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RESUMEN Y PALABRAS CLAVES

En el Laboratorio de Quimica de la Universidad Estatal Amazonica e instalaciones porcinas del
Rancho Santa Rita ubicados en el cantdn Pastaza, se evaluo el efecto del polvo y extracto del
follaje de guayaba (Psidium guajava) como aditivo antioxidante en la alimentacion de cerdos en
la etapa de posdestete. En el polvo y extracto cocido de follaje de guayaba se determind el
contenido de polifenoles totales por el ensayo FOLIN, y la capacidad antioxidante por los
ensayos FRAP y ABTS. Los tratamientos fueron T1: Pienso comercial BIOALIMENTAR; T2
Pienso comercial BIOALIMENTAR + inclusion de 1g de polvo de follaje de guayaba por cada
100 g de alimento; T3: Pienso comercial BIOALIMENTAR + inclusion de 1ml de extracto de
follaje de guayaba por cada 100 g de alimento. Se utilizaron 24 animales mestizos machos
(Blanco Belga x Pietrain) de 25 dias de edad, con un peso promedio de 9,17 que se ubicaron en
24 jaulas individuales de 0,80 m x 1,0 m (0,80 m?). Para analizar los datos se realizo ANOVA y
para comparar las medias se utilizé la décima de Tukey con P<0,05. El polvo del follaje de
guayaba present6 la mayor concentraciéon de polifenoles totales (45,61 mg acido galico/ml de
muestra) en relacién al extracto cocido (0,14 mg acido galico/ml de muestra) con el ensayo
FOLIN. En el ensayo FRAP el polvo de follaje de guayaba presentd la mayor capacidad
antioxidante (1.58 mg TROLOX/ml de muestra) en relacion al extracto cocido (0.23 mg
TROLOX/mI de muestra). No obstante, en el ensayo ABTS la capacidad antioxidante fue similar
entre el polvo (0.12 mg TROLOX/ml muestra) y el extracto cocido (0.10 mg TROLOX/mlI
muestra). Se evidencio efecto significativo (P<0.0001) para la (GDP), (CA), (CMS) y (PF) de
los cerdos. Los mejores indicadores de comportamiento productivo se evidenciaron en los
tratamientos T2 y T3 respectivamente. La suplementacion dietética con 1% de polvo y 1% de
extracto cocido de follaje de guayaba de los tratamientos T2 y T3 redujo significativamente
(P<0.001) la incidencia de las diarreas de cerdos en posdestete con relacion al tratamiento T1
durante los 15 dias de estudio. La suplementacion dietética con polvo y extracto cocido de follaje
de guayaba al 1% en la dieta de cerdos en posdestete mejord el consumo, ganancia de peso,

conversion alimentaria, peso final y redujo la incidencia de diarreas.

PALABRAS CLAVES: aditivo fitobidtico, follaje verde, lechones en posdestete, Psidium

guajava.



SUMMARY AND KEYWORDS

In the Chemistry Laboratory of the Amazon State University and pig installations of the Rancho
Santa Rita located in the Pastaza canton, was evaluated the effect of the powder and extract of
the foliage of guava (Psidium guajava) as an antioxidant additive in the feeding of pigs in the
stage post-weaning. In the powder and cooked extract of guava foliage the total polyphenol
content was determined by the FOLIN assay, and the antioxidant capacity by the FRAP and
ABTS assays. The treatments were T1. BIOALIMENTAR Commercial feed; T2
BIOALIMENTAR Commercial feed + inclusion of 1 g of foliage powder of guava for each 100
g of food; T3: BIOALIMENTAR Commercial feed + inclusion of 1 ml of guava foliage cooked
extract per 100 g of food. Twenty-four male cross-breed animals (Belgian White x Pietrain) of
25 days of age were used, with an average weight of 9.17 kg, which were located in 24 individual
cages of 0.80 m x 1.0 m (0.80 m?). To analyze the data, ANOVA was performed, and to compare
the means, the Tukey test with P<0,05 was used. The foliage powder of guava had the highest
concentration of total polyphenols (45.61 mg gallic acid/ml of sample) in relation to the cooked
extract (0.14 mg gallic acid/ml of sample) with the FOLIN assay. In the FRAP trial, guava foliage
powder showed the highest antioxidant capacity (1.58 mg TROLOX/mI sample) in relation to
the cooked extract (0.23 mg TROLOX/mI sample). However, in the ABTS assay the antioxidant
capacity was similar between the powder (0.12 mg TROLOX/ml sample) and the cooked extract
(0.10 mg TROLOX/ml sample). Significant effect was evidenced (P<0,0001) for the (GDP),
(CA), (CMS) and (PF) of the pigs. The best indicators of productive behavior were evidenced in
treatments T2 and T3 respectively. Dietary supplementation with 1% powder and 1% cooked
extract of guava foliage from treatments T2 and T3 significantly reduced (P<0,001) the incidence
of post-weaning pig diarrhea in relation to T1 treatment during the 15 days of study. Dietary
supplementation with powder and cooked extract of 1% guava foliage in the diet of pigs in the
post-weaning period improved consumption, weight gain, feed conversion, final weight and

