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DESCRIPCION
Ingrediente para pienso para animales, pienso y método para alimentar animales
Campo de lainvencién

La presente invencion pertenece a los campos de la ganaderia y el pienso para animales. La presente invencion
se refiere a un pienso para animales que comprende granos germinados y secos.

Antecedentes

En la nutricion de los animales, la promocién de la salud y el bienestar de los animales a través de la
alimentacién es cada vez mas importante. Como ejemplo, las personas estan interesadas en el impacto de la
alimentacién en la microbiota intestinal y la salud intestinal que afectan a la fisiologia y la salud de un animal de
muchas maneras.

La industria de los piensos ha estado aplicando enzimas digestivas de hidratos de carbono en piensos
industriales durante casi 30 afios. Se usan enzimas para la hidrélisis de polisacaridos no amilaceos ampliamente
en la industria de los piensos para mejorar la utilizacion pienso y aliviar los trastornos digestivos en los animales
de produccién. Inicialmente, las enzimas se usaban con granos de alta viscosidad, tales como trigo y cebada,
para aliviar los trastornos digestivos que provocaban en los animales de produccién.

El malteado es el proceso de convertir granos de cereales en malta, por ejemplo, para su uso en elaboracion de
cerveza, destilacion o en alimentos. El propésito principal del malteado es proporcionar cambios fisicos, quimicos
y bioquimicos en el grano, produciendo asi enzimas que son capaces de descomponer el almidén del grano. El
proceso de germinacién convierte parte del almiddn, la energia almacenada en la semilla, en azGcares mas
simples que se usan en su etapa inicial de crecimiento. La conversion de almidén en azlcar se logra mediante
enzimas que produce la semilla durante este proceso.

El proceso de malteado normalmente comprende al menos tres fases, concretamente, etapas de inmersion,
germinacion y secado. En primer lugar, el cereal que va a usarse se purifica y tamiza, y luego se remoja en agua
para proporcionar un contenido de humedad adecuado (aprox. el 45 9%). Cuando los granos estan
adecuadamente himedos, germinan habitualmente durante aproximadamente seis dias. La germinacion de los
granos requiere un contenido de humedad de al menos aproximadamente el 37 %. Después de la germinacion,
la malta se seca y, de ese modo, el contenido de humedad se reduce hasta aproximadamente el 4-10 %.
Después del secado, se eliminan las raicillas.

Los granos de malta expresan muchas actividades enzimaticas que estan especificamente dirigidas a hidrolizar
macromoléculas vegetales. Las actividades enzimaticas expresadas son un céctel de amilasas, proteasas,
glucanasas, xilanasas, fitasas y muchas otras, lo mas probablemente incluso enzimas no caracterizadas, que
son importantes para la germinacién de las semillas y la nutricién de las plantulas. Pratt et al. (documento US
4.251.630) dan a conocer cebada malteada que tiene una actividad alfa-1,6-hidrolasa de al menos 55 unidades
por gramo de malta que se usa para producir bebidas alcohdlicas y jarabe de maltosa.

Se han alimentado animales con granos sin procesar o sin tratar durante mucho tiempo. Ademas, se sabe bien
gue se han alimentado animales con granos malteados. Como ejemplo, Wettstein et al. (2000, PNAS vol. 97, n.°
25, 13512-13517) describen la alimentacion de pollos con malta de cebada transgénica (linea 5607) y muestran,
por ejemplo, un aumento de peso equivalente a las dietas de maiz. En este estudio, la malta Golden Promise
también aumentd la ganancia de peso de los pollos en comparacién con la dieta normal de cebada. Tiwari y
Awasthi (J Food Sci Technol 2014, 51(9): 2256-2259) divulgan harina de avena malteada que tiene una actividad
alfa amilasa de 720,0 unidades (ug/ml) que se usa para producir una mezcla para el destete. Bae et al
(documento US 6.036.431) dan a conocer cereales germinados y secos que tienen actividad amilasa de mas de
100 unidades/g para la fabricacion de composiciones de piensos para gallinas, cerdos y perros. Okoh et al.
(Journal of the Science of Food and Agriculture 1989, 49(3): 271-279) dan a conocer granos de sorgo
germinados y secos usados como pienso para pollos.

La infeccion intestinal denominada coccidiosis es uno de los principales problemas de la industria avicola
internacional, especialmente en el sector de pollos de engorde. La coccidiosis del pollo est4 provocada por
microparasitos del género Eimeria que infectan el epitelio intestinal. Los coccidios tienen ciclos de vida
complejos, que implican multiplicacién en el epitelio intestinal y transmision entre pollitos como ooquistes
resistentes a la sequia a través del aire y el polvo. Cada ooquiste lleva ocho esporozoitos unicelulares que,
cuando los ingiere un pollo, se liberan en la luz intestinal y se multiplican dentro de las células epiteliales
intestinales. La nueva generacion de ooquistes se libera el sexto dia después de la infeccion, después de lo cual
el pollito generalmente se recupera de la enfermedad y adquiere inmunidad contra las especies especificas de
Eimeria.
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La accion de los parasitos coccidios sobre el epitelio intestinal disminuye la tasa de absorcién de nutrientes, dafia
la funcién de barrera epitelial contra bacterias patdgenas y aumenta enormemente la susceptibilidad a
infecciones secundarias. La enteritis necrética, que es la infeccién bacteriana mas grave asociada con la
coccidiosis, provoca pérdidas econdémicas significativas a los productores avicolas cada afio.

Se usan coccidiostaticos, que como compuestos son similares a los antibiéticos, en practicamente todas las
dietas de pollos de engorde en todo el mundo debido a la abundancia de coccidios. La Union Europea ha
discutido sobre la posibilidad de prohibir el uso de coccidiostaticos en las dietas de pollos de engorde, como
anteriormente prohibié el uso de antibiéticos en piensos. Por tanto, los aditivos alimentarios distintos de
antibiéticos que puedan reducir los efectos negativos de la coccidiosis serian de gran valor para la industria
avicola internacional.

En resumen, se garantizan mejoras y desarrollos del pienso para animales para proporcionar piensos rentables y
aumentar el bienestar (por ejemplo, el bienestar intestinal o el bienestar del tracto digestivo) de los animales.
Ademas, sigue existiendo la necesidad de ingredientes eficaces y naturales, que tengan impactos ambientales
positivos tales como un menor consumo de pienso o una menor produccién de excrementos, cuando se usan en
piensos para animales.

Sumario

Lo siguiente presenta un sumario simplificado de caracteristicas dadas a conocer en el presente documento para
proporcionar una comprension basica de algunos aspectos a modo de ejemplo de la invencién. Este sumario no
es una visién general extensa de la invencion. No pretende identificar elementos clave/criticos elementos de la
invencion ni delinear el alcance de la invencién. Su Unico propdsito es presentar algunos conceptos dados a
conocer en el presente documento de forma simplificada como preludio de una descripcion mas detallada.

Segun un aspecto, se proporciona la materia de las reivindicaciones independientes. Se definen realizaciones en
las reivindicaciones dependientes.

Uno o mas ejemplos de implementaciones se exponen en mas detalle en los dibujos adjuntos y la descripcién a
continuacién. Otras caracteristicas resultaran evidentes a partir de la descripcién y los dibujos, y a partir de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion, la invencion se describird en mayor detalle por medio de realizaciones especificas con referencia
a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra el efecto de la inclusion de malta sobre la solubilizacién de azlcar a partir de trigo y maiz
desalmidonados. La solubilizacion de azlcar se analiz6 mediante DNS (panel superior) y HPLC después de la
hidrélisis con &cido (panel inferior). Las columnas marcadas con “Trigo” o “Maiz” muestran la solubilizacién de
azUlcar a diferentes niveles de inclusion de malta de trigo y maiz, respectivamente. Las columnas marcadas con
“Ninguno” muestran la liberacién de azlcares a diferentes nivales de malta sola, en ausencia de trigo o maiz. Las
barras en las columnas indican el error estandar de la media entre los vasos replicados. Los asteriscos indican la
significacion estadistica de la diferencia con respecto al control en ausencia de malta tal como se define en los
ejemplos.

La figura 2 muestra el efecto de la inclusion de malta sobre el grado de polimerizacién de azucares solubles
liberados de trigo o maiz desalmidonado. Las columnas marcadas con “Trigo” o “Maiz” muestran el grado de
polimerizacion a diferentes niveles de inclusion de malta de trigo o maiz, respectivamente. Las columnas
marcadas con “Ninguno” muestran el grado de polimerizacion de azucares a diferentes niveles de malta sola, en
ausencia de trigo o maiz. Las barras en las columnas indican el error estandar de la media entre los vasos
replicados. Los asteriscos indican la significacion estadistica de la diferencia con respecto al control en ausencia
de malta.

Las figuras 3a y 3b muestran el efecto de la inclusion de malta sobre la solubilizacion de glucosa, xilosa y
arabinosa a partir de trigo y maiz desalmidonados. Las columnas marcadas con “Trigo” o “Maiz” muestran la
solubilizacién de azucar a diferentes niveles de inclusion de malta de trigo o maiz, respectivamente. Las
columnas marcadas con “Ninguno” muestran la liberacion de azucares a diferentes nivales de malta sola, en
ausencia de trigo o maiz. Las barras en las columnas indican el error estandar de la media entre los vasos
replicados. Los asteriscos indican la significacion estadistica de la diferencia con respecto al control en ausencia
de malta.

La figura 4 muestra el aumento de peso promedio en los tres grupos de dieta. La linea discontinua representa el
aumento de peso promedio de pollos de engorde Ross, segun Aviagen Ltd que es el criador y proveedor de las
lineas de abuelos de esta raza de pollos de engorde.
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La figura 5 muestra el consumo de pienso promedio por corral durante todo el periodo de estudio (media * EE).

La figura 6 muestra la razén de conversion de pienso durante el periodo de dieta de inicio (dias 1-17; media +
EE).

La figura 7 muestra la razén de conversion de pienso durante el periodo de dieta de crecimiento (dias 17-29;
media = EE).

La figura 8 muestra la razén de conversion de pienso durante todo el periodo de estudio (dias 1-29; media + EE).
La figura 9 muestra la mortalidad (%) durante todo el periodo de estudio (dias 1-29; media + EE).

La figura 10 muestra los nimeros de estreptococos en muestras de ileon el dia 28 tal como se mide mediante
gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 11 muestra los nimeros de lactobacilos en muestras de ileon el dia 28 tal como se mide mediante
gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 12 muestra los nimeros de enterococos en muestras de ileon el dia 28 tal como se mide mediante
gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de 14 0 16 muestras repetidas.

La figura 13 muestra los numeros de bifidobacterias en muestras cecales el dia 17 tal como se mide mediante
gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 14 muestra los nimeros de Coriobacteriaceae en muestras cecales el dia 17 tal como se mide
mediante gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 15 muestra la concentracién absoluta de acido acético en muestras de ileon el dia 29. Las barras son
los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 16 muestra la concentracién absoluta de acido lactico en muestras de ileon el dia 29. Las barras son
los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 17 muestra la concentracion absoluta de VFA totales en muestras cecales el dia 17. Las barras son los
errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 18 muestra la concentracion absoluta de acido acético en muestras cecales el dia 17. Las barras son
los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 19 muestra la concentracion absoluta de acido lactico en muestras cecales el dia 17. Las barras son los
errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 20 muestra la concentracion absoluta de acido butirico en muestras cecales el dia 29. Las barras son
los errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

La figura 21 muestra la concentraciéon absoluta de acido lactico en muestras cecales el dia 29. Las barras son los
errores estandar de la media de 14 o 16 muestras repetidas.

Las figuras 22A-C muestran el efecto de la malta sobre el consumo de pienso de pollos de engorde. Los paneles
A a C muestran el consumo de pienso/corral durante el periodo de dieta de inicio 0-14 dias, el periodo de dieta
de crecimiento temprano de 14-21 dias y el periodo de ensayo completo de 0-35 dias. Los asteriscos muestran la
significacion de la diferencia con respecto al control mediante la prueba de Dunnett y las barras de error indican
el EEM.

Las figuras 23A-B muestran el efecto de la malta sobre la razén de conversion de pienso. Los paneles Ay B
muestran la razén de conversion de pienso durante los periodos de 14-21 dias y 0-35 dias, respectivamente. El
panel C muestra la FCR del ensayo previo durante el periodo de ensayo completo de 0-35 dias. Los asteriscos
muestran la significacion de la diferencia con respecto al control mediante la prueba de Dunnett y las barras de
error indican el EEM.

La figura 24 muestra el efecto de la malta sobre el % de mortalidad. La figura 24 muestra el % de mortalidad
durante el periodo de 0-14 dias. Los asteriscos muestran la significacion de la diferencia con respecto al control
mediante la prueba de Dunnett y las barras de error indican el EEM.

Las figuras 25A-B muestran el efecto de la malta sobre eficiencia de conversion de pienso corregida por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2950660 T3

mortalidad. Los paneles A y B muestran la FCR corregida por mortalidad durante los periodos de crecimiento de
14-21 y 0-35 dias, respectivamente. Los asteriscos muestran la significacion de la diferencia con respecto al
control mediante la prueba de Dunnett y las barras de error indican el EEM.

Las figuras 26A-C muestran el efecto de la malta de cebada sobre el peso corporal de pollos de engorde. Los
paneles A, B y C muestran el peso corporal los dias 13, 21 y 35, respectivamente. Las barras de error muestran
el EEM vy los asteriscos la significacion de la diferencia con respecto a los controles negativos.

Las figuras 27A-D muestran el efecto de la malta de cebada sobre el aumento de peso corporal de pollos de
engorde. Los paneles A, B, C y D muestran el aumento de peso corporal durante los periodos de crecimiento de
0-13, 13-21, 21-35 y 0-35 dias, respectivamente. Las barras de error muestran el EEM y los asteriscos la
significacion de la diferencia con respecto a los controles negativos.

Las figuras 28A-D muestran el efecto de la malta de cebada sobre el consumo de pienso de pollos de engorde.
Los paneles A, B, C y D muestran el consumo de pienso durante los periodos de crecimiento de 0-13, 13-21, 21-
35 y 0-35 dias, respectivamente. Las barras de error muestran el EEM y los asteriscos la significacion de la
diferencia con respecto a los controles negativos.

Las figuras 29A-D muestran el efecto de la malta de cebada sobre la razén de conversién de pienso de pollos de
engorde. Los paneles A, B, C y D muestran la eficiencia de conversién de pienso durante los periodos de
crecimiento de 0-13,13-21, 21-35 y 0-35 dias, respectivamente. Las barras de error muestran el EEM vy los
asteriscos la significacion de la diferencia con respecto a los controles negativos.

La figura 30 muestra el efecto de la malta de cebada sobre la mortalidad de pollos de engorde. La figura 30
muestra la mortalidad durante el periodo de crecimiento completo de 0-35 dias. Las barras de error muestran
entre las réplicas.

Las figuras 31A-D muestran el efecto de la malta de cebada sobre la razén de conversion de pienso corregida
por mortalidad de pollos de engorde. Los paneles A, B, C y D muestran la eficiencia de conversion de pienso
corregida por mortalidad durante los periodos de crecimiento de 0-13, 13-21, 21-35 y 0-35 dias, respectivamente.
Las barras de error muestran el EEM y los asteriscos la significacion de la diferencia con respecto a los controles
negativos.

La figura 32 muestra el efecto de la malta de cebada sobre lesiones de NE del yeyuno de pollos de engorde. La
figura 32 muestra las puntuaciones de lesiones del yeyuno el dia 21. Las barras de error muestran el EEM.

La figura 33 muestra los numeros de bacterias totales en muestras de ileon en el punto de muestreo del dia 21
tal como se mide mediante gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de muestras repetidas y los
asteriscos la diferencia estadistica con respecto a la dieta de control negativo con la prueba de la t.

Figura 34. Numeros de Eimeria en muestras de ileon en el punto de muestreo del dia 21 tal como se mide
mediante gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de muestras repetidas y los asteriscos la
diferencia estadistica con respecto a la dieta de control negativo 1 con la prueba de la t.
Figura 35. Nimeros de C. perfringens en muestras de ileon en el punto de muestreo del dia 21 tal como se mide
mediante gPCR. Las barras son los errores estandar de la media de muestras repetidas y los asteriscos la
diferencia estadistica con respecto a la dieta de control negativo 1 con la prueba de la t.

La figura 36 muestra los promedios de digestibilidad de la dieta obtenidos de materia seca, materia organica y
proteina en bruto.

La figura 37 muestra los promedios de digestibilidad de la dieta obtenidos para ceniza, fibra en bruto, NDF y
ADF.

La figura 38 muestra las respuestas de glucosa para las dietas experimentales.

La figura 39 muestra la respuesta de insulina para las dietas experimentales.

La figura 40 muestra la respuesta del lactato en sangre para las dietas experimentales.

Descripcion detallada de realizaciones

Las siguientes realizaciones son a modo de ejemplo. Aunque la memoria descriptiva puede referirse a “una” o
“algunas” realizacidn/realizaciones en varias ubicaciones, esto no significa necesariamente que cada una de

tales referencias sea a la(s) misma(s) realizacién/realizaciones, o que la caracteristica se aplique solo a una
Unica realizacién. También pueden combinarse caracteristicas individuales de diferentes realizaciones para
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proporcionar otras realizaciones. Ademas, las expresiones “que comprende”, “que contiene” y “que incluye”
deben entenderse como no limitativas de las realizaciones descritas para que consistan solo en las
caracteristicas que se han mencionado y tales realizaciones pueden contener también caracteristicas/estructuras
gue no se han mencionado especificamente.

La presente invencion proporciona un pienso para animales para solucionar los problemas de la alimentacion
animal, concretamente la falta de un pienso natural eficaz que provoque bienestar.

