entre el
12,3 y 23%, mostraron menores pérdidas a un mayor tiempo de remojo; siendo la dindmica de pérdidas contraria en este
estudio, ademas de tener una menor concentracion inicial de estos carbohidratos (3.4 y 5.7%). Esto demuestra la
existencia de diferencias agronomicas en las gramineas de paises estacionarios que se deben considerar al momento de
implementar estas practicas en las condiciones del tropico.

La concentracion de cenizas en los henos fue afectada por el remojo del heno (Tabla 1). En promedio 26 + 10% del
contenido mineral fue removido en las primeras 6 horas de remojo. Periodos mas prolongados de inmersion (48 horas)
provocaron lixiviacion del contenido mineral en un rango del 26.4 al 45.1%. Diferentes investigadores (Collins 1982;
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Blackman y Moore-Colyet 1998; Moore-Colyer 1996; Watts 2003) reportan pérdidas significativas en las
concentraciones de fosforo (P), potasio (K) y magnesio (Mg) con el remojo. En estos estudios, periodos de inmersion de
30 minutos provocaron lixiviacion del 46 a 55% de los minerales antes descritos. Este mismo fenomeno fue observado
por Mack et al (2014) con varios henos destinados para equinos, después de 14.5 horas de remojo se demostré pérdidas
no solo de macro-minerales sino también de micro-minerales.

Tabla 1. Efecto del tiempo de remojo sobre la composicion quimica del heno de gramineas
Horas de inmersién

Especies de Gramineas

0 6 12 24 48
materia seca, %
Braquiaria humidicola 90.1 90.1 89.2 88.3 88.9
Cynodon nlemfluensis 89.8 86.8 89.0 88.7 89.4
Dichantium aristatum 89.9 89.3 88.8 89.3 88.8
Digitaria decumbens 90.3 89.1 89.5 89.7 89.6
Proteina cruda, % de la MS
Braquiaria humidicola 8.3a 5.2b 5.3b 5.5b 5.6b
Cynodon nlemfluensis 3.1a 3a 2.6b 2.2b 2.2b
Dichantium aristatum 4.3a 3.9ab 3.9ab 3.6bc 3.1c
Digitaria decumbens 5.7a 4.4b 3.9b 3.9b 3.9b
Extracto etéreo, % de la MS
Braquiaria humidicola 1.6a 1.2b 1.1b 1.1b 1.6b
Cynodon nlemfluensis 1.6a 1.3b 1.3b 1.2b 1.6a
Dichantium aristatum 1.8a 1.5b 1.3b 1.3b 1.5b
Digitaria decumbens 2.2a 1.8ab 1.6b 1.5b 2.2a
Fibra detergente neutro, % de la MS
Braquiaria humidicola 77.7a 85b 86b 85.8b 85.3b
Cynodon nlemfluensis 82.7a 86.4b 88.7b 89.3b 88.9b
Dichantium aristatum 78.4a 82.9b 87.1b 86.9b 86.6b
Digitaria decumbens 77.9a 85.2b 86.9b 87.1b 86.7b
Fibra detergente dcido, % de la MS
Braquiaria humidicola 38.6a 44b 44.3b 43.3b 43.3b
Cynodon nlemfluensis 47.7a 46.2a 49.9a 48.6a 49.6a
Dichantium aristatum 42.9a 42.2a 45.3ab 47.3b 47.8b
Digitaria decumbens 41.4a 47.3b 48.5b 48.5b 51.8b
Cenizas, % de la MS
Braquiaria humidicola 8.7a 6.4b 6.3b 6.5b 6.4b
Cynodon nlemfluensis 9.2a 7.1b 6.5b 6.8b 6.7b
Dichantium aristatum 9.8a 8.3b 6¢ 6.2¢c 6.5¢
Digitaria decumbens 10.2a 6.1b 6b 5.8b 5.6b
Extracto libre de nitrogeno, % de la MS
Braquiaria humidicola 3.7a 2.2b 1.3c l.lc 1.1c
Cynodon nlemfluensis 34a 2.2b 0.9¢ 0.5¢ 0.6¢
Dichantium aristatum 5.7a 3.4b 1.7¢ 2c 2.3c
Digitaria decumbens 4a 2.5b 1.6¢ 1.7¢c 1.6¢c

etras distintas en una misma fila, indican diferencias estadisticas entre medias (p<0.05)