reduced the incidence of diarrhea.

KEY WORDS: Phytobiotic additive, green foliage, post-weaning piglets, Psidium guajava.
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1.

CAPITULO |
INTRODUCCION

La produccion porcina en el mundo se ha incremento significativamente en los Gltimos afios,
debido al mayor consumo de esta especie. La carne de cerdo a mas de tener un sabor exquisito,
es altamente nutritiva ya que posee una excelente fuente de proteina, energia, vitaminas y

minerales, para la alimentacién humana (FAO, 2014).

La etapa de posdestete de los cerdos tiene importantes requerimientos en cuanto a las
instalaciones, manejo y alimentacién. En la explotacion porcina se maneja los destetes precoces
entre 21 y 28 dias, con un peso promedio de los lechones de 6 a 9 kg de peso vivo. Los lechones
destetados a estas edades son muy sensibles al estrés ambiental y al cambio de la dieta, ya que
cuando estos animales se encuentran en lactancia su alimentacion es exclusivamente a base de
leche, mientras que al destete solamente reciben alimento sélido, este cambio de alimentacion
provoca trastornos digestivos y los animales bajan el consumo y se afecta la conversion

alimentaria (Pavez, 2014).

En la industria porcina se usan en los piensos antibiéticos para inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos. Por otra parte, la utilizacién prolongada de antibidticos provoca
resistencia de los microorganismos y genera residuos en la canal (Figueroa, Chi, Cervantes, y
Dominguez, 2016).

En la Uni6én Europea se prohibi6 el uso de antibiéticos y promotores de crecimiento a partir del
afio 2006. Este entorno dio paso a nuevas investigaciones con productos bioldgicos que actlan
como promotores de crecimiento y para la prevencién de enfermedades. Actualmente, se estan
realizando intensos trabajos con principios activos de varias plantas, a estos agentes se los
conoce como fitobidticos (Grijalva, 2007). Dentro de los fitobioticos se han realizado varios
trabajos con polifenoles o compuestos fendlicos que son moléculas naturales del metabolismo
secundario de las plantas, estos presentan en su estructura molecular uno o mas anillos

aromaticos con al menos un grupo hidroxilo enlazado (Valencia et al., 2017).

Estos metabolitos se pueden obtener del follaje de las plantas los cuales tienen diversas
funciones, dentro de las mas importantes se destaca la capacidad antioxidante, asimilacion de
nutrientes y sintesis proteica (Quifiones, Miguel, y Aleixandre, 2012). Se ha reportado el uso de
las hojas y corteza de guayaba suministradas por via oral para tratar afecciones digestivas,

anemia, artritis, diabetes, hemorragia, hinchazon, uretritis, asma y resfrio, y otras propiedades



antibacterianas, antiinflamatoria, antihelmintica, antiséptica, antitusiva, astringente,
carminativa, febrifuga, espasmolitica y tonica (Navarrete et al., 2017).
1.2. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