La invencion se basa en la idea de usar granos germinados y secos especificos en el pienso para animales. De
hecho, mediante la presente invencion, es posible lograr efectos que incluyen una mejora de la salud intestinal
de aves de corral durante y/o después de la infeccién por Eimeria, una reduccion de la gravedad de la infeccion
por C. perfringens en aves de corral y una mejora del rendimiento de las aves de corral en condiciones de
exposicion a enteritis necrdtica. También se da a conocer que pueden lograrse efectos que incluyen pero no se
limitan a reduccion del consumo de pienso, mejora de la tasa de conversion de pienso, aumento de peso,
disminucion de la produccion de heces, bienestar intestinal o bienestar del tracto digestive, reduccion de la
gravedad de la infeccién por C. perfringens durante la fase aguda de la enteritis necrética y mejora del
rendimiento de los animales. Estos efectos se logran usando granos germinados y secos especificos en el
pienso. El uso de solo pequefias cantidades del ingrediente disminuye los costes de produccion del pienso para
animales y, por tanto, tiene también efectos ambientales positivos debido a los menores volimenes de
producciéon. Ademas, el sabor o la palatabilidad del pienso logrado mediante la presente invencion es muy bueno
y el pienso no provoca problemas digestivos. Un objeto de la presente invencién es proporcionar un ingrediente o
componente natural para piensos que haga posible lograr de manera rentable resultados eficaces en animales
en comparacion con los presentes métodos de alimentacion.

La presente invencion proporciona componentes muy eficaces, que pueden utilizarse en el pienso para animales
sin ninguna enzima para pienso producida industrialmente. La mayoria de las enzimas industriales son formas
recombinantes producidas en bacterias y hongos. Segun la presente invencion, es posible lograr productos de
piensos mas naturales evitando estas enzimas industriales o disminuyendo el niimero de enzimas usadas como
aditivos para piensos.

La presente invencion proporciona un medio para aliviar los efectos negativos de la coccidiosis inducida por
Eimeria maxima en el rendimiento de pollitos de engorde, usando granos germinados y secos especificos en el
pienso para animales para inhibir la infeccién por C. perfringens durante la fase grave de la enteritis necrética. La
invencion cambia la fermentacion microbiana en una direccidon beneficiosa: En el intestino delgado, los nimeros
de bacterias productoras de acido lactico aumentaron y la fermentacion se dirigi6 en una direccion
heterofermentativa, que se ha encontrado previamente que indica un buen rendimiento de los animales.

En detalle, la presente invencion se basa en un/unos componente(s) o ingrediente(s) especifico(s),
concretamente granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-amilasa de al menos 60 DU/g de p.s. y
sSu uso en pienso para animales. De hecho, productos de malta cuidadosamente seleccionados y producidos
proporcionan beneficios significativos cuando se incluyen en las dietas para animales. Mediante la presente
invencion, se garantiza un pienso de alta calidad para los animales. La presente invencion también hace posible
utilizar granos locales y métodos sostenibles para la produccién de granos germinados y secos especificos para
pienso para animales.

En resumen, la presente invencién proporciona un componente o ingrediente simple y natural para pienso para
animales. El control de la alimentacion de los animales es importante para mantener la salud de los animales y
para un crecimiento o produccion satisfactorio de, por ejemplo, carne.

El método de la presente divulgacion puede utilizarse para optimizar la alimentacion de los animales.
Granos y malteado

En una realizacion de la invencion, los granos usados para la germinacion y el secado tienen la siguiente calidad
de grano:

% de contenido de proteina (% de masa/masa en base seca) 9-16

Los granos adecuados para la germinacion y el secado segun la presente invencién incluyen cualquier grano tal
como cebada, trigo, avena o centeno. Ademas, los granos de la presente invencion pueden incluir granos de
cereal de uno o més cereales seleccionados del grupo que consiste en cebada, trigo, centeno, avena. Las
variedades adecuadas incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, la variedad de cebada Polartop, Repekka,
Vipekka, Popekka.

Los granos usados para la germinacion y el secado segun la presente invencién pueden estar sin pelar porque
las pruebas de malteado han mostrado que los granos pelados o rotos presentan una baja germinaciéon. En
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algunas realizaciones, puede haber una combinacién de granos pelados y sin pelar en el pienso.

El malteado tiene efectos de mejora sobre las actividades de muchas enzimas en el grano. Ademas, los granos
malteados son de importancia debido a otra clase de componentes saludables, tanto conocidos como no
conocidos. En una realizacién especifica de la invencidn, los granos malteados tienen caracteristicas especificas
gue pueden lograrse utilizando granos especificos. En otra realizacién, una combinacién de granos especificos y
un proceso de malteado especifico producen el producto deseado.

Los granos germinados y secos de la presente invencién tienen una actividad alfa-amilasa de al menos 60 DU/g
de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a 150 DU/g de p.s. Las enzimas
alfa-amilasa (1,4-alfa-D-glucanohidrolasa, E.C.3.2.1.1) hidrolizan enlaces alfa de polisacéridos grandes con
uniones alfa, tales como almidon y glucégeno. Para ser exactos, las alfa-amilasas catalizan la hidrélisis de
uniones glucosidicas a-1,4 en polisacaridos de tres 0 mas unidades de D-glucosa unidas en a-1,4 para producir
maltosa y oligosacaridos mas grandes (por ejemplo, glucosa). La alfa-amilasa estd presente en semillas que
contienen almidén como reserva de alimento. Hay varios métodos para la determinacion de la actividad alfa-
amilasa (es decir, la capacidad de endohidrolizar uniones glucosidicas 1,4-a-D de los polisacaridos) y los conoce
u n experto en la técnica. La actividad alfa-amilasa en el grano puede medirse, por ejemplo, mediante el nUmero
de caida de Hagberg-Perten, una prueba para evaluar los dafios en los brotes o el método de Phadebas. La
prueba de amilasa de Phadebas se usa como prueba cualitativa y cuantitativa dentro de muchas industrias, tales
como detergentes, diversos alimentos de harina, granos y malta, y biologia forense. Segun la presente invencion,
la actividad alfa-amilasa se ha medico segin el método Analytica-EBC, 4.13, Contenido en alfa-amilasa de la
malta.

El poder diastasico se refiere al poder de hidrolizacién del almidon de los granos germinados y secos. Tal como
se usa en el presente documento, “poder diastasico” se refiere a la capacidad de los granos germinados y secos
para descomponer los almidones en azlicares fermentables. El término “diastasico” se refiere a enzimas
“diastasa”. Hay dos enzimas “diastasa’, la primera es la alfa-amilasa y la segunda es la beta-amilase. El poder
diastasico se mide en grados lintner (a menudo indicados con una L mayuscula) o unidades de Windisch-
Kolbach (grados WK). La conversion de unos a otros es posible usando las siguientes ecuaciones
Lintner=(WK+16)/3,5 0 WK=3,5 X Lintner - 16. Un experto en la técnica conoce métodos para la determinacion
del poder diastasico y pueden llevarse a cabo, por ejemplo, segin el método Analytica-EBC 4.12, Poder
diastasico de la malta. En una realizacion especifica de la invencién, los granos germinados y secos tienen un
poder diastasico de 500 a 1400 WK/100 g de p.s., mas especificamente de 650 a 1300 WK/100 g de p.s., lo mas
especificamente de 800 a 1200 WK/100 g de p.s.

Las enzimas beta-amilasa (1,4-alfa-D-glucano maltohidrolasa, E.C.3.2.1.2) hidrolizan uniones glucosidicas (1-
>4)-alfa-D en polisacéaridos. Trabajando desde el extremo no reductor, la beta-amilasa cataliza la hidrdlisis del
segundo enlace glucosidico a-1,4, escindiendo dos unidades de glucosa (maltosa) a la vez. Las enzimas beta-
amilasa actan sobre almidén, glucogeno y polisacaridos y oligosacaridos relacionados produciendo beta-
maltosa mediante una inversion. La beta-amilasa esta presente en una forma inactiva antes de la germinacion de
las semillas.

En una realizacion especifica de la invencion, los granos germinados y secos tienen endo-xilanasa. La endo-
xilanasa (endo-1,4-B-xilanasa, EC 3.2.1.8) es responsable de la degradacién hidrolitica de los xilanos. Las endo-
xilanasas hidrolizan los enlaces glucosidicos B-1,4 que unen los residuos de xilopiranosilo presentes en la
cadena principal de los xilanos. La actividad endo-xilanasa puede medirse, por ejemplo, usando el método de
DNS, el método de Nelson Somogyi o0 métodos basados en sustratos tefiidos (McCleary & McGeough, 2015;
Somogyi, 2052; McCleary 1991).

Los granos malteados son granos de cereal que se han germinado y secado en un proceso conocido como
“malteado” o “brotaciéon”. Se hace que los granos germinen remojandolos en agua, y luego se les impide seguir
germinando secéndolos con aire caliente. Tal como se usa en el presente documento, malteado se refiere a un
método de procesamiento de granos que comprende al menos tres etapas, concretamente, etapa de inmersion,
germinacion y secado con aire caliente, sin embargo, sin destruir actividades enziméaticas significativas. En una
realizacién especifica de la invencion, los granos malteados se tratan por métodos especificos para proporcionar
un claro valor afiadido al pienso para animales.

En la etapa de inmersion, el cereal se sumerge en agua para proporcionar un contenido en humedad adecuado
(por ejemplo, aproximadamente el 45 %). Cuando los granos estan lo suficientemente hiumedos (por ejemplo, al
menos aproximadamente el 37 %), comienzan a germinar. Esta etapa de germinacion dura varios dias (por
ejemplo, aproximadamente seis dias). En la etapa de germinacion, los granos pueden voltearse constantemente
y/o secarse al aire. La malta germinada se seca con aire caliente con el fin de detener la germinacion y el
contenido de humedad disminuye de ese modo (por ejemplo, hasta aproximadamente el 7 %). Puede usarse
secado en horno para lograr el color y la especificacion deseados. El color de las maltas oscila entre maltas muy
palidas a cristalinas y de &mbar a chocolate o negras. La temperatura del secado en horno es habitualmente de
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alrededor de 55 °C.

En una realizacion especifica, el secado de granos germinados con aire caliente comprende secar a la
temperatura de aproximadamente 60 °C. En otras palabras, los granos germinados se secan con aire caliente a
la temperatura de aproximadamente 40 a 70 °C. La temperatura de aproximadamente 60 °C permite mantener
las actividades enzimaticas de los granos.

En una realizacion especifica, el proceso de malteado incluye ademas una etapa de purificacion y/o tamizado del
cereal antes de la etapa de inmersion y/o una etapa de eliminacion de las raicillas de las semillas parcialmente
germinadas después de la etapa de secado. Un experto en la técnica conoce métodos de purificacion y tamizado
o eliminacion de raicillas. En otra realizacion especifica, antes de la etapa de inmersion, las semillas se
almacenan durante una 0 mas semanas para superar la dormicion de las semillas.

Pueden maltearse granos de diferentes cereales o bien en las mismas condiciones o bien en condiciones
diferentes.

En una realizacién especifica de la divulgacién, los granos germinados y secos se han producido mediante
cualquier método descrito en esta divulgacion.

Pienso

El pienso o composicion de pienso de la presente invencion comprende granos germinados y secos. Los granos
germinados y secos de la presente invencién pueden estar presentes en el pienso en cualquier cantidad
adecuada para el animal en cuestion, tal como seleccionada del grupo que consiste en el 0,1 - 50 % (p/p), el 1 -
40 % (p/p), el 1 - 35 % (p/p), el 1 - 30 % (p/p), el 1 - 20 % (p/p), el 1 - 15 % (p/p), el 1 - 10 % (p/p), el 1 - 5 % (p/p),
0,5 - 30 % (p/p), el 0,5 - 20 % (p/p), el 0,5 - 10 % (p/p), el 10 - 20 % (p/p), el 10 - 30 % (p/p), el 10 - 40 % (p/p), el
10 - 50 % (p/p), el 20 - 30 % (p/p), el 20 - 40 % (p/p), el 20 - 50 % (p/p), el 30 - 40 % (p/p), el 30 - 50 % (p/p) o el
40 - 50 % (p/p). Tal como se usa en el presente documento, “% (p/p)” se refiere a fraccién de masa, es decir, %
de masa/masa. Dosis muy especificas de granos germinados y secos y/o pienso pueden tener las ventajes mas
eficientes y rentables en animales. Los granos germinados y secos de uno o varios cereales diferentes pueden
estar presentes en el pienso de la presente invencion. En una realizacién, los granos germinados y secos son de
una o varias variedades.

Ademas de granos germinados y secos, el pienso o composicién de pienso de la presente invencién puede
comprender uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en grano de cereal sin maltear, heno,
fuente de proteina vegetal o animal, aceites, grasas, minerales y vitaminas.

Tal como se usa en el presente documento, “fuente de proteina vegetal” se refiere a cualquier vegetal o cualquier
parte del mismo tal como una semilla, grano o fruto, que contiene proteinas, mas normalmente muchas proteinas
(es decir, nutriente rico en proteinas). Por ejemplo, habitualmente estan presentes granos no germinados en el
pienso. Tal como se usa en el presente documento, “fuente de proteina animal” se refiere a cualquier producto
animal derivado o producido por un animal o cualquier parte del mismo, por ejemplo carne, huevo, hueso o
pescado, que contiene proteinas, mas normalmente muchas proteinas (es decir, nutriente rico en proteinas).
Pueden elegirse vegetales, animales o partes de los mismos adecuados para pienso para animales para la
composicion de la presente invencion. Se usan cominmente proteinas animales en el pienso para animales en
combinacién con proteinas vegetales.

El pienso de la presente invencién puede comprender aceites o0 grasas seleccionados del grupo que consiste en
aceite vegetal, grasa vegetal, aceite animal y grasa animal. “Aceite vegetal” o “grasa vegetal’, en este contexto,
se refiere a aceite o grasa de origen vegetal obtenido extrayendo o produciendo aceite o grasa a partir de
semillas o frutos que se procesan con fines comestibles. “Aceite animal” o “grasa animal”, en este contexto, se
refiere a aceite o grasa de origen animal obtenido extrayendo o produciendo aceite o grasa, que se procesan con
fines comestibles.

También se da a conocer un pienso o composicion de pienso para caballos que comprende

a) granos germinados y secos 30-40 % (por ejemplo, 35 %) (p/p) ¥
b) heno seco (por ejemplo, hierba timotea) 60-70 % (por ejemplo, 65 %) (p/p).

Los granos con los que se alimentan los caballos pueden variar de un continente a otro, siendo por ejemplo
cebada o avena. Esos granos se usan también como componentes principales en piensos granulados
comerciales. La cebada y la avena tienen cascara o cascarilla que proporciona fibra esencial para una funcion
apropiada del tracto digestivo. Sin embargo, la fuente principal de fibra es el heno. Se recomienda que la porcién
de grano no sea superior al 60 % (en energia) de la racion diaria de un caballo.
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En una realizacion muy especifica de la invencién, el pienso o composiciéon para aves de corral (por ejemplo,
pollos) comprende

a) granos germinados y secos 0,5-30 % (por ejemplo, 1, 5, 10, 150 20 %) y
b) dieta de inicio o dieta de crecimiento 70-99,5 % (por ejemplo, 80, 85, 90, 95 0 99 %)

En una realizacién de la invencion, el pienso puede comprender ademas minerales y/o vitaminas. Los minerales
y vitaminas pueden incluir cualquier mineral o vitamina bien conocido en la técnica incluidos, pero sin limitarse a,
vitaminas K, E, D, C, Bo, B7, Bs, Bs, Bs, B2, B12, B1, A e incluidos, pero sin limitarse a, minerales de calcio, fésforo,
potasio, azufre, sodio, cloro, magnesio, hierro, cobalto, cobre, zinc, manganeso, molibdeno, yodo, bromo y
selenio. El pienso de la presente invencion puede comprender una o mas vitaminas y/o uno o mas minerales. Un
experto en la técnica conoce bien minerales y/o vitaminas adecuados y pueden utilizarse en el pienso de la
presente invencion.

En una realizacion especifica, el pienso de la presente invencion no comprende ningln agente farmacéutico. Sin
embargo, opcionalmente, la composicion puede comprender agentes farmacéuticos usados convencionalmente
en pienso para animales. Los agentes farmacéuticos adecuados para la composicion de la presente invencion se
conocen bien en la técnica.

Ademas, el pienso puede comprender enzimas afiadidas, aun cuando estas puedan no ser necesarias ademas
de los granos germinados y secos de la presente invencion con el fin de lograr excelentes resultados. En una
realizacién especifica de la invencion, el pienso comprende una o mas enzimas afadidas seleccionadas del
grupo que consiste en xilanasa, proteasa, alfa-amilasa, beta-amilasa, pectinasa, fitasa, otras enzimas hidroliticas
y cualquier otra enzima bien conocida en la técnica y adecuada para pienso para animales. Un experto en la
técnica conoce bien enzimas adecuadas. En una realizacién adicional, el pienso para animales de la presente
invencién no comprende ninguna enzima afiadida, transgénica o exdgena.

El pienso o composicién de pienso para animales puede contener adicionalmente cualquier otro agente o
componente opcional que se use generalmente en composiciones de pienso habituales.

En una realizacion especifica, la dieta basica (por ejemplo fase de inicio, crecimiento o finalizacién) para aves de
corral (por ejemplo, pollos de engorde) comprende los siguientes ingredientes:

% (p/p)
granos germinados y secos Yy otros granos ricos en almidén (por ejemplo, trigo y maiz) 45-85
componentes ricos en proteinas (por ejemplo, harina de soja) 15-45
aceites y grasas (por ejemplo, aceite de soja y de girasol, sebo) 1-5

En una realizacion de la invencion, el pienso o composicién de pienso es un pienso o composicion de pienso
organico, respectivamente.

Los medios y métodos para formular fisicamente los presentes granos germinados y secos o las preparaciones o
composiciones de pienso los conocen los expertos en la técnica y pueden fabricarse de una manera que se
conoce en si, por ejemplo, por medio de adicién, mezclado, combinacion, trituracién, granulacion, peletizacion,
disolucién, machacado, troceado convencionales o procesos similares. Los expertos en la técnica pueden
determinar facilmente los métodos de formulacién adecuados. En una realizacion de la invencion, el pienso para
animales se encuentra en forma de dieta hormal para animales, en la que se han afiadido los granos germinados
y secos en cualquier forma (por ejemplo, mezcla de heno y granos germinados y secos). Dichas formas incluyen,
pero no se limitan a, granulos (por ejemplo, combinados, peletizados), capsulas, migas, puré, producto
machacado, polvo, liquido o cualquier combinacion de los mismos. Ademas, el pienso de la presente invencion
puede comprender, por ejemplo, semillas enteras, guisantes, frijoles, granos, cualquier parte de los mismos y/o
polvo de los mismos. En algunas realizaciones, el pienso tiene una forma similar al muesli, es decir, contiene
particulas o fragmentos de diferentes tamafios. La formacion fisica de los piensos (por ejemplo, adicion,
mezclado, combinacién, trituracion, granulacion, peletizacion, disolucién, machacado o troceado) puede cambiar
el tamafio de las particulas del pienso.