Martinson et al (2012) reportan que la baja solubilidad de calcio (Ca) en el agua, hace con que la concentracion de este
mineral en el heno permanezca inalterada después del remojo. Por otra parte, el P es fAcilmente removido durante el
remojo, hecho que implica que la relacion Ca: P en el heno se vea alterada con esta practica. El NRC (2007) recomienda
que la relacion Ca:P debe estar en el rango 1:1 a 3:1. Estos mismos autores, reportan que después de 12 horas de remojo
del heno, la relacion Ca:P puede ubicarse en el rango de 8:1 a 10:1 y que animales que consuman este heno pueden
experimentar deficiencias de P.
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Figura 1. Degradacion de la MS de henos utilizados en la alimentacion de equinos estabulados en los intervalos de incubacion
(") 0 —24 horas y (+) 0 — 48 horas. Letras mintisculas distintas indican diferencias estadisticas entre medias (p<0.05)

El porcentaje de degradacion de los henos en los intervalos de incubacion 0 — 24 horas y 0 — 48 horas es presentado en la
Figura 1. Las gramineas mostraron diferentes porcentajes de degradacion pre-inmersion, donde el B. humidicola y el D.
aristatum, presentaron los mayores porcentajes.

El tiempo de remojo influy6 significativamente sobre la degradacion de la MS (p<0.05). Los porcentajes de degradacion
disminuyeron conforme el tiempo de remojo aumento. La causa de este hecho, radica en que el remojo promueve la
lixiviacion de los componentes solubles del forraje. Noguera et al (2005) manifiestan que la fraccion soluble en
detergente neutro de los forrajes, tiene un papel importante en el inicio del proceso fermentativo en el rumen, que podria
ser similar en las camaras fermentativas del equino; esta fraccion constituye un sustrato energético de rapida
fermentacion para los microorganismos que facilita los procesos de adhesion y colonizacion del sustrato. Por otra parte,
la concentracion de los carbohidratos estructurales con el remojo también habria contribuido a reducir la degradacion de

la MS.
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Figura 2. Volumen de produccion de gases (ml) y produccion de metano (ml) después de 48 horas de incubacion in vitro de henos sometidos a
diferentes tiempos de remojo.
Letras diferentes para una misma variable, indican diferencias estadisticas significativas entre tiempos de remojo para una misma especie de
graminea (p<0.05).

El volumen de gas producido durante el proceso de incubacion in vitro representa la capacidad de los microorganismos
para fermentar el sustrato. El mayor volumen de gas y la mayor produccion de metano fueron registrados para el
Brachiaria humicola (Figura 2); hecho que era esperado, puesto que esta especie present6 la mayor degradacion de la
MS (Figura 1). En todas las especies evaluadas el remojo provocé una reduccion significativa en el volumen de gas
producido, sin embargo, esa reduccion se observo a diferentes intervalos de tiempo. Por ejemplo, las especies
Dichantium aristatum y Cynodon nlemfluencis, cambios significativos en su dindmica de fermentacion se observan
después de 12 horas de remojo, en tanto que para el Digitaria decumbens y Brachiaria humidicola, 6 y 12 horas,
respectivamente, parecen ser suficientes para alterar su patron de fermentacion. Estas diferencias entre especies,
obedecen a variaciones en la composicion quimica y en la estructura de la pared celular de las plantas.

El remojo del heno es una practica ampliamente difundida entre los criadores de caballos en Colombia, buscando reducir
el riesgo de varios cuadros clinicos, como los desordenes respiratorios en los caballos tipo ORVA asociados al polvo en
el forraje. En este material particulado se incluyen bacterias, esporas de hongos, particulas de plantas y fragmentos de
insectos que provocan hipersensibilidad dentro de los pulmones del animal, causando un aumento de la secrecion
mucosa, tos y una reducida capacidad para el ejercicio (McGorum et al 1993). Igualmente, se ha demostrado ser efectivo
para la pérdida de peso en equinos con fenotipo de sindrome metabdlico (obesidad, resistencia a insulina y laminitis)
(McGowan et al 2013). Sin embargo, tiempos de remojo prolongados remueven gran parte de la PC, carbohidratos no
estructurales y cenizas conforme se demostro en este trabajo (Tabla 1), que podrian comprometer el aporte diario de
estos nutrientes para el animal.

Conclusiones

e Durante la implementacion de la practica de remojo del heno, se debe tener en cuenta que tiempos de remojo
inferiores a 6 horas son los mas recomendados para minimizar las pérdidas de nutrientes por lixiviacion.
Igualmente, analisis bromatologicos de los henos deben ser considerados, para establecer criterios en el
establecimiento de estas practicas en el tropico.

e Prolongados tiempos de remojo incrementaron las concentraciones de carbohidratos estructurales y redujeron la
digestibilidad y los contenidos de proteina y minerales, hecho que podria incidir sobre el consumo de materia seca

y el desempefio animal. Aspectos que se deberian controlar o manejar durante la prescripcion médica del uso del
heno remojado.
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