En la etapa de posdestete se producen grandes cambios dentro del tracto gastrointestinal (TGI)
de los lechones, lo que provoca una alta colonizacién de microorganismos patogenos, y para su
control se utilizan antimicrobianos en los balanceados, para prevenir la incidencia de diarreas
en los cerdos. Sin embargo, estos aditivos traen como resultado la resistencia de los
microorganismos a los farmacos y se deprime la inmunidad de los cerdos, como consecuencia
no existe una adecuada asimilacion de los nutrientes aportados en la dieta, asi como también, se
han determinado restos de estos quimicos en la carne. Se conoce por la literatura, que el follaje
de guayaba posee un buen contenido de principios activos antioxidante que pueden mejorar la
salud intestinal de los animales, pero no se ha evaluado este producto como antioxidante para

cerdos en la etapa de posdestete.

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA

La inclusidon de polvo y extracto de follaje de guayaba en la dieta de cerdos en posdestete podria
constituir una alternativa al uso de farmacos para mejorar los indicadores productivos y la salud

de los animales.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto del polvo y extracto del follaje de guayaba (Psidium guajava) como

aditivo antioxidante en la alimentacidn de cerdos en la etapa de posdestete.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el contenido de polifenoles en el extracto y polvo de follaje de guayaba.
e Determinar el consumo de alimento (CDA), ganancia de peso (GP), conversion
alimentaria (CA), peso final (PF) e incidencia de diarreas en cerdos de posdestete.



CAPITULO 11
2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Aspectos fisiologicos de tracto digestivo en lechones posdestete.

Segun (Insuasti, Collazos, y Argote, 2008) en los lechones durante los primeros 10 dias de vida,
ocurren incrementos diarios correspondientes a su peso, longitud y didmetro, que estan
asociados al aumento del peso de la mucosa intestinal, la altura y didmetro de sus vellosidades
y de la poblacion celular. Para que los procesos de digestion y absorcion de los nutrientes se den
de una manera satisfactoria, es necesario que se mantenga la integridad de la mucosa intestinal,
la cual depende del recambio y de la renovacion de sus células (Caicedo, 2016). La funcién
digestiva (secrecion de carbohidrasas y peptidasas) de los enterocitos y sus microvellosidades
comienza solamente cuando se completa la diferenciacion estructural de la mucosa, que
generalmente ocurre durante el periodo de migracion de las células sobre el primer tercio de la
vellosidad. La absorcién de azlcares y aminoacidos, empieza cuando el enterocito pasa la mitad
de la vellosidad y contindla aumentando hasta que son descamados (Jha y Berrocoso, 2016).
Después del destete, los lechones manifiestan varios cambios fisioldgicos como estrés al que
son sometidos en esta fase de su vida, que incluyen de pasar de un periodo de subalimentacion
liquida a una solida ocasionando atrofia de las vellosidades (Spreeuwenberg, Verdonk, Gaskins,
y Verstegen, 2001). Lo que resulta en una menor capacidad para digerir y absorber los nutrientes
en el tracto digestivo provocandoles trastornos diarreicos (Kim y Isaacson, 2015). Los cambios
morfoldgicos de la mucosa intestinal observados en la fase posdestete son resultantes de la baja
capacidad del tracto intestinal de adaptarse al nuevo ambiente nutricional que se establece en su
interior. Estos cambios microscopicos se relacionan con la edad y peso del lechon, el bajo
consumo de alimento y con las materias primas que componen el alimento consumido por los
animales en esta etapa (Souza, Mariscal, Escobar, Aguilera, y Magné, 2012).

2.2 Cuidado temprano de los lechones después del destete

La primera semana después del destete es una etapa critica en el desarrollo de los cerdos. Esta
semana repercutird en el rendimiento por el resto del periodo de destete a término. El
crecimiento durante la primera semana posdestete afectard el posterior rendimiento de los
cerdos. En un ensayo, los cerdos que crecieron 0.5 kg por dia durante la primera semana
posterior al destete fueron 17 kg méas pesados a mercado comparado con aquellos cerdos que no
ganaron peso la primera semana (Menéndez, 2017).