En una realizacion de la invencion, los granos secos germinados en cualquier forma y los otros ingredientes de la
dieta animal se le dan a comer a un animal por separado. En una realizacion, los granos estan en forma de
granos, producto triturado, harina, granulos, capsulas, migas, puré, producto machacado, liquido, extracto o
cualquier combinacion de los mismos.

El pienso o composicion de pienso de la invencién puede darse de comer a un animal en cualquier momento
durante el periodo de crianza, pero, si se desea, puede alimentarse a un animal con el pienso 0 composicion de
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pienso de la invencién a intervalos predeterminados. Los animales pueden alimentarse con la composicion de
pienso de la invencion continuamente todos los dias. En una realizacion especifica, no se necesita pienso
adicional. Alternativamente, el pienso de la presente invencién puede darse de comer a los animales
periédicamente, por ejemplo, uno o varios dias, semanas 0 meses a la vez, una o varias veces al dia, por
ejemplo, durante un periodo de tiempo especifico, o durante varios periodos de tiempo consecutivos. En
realizaciones especificas, el pienso esta disponible para los animales todo el tiempo. En otra realizacién
especifica, no se da de comer a un animal otro pienso que no sea el pienso de la presente invencion. En una
realizacién mas especifica, estan disponibles libremente el pienso de la presente invencién y agua para los
animales. Ademas del pienso, un animal puede recibir, por ejemplo, agua, sal, minerales y/o composiciones
farmacéuticas. En una realizacion, el pienso de la presente invencion se proporciona junto con cualquier otro
pienso o composicion a un animal.

También se da a conocer que la composicidn o pienso para animales se usa para alimentar a caballos todos los
dias, por ejemplo, una o varias veces (por ejemplo, tres veces) al dia durante un periodo de tiempo. El periodo
de tiempo puede incluir, por ejemplo, una o varias semanas, un mes 0 varios meses 0 un afio o varios afios, por
ejemplo toda la vida.

En una realizacién de la invencion, la composicién o pienso para animales se usa para alimentar aves de corral
(por ejemplo, pollos de engorde) diariamente durante un periodo de hasta 35 dias o durante toda la vida. En otra
realizacién especifica de la invencién, la composicion o pienso es para una dieta de inicio, crecimiento o
finalizacion.

Puede utilizarse cualquier método de alimentacion habitual para alimentar a los animales segln la presente
divulgacion. Un experto en la técnica conoce bien métodos de alimentacion y sabe cuando y cémo aplicar estos
métodos. Un experto sabe que la cantidad de pienso consumido depende, por ejemplo, del tamafio y la edad de
un animal, la cantidad de ejercicio fisico, las condiciones de vida y/o la necesidad de energia individual.

El pienso y el método de alimentacién de la divulgacion son adecuados para cualquier animal, o bien animales
salvajes o bien animales domésticos. Hay tres clases de animales domesticados: (1) comensales, adaptados a
un nicho humano (por ejemplo, perros, gatos, cobayas); (2) animales de produccion criados como alimento (por
ejemplo, vacas, ovejas, cerdos, cabras); y (3) animales destinados para recursos de tiro y no alimentarios (por
ejemplo, caballo, camello, burro). Como ejemplo, puede seleccionar un animal de Equidae, que es la familia
taxonémica de caballos y animales relacionados, incluidos los caballos, burros y cebras existentes; de
Artiodactyla, incluidos animales tales como ovejas, cabras, camellos, cerdos, vacas, ciervos, jirafas y antilopes; o
aves de corral, que lo mas normalmente pertenecen al superorden Galloanserae (aves). En una realizacion, un
animal que va a alimentarse segun la presente descripcion puede seleccionarse del grupo que consiste en
animales domésticos o ganado, animales de produccién monogastricos o rumiantes, caballos, ovejas, porcinos,
cerdos, cerdos, aves de corral, animales de carne, animales productores de leche, gatos o perros. En una
realizacién adicional, las aves de corral se seleccionan del grupo que consiste en pollos de engorde, pollos (por
ejemplo, reproductores o ponedores), pavos y aves de caza.

Segun la presente divulgacion, la palatabilidad (aroma, sabor, consistencia y/o textura) del cereal o grano
malteado fue buena para todos los animales. El pienso se digirié bien y los nutrientes se absorbieron bien desde
el intestino. Ademas, los animales alimentados estaban sanos.

Efectos sobre los animales

El pienso de la invencién tuvo varios efectos positivos en comparacion con pienso que no comprende granos
germinados y secos que tienen una actividad alfa-amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a
200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a 150 DU/g de p.s.

Los granos germinados y secos tal como se dan a conocer en el presente documento estimularon
significativamente la solubilizacion e hidrdlisis de hidratos de carbono en los materiales del pienso. En el proceso
de malteado usado en la presente invencion, los granos expresaron enzimas que atacan facilmente sustratos de
hidratos de carbono distintos de almidén presentes en los materiales del pienso que se usan lo mas cominmente
por la industria de piensos global.

Los granos germinados y secos usados tal como se da a conocer en el presente documento mejoraron el
aumento de peso de los animales y redujeron el consumo de pienso. Las enzimas y los nutrientes facilmente
digeribles de los granos germinados y secos son beneficiosos para diferentes animales (por ejemplo caballos,
cerdos o aves de corral). El crecimiento mas rapido y el consumo reducido de pienso se convierten en razones
de conversion de pienso mejoradas, indicando una mejor rentabilidad de, por ejemplo, los pollitos. La utilizacion
de pienso mejorada en los ejemplos de la presente divulgacion sugiere que los granos germinados y secos de la
presente invencidon son un excelente ingrediente de piensos para animales. Los estudios de los ejemplos
muestran que la inclusion de malta seca produjo un mejor rendimiento de las aves que la tasa de inclusion de
malta fresca.
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La accion de los parasitos sobre el epitelio intestinal disminuye la tasa de absorciéon de nutrientes, dafa la
funcién de barrera epitelial frente a bacterias patégenas y aumenta enormemente la susceptibilidad a infecciones
secundarias. Como ejemplo, la infeccion intestinal denominada coccidiosis es uno de los principales problemas
para la industria avicola internacional, especialmente en el sector de pollos de engorde. La coccidiosis del pollo
esta provocada por microparasitos del género Eimeria que infectan el epitelio intestinal. La enteritis necrética,
gue es la infeccion bacteriana mas grave asociada con la coccidiosis, provoca pérdidas econémicas significativas
a los productos avicolas cada afio.

Segun los ejemplos de la presente divulgacion, el pienso que comprende granos germinados y secos fue capaz
de tener efectos positivos sobre los pollos durante y/o después de la infeccion por Eimeria. El pienso de la
presente invencion tiene efectos sobre el intestino de las aves de corral. El pienso provoca un cambio en los
parametros del intestino delgado de pollos jévenes en la direccidn que indica bienestar intestinal. En el sistema
de defensa inmunoldgica, el nivel del anticuerpo secretado méas importante, inmunoglobulina A, se elevo
significativamente por la inclusion de granos germinados y secos de la invencidn, y el aumento significativo en la
concentracion residual de acido lactico que se encontré que dichos granos catalizan también puede considerarse
un indicador de bienestar intestinal mejorado. La inclusién de granos germinados y secos de la invencion cambio
la fermentacién microbiana en una direccion beneficiosa, que se midi6 mediante multiples parametros. En el
intestino delgado, los nimeros de bacterias productoras de acido lactico aumentaron y la fermentacion se dirigio
en una direccién heterofermentativa, que se ha encontrado previamente que indica un buen rendimiento de los
animales. En el ciego, los parametros que indican un paso excesivo de azlcares desde el intestino delgado
mostraron que el grano germinado y seco pudieron reducir esta tendencia, reteniendo asi una mayor proporcion
de energia de la dieta en el huésped animal.

Ademas, la inclusién de granos germinados y secos suprimié significativamente los nimeros de C. perfringens,
mientras que Eimeria asi como los recuentos microbianos totales no se vieron afectados. La supresion especifica
de C. perfringens junto con la mejora de FCR en el ensayo de exposicion sugieren fuertemente que la inclusion
de granos germinados y secos en la dieta reduce eficientemente la gravedad de la infeccion por C. perfringens
durante la fase aguda de la enteritis necrotica en pollos.

La inclusién de granos germinados y secos en la dieta mejord el rendimiento de pollos de engorde de manera
sumamente significativa en condiciones de exposicion a enteritis necrética. A un 5 % y un 10 % de inclusion, el
producto de malta aumenté la ganancia de peso corporal durante todo el periodo de ensayo de 0-35 d en 137 y
157 gramos, y redujo el consumo de pienso en un 6 % y un 7 %, respectivamente. Durante el periodo de dieta de
inicio, antes de la exposicién a enteritis necroética, se logré la mejor eficiencia de conversion de pienso con un
5 % de inclusion de malta. Durante el periodo de dieta de crecimiento, en la fase de recuperacion, se lograron los
mejores resultados con un 10 % de inclusién de malta. Solo durante la fase mas grave de la enteritis necrética, el
coccidiostatico Narasin produjo una mejor eficiencia de conversion de pienso que los granos germinados y
secos.

La digestion en el intestino delgado es el punto clave de la alimentacion con granos en caballos. La produccién y
actividad de amilasa en el tracto digestivo equino son factores limitantes importantes para el uso de granos en
dietas equinas. La amilasa es la enzima que se encarga de la digestién del almidén, y cuando la capacidad se
sobrecarga, fluye almidén al intestino grueso y crea posiblemente problemas. Segun la presente divulgacion, la
disponibilidad y capacidad digestiva del intestino delgado del almidén de granos germinados y secados mejoro
en comparacion con otros granos. El nivel de glucosa en sangre estacionario durante un tiempo prolongado
después de la ingestién de harina de granos malteados proporciona energia facilmente disponible al caballo. Por
tanto, los granos germinados y secos se consideraron eficaces en el aumento de la digestibilidad prececal del
grano. Con la mejora de la digestibilidad del almidén, pueden proporcionarse porciones mas grandes de almidén
de manera segura sin efectos perjudiciales (por ejemplo célicos, acidosis intestinal o laminitis) en el tracto
digestivo. Un estado metabdlico estacionario significa un mejor bienestar para el caballo.

Segun la presente divulgacion, pueden usarse granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-amilasa
de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., méas especificamente de 80 a 150 DU/g
de p.s. en la alimentacion de caballos como grano de cereal principal o como componente principal en piensos
comerciales, por ejemplo compuestos.

Un método a modo de ejemplo para alimentar animales comprende proporcionar pienso para los animales, en el
que dicho pienso comprende granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-amilasa de al menos
60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a 150 DU/g de p.s.

Un pienso para animales a modo de ejemplo comprende granos germinados y secos, que tienen una actividad
alfa-amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80
a 150 DU/g de p.s.

Un uso a modo de ejemplo comprende el uso de granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-
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amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a
150 DU/g de p.s., en pienso para animales.

Un uso a modo de ejemplo comprende el uso de granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-
amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a
150 DU/g de p.s., en pienso para animales para mejorar la tasa de conversion de pienso en pollos.

Un uso a modo de ejemplo comprende el uso de granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-
amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a
150 DU/g de p.s., en pienso para animales para mejorar la salud intestinal de los pollos durante y/o después de
la infeccion por Eimeria.

Un uso a modo de ejemplo comprende el uso de granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-
amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a
150 DU/g de p.s., en pienso para animales para reducir la gravedad de la infeccion por Clostridium perfringens
infeccion en pollos.

Un uso a modo de ejemplo comprende el uso de granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-
amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a
150 DU/g de p.s., en pienso para animales para mejorar el rendimiento de pollos en condiciones de exposicion a
enteritis necrotica.

Un uso a modo de ejemplo comprende el uso de granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-
amilasa de al menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a
150 DU/g de p.s., en pienso para animales tales como caballos para aumentar la digestibilidad prececal del
grano.

Un pienso a modo de ejemplo comprende el 0,5 - 100 % (p/p), el 0,1 - 50 % (p/p), el 0,5 - 50 % (p/p), el 1 - 40 %
(p/p), el 1 - 35 % (p/p), el 1 - 20 % (p/p), el 1 - 15 % (p/p), el 1 - 10 % (p/p) o el 1 - 5 % (p/p) de granos
germinados y secos.

Un pienso a modo de ejemplo para caballos comprende

a) granos germinados y secos 30-40 % (p/p),
b) heno seco tal como hierba timotea 60-70 % (p/p).

En una realizacién, el pienso para aves de corral comprende

a) granos germinados y secos 0,5-30 % (p/p),
b) dieta de inicio o dieta de crecimiento 70-99,5 % (p/p).

En una realizacion, el pienso comprende minerales, vitaminas y/o enzimas.

En una realizacion, los animales se seleccionan del grupo que consiste en animales de la familia Equidae tales
como caballos, animales de la familia Artiodactyla tales como ovejas, cabras, cerdos y vacas, aves de corral tales
como pollos de engorde, pollos, pavos y aves de caza, y comensales tales como perros y gatos.

En una realizacion, los animales se seleccionan del grupo que consiste en caballos, cerdos y pollos de engorde.

En una realizacion, los granos germinados y secos tienen un poder diastéasico de 500 a 1400 WK/100 g de p.s.,
mas especificamente de 650 a 1300 WK/100 g de p.s., lo més especificamente 800 a 1200 WK/100 g de p.s.

En una realizacion, los granos tienen la siguiente calidad de grano:
% de contenido de proteina (% de masa/masa en base seca) 9-16.

En una realizacion, los granos incluyen granos de cereal de uno o mas cereales seleccionados del grupo que
consiste en cebada, trigo, centeno, avena.

En una realizacion, los granos estan en forma de granos, producto triturado, harina, granulos, cdpsulas, migas,
puré, producto machacado, liquido, extracto o cualquier combinacién de los mismos.

En una realizacion, los granos se han secado con aire caliente que comprende secar en la temperatura de
aproximadamente 40-70 °C.
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La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos, que no se pretende que sean limitativos de
ningun modo.

Ejemplos

I. Productos derivados de malta como ingredientes de piensos de valor afiadido — estudio de evaluaciéon basado
en modelos de laboratorio in vitro

1. Materiales y métodos

1.1. Materias primas ricas en hidratos de carbono

1.1.1. Eliminaciéon de almidén

Se seleccionaron trigo y maiz para este estudio como ejemplos de granos que se usan cominmente en piensos
para animales monogastricos. El objetivo especifico del trabajo fue estudiar si las enzimas de la malta pueden
hidrolizar polisacaridos no amilaceos en los granos. Puesto que hasta el 60 % de la materia seca del trigo y el
maiz puede ser almidén, se decidid eliminar tanto almidén como fuera posible de las preparaciones de granos
antes de la prueba de hidrélisis de la malta. EI motivo era que se suponia que el alto contenido en hidratos de
carbono presente en las materias primas hacia imposible la deteccién de la hidrélisis de polisacaridos no
amilaceos debido al alto fondo de azucar.

Se suspendieron 100 gramos de trigo o maiz triturado en 900 ml de H20. Se afiadié CaCl2 (0,5 mM) para ayudar
en la siguiente precipitacion con EtOH. Se afiadieron 200 ul de a-amilasa (Sigma A3306) y se calent6 la mezcla
hasta 90-100 °C. Se continud la reaccién durante 60 minutos, mezclando una vez cada 5 minutos. Entonces se
permitié que la suspensioén se enfriara hasta temperatura ambiente y luego se centrifugé a 30 000 x g durante 20
minutos. Se recogi6 el sobrenadante (denominado S1) y se suspendio el sedimento en 100 ml de H20 sometida
a intercambio i6nico para lavar el sedimento. Entonces se centrifugd de nuevo la suspension a 30000 x g durante
20 minutos. Se combind el sobrenadante con el sobrenadante previo (S1) y el sedimento (denominado P1)
congelado para su uso posterior.

Los polisacaridos en los sobrenadantes combinados se precipitaron afiadiendo EtOH a la concentracion final de
80 %. Después de la precipitacion durante la noche, se centrifugd la mezcla de reaccion a 30000 x g durante 20
minutos. El sobrenadante que contenia hidratos de carbono monoméricos de la hidroélisis enzimética se desecho
y el sedimento con hidratos de carbono oligo y poliméricos se suspendié en 100 ml de H20. Se afadieron 20 pl
de amiloglucosidasa (Fluka A9913) para convertir el resto de la maltosa, maltotriosa o dextrina limite en glucosa
monomérica. Se continud la reaccién a 55 °C durante 60 minutos, mezclando una vez cada 5 minutos. Los
polisacaridos en el sobrenadante se precipitaron afiadiendo EtOH a la concentracion final del 80 %. Después de
la precipitacion durante la noche, se centrifugé la mezcla de reaccion a 30000 x g durante 20 minutos. El
sedimento que contenia polisacaridos no amilaceos se combiné con la fraccién insoluble en agua del material
original (P1). Se us6 este producto en el estudio de hidrélisis de malta.

Las recuperaciones de las fracciones usadas fueron de 48,9 y 50,9 gramos a partir de 100 gramos de material de
partida de trigo y maiz triturado, respectivamente. Estas cifras son consecuentes con una eliminacion casi
completa del almidén de los granos.

1.1.2. Tratamientos

Se digirieron preparaciones de trigo y maiz pobres en almidén con el producto de malta de cebada rico en
enzimas (actividad alfa-amilasa > 100 DU p.s., poder diastasico >700 WK p.s.). La lista de tratamientos para trigo
y maiz fue tal como sigue en la tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos para trigo y maiz.

Tratamiento n.° Malta (g) Trigo (g) Maiz (g) Réplicas
1 0,1 5
2 0,2 Ninguno Ninguno 5
3 2,0 5
4 0 (0 %) 2,0 5
5 0,1 (5 %) 1,9 Ninguno 5
6 0,2 (10 %) 1,8 5
7 0 (0 %) 2,0 5
8 0,1 (5 %) Ninguno 1,9 5
9 0,2 (10 %) 1,8 5
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El principio basico fue que, en tratamientos con trigo o maiz, la materia seca total afiadida en cada recipiente de
reaccion fue de 2,0 gramos. Cuando se introdujo malta sola, las cantidades absolutas de malta fueron los
mismos niveles que se afadieron junto con los granos (0,1 y 0,2 g de materia seca). Ademas, se afadieron
2,0 gramos de materia seca de malta sola para observar cuantos productos de reaccion se liberan cuando las
enzimas enddgenas de la malta hidrolizan los polimeros (almidon, hemicelulosa, glucanos) en la propia malta.
Los tratamientos y las réplicas se ejecutaron y se analizaron en un orden aleatorizado para evitar cualquier
cambio sisteméatico provocado por el orden de manipulacion.