2.3 Manejo de cerdos en la etapa de posdestete



El objetivo principal del destete temprano es netamente lograr un paso rapido de una dieta
liquida lactea a una sélida basada en cereales, proteina de origen animal o vegetal. La leche de
la cerda es rica en grasa, y muy digerible por su contenido de &cidos grasos de cadena corta
(Sarradell et al., 2004).

2.4 Alimento preiniciador

El uso de los alimentos preiniciadores es un concepto nutricional de alta digestibilidad (Solano,
2016). Un lechon recién destetado presenta las siguientes deficiencias: Carece de enzimas
suficientes para digerir el alimento sélido (digiere principalmente leche), tiene una baja
capacidad de absorcion de nutrimentos pues sus vellosidades intestinales pierden altura y
préacticamente no sabe comer alimento sdlido (Dal Masetto, Vidales, Echevarria, y Béréterbide,
2018).

2.5 Produccién mundial de guayaba

La guayaba (Psidium guajava) esta clasificada como uno de los frutos méas apetecidos por el
hombre. La produccion mundial de este cultivo supera los 1.2 millones de toneladas. La India 'y
Pakistan aportan el 50% de la produccién, México con un 25% Yy el restante 25% entre Brasil,
Egipto y Colombia (Yam et al., 2010).

2.6 Contenido de polifenoles en el follaje de guayaba

En el follaje de guayaba las hojas méas jovenes son una fuente principal de compuestos fendlicos,
taninos, flavonoides, triterpenos, esteroides, asi como saponinas y compuestos aminados, &cido
guajanoico, R-sitosterol, uvaol, &cido oleandlico y acido ursdlico, acido 2 hidroxiursélico, &cido
ascorbico, azlcares reductores y alcaloides (Amado, Lafourcade, y Pérez, 2013).

Los taninos encontrados son (catequina, epicatequina, antocianinas) y se caracterizan por
conferirle astringencia a los frutos y follaje, son ademas uno de los principales metabolitos
antioxidantes donde su contenido puede llegar hasta el 35% de los polifenoles totales (Zapata,
Cortes, y Rojano, 2013).

2.7 Actividad antidiarreica del follaje de guayaba

En el follaje de guayaba se encuentra un metabolito conocido como quercetina, el cual es un
flavonoide que posee muchas propiedades beneficiosas para la salud. Existen reportes que este
principio activo provee un efecto espasmolitico con una disminucion de la motilidad intestinal
y retardo en el vaciado gastrico. El extracto acuoso de las hojas, disminuye la produccion de
toxinas labiles de E. coli y del colera. Un ensayo clinico con extracto y polvo de follaje de

guayaba concluyeron que la hoja de guayaba tiene efecto antidiarreico (Amado et al., 2013).



2.8 Actividad antioxidante del follaje de plantas

Los antioxidantes en las plantas son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de
otras moléculas inhabilitando la iniciacion o propagacion de las reacciones de los radicales libres
de la cadena (Avello y Pastene, 2005).

La actividad antioxidante de los productos naturales ha sido ampliamente estudiada en los
ultimos afios, tanto en modelos in vitro como in vivo, y se ha demostrado sus importantes
propiedades en la eliminacién de radicales libres. En esta actividad farmacoldgica intervienen
una variedad de procesos bioquimicos y ralentiza la progresion de enfermedades graves de la
civilizacion, como: enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades inflamatorias o

infecciones(Kukula, Koch, Angelis, Halabalaki, y Aligiannis, 2016).

2.9 Determinacién de la actividad antioxidante

Para cada uno de los métodos se los relaciona con la generacion de cada radical diferente, que
actGa a través de una variedad de mecanismo (Alvares et al., 2009). Para su determinacion se
pueden utilizar diversos compuestos cromdgenos: ABTS (&cido 2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolin - 6 - sulfénico), FOLIN (Folin-Ciocalteu), DPPH (radical 2,2difenil-1-
picrilhidrazil), DMPD (N, N’-dimetil-p-fenilendiamina) y FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant
Power), estos sirven para determinar la capacidad de los compuestos fenolicos que contienen
los frutos, cortezas o hojas para captar los radicales libres generados, operando asi en contra de
los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de

oxigeno.