1.1.3. Protocolo de digestion
Se pesaron el trigo, el maiz y la malta pretratados en recipientes de reaccion segun la tabla 1 de tratamientos
anterior y luego se afiadieron 4 ml de H20. Las fases de hidrdlisis imitaban las condiciones a las que se expone
el pienso para pollos tal como sigue:

1. Prealimentacion: 1,0 h a 25 °C, pH tal cual,

2. Buche: 1,0 ha 40 °C, pH 4,5,

3. Proventriculo (estbmago): 0,5 h a 40 °C, pH 3,5,

4. Duodeno (parte mas superior del intestino delgado): 1,0 h a 40 °C, pH 6,5.
Las enzimas digestivas secretadas al estomago y duodeno del huésped in vivo se omitieron porque alterarian
significativamente las posibilidades de detectar las actividades del producto de prueba. Al final del protocolo de
digestion, se afiadié6 H20 en cada recipiente de reaccién hasta el volumen final de 20 ml. Después de agitar a
fondo, se tomaron muestras para diversos analisis y se congelaron inmediatamente.
1.1.4. Analisis
Se descongelaron las muestras y se centrifugaron a 30 000 x g durante 10 minutos. Entonces se analizé el
sobrenadante para determinar los azlcares reductores solubles totales (extremos de cadenas de azlcar u
oligosacaridos) mediante el método de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). Este método proporciona solo
informacién sobre la cantidad total de azlcares reductores, no sobre su tipo.
La composicion de hidratos de carbono solubles se analiz6 mediante HPLC después de la hidrélisis con acido.
Puesto que este método muestra la cantidad total y el tipo de mondmeros de azlcar, se esperaba que
proporcionara un mayor nimero de equivalentes que el método de DNS que mide el nimero de unidades de
azucares reductores antes de la hidrdlisis.

1.3. Andlisis estadistico

El analisis estadistico consistio en pruebas de la t bilaterales para todos los parametros medidos. Las pruebas se
realizaron para las 2 materias primas del pienso a niveles de 25 y 50 mg/ml de inclusion de malta. La
comparacion se llevo a cabo frente al pienso correspondiente sin malta incluida de manera similar a la prueba a
posteriori de Dunnett. Sin embargo, se eligié la prueba de la t para dejar que el nivel de inclusién individual fuera
independiente del otro nivel sometido a prueba simultaneamente.

Significacion segln la prueba de la t de Student:

valorp<0,1~

valor p < 0,05 *

valor p < 0,01 **

valor p < 0,001 ***

valor p < 0,0001 ****

2. Resultados

2.1. Hidrdlisis y solubilizacién de polisacaridos en trigo y maiz por la malta

En este estudio, se usaron trigo y maiz desalmidonados como sustratos para las enzimas de la malta. Ademas,
la eliminacion de la mayor parte del almidon mejora significativamente las posibilidades de detectar la funcién de
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las enzimas derivadas de la malta que son capaces de atacar hemicelulosa soluble e insoluble.

Se expusieron gradualmente preparaciones de trigo y maiz a condiciones que imitan la humectacién del pienso,
el buche del pollo, el estémago del pollo y el intestino delgado proximal. La solubilizacién de los azlUcares se
analizé al final del protocolo.

Cuando se expusieron trigo y maiz al protocolo descrito sin malta afiadida, 500 mg de preparacion de granos
desalmidonados produjeron aproximadamente 20 mg de azlcares reductores, calculados como equivalentes de
glucosa (figura 1). Cuando se analizd6 mediante HPLC después de la hidrélisis con &cido, las correspondientes
concentraciones de azlcar fueron de aproximadamente 120 y 90 mg para trigo y maiz, respectivamente. La
diferencia procede del hecho de que el método de DNS cuenta solo grupos hidroxilo reductores de los azlcares,
reduciéndose la sefial por unidad de masa cuando la longitud de la cadena de azlcar aumenta. A partir de la
diferencia entre el nUmero de extremos reductores y el niUmero total de unidades de azucar, puede estimarse la
longitud promedio de oligdmeros de azlcar. Sin inclusion de enzimas, el grado de polimerizacion promedio fue
de aproximadamente 7 y 5 unidades de azlcar para trigo y maiz, respectivamente (figura 2).

Cuando se afiadié malta, la concentracion de azlcares solubles aument6 significativamente cualquiera que fuera
el método usado para el andlisis de azlcar. La masa de todos los azlcares solubles mostrada mediante el
método de HPLC casi alcanz6 su maximo en el nivel mas bajo de inclusiéon de malta de 25 mg/ml (50 mg/g de
material de pienso). El aumento de la dosis de malta hasta 50 mg/ml tuvo un efecto de aumento del -10 % sobre
la solubilizacion de los azlcares del maiz, pero poco o ningun efecto adicional sobre el trigo (figura 1). Con el
analisis de los azUcares reductores, los resultados fueron diferentes. La duplicacién de la dosis de malta
aumentod el numero de extremos de azlcares reductores en un 30 %. Globalmente, esto sugiere que la dosis
mas pequefia de malta fue suficiente para la solubilizacién de los hidratos de carbono, pero con un aumento de
la dosis de malta, las cadenas de azlcares solubles se hidrolizaron ademas con méas eficiencia. Tal como se
muestra en la figura 2, el grado de polimerizacién estimado para el trigo cayé desde ~7 hasta 2,5 y para el maiz
desde ~5 hasta 2,5 por enzimas de la malta.

En la figura 1, también se muestra la liberacion de azlcares de la propia malta (columnas marcadas con
“Ninguno”). Estos tratamientos se incluyeron para garantizar que los productos de azlcar medidos no proceden
de la hidrélisis de la propia malta. Cuando malta sola pasé por el protocolo a las mismas dosis usadas en otros
tratamientos con trigo y maiz, la liberacién de azlcares fue insignificante en comparaciéon con los tratamientos
que contienen también las preparaciones de granos. Los hidratos de carbono de los controles de malta tenian el
grado de polimerizacion promedio de 2 0 menos (columnas marcadas con “Ninguno” en la figura 2).

Globalmente, los resultados indican que las enzimas de la malta i) mejoraron la solubilizacién de los hidratos de
carbono de la fase solida y ii) cortaron los hidratos de carbono solubles en oligdmeros més pequerios. A partir de
500 mg de preparacién de granos, la malta solubiliz6 tanto como 100 mg de azlcares, de los cuales de 10 a
20 mg procedian de la propia malta.

El analisis de HPLC indic6é que habia 3 azlcares principales presentes en el hidrolizado de acido, glucosa, xilosa
y arabinosa. En trigo, la glucosa representaba aproximadamente el 94 % y la xilosa + arabinosa el 6 % de todos
los azucares. En maiz, el porcentaje de xilosa + arabinosa fue menor, solo el 1-2 %. Estos nimeros son
consecuentes con los datos previamente publicados.
El mezclado de la malta con las preparaciones de granos catalizé la solubilizacion de azucar; la concentracion de
los azucares mencionados se duplicé en la fase soluble (figuras 3a, 3b). El efecto de la malta fue sumamente
significativo estadisticamente para todos los azUcares.
1. Efecto de los productos de malta sobre el rendimiento de pollitos de engorde expuestos a coccidios
1. El experimento
1.1. Tratamientos dietéticos
La dieta fue pienso de tipo comercial a base de trigo y soja para pollitos de engorde sin coccidiostaticos ni
enzimas para piensos. La tabla 2 muestra la formulacion dietética de las dietas de inicio y de crecimiento. La
dieta de inicio se dio de comer los dias 1-17 y la formula de crecimiento los dias 17-29. Se analiz6 la harina de
trigo y soja para determinar los nutrientes basicos y los perfiles de aminoacidos de la formulacion final.
El ensayo incluyé los siguientes tratamientos dietéticos:

1. Control. Control negativo, sin enmiendas

2. Malta de cebada seca, 10 %, secada con aire caliente (alfa-amilasa > 100 DU p.s., poder diastasico >

700 WK p.s.)
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3. Malta de cebada fresca, 5 %, suavemente secada al aire

Se sometieron a prueba dos productos de malta: granos de malta completos que se secaron usando calor en
Viking Malt, y granos de malta frescos que se secaron al aire suavemente en Alimetrics. Los productos de malta
reemplazaron un peso igual del trigo de la formula dietética. Ambos tipos de granos de malta se trituraron hasta
una harina gruesa en el molino de pienso de Agrifood Research Finland (Jokioinen) justo antes del mezclado de
los piensos. El motivo de usar la malta fresca fue que el calor del proceso de secado normal probablemente
inactiva algunas de las enzimas en semillas malteadas. Por tanto, los beneficios para la salud podrian ser
mayores en la malta fresca que en la malta secada con calor. Para la formulacion de las dietas, se obtuvieron los
valores de nutrientes para la malta de cebada a partir de los valores de la tabla de Agrifood Research Finland.

Tabla 2. Férmulas dietéticas.

Ingredientes Control Malta seca Malta fresca
% de % de % de % de % de % de
inicio crecimiento inicio crecimiento inicio crecimiento
Trigo 57,42 67,53 49,55 53,66 56,85 60,98
Harina de soja 34,79 26,97 32,50 28,10 31,60 27,20
Aceite de girasol 4,00 1,25 4,00 4,00 2,60 2,60
Fosfato de monocalcio 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Caliza 1,30 1,40 1,30 1,40 1,30 1,40
NacCl 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Premezcla de minerales?*) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Premezcla de vitaminas**) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Metionina 0,10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,13
Lisina 0,09 0,30 0,20 0,34 0,20 0,34
Treonina 0,00 0,10 0,00 0,05 0,00 0,05
Producto de prueba 0,00 0,00 10,00 10,00 5,00 5,00
Total 100,00 | 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00
*) Contenido de la premezcla de minerales: calcio 296,8 g/kg, hierro 12,5 g/kg, cobre 4 g/kg,
manganeso 25 g/kg, zinc 32,5 g/kg, yodo 0,225 g/kg, selenio 0,1 g/kg.
**) Contenido de la premezcla de vitaminas: calcio 331,3 g/kg, vitamina A 6000000 Ul, vitamina D3
2250000 Ul, vitamina E 30000, tocoferol 27270 mg/kg, vitamina K3 1505 mg/kg, vitamina Bl
1257,3 mg/kg, vitamina B2 3000 mg/kg, vitamina B6 2009,7 mg/kg, vitamina B12 12,5 mg/kg, biotina
75 mg/kg, acido félico 504 mg/kg, niacina 20072 mg/kg, acido pantoténico 7506,8 mg/kg.

1.2. Animales y alojamiento

Se adquirieron crias de pollos de engorde macho Ross 508 del criadero comercial de HK-Ruokatalo (Mynamaki).
Un veterinario comprob6 la salud d ellos pollitos el dia 1, y entregé un certificado para verificar que se
encontraban en condiciones corporales normales al inicio del ensayo. El experimento fue aprobado por la Junta
Nacional de Experimentacion Animal de Finlandia.

Los pollitos se alojaron en corrales abiertos (1,125 m? cada uno) con lecho de virutas de madera, 15 pollitos por
corral. Cada corral estaba equipado con un comedero. Una linea de irrigacion de tetinas sirvié a dos bebederos
de tetina en cada corral. Las lamparas de la incubadora se ajustaron para proporcionar calentamiento extra a los
pollitos durante la primera semana.

El programa de iluminacién en la nave imité las condiciones de las naves comerciales de pollos de engorde en
Finlandia. El dia 1, las luces estuvieron encendidas durante 24 horas. A partir del dia 2, el periodo de oscuridad
aumenté una hora al dia, hasta que el dia 7 hubo 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad al dia. Este ciclo de
luz:oscuridad de 18/6 se continué luego hasta el final del ensayo.

El programa de temperatura siguio las instrucciones de Aviagen para pollos de engorde Ross. La temperatura se
monitorizé y se registré diariamente con varios termémetros.

Las aves se asignaron aleatoriamente a los tres tratamientos dietéticos. Hubo ocho corrales repetidos (120
pollitos) en el tratamiento de control, y siete corrales repetidos (105 pollitos) para los tratamientos con malta de
cebada. Los corrales de tratamiento se aleatorizaron en la sala. Cada pollito se marco con color permanente en
las plumas que identificaba el tratamiento pero no el animal individual.

Estuvieron disponibles pienso y agua libremente en todo momento durante el estudio. Los pollitos se
comprobaron al menos una vez al dia, y dos veces al dia durante el periodo de exposicién, por personal formado.
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1.3. Exposicion a Eimeria

El dia 11, se pesaron los pollitos y se expusieron a ooquistes de Eimeria maxima de la cepa Weybridge. La
exposicion, 1500 ooquistes por ave, se inoculd por via oral a cada pollito individual en 150 pl de agua corriente.
La exposicion tenia como objetivo inducir una coccidiosis subclinica con una disminucion del rendimiento de las
aves pero sin un aumento en la mortalidad.

1.4. Parametros de rendimiento

Se pesaron los pollitos individualmente los dias 1, 11, 17, 22 y 29. El pienso administrado a los corrales se pes6
y se registro, y el pienso sobrante en los comederos se pesé en cada punto de tiempo. El motivo de los mdltiples
puntos de medicion del rendimiento es que el objetivo es averiguar el efecto del aditivo para pienso tanto ene |
proceso patolégico como en la recuperacion de la enfermedad. Se midieron la ingesta de pienso por corral y la
razén de conversion de pienso (FCR) durante los siguientes cuatro periodos:

e Dias 1-11, periodo de dieta de inicio, antes de la exposicion,
e Dias 11-17, periodo de dieta de inicio, exposicion a coccidiosis,
e Dias 17-22, periodo de dieta de crecimiento, coccidiosis,

e Dias 22-29, periodo de dieta de crecimiento, periodo de recuperacion.

La razén de conversiéon de pienso (FCR) mide la cantidad de pienso que es necesaria para producir una masa
unitaria de ave durante un cierto periodo de tiempo. Para un productor de pollos de engorde, esta razon es
crucial para los calculos de rentabilidad. Para medir la FCR, se mide la masa viva de los pollitos al comienzo del
periodo de tiempo seleccionado, se mide el pienso administrado a los pollitos y al final del periodo de estudio se
pesan los pollitos y el pienso sobrante.

Las aves que se encontraron muertas en los corrales, y las aves que se sacrificaron debido a problemas en las
patas, lesiones u otros problemas de salud, se pesaron y se registraron, y se almacenaron en un congelador
hasta el final del ensayo. Puesto que la mortalidad en el ensayo se mantuvo baja, y no hubo sintomas de otras
enfermedades distintas de coccidiosis, las aves muertas no se sometieron a necropsia.

1.5. Toma de muestras y almacenamiento de muestras

El dia 17, se pesaron dos aves por corral y se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Se abri6 la cavidad
abdominal, y se extirparon el ileon y los ciegos pares. El ileon y los ciegos pares se empaquetaron en bolsas de
plastico individuales, se congelaron inmediatamente y se almacenaron en un congelador. El dia 29, se recogi6 un
conjunto similar de muestras, y todas las aves restantes se pesaron y se sacrificaron. Conjuntamente, los dos
puntos de toma de muestras produjeron 88 muestras de digesto de ileon y 88 de digesto cecal.

1.6. Extraccion de ADN bacteriano de muestras de ileon y cecales

Para la extraccion de ADN, se separaron las bacterias de las muestras mediante centrifugacion diferencial, se
rompieron las paredes celulares bacterianas y se purificd cuantitativamente el ADN cromosomico usando el
protocolo interno de Alimetrics, que esta optimizado y validado para la extraccion de ADN bacteriano de
muestras de digesto de pollo. En la etapa de lavado inicial de las muestras, el objetivo principal fue eliminar
particulas de pienso y polisacaridos complejos, que alteran el proceso de purificacion de ADN posterior y las
aplicaciones de PCR posteriores. En consecuencia, un total de 88 muestras de ADN de ileon y 88 de ADN cecal
se sometieron a analisis de gPCR tal como se especifica a continuacion.

1.7. Analisis de PCR en tiempo real cuantitativa

El sistema de PCR en tiempo real se basa en la deteccion y cuantificacion de un indicador fluorescente. Esta
sefial aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR en la reaccion. Al registrar la cantidad de
emision de fluorescencia en cada ciclo, es posible monitorizar la reaccion PCR durante la fase exponencial
donde el primer aumento significativo en la cantidad de producto de PCR se correlaciona con la cantidad inicial
de molde diana.

En este estudio, todos los resultados (con excepcion de Clostridium perfringens con el que se aplicara una sola
copia del gen como diana) se expresaran como numero de copias del gen de ARN ribosémico (ARNr) por 1 g de
digesto. Con el fin de estimar el nUmero de cromosomas/genomas en los andlisis, deben dividirse los resultados
obtenidos entre el nimero de copias de ARNr promedio de los organismos diana. Para E. coli, el nimero de
copias es 7, mientras que el genoma de Eimeria codifica aproximadamente 100-200 copias de ARN dependiendo
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de la especie.
Se aplicé el siguiente panel de gPCR a muestras de digesto de ileon (gen diana entre paréntesis):

1) eubacterias totales (gen de ARNr 16S),

2) Lactobacillus spp. (gen de ARNr 16S),

3) Enterococcus spp. (gen de ARNr 16S),

4) Streptococcus spp. (gen de ARNr 16S),

5) Escherichia coli (gen de ARNr 16S),

6) Clostridium perfringens (plc; toxina alfa),

7) Eimeria spp. (gen de ARNr 5S)).
Se aplico el siguiente panel de gPCR a muestras de digesto cecal (gen diana entre paréntesis):

1) Eubacterias totales (gen de ARNr 16S),

2) Lachnospiraceae (gen de ARNr 16S),

3) Ruminococcaceae (gen de ARNr 16S),

4) Bifidobacterium spp. (gen de ARNr 16S),

5) Lactobacillus spp. (gen de ARNr 16S),

6) Coriobacteriaceae (gen de ARNr 16S),

7) Escherichia coli (gen de ARNr 16S),

8) Clostridium perfringens (plc; gen que codifica la toxina alfa),

9) Eimeria spp. (gen de ARNr 5S).
1.8. Perfiles de acidos grasos de cadena corta (SCFA)
Los acidos grasos de cadena corta son los principales productos de fermentacion microbiana que proporcionan
informacién sobre las actividades metabélicas y los patrones de fermentacion de la comunidad microbiana. Se
analizo el perfil de SCFA de 88 muestras de ileon y 88 cecales mediante cromatografia de gases. Los SCFA
individuales analizados fueron acidos lactico, acético, propionico, butirico y valérico, y los acidos grasos de
cadena ramificada (acidos isovalérico, isobutirico y 2-metil-butirico).
1.9. Estadisticas
El andlisis estadistico consisti6 en pruebas de la t bilaterales para todos los parametros medidos. Se eligi6 la
prueba de la t de Student para permitir que los tratamientos individuales fueran independientes de los otros
tratamientos sometidos a prueba simultaneamente. Significacién seglin prueba de la t de Student (presentada en
las figuras como asteriscos):
valor p < 0,1 ~
valor p < 0,05 *
valor p < 0,01 **
valor p < 0,001 ***
valor p < 0,0001 ****

2. Resultados

2.1. Aumento de peso de las aves
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Durante el periodo antes de la exposicion, los pollitos gozaban de una buena salud. El peso medio de las crias el
dia 1 era de 43,5 g, sin diferencias estadisticas entre los tres grupos de dieta.

La media (+tEE) del peso de las aves los dias 11, 17, 22 y 29 se muestra en la tabla 3. La figura 4 ilustra el
aumento de peso promedio de cada grupo de tratamiento y el aumento de peso promedio de pollitos de engorde
Ross.

En el periodo antes de la exposicion, la malta seca al 10 % aumento la ganancia de peso promedio de los
pollitos, dando como resultado aves un 5,8 % mas pesadas el dia 11 (p < 0,05). El 3,3 % mas de peso de las
aves en el tratamiento con malta fresca al 5 %, en comparacion con las aves de control, no fue estadisticamente
significativo. De manera similar, el dia 17, los pollitos con malta seca eran en promedio un 8,2 % mas pesados
que los pollitos con la dieta de control (p < 0,01), mientras que el aumento de peso del 3,7 % mediante la malta
fresca no fue suficiente para la significacion estadistica. Durante el periodo de dieta de crecimiento, el beneficio
del grupo de malta seca persistio, pero ya no fue estadisticamente significativo. La significacion perdida puede
deberse al aumento de la variacién entre aves provocada por la coccidiosis. El peso de los pollitos en el grupo de
malta fresca fue también estadisticamente similar al de las aves de control.

Tabla 3. Peso medio de los pollitos en cuatro puntos de tiempo. Los asteriscos en el grupo de malta seca los dias
11y 17 indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el tratamiento de control.

Dieta Dia 11 Dia 17 Dia 22 Dia 29

media, g EE | media, g EE media, g EE media, g EE
Control 278 4,1 | 504 8,15 | 819 20,3 | 1516 28,1
Malta seca 294* 4,8 | 545* 6,87 | 857 19,3 | 1576 27,4
Malta fresca 287 3,7 | 522 6,70 | 808 15,6 | 1526 20,5

La comparacion de las curvas de crecimiento en el presente estudio con el crecimiento medio de las aves Ross
(figura 4) ilustra la reduccién de la tasa de crecimiento durante la coccidiosis, y también la recuperacién de la
enfermedad. Durante la Ultima semana del experimento, todos los tratamientos casi habian alcanzado la curva
de aumento de peso de Ross medio, lo que significa que las aves fueron capaces de compensar la reduccion del
aumento de peso corporal inducida por la coccidiosis. En el grupo de tratamiento de malta seca, la recuperacioén
fue numéricamente mas rapida que con los otros tratamientos.

2.2. Consumo de pienso

Se midi6 el consumo de pienso por corral dos veces durante el periodo de dieta de inicio y dos veces en el
periodo de dieta de crecimiento (tabla 4; figura 5). El consumo de pienso promedio fue menor en el tratamiento
con malta seca que en el tratamiento de control en tres de los cuatro periodos medidos. El efecto fue casi
estadisticamente significativo para los dias 1-11 (p < 0,1), y significativo para los dias 22-29 (p < 0,05), y solo
numéricamente reducido para los dias 1-17. El periodo entre los dias 17-22 fue el Gnico periodo en el consumo
de pienso del tratamiento con malta seca fue mayor que el del tratamiento de control. Esto se debe lo mas
probablemente a una mejor salud de las aves en este grupo de tratamiento.

Los efectos de la malta fresca fueron en la misma direcciéon que la malta seca, pero la magnitud de los efectos
fue menos que en la malta seca, y siguieron siendo no significativos en comparacién con el tratamiento de
control. En cuanto a la malta seca, el consumo de pienso por corral fue mayor en el grupo de control solo en el
periodo entre los dias 17-22, lo que sugiere una recuperacion mas rapida de la coccidiosis en los tratamientos
con malta de cebada que en el tratamiento de control.

Tabla 4. Consumo de pienso por corral durante los dos periodos de la dieta de inicio y los dos periodos de la
dieta de crecimiento. La significacion segun la prueba de la t de Student se proporciona como asteriscos.

Dieta Dias 1-11 Dias 11-17 Dias 17-22 Dias 22-29
media, g EE media, g EE media, g EE media, g EE
Control 5305 305 | 10075 344 | 12310 1255 | 11958 946
Malta seca 4594~ 244 | 8969 641 | 13063 1189 | 9489* 505
Malta fresca 4851 237 | 9169 635 | 12886 735 10011 453

Durante todo el ensayo de 29 dias, en comparaciéon con el grupo de control, los tratamientos con malta seca y
malta fresca consumieron en promedio un 8,9 % y un 6,9 % menos de pienso, respectivamente (figura 5).

2.3. Razoén de conversion de pienso

Durante el periodo antes de la exposicién (dias 1-11), la FCR fue un 17,2 % y un 13,8 % mejor que el control en
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los tratamientos con malta seca y malta fresca, respectivamente (p < 0,1). En la primera semana de coccidiosis,
la mejora de la FCR fue de un 18,0 % para malta seca (p < 0,05) y de un 11,8 % para malta fresca (NS). Durante
todo el periodo de dieta de inicio, la malta seca mejor6 la FCR en un 17,6 % y la malta fresca en un 12,9 % (p <
0,05 para ambos tratamientos; figura 6).

Entre los dias 17 y 22 (coccidiosis aguda), la FCR no difirié estadisticamente entre los tratamientos. La FCR en
el periodo final (dias 22-29) mejor6é de nuevo significativamente por la malta seca (+22,7 %, p < 0,05). La FCR
del periodo total de la dieta de crecimiento (dias 17-29) fue de manera numérica, pero no estadistica,
significativamente mejor para ambos tratamientos con malta que para el grupo de control (figura 7).

Durante todo el ensayo de 29 dias, la FCR mejoré en un 12,8 % por la malta seca (p < 0,05) y un 7,2 % por la
malta fresca (NS), tal como se muestra en la figura 8.

Tabla 5. Razén de conversion de pienso por corral durante los dos periodos de la dieta de inicio y los dos
periodos de la dieta de crecimiento. La significacién segun la prueba de la t de Student se proporciona como
asteriscos.

Dieta Dias 1-11 Dias 11-17 Dias 17-22 Dias 22-29

media, g/g EE media, g/g | EE media, g/g | EE media, g/g EE
CONTROL 1,54 0,093 | 3,10 0,114 | 3,21 0,319 | 1,38 0,115
Malta seca 1,27~ 0,078 | 2,54* 0,239 | 3,30 0,279 | 1,06* 0,048
Malta fresca | 1,33~ 0,067 | 2,73 0,187 | 3,52 0,273 | 1,16 0,63

2.4 Sintomas de coccidiosis y mortalidad

La exposicién a E. maxima el dia 11 dio como resultado coccidiosis, que disminuy6 el rendimiento de los pollitos
de engorde y provocé signos clinicos de enfermedad como diarrea, letargo y falta de apetito. Fueron visibles
lesiones por coccidios descamacion del epitelio mucoso en el epitelio intestinal de la mayoria de las aves que se
muestrearon el dia 17.

La mortalidad total permanecié por debajo del 4 % durante todo el periodo de estudio (figura 9), a pesar de los
claros sintomas de coccidiosis especialmente durante la tercera semana del ensayo. No hubo diferencias
significativas entre los grupos de dieta durante ninguno de los periodos (tabla 6). La mayoria de las mortalidades
se produjeron antes de la exposicion, y se debieron a la incapacidad de comenzar a alimentarse y a
insuficiencias cardiacas, que son ambos problemas comunes pollitos de engorde jovenes.

Tabla 6. Mortalidad (%) durante los dos periodos de la dieta de inicio y los dos periodos de la dieta de
crecimiento. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de tratamiento.

Dieta Dias 1-11 Dias 11-17 Dias 17-22 Dias 22-29
media, % | EE media, % | EE media, % | EE media, % | EE
CONTROL 1,67 1,091 | 0,83 0,833 | 0,89 0,893 | 0,00 0,000
Malta seca 2,86 1,983 | 1,02 1,020 | 0,00 0,000 | 0,00 0,000
Malta fresca | 0,00 0,000 | 1,90 1,230 | 0,00 0,000 | 0,28 0,181

2.5 Evaluacion de las bacterias totales y los grupos microbianos individuales en el ileon
ILEON, DIA 17

Ninguno de los grupos microbianos analizados difirié entre el tratamiento de control y con malta con una
significacion estadistica el dia 17 debido a una alta variacién entre aves provocada por exposicion a Eimeria
grave.

ILEON, DIA 29

Lactobacillus y Streptococcus son, en muchos casos, géneros bacterianos dominantes en el intestino delgado,
mostrando un metabolismo del &cido lactico homofermentativo. En este ensayo, los nimeros de estreptococos
en el ileon fueron significativamente mayores con malta fresca el dia 29 (figura 10). Ademas, el tratamiento con
malta seca tendi6 a aumentar los numeros de estreptococos. Sin embargo, este resultado no fue
estadisticamente significativo debido a una alta variacién entre aves. Cabe sefalar que los patrones de
lactobacilos fueron bastante similares a los de estreptococos, es decir, tanto la malta seca como la fresca
parecian aumentar los nimeros de estas bacterias productoras de &cido lactico (figura 11). Sin embargo, estos
resultados no fueron estadisticamente significativos al nivel de riesgo de o = 0,05.

El metabolismo de los enterococos es similar al de los lactobacilos y estreptococos homofermentativos. Un rasgo
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caracteristico de los enterococos es que tienden a poseer y transferir genes de resistencia a antibiéticos y, por
tanto, se consideran un grupo de bacterias potencialmente peligroso estan usandose o se han usado antibiéticos
terapéuticos o profilacticos. La dieta de malta seca tendié a reducir los nimeros de enterococos (figura 12). Sin
embargo, este resultado no fue estadisticamente significativo.

2.6. Evaluacion de las bacterias totales y los grupos microbianos individuales en el ciego
CIEGO, DIA 17

El andlisis de las bacterias totales mide la densidad bacteriana global en el ciego. A diferencia del intestino
delgado, una alta densidad bacteriana en el ciego indica descomposicién de componentes del pienso no
disponibles para el sistema de digestion del huésped. Cuando las bacterias estan convirtiendo tales compuestos
de la dieta en &cidos grasos de cadena corta que proporcionan energia para el huésped, la energia
metabolizable aparente tiende a aumentar y la FCR, por consiguiente, mejora. En este ensayo, no hubo cambios
observables en los nimeros de bacterias totales del ciego entre los tratamientos.

Las bifidobacterias son sacaroliticas y, por tanto, su alta abundancia indica la presencia de hidratos de carbono
metabolizables en el ciego. En granjas comerciales, la abundancia de bifidobacterias varia enormemente. Aun
cuando la alta abundancia de bifidobacterias en el intestino humano se considera beneficiosa, este no parece ser
el caso en animales de produccion tales como pollos de engorde. De hecho, se ha observado que una alta
abundancia de bifidobacterias se correlaciona negativamente con el rendimiento de los pollos de engorde. Esto
se debe posiblemente al hecho de que indica una mala capture de la energia unida a los hidratos de carbono por
el huésped.

En este ensayo de alimentacion, los numeros de bifidobacterias tendieron a disminuir con la inclusién tanto de
malta seca como fresca (figura 13). Sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente significativos lo mas
probablemente a una alta variacién dentro de los grupos de tratamiento provocada por la exposicion a
coccidiosis.

Coriobacteriaceae es una familia bacteriana que pertenece al filo Actinobacteria, que se sabe que alberga
organismos Gram-positivos anaerobios obligatorios con ADN cromosémico de alto contenido en G+C.
Eggerthella lenta y Collinsella aerofaciens son los representantes mejor conocidos de este grupo, y C.
aerofaciens es un miembro especialmente bien conocido de la microbiota intestinal de los mamiferos. Sin
embargo, estas bacterias han estado frecuentemente subrepresentadas en estudios de secuenciacion del gen de
ARNTr 16S de las comunidades microbianas del intestino. Esto se debe lo mas probablemente a las condiciones
de PCR aplicadas, que son desfavorables para bacterias un % de G+C. Ka contribucion de Coriobacteriaceae a
la salud y el performance de los pollos de engorde no se ha investigado a fondo. Sin embargo, en estudios
recientes, se ha mostrado que la abundancia de C. aerofaciens se correlaciona positivamente con el bienestar
intestinal humano. Los nimeros de Coriobacteriaceae aumentaron significativamente con la dieta de malta seca
(figura 14). También se observé un aumento pequefio pero no estadisticamente significativo con la dieta de malta
fresca. Por tanto, estos resultados sugieren que la inclusiéon de malta puede tener un efecto estimulante sobre los
nameros de especies coriobacterias supuestamente beneficiosas.

CIEGO, DIA 29

Ninguno de los grupos microbianos del ciego analizados difirié entre los tratamientos de control y con malta con
una significacion estadistica el dia 29.

2.7. Perfiles de SCFA del ileon

La fermentacién bacteriana anaerobia en un habitat rico en hidratos de carbono tal como el ileon produce
normalmente SCFA como productos metabdlicos finales, siendo los dominantes &cido lactico y acético. En este
estudio, la proporcion de acido acético en las muestras de ileon fue marginal en comparacién con el acido
lactico. Esto sugiere que el ileon de los pollos de engorde de las aves expuestas estaba dominado por bacterias
del &cido lactico homofermentativas, que fermentan glucosa con lactato como producto final primario.

ILEON, DIA 17

Ninguno de los grupos microbianos del ileon analizados difirié entre los tratamientos de control y con malta con
una significacién estadistica el dia 17. El resultado es segun los resultados microbianos del mismo punto de
muestreo de 17 dias.

ILEON, DIA 29

Aunque los niveles de &cido acético fueron bajos en todos los tratamientos, la dieta de malta seca mostrd un

efecto creciente significativo sobre los niveles de acido acético el dia 29 (figura 15). Ademas, se observd un
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aumento similar a una tendencia del acido lactico en el ileon, especialmente con la dieta de malta fresca (figura
16). Estos resultados pueden indicar la recuperacion mas rapida de la coccidiosis de las aves con las dietas de
malta.

CIEGO, DIA 17

Los SCFA funcionan generalmente como fuentes sistémicas de energia en el intestino inferior. La concentracion
de acido total indica la actividad de fermentacion global y la abundancia relativa de acidos individuales indica la
actividad respectiva de las diferentes rutas de fermentacion. En el ciego de pollos sanos, la concentracion
residual de acido lactico es baja y los acidos principales son SCFA mas reducidos, tales como acidos acético,
butirico y propiénico. El motivo por el cual se considera beneficioso el aumento de la formacion de acidos grasos
volatiles (VFA) (por ejemplo, butirato, acetato y propionato) en el intestino delgado es el hecho de que hasta el
95 % de los SCFA producidos durante la fermentacién de hidratos de carbono los utiliza el huésped, lo que
proporciona una proporcion significativa de los requisitos energéticos totales. Ademds, los trastornos
nutricionales y los problemas de enteritis a menudo se reflejan en el perfil de los SCFA del ciego, que, por tanto,
pueden utilizarse como indicadores de salud. Tal como se ilustra en la figura 17, la dieta de malta seca estimuld
significativamente la formacion de VFA el dia 17. De los acidos individuales analizados, especialmente la
concentracién de acido acético aumentd en comparacion con el control negativo. No se observd un efecto
estimulante similar con la dieta de malta fresca (figura 18).

El acido lactico es el mas fuerte de los principales SCFA producidos por las bacterias intestinales y, por tanto,
tiende a reducir el pH residual mas que otros SCFA. El lactato producido por las bacterias del acido lactico rara
vez esta presente en el ciego en altas cantidades, ya que normalmente se absorbe rapidamente en el intestino o
se usa como sustrato para las bacterias que utilizan lactato. Sin embargo, en ciertas condiciones, tales como
coccidiosis, se produce una acumulacién anémala de é&cido lactico como resultado de la malabsorciéon de
hidratos de carbono en el intestino superior y el posterior crecimiento excesivo de bacterias productoras de acido
lactico debido al aumento del suministro de hidratos de carbono facilmente metabolizados al intestino inferior. En
consecuencia, la produccion de acido lactico excede la capacidad amortiguadora y de absorcion del ciego y el pH
del habitat disminuye, con la inhibicidon concomitante de la actividad de los usuarios de lactato. Esta cascada de
acontecimientos puede conducir finalmente a un deterioro del bienestar del huésped.

En este estudio, la concentracion de acido lactico de las muestras cecales fue excepcionalmente alta en todas
las muestras, lo que sugiere un estado muy grave de infeccion por coccidiosis el dia 17. Sin embargo, los
resultados también mostraron que los niveles de lactato fueron significativamente mas bajos con la dieta de
malta seca que con el control negativo (figura 19). Ademas, el porcentaje de acido lactico de los SCFA totales se
redujo significativamente (datos no mostrados). La supresion de la acumulacion de lactato se considera un
resultado muy prometedor e indica, junto con el aumento de la concentracion de VFA cecales, que la malta seca
puede reducir la gravedad de la infeccion derivada de la exposicién y, en consecuencia, facilitar la absorcion de
nutrientes en el intestino delgado.