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, ambos presentan una excelente estabilidad en
ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias. EI DPPH es un radical libre que
puede obtenerse directamente sin una preparacién previa, mientras que el ABTS tiene que ser
generado tras una reaccion que puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio).
Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica,
mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico, y el DMPD solo en medio
acuoso El radical ABTS+ tiene, ademas, la ventaja de que su espectro presenta maximos de
absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico (Kuskoski, Asuero, Troncoso,
Mancini, y Fett, 2005).



CAPITULO Il

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1. LOCALIZACION

La determinacion de principios activos (polifenoles) en el polvo y extracto del follaje de guayaba
se realiz6 en el laboratorio de Quimica de la Universidad Estatal Amazénica. El trabajo de
campo se ejecutd en la Parroquia Tarqui canton Pastaza, en el km 3.5 de la via Tarqui - Madre
Tierra, en el rancho “SANTA RITA”, localizado entre las coordenadas geogréficas
01°32°00""de latitud SUR y 78°00°00"" Oeste. El lugar de la investigacion tiene un clima
subtropical himedo, con precipitaciones que oscilan entre 4000 y 4500 mm anuales, con

humedad relativa media de 87% y temperatura minima y maxima promedio de 20 a 28 °C

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion es experimental ya que se midio el efecto que causan los tratamientos sobre las

variables de estudio (conversion alimentaria, ganancia de peso e incidencia de diarreas).

3.3. METODOS DE INVESTIGACION
3.3.1. Elaboracién del polvo y extracto del follaje de guayaba.

El follaje de guayaba se obtuvo en la Parroquia Tarqui cantén Pastaza, en el km 1.5 de la via
Tarqui - Madre Tierra, en el rancho “SANTA RITA”. Se seleccioné las cinco primeras hojas
desde el cogollo y se recolectd 1 kg de follaje fresco. Para hacer el polvo se realizé un secado
de las hojas en una estufa (marca Barnstead modelo 3523), durante 72 horas hasta obtener un
peso constante, se molié en un molino (marca Thomas-Wiley modelo 4) y se enfundaron hasta
su uso. Para la realizacion del extracto del follaje se utilizaron 100 g de follaje fresco y se
depositd en un litro de agua hervida a 100 °C, se tapd y dejé a enfriar por una hora antes de su

uso (Anexo 1).
3.3.2. Determinacion de fenoles totales en polvo y extracto de follaje de guayaba.

3.3.2.1. Método FOLIN (Folin-Ciocalteu)

Primero se prepar6 el Folin tomando 40 L de reactivo Folin-Ciocoalteau en una dilucion 1:1
con agua destilada, se colocard en un matraz aforado de 10 ml, se agitard y dejara reposar,

protegido de la luz por 10 minutos. Se afiadird 500 pL de la solucion de carbonato de sodio al
5



10%, luego se aforard a un volumen de 10 ml con agua destilada, homogenizamos la disolucion
agitando manualmente el matraz aforado, mantener a la oscuridad a temperatura ambiente
durante dos horas, medir las absorbancia a 765 nm contra el blanco (Rivas, Oranday, y Verde,
2016). Técnica operatoria: Se tomo6 40 pL de muestra a analizar, luego se afiadio500 pL de
reactivo de Folin-Ciocoalteau (dilucion 1:1 con agua destilada) seguidamente se coloco en
matraz aforado de 10 ml, después se agito y se dejé en reposar, protegido de la luz, durante 10
minutos, a continuacion, se afiadido 500 pL de la disolucion de carbonato de sodio al 10%,
posterior se aforo a un volumen de 10 ml con agua destilada, después se homogenizar la
disolucién agitando manualmente el matraz aforado, mantener en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 2 horas, y finalmente se midi6 la absorbancia a 765 nm contra el blanco de
reactivos. (Rivas, Oranday, y Verde, 2016).

3 A+ 0,0312
~0,0778
A= Valor de la absorbencia de las muestras.

C= concentracion de polifenoles.

3.3.3 Determinacion de cantidad de antioxidantes en polvo y extracto de follaje de

guayaba.