CIEGO, DiA 29

Entre los SCFA, el butirato ha atraido especial interés, ya que se sabe que regula la diferenciacion y proliferaciéon
celular dentro de la mucosa del colon y es una fuente de energia preferida para los colonocitos epiteliales.
Ademas, se ha demostrado que el butirato inhibe la invasion de Salmonella entérica serovar Enteritidis en células
epiteliales cecales de pollo. Aunque la produccion de butirato se distribuye entre muchos grupos de clostridios
del filo Firmicutes, se produce principalmente por miembros de las familias bacterianas Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae. En este estudio, la concentracion de acido butirico cecal tendié a ser mayor con la dieta de
malta seca en comparacion con el control negativo el dia 29. No se observo una tendencia similar con la dieta de
malta fresca (figura 20). En su lugar, la malta fresca mostré un pequefio aumento de la concentracién de acido
lactico (figura 21).

Cabe sefialar que los niveles de &cido lactico fueron considerablemente més bajos el dia 29 que el dia 17 con los
tres tratamientos (figuras 19 y 21). Este resultado sugiere fuertemente que las aves se recuperaron bien de la
exposicion a la coccidiosis el dia 29.

Ill. Efecto de los productos de malta sobre el rendimiento de pollos de engorde

1. Métodos

1.1 Tratamientos dietéticos

La dieta fue pienso a base de trigo y soja para pollos de engorde tal como se especifica en la tabla 7. La
formulacion de inici6 se us6 durante las primeras 2 semanas y la dieta de crecimiento durante las siguientes 3

semanas del ensayo. Las dietas de inicio se prepararon como granulos de 2 mm y las dietas de crecimiento
como granulos de 4 mm. Los piensos se fabricaron en el Nature Resources Institute Finland (previamente
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denominado Agrifood Research Finland). El ensayo tuvo 8 tratamientos dietéticos (tabla 8). Basandose en los
andlisis previos con malta de cebada afiadida, las dietas se equilibraron para la energia metabolizable (MJ/kg), la
proteina en bruto, los principales aminoacidos limitantes, Ca y P. La cebada malteada (poder diastésico
> 700 WK; alfa-amilasa >100 DU) reemplazé a una cantidad igual de trigo en las dietas. En tratamientos 6, 7 y 8,
se incluyé malta solo en las dietas de inicio mientras que en los tratamientos 3, 4 y 5 la malta se dio de comer ten
todo el ensayo.

Tabla 7. Dieta de control basica.

Inicio, % Crecimiento, %
Trigo 56,88 66,19
Harina de soja 48 35,00 27,00
Aceite de girasol 3,90 3,00
Fosfato de monocalcio 1,70 1,67
Caliza 1,30 1,00
NacCl 0,42 0,42
Premezcla de minerales* 0,20 0,20
Premezcla de vitaminas** 0,20 0,20
Metionina 0,20 0,16
L-Lisina HCI 0,20 0,16
Total | 100 | 100

*) Contenido de la premezcla de minerales: calcio 296,8 g/kg, hierro 12,5 g/kg, cobre 4 g/kg,
manganeso 25 g/kg, zinc 32,5 g/kg, yodo 0,225 g/kg, selenio 0,1 g/kg.

**) Contenido de la premezcla de vitaminas: calcio 331,3 g/kg, vitamina A 6000000 Ul,
vitamina D3 2250000 UI, vitamina E 30000, tocoferol 27270 mg/kg, vitamina K3 1505 mg/kg,
vitamina B1 1257,3 mg/kg, vitamina B2 3000 mg/kg, vitamina B6 2009,7 mg/kg, vitamina B12
12,5 mg/kg, biotina 75 mg/kg, acido félico 504 mg/kg, niacina 20072 mg/kg, acido pantoténico
7506,8 mg/kg.

Tabla 8. Tratamientos de prueba.

Tratamientos Dieta de inicio 0-14 | Dieta de inicio 14-35 | Corrales repetidos
dias (kg/tn) dias (kg/tn)

1. Control negativo - - 8
2. Control positivo (Rovabio® Excel | 0,05 0,05 6
AP T-Flex)

3. Cebada malteada, 5 % 50 50 8
4. Cebada malteada, 10 % 100 100 8
5. Cebada malteada, 15 % 150 150 7
6. Cebada malteada, 5 % 50 - 8
7. Cebada malteada, 10 % 100 - 8
8. Cebada malteada, 15 % 150 - 7

1.2 Animales y alojamiento

El ensayo de 35 dias se realiz6 en la granja de pollos de engorde de Alimetrics en el sur de Finlandia, en junio-
julio de 2015. La temperatura de la nave se elevé hasta 32 °C dos dias antes de que llegaran los pollitos. La
luminosidad se ajustd a 20 lux y la humedad del aire se ajust6é segln las recomendaciones. Las lamparas de la
incubadora se ajustaron para proporcionar calentamiento extra a los pollitos durante la primera semana. La
temperatura disminuy6 gradualmente hasta 22 °C a lo largo del periodo de crianza. El sistema automatizado de
temperatura, ventilacion y humedad se monitorizé y registré durante todo el experimento diariamente. Las horas
de oscuridad se aumentaron gradualmente en el plazo de una semana, de modo que el ciclo de luz-oscuridad fue
de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad diariamente.

Las aves se alojaron en 60 corrales abiertos (1,125 m? cada uno) con lecho de virutas de madera. Los nimeros
de corrales repetidos para cada tratamiento se muestran en la tabla 8.

El dia 1, habia 15 aves en cada corral y el nimero total de aves era de 900. Un veterinario inspecciond la salud
de los pollitos al comienzo del ensayo. Las aves se observaron dos veces al dia. Los pollitos con problemas de
salud se excluyeron del ensayo. Estaban disponibles pienso y agua a voluntad en todo momento.

1.3 Parametros de rendimiento

Las aves se pesaron los dias 0, 14, 21, 28 y 35. Por consiguiente, se midieron la ingesta de pienso por corral y la
razén de conversion de pienso (FCR) durante los siguientes periodos:
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Dias 0-14, periodo de dieta de inicio temprano

Dias 14-21, periodo de dieta de crecimiento temprano

Dias 21-28, periodo de dieta de crecimiento medio

e Dias 28-35, periodo de dieta de crecimiento tardio

Se pesaron las aves muertas y las aves sacrificadas por problemas de salud. Se registr6 la mortalidad diaria. Se
calculd la FCR tanto corregida como no corregida para la mortalidad.

1.4 Analisis estadistico

Los datos de rendimiento se analizaron mediante la prueba de Dunnett (bilateral) usando el paquete de software
estadistico SPSS (versién 22). El grupo de tratamiento 1 (dieta no modificada) se usé como control frente al que
comparar los tratamientos de prueba. Los valores p obtuvimos menores de 0,1 se muestran como simbolos en
los graficos.

2. Resultados
2.1 Efecto de la malta de cebada sobre el peso corporal y el aumento de peso de pollos de engorde

No hubo diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal o el aumento de peso entre los
tratamientos en ninguin periodo de crecimiento, aunque hubo efectos de la dosis de tipo tendencia similares con
la cebada malteada, tal como se encontr6 en el ensayo previo.

2.2 Efecto de la malta sobre el consumo de pienso

Durante el periodo de dieta de inicio temprano de 0-14 dias, la cebada malteada tendié a disminuir el consumo
de pienso especialmente a la dosis mas baja (50 kg/tn) (figura 22A).

La disminucion del consumo de pienso fue mas clara durante el periodo de dieta de crecimiento temprano de 14-
21 dias, cuando las diferentes fueron estadisticamente significativas con todas las dosis de cebada malteada en
los piensos de crecimiento. Aun cuando se afiadié6 malta solo en el pienso de inicio, la disminucion de la ingesta
de pienso continué después de la retirada del producto a la dosis mas baja y mas alta de cebada malteada
(figura 22B).

La malta a una dosis del 5 % y el 15 % disminuyé el consumo de pienso de manera estadisticamente significativa
durante el periodo de ensayo completo de 0-35 dias si se afadia tanto en la dieta de inicio como en la de
crecimiento (figura 22C).

2.3 Efecto de la malta sobre eficiencia de conversién de pienso

Durante el periodo de dieta de inicio (0-14 dias), no hubo diferencias estadisticamente significativas en la FCR
entre los tratamientos. La mayoria de los efectos sobre la FCR se observaron en el periodo de dieta de
crecimiento temprano (14-21 dias). La inclusion de malta a todas las dosis mejoré la FCR de manera
estadisticamente significativa y la mejora practicamente no se vio afectada por la dosis. Cincuenta kilogramos de
producto por tonelada mostraron una mejora igual a la dosis tres veces superior (figura 23A). Cuando se calculd
durante todo el periodo de crecimiento de 35 dias, se midié6 una mejor FCR cuando estaba presente malta
también en los piensos de crecimiento (figura 23B).

2.4 Efecto de la malta sobre la mortalidad

La malta a una dosis de 100 kg/tn (tratamiento 4) parecié aumentar la mortalidad de los pollos de engorde en el
periodo de dieta de inicio. Sin embargo, esto es lo mas probablemente un efecto aleatorio, ya que no se observo
tal efecto en el tratamiento 7, que tenia una dieta idéntica durante el periodo de inicio (figura 24).

La mortalidad del periodo de inicio afectd también a las mortalidades calculadas para el periodo de ensayo
completo de 35 dias. Esta mortalidad medida significa en la practica que, en promedio, de 0,7 a 1 ave murié por
cada corral de 15 aves.

2.5 Efecto de la malta sobre la eficiencia de conversion de pienso corregida por mortalidad

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la FCR corregida por mortalidad durante el periodo de
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dieta de inicio (0-14 dias). La malta mejor6 de manera estadisticamente significativa la FCR corregida por
mortalidad durante el periodo de pienso de crecimiento temprano con todas las dosis (p<0,001). La mejora de la
FCR no se vio afectada por la retirada del producto después del periodo de dieta de inicio en los tratamientos 6,
7'y 8 (figura 25A).

Durante todo el periodo de crecimiento de 35 dias, la malta mejoré la FCR corregida por mortalidad con todas las
dosis. Las mejoras mas estadisticamente significativas fueron cuando estaba presente cebada malteada en el
pienso durante el periodo de ensayo completo. Sin embargo, el efecto positivo parecia estar también cuando se
dio de comer malta solo las primeras dos semanas (figura 25B).

IV. Efecto del grano malteado sobre el rendimiento de pollos de engorde en el modelo de exposicion a enteritis
necrética

1. Materiales y métodos

1.1 Tratamientos dietéticos

La dieta fue pienso a base de trigo y soja para pollitos de engorde tal como se especifica en la tabla 9. La
formulacién de inicio se usé durante las primeras 3 semanas y la dieta de crecimiento durante las siguientes 2
semanas del ensayo. Las dietas de inicio se prepararon como granulos de 2 mm y las dietas de crecimiento
como granulos de 4 mm. Los piensos se produjeron en el Nature Resources Institute Finland.

Tabla 9. Dieta de control basica.

% de trigo y soja, dieta de % de trigo y soja, dieta de
inicio (d 0-21) crecimiento (d 21-35)
Trigo 58,16 66,22
Harina de soja 48 33,30 25,10
Aceite de girasol 4,20 4,70
Fosfato de monocalcio 1,46 1,22
Caliza 1,48 1,32
NacCl 0,45 0,48
Premezcla de minerales* 0,20 0,20
Premezcla de vitaminas** 0,20 0,20
DL-Metionina 0,27 0,27
L-Lisina HCI 0,19 0,24
Treonina 0,09 0,05
Total 100 100
DM 0,89 0,89
Lys 1,29 1,12
Met+Cys 0,95 0,88
Met 0,60 0,56
Thr 0,92 0,76
Ca 0,93 0,80
AvP 0,40 0,35
Na 0,18 0,19
MJ/kg 12,35 12,80
CP g/kg 229,20 199,69

*) Contenido de la premezcla de minerales: calcio 296,8 g/kg, hierro 12,5 g/kg, cobre 4 g/kg, manganeso
25 g/kg, zinc 32,5 g/kg, yodo 0,225 g/kg, selenio 0,1 g/kg.

**) Contenido de la premezcla de vitaminas: calcio 331,3 g/kg, vitamina A 6000000 Ul, vitamina D3
2250000 Ul, vitamina E 30000, tocoferol 27270 mg/kg, vitamina K3 1505 mg/kg, vitamina Bl
1257,3 mg/kg, vitamina B2 3000 mg/kg, vitamina B6 2009,7 mg/kg, vitamina B12 12,5 mg/kg, biotina
75 mg/kg, acido félico 504 mg/kg, niacina 20072 mg/kg, acido pantoténico 7506,8 mg/kg.

Hubo 5 tratamientos dietéticos con 12 corrales repetidos (tabla 10). Basdndose en los andlisis previos de cebada
malteada, las dietas se equilibraron para la energia metabolizable (MJ/kg), la proteina en bruto, los principales
aminoacidos limitantes, Ca y P disponible. La malta de cebada (poder diastasico >700 WK, alfa-amilasa >
100 DU) reemplazo a una cantidad igual de trigo en las dietas. El coccidiostatico usado como control positivo fue
Monteban G100 ionoférico (Narasin al 10 %, un antimicriobiano activo).

Tabla 10. Tratamientos dietéticos

Tr.n.° Tratamientos Corrales Aves repetidas/corral Dosis de HDBM kg/tn (0-35 dias)
1. Control negativo 12 11 -
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2. Control 12 11 -
positivo/coccidiostatico
3. Malta de cebada, 5 % 12 11 50
4, Malta de cebada, 10 % 12 11 100
5. Malta de cebada, 15 % 12 11 150
60

1.2 Animales y alojamiento

El ensayo de 35 dias se realizd en la granja de pollos de engorde de Alimetrics en el sur de Finlandia, en mayo-
junio de 2016. La temperatura de la nave se elevd hasta 32 °C dos dias antes de que llegaran los pollitos. La
luminosidad se ajusté a 20 lux y la humedad del aire se fij6 segun fuera apropiado. Las lamparas de la
incubadora se ajustaron para proporcionar calentamiento extra a los pollitos durante la primera semana. La
temperatura disminuyé gradualmente hasta 22 °C a lo largo del periodo de crianza. La temperatura, ventilacion y
humedad se monitorizaron y registraron durante todo el experimento diariamente. Las horas de oscuridad se
aumentaron gradualmente en el plazo de una semana, de modo que el ciclo de luz-oscuridad fue de 18 horas de
luz y 6 horas de oscuridad diariamente.

Se asignaron pollitos de engorde Ross 308 macho recién nacidos a 60 corrales de 1,125 m? con lecho de virutas
de madera/paja troceada. Al comienzo del ensayo, habia 11 aves en cada corral y el nimero total de aves era de
660. Los pollitos tenian libre acceso a pienso y agua potable durante todo el ensayo. Un veterinario comprobé la
salud de los pollitos al comienzo del ensayo. Inicialmente, las aves se observaron dos veces al dia y, después de
la exposicion a C. perfringens, cuando los sintomas fueron los mas graves, las aves se observaron una vez cada
cuatro horas. Los pollitos con problemas de salud se sacrificaron.

1.3 Inoculacion con Eimeria maxima y C. perfringens

El dia 13, se inocularon en los pollitos individualmente 5000 ooquistes de E. maxima (Biopharm, Republica
Checa). Se eligié el tamafio del indculo que proporciona un efecto claro pero subclinico sobre el rendimiento. Los
ooquistes se suspendieron en agua corriente un dia antes de la inoculacién para mejorar la eficiencia de
exquistacion. Se pipeted la cantidad definida de ooquistes en el pico de cada pollito en 300 pul de suspension,
que los pollitos podian tragar facilmente.

El dia 17, en cada pollo de engorde se inoculé por via oral un cultivo reciente de C. perfringens (0,5 x 109 células
vivas). La cepa de C. perfringens se aislo originalmente del contenido del ileon de pollitos de engorde afectados
por NE. Se ha encontrado repetidamente que la cepa provoca NE siempre que los pollos estén sensibilizados por
la exposicién a E. maxima. Las aves muertas y las aves sacrificadas por problemas de salud se registraron y se
pesaron.

1.4 Parametros de rendimiento

Se pesaron los pollitos los dias 0, 13, 21 y 35. Por consiguiente, se midieron la ingesta de pienso por corral y la
razén de conversion de pienso (FCR) durante los siguientes periodos:

e Dias 0-13, periodo antes de las exposiciones,

e Dias 13-21, periodo de las inoculaciones de E. maxima y C. perfringens,

e Dias 21-35, periodo después de las inoculaciones.
1.5 Muestreo
El dia 21, dos aves seleccionadas al azar de cada corral se pesaron individualmente, se sacrificaron, se abrio la
cavidad abdominal y se extirp6 el ileon para el andlisis. Se abrié el yeyuno para puntuar las lesiones de NE
usando una escala de 0 a 6 tal como se describe por Shojadoost et al. (Veterinary Research 2012, 43:74).
1.5 Analisis microbiano de muestras de digesto del ileon
Se llevo a cabo un panel de analisis de PCR en tiempo real cuantitativa (QPCR) en muestras de ileon. A partir de
los 3 grupos de tratamiento enumerados a continuacion, se sometieron un total de 72 muestras de ileon al
andlisis descrito a continuacion.

1 Dieta de control negativo,

2. Dieta de control positivo (coccidiostatico ionoférico; Narasin como antimicrobiano activo),
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3. Malta de cebada, 10 % (100 kg/tn).

Inicialmente, se lavaron las muestras para eliminar particulas sélidas y polisacaridos complejos, que alteran el
proceso de purificacion de ADN posterior y las aplicaciones de qPCR posteriores. La fase liquida se sometio a
centrifugacion diferencial para recoger las células bacterianas. Se rompieron las paredes celulares de las células
bacterianas, y se purificé cuantitativamente el ADN cromosémico usando el protocolo interno de Alimetrics, que
se optimizo6 y validé para la extraccion de ADN bacteriano de muestras de ileon de pollo. En consecuencia, se
sometieron un total de 72 muestras de ADN de ileon a analisis de gPCR tal como se especifica a continuacion.

El sistema de gPCR se basa en la deteccién y cuantificacion de un indicador fluorescente. Esta sefial aumenta
en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR en la reaccion. Al registrar la cantidad de emision de
fluorescencia (quimica de SYBR Green) en cada ciclo, es posible monitorizar la reaccion PCR durante la fase
exponencial donde el primer aumento significativo en la cantidad de producto de PCR se correlaciona con la
cantidad inicial de molde diana.

En este estudio, todos los resultados se expresan como logio de copias de gen diana por 1 gramo de digesto del
ileon.