3.3.3.1. Método ABTS acido 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin - 6 — sulfonico)

El radical ABTS se generd a partir de su precursor el acido 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-
6-sulfénico (ABTS); es un compuesto de color verde-azulado, estable.

Métodos de generacion del radical ABTS.

- Disolucion de ABTS 7mM. Se disolvieron 0,0384 g de sal amonica cristalizada de ABTS en
10 ml de agua destilada.

- Disolucién de persulfato de potasio 2,45mM. Se disolvieron 0,0662 g del reactivo en 100 ml

de agua destilada.
- Etanol al 96 % v/v.

- Preparacion radical ABTS, se mezclo en partes iguales la disolucion de ABTS 7mM vy la de
persulfato de potasio 2,45 mM. Se mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16



horas para la formacion del radical. Se disolvio con etanol para obtener una absorbancia de
0,8730 (absorbancia inicial) a 730 nm.

- Preparacion de las muestras de ensayo. En la cubeta del espectrofotometro se coloco 20 ulL de
las diferentes mezclas, diluidas 1:1000 v/v en metanol y se adicionaron 3 ml de la disolucién
del radical ABTS. Se esperara 7 minutos hasta la estabilizacion de la absorbancia y se realizé la
lecturaa 730 nm (Re et al., 1999)

Los calculos se hicieron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de
TROLOX (patron de antioxidantes):

_A-0,7252
~ —0,1304

A = valor de absorbancia de las muestras.

C = concentracion de antioxidantes.

3.3.3.2. Método FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

Este método se basa en la capacidad que tiene la sustancia antioxidante para reducir Fe®* a Fe?*,
El complejo férrico: 2,4,6 — tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido a complejo ferroso
coloreado. Se empled una curva de calibracion confeccionada con patron de TROLOX. El
reactivo FRAP se elabord de la siguiente manera:

Se preparo el buffer de acetato 0,3 mM a pH 3,6, para lo cual se pesé 6,1 mg de acetato de sodio
trihidratado, se disolvié en 200 mL de agua, se ajusté el pH con una disolucién de &cido
clorhidrico 40 mM vy finalmente se afor6 a 250 mL con agua destilada. Para preparar la
disolucion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), se pesé 31,2 mg y se disolvid en &cido
clorhidrico 40 mM hasta aforar en 10 mL. Luego se hizo una disolucién 20 mM de cloruro de
hierro 111, a partir de la sal hexahidratada, para lo cual se pes6 135,2 mg y se disolvié en agua
destilada hasta aforar en 25 mL. Finalmente, cada disolucion se mezcl6 en proporcién 1:1:10 de

TPTZ: cloruro de hierro 111 : buffer acetato para obtener el reactivo FRAP (Rivas et al., 2016).

La muestra se prepar0 mediante en dilucion 1:1000 v/v con metanol y se analizd
inmediatamente. Luego se coloco 40 pL de esta disolucion de muestra en un matraz de 10 mL

y se adicion6 5 mL de disolucion de FRAP. Se enserd con agua destilada y se dejo reposar en



una estufa a 37 °C por 30 minutos. Se registré las absorbancias a una longitud de onda de 593
nm (Rivas et al., 2016). (Anexo 2)

Los célculos se realizaron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de
TROLOX (patron de antioxidantes):

o A
~0,1879

A = valor de absorbancia de las muestras.

C= concentracién de antioxidantes.

3.4. Variables a medir
3.4.1. Peso inicial, kg

El peso inicial se tomo en kg con una balanza digital marca CAMRY de 100 kg de capacidad,
se pes6 cada animal al momento del destete, 25 dias de edad.

3.4.2. Peso final, kg

Una vez transcurridos los 15 dias de suministrar las dietas balanceadas mas el extracto y polvo
del follaje de guayaba, se realizé el pesado de cada uno de los animales a la edad de 40 dias

segun los tratamientos.
3.4.3. Ganancia de peso, kg

La ganancia de peso se obtuvo a partir de la diferencia entre el peso final y peso inicial
correspondiente a la cantidad en kilogramos que incrementaron los cerdos en la fase de

investigacion. Estos datos se tomaron semanalmente hasta el final del experimento.
3.4.4. Consumo de alimento, kg

El consumo de balanceado se registré diariamente para lo cual se peso la cantidad que se les
suministro a los animales segln el tratamiento que se establecio en el sorteo al azar de las

unidades experimentales.