Se aplicaron los siguientes ensayos de gPCR a muestras de ADN de digesto (gen diana entre paréntesis):
1) Eubacterias totales (gen de ARNr 16S),
2) Clostridium perfringens (plc; gen que codifica la toxina alfa),
3) Eimeria spp. (gen de ARNr 5S).

1.6 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos de gPCR consistié en pruebas de la t de Student bilaterales para todos los

parametros medidos. Las pruebas se realizaron frente a la dieta de control negativo tal como se habria usado

para la prueba a posteriori de Dunnett, pero se eligié la prueba de la t para permitir que los tratamientos
individuales fueran independientes de los otros tratamientos sometidos a prueba simultdneamente.

Significacion segln la prueba de la t de Student:

valorp<0,1~

valor p < 0,05 *

valor p < 0,01 **

valor p < 0,001 ***

2. Resultados

2.1 Peso corporal medio

- El dia 13, antes de las exposiciones, la malta de cebada aumenté el peso medio de las aves de manera
estadisticamente significativa a todas las dosis. La mejora fue de 30 g en comparacién con el grupo de
control negativo (figura 26A). Con el coccidiostéatico, la mejora en el peso medio fue incluso més grande,
mayor de 60 g. El hecho de que el coccidiosttico tuviera este efecto significativo antes de las
exposiciones sugiere que hay una exposicion microbiana natural en la instalacion del ensayo.

- Después de las inoculaciones de Eimeria y C. perfringens y el dia de los sintomas mas graves el dia 21,
todas las dosis de malta de cebada proporcionaron efectos positivos sobre el peso medio. La mejora fue
mas significativa con una dosis del 10 % (64 g) (figura 26B).

- Después de la recuperacion de las aves de las exposiciones al final del ensayo de 35 dias, la dosis de
malta de cebada al 5 % y al 10 % mejoré el peso corporal medio de manera estadisticamente significativa
(~150 g). Con el coccidiostéatico, la mejora fue de mas de 300 gramos en comparacion con el control
negativo (figura 26C).

2.2 Aumento de peso corporal medio

- Durante los dias 0-13, el periodo antes de las exposiciones microbianas, todas las dosis de malta de
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cebada reforzaron el aumento de peso significativamente (figura 27A).

- Después de las inoculaciones de Eimeria y C. perfringens y durante la fase de los sintomas mas graves
de NE (dias 13-21), ninguna de las dosis de malta de cebada mejoré el aumento de peso de las aves de
manera estadisticamente significativa. Se observd mejora numérica, especialmente con la dosis del 10 %
(figura 27B). Con Narasin, la mejora fue estadisticamente significativa, como era de esperar.

- Durante la fase de recuperacion del ensayo (dias 21-35), el aumento de peso promedio tendié a mejorar a
dosis de malta de cebada del 5y el 10 % (figura 27C). Numéricamente, la mejora fue similar al control
positivo.

- Durante el periodo de crecimiento de 35 dias completo, el coccidiostatico y la dosis de malta de cebada al
5% y al 10 % mejord el aumento de peso promedio de manera estadisticamente significativa (figura 27D).
La magnitud de la mejora con malta de cebada fue de -150 gramos.

2.3 Consumo de pienso

- Durante el periodo de antes de la exposicion de 0-13 dias, el coccidiostatico y la malta de cebada al 15 %
aumentaron el consumo de pienso de manera estadisticamente significativa. El consumo de pienso medio
parecia correlacionarse positivamente con la dosis de malta de cebada a pesar de hecho de que los
valores de nutrientes y energia en el pienso estaban equilibrados (figura 28A).

- Solo en el grupo de coccidiostatico el consumo de pienso aumenté de manera estadisticamente
significativa durante los dias después de la inoculacion de Eimeria y C. perfringens, 13-21 dias (figura
28B).

- Durante la fase de recuperacion del ensayo (dias 21-35), ni el coccidiostatico ni la malta de cebada
afectaron al consumo de pienso significativamente, aunque hubo un aumento numérico con el
coccidiostatico (figura 28C).

- Durante el periodo de crecimiento de 35 dias completo, solo la dieta de coccidiostatico aumento el
consumo de pienso de manera estadisticamente significativa (figura 28D).

2.4 Razén de conversion de pienso

- La dosis de malta de cebada al 5y al 10 % mejoré la FCR de manera estadisticamente significativa
durante el periodo antes de las inoculaciones, dias 0-13. La mejora fue de ~6 puntos (figura 29A).

- Durante el periodo de los sintomas mas graves de NE (dias 13-21), la razén de conversién de pienso
mejoré de manera estadisticamente significativa solo con la modificacién de coccidiostatico (figura 29B).

- Durante la fase de recuperacion (dias 21-35), la dosis de malta de cebada al 10 % mejoré la FCR
numéricamente pero sin significacion estadistica (figura 29C).

- Durante el periodo de ensayo de 35 dias completo, la dosis de malta de cebada al 10 % mejoré la FCR de
manera estadisticamente significativa, siendo la mejora de gran significacion practica, 0,11 kg de
pienso/kg de peso corporal (también denominado 11 puntos). El efecto de la cebada malteada excedio
también el efecto positivo del coccidiostatico (figura 29D).

2.5 Mortalidad

- No hubo diferencias en la mortalidad entre los tratamientos durante ningin periodo de crecimiento del
ensayo (figura 30).

2.6 Razoén de conversion de pienso corregida por mortalidad

- Durante el primer periodo de crecimiento del ensayo, 0-13 dias, la dosis de malta de cebada al 5 %
mejoré la razon de conversion de pienso corregida por mortalidad de manera estadisticamente
significativa con 6 puntos. Ademas, el coccidiostatico y la dosis de malta de cebada al 10 % tuvieron un
efecto positivo sobre la FCR corregida por mortalidad (figura 31A).

- Después de las inoculaciones de Eimeria y C. perfringens y durante la fase grave de los sintomas de NE
(dias 13-21), el coccidiostatico mejor6 la FCR corregida por mortalidad significativamente, asi como las
dosis de malta de cebada al 10 y al 15 %. La magnitud numérica de los efectos positivos por la inclusion
del 10 % de malta fue significativa, ~11 puntos (figura 31B).

- El efecto sobre la FCR corregida por mortalidad de la dosis del 10 % de malta de cebada se mantuvo
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significativa durante el resto del ensayo (21-35 dias) (figura 31C).

- Durante el ensayo de exposicion a NE de 35 dias completo, la razén de conversidon de pienso con
correccion de la mortalidad mejoré de manera estadisticamente significativa con malta de cebada a todas
las dosis. La magnitud del efecto fue igual a la obtenida con el coccidiostéatico (figura 31D). A la dosis del
10 % de malta de cebada, la mejora fue de 11 puntos.

2.7 Lesiones de NE del yeyuno el dia 21

- No hubo efectos de la dieta estadisticamente significativos sobre la enteritis necrética provocados por
lesiones del yeyuno el dia 21 (figura 32).

2.8 Evaluacion de las bacterias totales y los grupos microbianos individuales en el ileon

En general, se acepta que las bacterias compiten directamente con el huésped por nutrientes especificos en el
intestino delgado del pollo. Por tanto, el crecimiento excesivo de poblaciones bacterianas puede reducir la
captura de nutrientes por el huésped, alterando por tanto el aumento de peso corporal y la razén de conversién
de pienso. Por otro lado, altos niveles bacterianos en el intestino delgado pueden aumentar el efecto de barrera
frente a bacterias patdgenas. Ademas, el lactato secretado por bacterias del acido lactico tiende a disminuir el pH
del tracto intestinal, lo que altera el crecimiento de patégenos sensibles a acido tales como Escherichia coli y
Salmonella enterica.

Eubacterias totales - Dia 21

Tal como se ilustra en la figura 33, los niumeros de bacterias totales en muestras de digesto del ileon fueron
significativamente menores con la dieta de control positivo, que mostré cantidades microbianas absolutas casi un
80 % menores en comparacion con la dieta de control negativo el dia 21. Este resultado sugiere fuertemente que
el coccidiostatico aplicado actué como inhibidor general de la microbiota del ileon en el ensayo.

Los resultados también mostraron que la malta de cebada al 10 % no tuvo ningun efecto sobre las cantidades
absolutas de los nimeros de bacterias en el punto de muestreo del dia 21. Esto era de esperar ya que la malta
contiene compuestos nutritivos en vez de inhibidores.

Eimeria spp. y Clostridium perfringens - Dia 21

La coccidiosis de los pollos es una enfermedad intestinal provocada por protozoos parasitos del género Eimeria.
La transmision se produce por medio de la ingestidon de ooquistes infecciosos que han esporulado a lo largo de
varios dias tras su excrecion en las heces. El dafio epitelial por Eimeria induce la fuga de proteinas plasmaticas;
ademas, la infeccion por coccidios potencia la produccién de moco. Ambos efectos proporcionan un aumento de
la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de C. perfringens patégeno, conduciendo a enteritis necrotica.

Tal como se ilustra en la figura 34, se detectaron genomas de Eimeria en el punto de muestreo de 21 dias con
los tres grupos de tratamiento analizados. Tal como se esperaba, el control positivo inhibié significativamente el
crecimiento de Eimeria, mientras que la malta de cebada al 10 % no difirié significativamente del control negativo.
En una magnitud, la supresién de Eimeria con el control positivo estaba por encima del 95 % del control negativo.

La figura 35 muestra que ambos tratamientos con control positivo y malta de cebada al 10 % inhibieron el
crecimiento de C. perfringens con una significacion estadistica. En una magnitud, la tasa de inhibicién con el
control positivo y malta de cebada al 10 % estuvo por encima del 99 % y el 92 % del control negativo,
respectivamente.

El efecto inhibidor del control positivo era de esperar, ya que se mostré que suprimia generalmente la microbiota
del ileon (véase la figura 33). Por otro lado, el modo de accidn inhibitorio de la malta de cebada al 10 % sigue
siendo desconocido. Es posible que la inclusion de malta de cebada en la dieta reduce el dafio epitelial intestinal
durante la coccidiosis, lo que en consecuencia disminuiria la disponibilidad de sustrato a base de proteina animal
para la proliferacién C. perfringens.

Globalmente, la supresién del crecimiento de C. perfringens con malta de cebada es segun la mejora observada
de la razén de conversion de pienso (FCR) durante el ensayo de 35 dias. Por tanto, los resultados de este
estudio sugieren fuertemente que la inclusién de malta de cebada en la dieta es muy prometedora como inhibidor
eficaz de la infeccion por C. perfringens durante la fase grave de la enteritis necrética.

V. “Grano malteado” como producto de pienso saludable para caballos — digestibilidad y respuesta de glucosa de
los caballos a la cebada malteada (no segun la invencion)

1. Material y métodos
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1.1 Caballos y dietas

Para el ensayo, se seleccionaron seis yeguas Finnhorse sedentarias (tipo mesomorfico), de 6 a 14 afios de edad,
con un peso de 617 + 41,9 kg. Los caballos se alojaron individualmente en un establo con camas de turba y
comederos disefiados para una alimentacion precisa. Los caballos se pesaron al comienzo de la prueba y los
jueves durante la semana de recogida. Durante el ensayo, se permitié6 que los caballos se ejercitaran en un
potrero, 2 horas diarias.

El pienso experimental fue cebada malteada cuya palatabilidad, digestibilidad y efectos metabdlicos se
compararon con la cebada arrollada normal y el grano mas comudn usado para los caballos, la avena. Ademas,
se dio de comer heno seco a todos los caballos. La asignacién de pienso se calculé individualmente para cada
caballo segun el contenido de materia seca de los piensos y el peso vivo del caballo. Las dietas se disefiaron
para cumplir con un aporte diario de 70 g de DM/kg, de los cuales el 35 % consistia en grano y el 65 % en heno
seco. Se usaron las recomendaciones de alimentacion finlandesas para caballos sedentarios como guia para el
célculo (Tablas de alimentacion y recomendaciones de alimentacion, MTT 2014). Se dio de comer a los caballos
tres veces al dia y se registré el consumo de pienso pesando el pienso ofrecido y rechazado durante todo el
experimento. Se dio de comer una mezcla de minerales comercial (Ca:P=2:1) a una tasa de 130 a 150 g/dia
durante los dias 1-13 de cada periodo. Estaban disponibles agua y bloques de sal (NaCl) libremente. Las
raciones diarias de grano y heno se pesaron y se empaquetaron en recipientes o baldes de plastico y se dejaron
esperando para la alimentacién. Se tomaron muestras representativas del pienso para los analisis durante el
periodo de recogida y se almacenaron a temperatura ambiente.

1.2 Procedimiento experimental
1.2.1 Digestibilidad

El ensayo de 9 semanas tuvo tres periodos y la duraciéon de cada periodo fue de 21 dias. Los periodos
consistieron en 4,5 dias para el cambio de dieta, 12 dias de aclimatacion y 4 dias de toma de muestras. El tltimo
dia (0,5 dias) de cada periodo se realizé una prueba de respuesta de glucosa.

La digestibilidad aparente in vivo de las dietas se midi6 con los caballos mediante un método de marcadores de
digestibilidad. Se usé ceniza insoluble en acido (AlA), que es un ingrediente natural del pienso, como marcador
de digestibilidad. La cantidad de un marcador no digerible evacuado en las heces, cuando se da de comer de
manera continua a lo largo del tiempo, es constante. La concentracion del marcador en las heces se relaciona
directamente con la produccion de heces (ecuacion 1). La digestibilidad de la dieta y los nutrientes especificos
pueden calcularse entonces cuando se conocen el consumo de pienso y la produccién de heces (ecuacion 2).

La produccion de DM fecal (kg/d) basada en el método de marcador se calcul6 tal como sigue:

Concentracion de AlA del pienso (mg /Kg de DM) X Ingestade DM (kg/d) (1)
Concentracion de AlA fecal (mg/Kg de DM)

Los coeficientes de digestibilidad in vivo aparentes del tracto total se calcularon tal como sigue:

Componente consumido en el pienso (g/d) —  Componente excretado en las heces  (g/d) (2)

Componente consumido en el pienso  (8/d)

Las muestras de heces se tomaron varias (3-4) veces al dia durante las horas de trabajo. Las muestras se
tomaron de montones recientes de heces evitando cuidadosamente su contaminacién con el material de cama o
pienso. Ademas, se evitaron las heces que se habian contaminado con orina. Las muestras de heces se
almacenaron en un recipiente de plastico sellado durante el periodo de recogida y se enviaron al laboratorio para
su analisis después del periodo. El pienso ofrecido y rechazado se registrd diariamente, y los rechazos de pienso
se muestrearon y analizaron para determinar la materia seca.

1.2.2 Prueba de respuesta de glucosa intravenosa (IVGRT)

La prueba de respuesta de glucosa intravenosa se realizo el ultimo dia (viernes) de cada periodo. El jueves por
la tarde, el dia previo a la IVGRT, los caballos se inmovilizaron en cepos y se sedaron para la insercion del
catéter en la vena yugular. Se inserté un catéter (Milacath 14G x 13 cm, Mila International, Kentucky, EE.UU.) en
la vena yugular usando un bloqueo con anestésico local (lidocaina al 2%, lidocaina 20 mg/ml, Orion Pharma,
Turku, Finlandia). Finalmente, los catéteres con valvulas de 3 vias se heparinizaron y se suturaron a la piel.
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A la mafana siguiente, tras 10 h de ayuno, se comprobd6 el funcionamiento de las sondas y se extrajo la primera
muestra (basal) antes de la alimentacién. La alimentacién comenzo a las 6:30 para los dos primeros caballos y
luego después de cinco minutos el segundo par y nuevamente después de cinco minutos los dos Ultimos. Solo se
dio una porcion de grano (1,7 kg), sin heno. Se extrajeron ocho muestras de sangre cada 15 minutos (+15, +30,
+45, +60, +75, +90, +105, +120) desde el inicio de la alimentacion y después de eso otras seis muestras cada 30
minutos (+150, +180, +210, +240, +270, +300). Con este procedimiento, la Ultima muestra se tomd cinco horas
después de iniciada la alimentacién con granos y el numero total de muestras fue de 15. Los catéteres se
retiraron después de la Ultima muestra.

Se recogieron muestras de sangre en tubos (Vacuette®; Greiner Bio-One International GmbH, Austria) que
contenian oxalato de potasio y fluoruro de sodio para el andlisis de glucosa y lactato en plasma, y en tubos sin
aditivos para el andlisis de insulina sérica. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante una hora
antes de centrifugar a 3000 x g durante 10 minutos. El suero y el plasma se almacenaron en tubos de plastico a
-70 °C hasta el andlisis de las concentraciones de glucosa, insulina y lactato en Movet Laboratory Ltd, Kuopio,
Finlandia.

El andlisis de glucosa se realiz6 con un método espectrofotométrico basado en glucosa hexocinasa segun la
norma de IFCC. Se determiné el lactato plasmatico con el método enzimatico-fotométrico. Se determind la
insulina sérica por duplicado mediante el uso de radioinmunoensayo (RIA) comercialmente disponible.

1.2.3 Modelo experimental y andlisis estadisticos

Los seis caballos se asignaron aleatoriamente en tratamientos en un disefio de repetido de cuadrados latinos de
3 x 3 (tabla 11). Este modelo experimental produce seis observaciones para cada tratamiento, pero en este caso
tuvo que excluirse un caballo del ultimo periodo debido a una enfermedad y, por tanto, falta un valor para la dieta
2 (cebada). Los tratamientos fueron: A) avena, 35% + heno seco, 65%, B) cebada, 35% + heno seco, 65% y C)
cebada malteada, 35% + heno seco, 65%.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el procedimiento MIXED del sistema SAS (SAS 9.3, 2008).
Los conjuntos de datos para ambas especies animales se analizaron en primer lugar por separado. La variable
respuesta (Y) se analiz6 segun el siguiente modelo estadistico: Yijkl = p + Caballoi + Periodoj + Cuadradok +
Dietal + ¢ijkl. El efecto del cuadrado no fue estadisticamente significativo y finalmente quedé fuera del modelo.

Tabla 11. Tratamientos de seis caballos.

Cuadrado | Cuadrado I
Periodo Caballo 1 Caballo 2 Caballo 3 Caballo 4 Caballo 5 Caballo 6
| A B C C A B
Il B C A B C A
11 C A B A B C

1.2.4 Analisis quimicos

El contenido de DM de las muestras de grano, heno y heces se determiné secando a 105 °C durante 20 h. Para
los andlisis quimicos, las muestras se secaron a 60 °C hasta que se secaron y se molieron a través de un tamiz
de 1 mm. La muestra se calcind a 600 °C durante 2 h (AOAC, 1990; método 942.05) y la concentracion de
materia organica (MO) se calcul6 como DM - ceniza.

Las muestras de pienso se analizaron para determinar el nitrdgeno mediante el método de Dumas usando un
analizador de nitrégeno Leco FP 428 (Leco Corp., St Joseph, EE.UU.) (AOAC, 1990; método 968.06) y las
muestras fecales con métodos internos acreditados 1120, 1122 y 1125 Kjeldahl; método oficial AOAC-984,13
(AOAC, 1990) usando Cu como catalizador de digestion y usando una unidad analizadora Foss Kjeltec 2400
(Foss Tecator AB, Héganas, Suecia). La proteina en bruto (CP) se calculé6 multiplicando N por 6,25. La fibra en
bruto (CF) se determind con un sistema Fibertech 2023 FiberCap (Foss Tecator Ltd, Haganas, Suecia) (EEC
92/89, ASN 3802). La figura detergente neutra (NDF) se analizé seguin Van Soest et al. (1991), mientras que
para la fibra detergente acida (ADF) se aplic6 el método de Robertson y Van Soest (1981). Todas las muestras
se analizaron para determinar la ceniza insoluble en acido (AIA) mediante el método descrito en la Directiva de la
Comisién de la UE 71/250/EEC (Comision Europea, 1971). La medicién del pH de las muestras fecales se realizo
con un medidor de pH Mettler Toledo 345 (Mettler-Toledo AG, Schwerzenbach, Suiza).

2 Resultados
2.1 Composicion quimica

La composicion quimica de los piensos experimentales se presenta en la tabla 12. El heno seco que se uso para
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la alimentacion basal representd valores nutricionales tipicos para el heno Timoteo de corte temprano. El
contenido de proteina en bruto (CP) fue bajo (7,8 %), pero puede considerarse normal para henos producidos
para fines de alimentacion de caballos. El heno tenia alto contenido de materia organica (OM), bajo contenido de
ceniza y fibra y buena calidad higiénica. La palatabilidad del heno era buena.

La composicién quimica de los granos fue bastante similar entre la fibra en bruto en las dos cebadas, pero la
cebada malteada contenia ligeramente menos fibra detergente neutral (NDF) y mas CP. La avena y la cebada
tenian un contenido de CP similar, pero la avena contenia mucha mas fibra (CF, NDF, ADF) y ceniza.

Tabla 12. Composicion quimica de los piensos

Pienso DM | OM Ceniza CP CF NDF ADF

% g/kg de DM | g/kg de DM g/kg de DM g/kg de DM | g/kg de DM | g/kg de DM
Heno seco | 85,6 | 949,7 50,3 77,6 318,8 599,4 315,5
Avena 86,2 | 967,0 33,0 104,3 103,2 280,0 119,1
Cebada 87,3 | 974,1 25,9 109,0 44,7 180,3 40,8
Cebada 91,5 | 976,2 23,8 123,8 48,1 152,2 47,6
malteada

2,2 Digestibilidad

Los valores mas altos de digestibilidad total de nutrientes en el tracto se lograron con dietas que contenian
cebada malteada. Los valores de digestibilidad de materia seca, materia organica y proteina en bruto se
presentan en la figura 36. El reemplazo de avena o cebada por cebada malteada potenci6 la digestibilidad de la
materia seca en de 3 a 5 unidades porcentuales, la materia organica en de 3 a 5 unidades y la proteina en bruto
en de 4 a 8 unidades.

Ademas del menor contenido de fibra de la cebada malteada en comparacioén con los otros granos examinados,
la fraccion de fibra también se digiri6 mejor en las dietas que contenian cebada malteada (figura 37). Sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Cuando la avena se reemplaz6 por cebada y
luego por cebada malteada, se logré una mejora lineal de la digestibilidad de NDF de la dieta. La digestibilidad de
la fibra en bruto también mejoré notablemente al reemplazarla por cebada malteada. La digestibilidad de ADF
también se potencié con respecto a la de la cebada normal, pero no en comparacién con la avena.

Las estimaciones basadas en el modelo de los coeficientes de digestibilidad con significacion estadistica se
presentan en la tabla 13. Faltaba un valor para la dieta 2 en el Gltimo periodo, porque uno de los caballos tuvo
gue retirarse del experimento. Esto afect6 al andlisis estadistico y dificultd el logro de la significacion estadistica
debido al pequefio conjunto de datos. Aunque la digestibilidad de todos los nutrientes mejoré numéricamente con
las dietas de cebada malteada, las Gnicas mejoras de digestibilidad estadisticamente significativas fueron las de
la materia seca, materia organica y proteina en bruto (P<0,05). Ademas, la gran variacién dentro de los valores
de digestibilidad de la fibra de la dieta debilitdé el poder del andlisis estadistico y no pudo detectarse significacion.
Sin embargo, la correlacion entre la digestion de materia organica y la digestion de fibra fue altamente
significativa en el conjunto de datos.

Tabla 13. Coeficientes de digestibilidad estimados de diferentes dietas y pH para heces excretadas con las
dietas.

Avena | Cebada | Cebada S.E. Avena frente | Avena frente a
malteada a cebada cebada malteada
Materia seca, g/kg 572,1 | 606,0 625,3 1,19/1,28* ns **
Materia organica, g/kg | 587,6 | 620,2 640,5 1,21/1,30* ns *
de DM
Proteina en bruto, g/kg | 695,0 | 655,1 739,7 2,09/2,22* ns xk
de DM
Fibra en bruto, g/kg de | 332,5 | 325,3 354,0 2,16/2,36* ns ns
DM
NDF, g/kg de DM 372,5 | 392,7 396,5 2,21/2,37* ns ns
ADF, g/kg de DM 329,1 | 320,1 333,2 2,78/2,98* ns ns
Ceniza, g/kg de DM 270,7 | 314,0 305,9 1,66/1,84* ns ns
pH 6,73 6,30 6,50 0,177/0,18 9* | ns ns
*Error estandar para las dietas 1 y 3/dieta 2. Diferencia en los valores debido a una observacion que falta
para la dieta 2.

La digestion mejorada de la dieta con cebada malteada se debié al mayor contenido de proteina y menor
contenido de fibra de la cebada malteada y a la mejor digestibilidad de estas fracciones en el grano de cebada
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malteada. Esto significa que la energia necesaria y la concentracion de nutrientes de la dieta se logran con una
porcién de grano mas pequefia. La dieta de cebada malteada dio como resultado un pH més alto en las heces en
comparacion con la dieta de cebada, pero no alcanzé los valores més altos obtenidos con la dieta de avena. Las
diferencias en el pH no fueron estadisticamente significativas. La palatabilidad de la cebada malteada fue buena.
Todos los caballos individuales en el ensayo consumieron cebada malteada sin dudarlo.

2.3 Efecto de la dieta sobre los metabolitos sanguineos

La cebada malteada fue responsable de una elevacion mas rapida (90 min frente a 120 min) en el nivel de
glucosa en sangre después de dar de comer la porcion de grano de la dieta (figura 38). El valor pico
(7,16 mmol/l) también fue mayor en comparacion con las otras dietas (cebada 6,92 y avena 6,49 mmol/l). La
cebada malteada mantuvo el nivel de glucosa mas alto (>6 mmol) por mas tiempo en comparacién con las otras
dietas. En promedio, la duracién del nivel mas alto de azlcar en la sangre fue de 120 min para la cebada
malteada, 45 min para la cebada y 30 min para la avena.

La concentracion de insulina en sangre es basicamente un reflejo de la glucosa, ya que la insulina es un
importante regulador de la glucosa en sangre. Cuando la concentracién de glucosa en sangre aumenta,
comienza la secrecion de insulina y les indica a las células del cuerpo (muisculo, tejido adiposo) que tomen
glucosa para obtener energia. La insulina también tiene varios efectos en el higado que estimulan la sintesis de
glucégeno a partir de glucosa. La concentracidon de insulina para la cebada malteada fue mayor durante los
primeros 210 minutos de la prueba (figura 39). Cuando el nivel de glucosa cay6 en la Ultima parte de la prueba,
también sucedié con la concentracion de insulina. Se observd el mismo desarrollo con la cebada, solo que la
concentracion permanecié en un nivel mas bajo. La concentracion de insulina con avena continué elevandose
durante toda la prueba. Esto fue sorprendente. Basandose en los valores muy altos de insulina en algunos de los
caballos, estos individuos padecian resistencia a la insulina (IR), que es un trastorno metabdlico parecido a la
diabetes forma Il en seres humanos.

Los niveles de lactato en sangre fueron muy bajos durante toda la prueba (figura 40). Los niveles de lactato en
sangre comenzaron a aumentar lentamente después de 15 minutos tras la alimentacién y, para la cebada y la
cebada malteada, la concentracién se estabilizé después de 75 minutos. Para la avena, el valor basal fue menor,
pero la elevacion fue mas rapida y los valores de cebada y cebada malteada se alcanzaron a los 105 minutos. El
lactato en sangre en caballos en reposo se origina principalmente a partir de metabolitos bacterianos en el
intestino grueso. Por tanto, la parte final de la curva es la mas interesante y refleja la porcién de grano que
ingresa al intestino grueso. Después de 150 minutos, puede observarse una caida en la curva de lactato de la
dieta de cebada malteada. Al mismo tiempo, la concentracion de lactato para la cebada y la avena siguid
aumentando. Esto puede explicarse como el efecto de una digestion potenciada del almidon de la cebada
malteada en el intestino delgado.

La produccion de éacido lactico en el intestino grueso resultante de la sobrecarga de granos es uno de los
problemas ampliamente reconocidos de la alimentacion con granos. Dado que la digestibilidad del almidén de la
cebada y la avena fue inferior en comparacion con la cebada malteada (véase la figura 38), entra mas almiddn
en el intestino grueso, dando como resultado una fermentacion que produce acido lactico. Las condiciones
acidas en el ciego y el colon son factores de predisposicién a la laminitis y otros problemas originados en el
tracto digestivo (Rowe et al. 1994).

4 Conclusiones

La palatabilidad de la cebada malteada fue buena para todos los caballos del experimento. Habitualmente, se
notifica que la cebada es menos apetecible que la avena, pero ese efecto no se observo en este experimento.

La digestibilidad de la materia seca, la materia organica y la proteina en bruto fue mejor en la dieta de cebada
malteada en comparacion con el grano mas comun usado para los caballos, la avena. Hubo una fuerte
correlacion entre la materia organica y la digestibilidad de la fibra y la digestion de la fibra también mejor6 en las
dietas de cebada malteada. Se considera que el contenido de fibra del pienso tiene el mayor efecto sobre la
digestibilidad de un pienso. La fibra vegetal, en su mayoria material de pared celular, no se digiere por las
enzimas digestivas del caballo, pero puede digerirse en cierta medida por los microorganismos del intestino
grueso. La porcion de pared celular (FDN) del pienso contiene celulosa, hemicelulosa y lignina. La fibra
detergente acida contiene celulosa y lignina. Estos hidratos de carbono complejos son los mas dificiles de digerir,
la lignina se considera indigerible y la celulosa solo se digiere parcialmente. En la cebada malteada, la proporcién
de solubles celulares de facil digestion es mayor en comparacién con otros granos, lo que tiene un efecto positivo
sobre la digestibilidad. La digestion de las fracciones de fibra, especialmente la ADF resistente a la digestion,
mejoré en la cebada malteada y mejoro la digestibilidad global de la dieta.

Basandose en el efecto de la harina de cereales sobre los metabolitos sanguineos, la capacidad y disponibilidad

digestiva en el intestino delgado del almidén de cebada malteada mejoraron en comparacién con otros granos.
Por tanto, el malteado se considera un método eficaz para aumentar la digestibilidad prececal de la cebada. Se
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ha sugerido que el limite superior para la digestién prececal del almidén es de 3,5 a 4,0 g de almidén/kg de peso
corporal/comida, pero actualmente se recomiendan ingestas mas bajas (>2 g) para evitar efectos perjudiciales en
el tracto digestivo. Al mejorar la digestibilidad del almidén, pueden darse de comer con seguridad porciones mas
grandes de almidén.

En este estudio, la digestibilidad global de la dieta de cebada malteada fue mejor en comparacién con la dieta de
cebada regular o avena. Basandose en los hallazgos en la respuesta metabdlica de estas dietas, también se
argumenté que la digestibilidad del almidén en el intestino delgado mejora en la cebada malteada. Esto significa
gue la cebada malteada tiene un mejor valor nutritivo y sus nutrientes se utilizan mucho mas faciles y
eficientemente en comparacion con la avena y la cebada. El nivel de glucosa en sangre estacionario durante
mucho tiempo después de la ingestién de harina de cebada malteada proporciona energia facilmente disponible
para el caballo. La digestidn eficaz del almidén de cebada malteada en el intestino delgado reduce los riesgos de
dar de comer granos a un caballo, por ejemplo, acidosis intestinal o laminitis. Un estado metabdlico estacionario
significa un mejor bienestar para el caballo.

La cebada malteada puede usarse como grano de cereal principal en la alimentacion de caballos o como
componente principal en piensos compuestos comerciales, basandose en las ventajas observadas en este
estudio. Por tanto, es recomendable la formulacién de piensos (compuestos granulados) con cebada malteada.

Resultara obvio para un experto en la técnica que, a medida que avanza la tecnologia, el concepto inventivo
puede implementarse de varios modos. La invencion y sus realizaciones no se limitan a los ejemplos descritos
anteriormente, sino que pueden variar dentro del alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Pienso para animales que comprende granos germinados y secos que tienen actividad alfa-amilasa de al
menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a 150 DU/g de
p.s. para su uso en la mejora de la salud intestinal de aves de corral durante y/o después de la infeccion por
Eimeria.

2. Pienso para animales que comprende granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-amilasa de al
menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a 150 DU/g de
p.s. para su uso en la reduccion de la gravedad de la infeccién por Clostridium perfringens en aves de corral.

3. Pienso para animales que comprende granos germinados y secos que tienen una actividad alfa-amilasa de al
menos 60 DU/g de p.s., especificamente de 70 a 200 DU/g de p.s., mas especificamente de 80 a 150 DU/g de
p.s. para su uso en la mejora del rendimiento de aves de corral en condiciones de exposicién a enteritis
necrética.

4. Pienso para animales para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el pienso
comprende el 0,5 - 100 % (p/p), el 0,1 - 50 % (p/p), el 0,5 - 50 % (p/p), el 1 - 40 % (p/p), el 1 - 35 % (p/p), el 1 —
20 % (p/p), el 1 - 15 % (p/p), el 1 - 10 % (p/p) 0 el 1 - 5 % (p/p) de granos germinados y secos.

5. Pienso para animales para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el pienso
comprende

a) granos germinados y secos 0,5-30 % (p/p),
b) dieta de inicio o dieta de crecimiento 70-99,5 % (p/p).

6. Pienso para animales para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el pienso
comprende minerales, vitaminas y/o enzimas.

7. Pienso para animales para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los
animales se seleccionan de aves de corral tales como pollos de engorde, pollos, pavos y aves de caza.

8. Pienso para animales para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los
granos germinados y secos tienen un poder diastasico de 500 a 1400 WK/100 g de p.s., mas especificamente de
650 a 1300 WK/100 g de p.s., lo méas especificamente de 800 a 1200 WK/100 g de p.s.

9. Pienso para animales para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los
granos tienen la siguiente calidad de grano:

% de contenido de proteina (% de masa/masa en base seca) 9-16.

10.Pienso para animales para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los
granos incluyen granos de cereal de uno o mas cereales seleccionados del grupo que consiste en cebada, trigo,
centeno, avena.

11.Pienso para animales para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los
granos estan en forma de granos, producto triturado, harina, granulos, cépsulas, migas, puré, producto
machacado, liquido, extracto o cualquier combinacién de los mismos.

12.Pienso para animales para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los

granos se han secado con aire caliente que comprende secado en la temperatura de aproximadamente 40-
70 °C.
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Azucares solubles totales mediante el método de DNS
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Grado de polimerizacion de azicar promedio
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Glucosa soluble tras la hidrélisis con acido, HPLC
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Arabinosa solubles tras la hidrélisis con acido, HPLC
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Consumo de pienso/corral, dias 1-29
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FCR 1-29 dias, no corregida por mortalidad

2,5
2 A
w 1,5
‘uz
1 o
0,5 -
0 - ;
Control Malta seca Malta fresca
Figura 8
Mortalidad 1-29 dias, %
7
6
5
4
X
3 =
2 -t
1 d
0 - T T
Control Malta seca Malta fresca
Figura 9

41




ES 2950 660 T3

1.0E+09

1.0E+08

1.0E+07

copias de gen de ARNr 16S/gramo de digesto

10E405 s

Figura 10
1.0E+11

1.0E+09

1.0E+08

copias de gen de ARNr 16S/gramo de digesto

Fi_gura 11

Estreptococos - lleon 29 dias

1.0E406 -

Control Malta seca

Lactobacilos - ileon 29 dias

Control

42

Malta fresca

Malta seca

Malta fresca



ES 2950 660 T3

Enterococos - ileon 29 dias
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Coriobacteriaceae - Ciego 17 dias

1.0E+11

1.0E4+09 o B

Copias del gen de ARNr 16S/gramo de digesto

Control Malta seca Malta fresca

Figura 14

Acido acético - lleon 29 dias
*
25

2.0 B [ .

mVi

15

0.5

Control Malta seca Malta fresca

Figura 15

44



60

50

mM

30

40 o

ES 2950 660 T3

Acido lactico - ileon 29 dias
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Acido acético - Ciego 17 dias
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Acido butirico - Ciego 29 dias
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Consumo de pienso, dias 0-14
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Consumo de pienso, dias 0-35
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A. FCR corregida por mortalidad, dias 14-21
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Peso medio de las aves vivas, dia 13
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Peso medio de las aves vivas, dia 35
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B. Aumento de peso medio de las aves vivas, dias 13-21
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D. Aumento de peso medio de las aves vivas, dias 0-35
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Consumo de pienso, dias 13-21
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Consumo de pienso, dias 0-35
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FCR corregida por mortalidad, dias 0-13
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FCR corregida por mortalidad, dias 21-35
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Puntuacién de lesiones de NE del yeyuno, promedio de corrales
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Eimeria spp., dia 21
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