3.4.5. Conversioén alimentaria
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Para la conversion alimenticia se realizd el céalculo en base a la cantidad de kilogramos de
alimento consumidos por cada cerdo entre la ganancia de peso de cada animal durante los 15
dias de investigacion.

3.4.6. Incidencia de diarreas

Para la incidencia de diarreas se reconocio los casos existentes en cada tratamiento, y se aplico

la siguiente formula:

D - namero de diarreas < 100
~ cantidad de animales x total de dias

3.5. Actividades que se realiz6 en la investigacion
3.5.1. Adecuacion de corrales

Los corrales tuvieron una dimension de 0,80 m x 1,0 m (0,80 m?), los cuales se ubicaron en piso
plastico con su respectivo comedero y bebedero. Se realiz6 la desinfeccion con amonio
cuaternario a razon de 1 ml por litro de agua (Anexo 3).

3.5.2. Identificacién de corrales

Se colocaron las siglas para cada tratamiento T1, T2, T3 con la finalidad de realizar el suministro

del alimento y el pesaje de forma adecuada (Anexo 4).
3.5.3. Seleccidn de los animales para el ensayo

Se seleccionaron 24 animales mestizos machos (Blanco Belga x Pietrain) de 25 dias de edad,

con un peso promedio de 9,17 kg (Anexo 5).
3.5.4. Pesaje

El pesaje se realizd semanalmente con una balanza digital marca CAMRY de 100 kg de

capacidad.
3.5.5. Manejo de la Alimentacion (Aplicacion de tratamientos)

Los lechones se alimentaron de acuerdo al peso vivo, la racién se suministré dos veces al dia,
durante 15 dias siguiendo las recomendaciones de (Vallejos, Grajales, y Losada, 2014). El

aporte de nutrientes y formulacion de las dietas empleadas se observan en las tablas 1 y 2. Para
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la inclusion del 1 % de polvo y 1 % de extracto de follaje de guayaba se siguieron las

sugerencias de (Guerra, Galan, Méndez, y Perea, 2008; Mas Toro, 2017). (Anexo 6).

Tabla 1. Analisis nutricional del pienso preiniciador de la empresa BIOALIEMENTAR.

Nutrientes Porcentaje (%)
Proteina cruda 17,5
Grasa 4

Fibra cruda 4
Ceniza 6
Humedad 12

Tabla 2. Formulacion de tratamientos

Tratamientos Formulacioén

T1 Pienso comercial BIOALIMENTAR/ sin aditivo de crecimiento.

T2 Pienso comercial BIOALIMENTAR + inclusion de 1g de polvo de follaje

de guayaba por cada 100 g de alimento.

T3 Pienso comercial BIOALIMENTAR + inclusién de 1ml de extracto de

follaje de guayaba por cada 100 g de alimento.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los datos de compuestos fendlicos, se utilizé estadistica descriptiva y se determind

la media y desviacion estandar. Para evaluar los indicadores de comportamiento productivo,

se realiz6 analisis de varianza de acuerdo a un disefio completamente aleatorizado (DCA).

Para comparar las medias se utilizo la docima de Tukey con P<0,05. Todos los andlisis se

realizaron con el programa estadistico INFOSTAT version 1.0 para Windows (Di Rienzo

et al., 2012).

Modelo matemético DCA

Yij = + Ti + Eij

M media general.

Ti efecto del i-ésimo tratamiento.

Eij error experimental en la unidad j del tratamiento i.

12



3.7 FACTORES DE ESTUDIO
3.7.1 Variables dependientes

Ganancia de peso
Conversion alimentaria

Incidencia de diarreas
3.7.2 Variables independientes

T1: Pienso comercial BIOALIMENTAR/ sin aditivo de crecimiento.

T2: Pienso comercial BIOALIMENTAR + inclusién de 1g de polvo de follaje de guayaba por
cada 100 g de alimento.

T3: Pienso comercial BIOALIMENTAR + inclusion de 1ml de extracto de follaje de guayaba
por cada 100 g de alimento.

13



CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION
El polvo y extracto de follaje de guayaba presentaron un contenido apreciable de polifenoles
totales para el método FOLIN. Sin embargo, el polvo presentd la mayor concentracion de

polifenoles totales (45,61 mg acido galico/ml de muestra) en relacion al extracto cocido (0,14

mg acido galico/ml de muestra), Figura 1.
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Figura 1. Contenido de polifenoles totales en polvo y extracto de follaje de guayaba con el
método FOLIN.

En la Figura 1 se puede observar el contenido de polifenoles en el polvo del follaje de guayaba
con (45,61 mg Acido galico/muestra mg) y el extracto cocido con 0,14 (45,61 mg Acido
galico/muestra mg). El polvo de follaje de guayaba presentd el mayor contenido de polifenoles
totales en relacién al extracto cocido. Segun Cedefio, (2017) el secado controlado a 65 °C no
causa gran impacto sobre la reduccion del contenido de polifenoles en los vegetales. En el follaje
seco y pulverizado de guayaba se encuentran flavonoles (48.1 y 50.6 mg /g hoja seca), flavan-
3-ols (24.2-24.7 mg/g hoja seca), derivados de &cido galico y elagico (14.8-15.8 mg/g hoja seca)
y flavanonas que varian entre (0,49 a 0,63 mg/g hoja seca), del contenido fendlico total;
reinoutrina, guajaverina y avicularina representan entre el 25 y 26%, hiperina e isoquercitrina
15%, myricetin 5%, morin 3%, quercetina 5%, catequina entre el 7 y 10%, isomeros de
galocatequina 7 al 8%, isdbmeros de procianidina B 6% (Diaz-de-Cerio, Verardo, Gomez-

Caravaca, Fernandez-Gutiérrez, y Segura-Carretero, 2016).

El tenor de polifenoles totales registrados en el polvo de follaje de guayaba de la parroquia
Tarqui de la Republica de Ecuador, se encuentra dentro del rango de variedades de guayaba

producidas en Brasil con (14,3559/100g — 16,7669/100g) (Diaz-de-Cerio et al., 2016), y son
14



superiores a los encontrados en variedades de guayaba morada con (16,4669/100g) y blanca
producidas en Perld con (15,388g / 100g) (Gomez, Arévalo, Dias, y Chacon, 2012), las
diferencias encontradas podrian deberse a que la composicion fendlica, el acido ascorbico y la
actividad antioxidante varia sustancialmente entre genotipos, cambios de estacion, edad, color
de hojas, y sitios de estudio (Salazar et al., 2006); (lamjud, Banyen, Boonprakob, y Thaipong,
2011).

Por otra parte, el menor contenido de polifenoles registrado en el extracto cocido del follaje de
guayaba se debe a que la coccién puede influir negativamente en el contenido de polifenoles
(Aquino-Bolafios et al., 2017), ya que se produce la pérdida de componentes termolabiles y
termosensibles de los alimentos (Mendoza-Corvis, Hernandez, y Ruiz, 2015). De hecho, el
procesamiento de coccion favorece la degradacion de los anillos aromaticos de los compuestos
fenolicos, que conducen a la polimerizacién (Granito, Brito, y Torres, 2007). En un estudio con
frijoles crudos vs cocidos demostraron que la coccion redujo los compuestos fendlicos entre 64
y 69%, respectivamente (Silva, Brigide, Toledo, y Canniatti-Brazaca, 2018).

En las Figuras 2 y 3 se observa la capacidad antioxidante del polvo y extracto cocido del follaje
de guayaba. En el ensayo FRAP el polvo de follaje de guayaba present6 la mayor capacidad
antioxidante (1.58 mg TROLOX/ml de muestra) en relacion al extracto cocido (0.23 mg
TROLOX/mI de muestra). No obstante, en el ensayo ABTS la capacidad antioxidante fue
similar entre el polvo (0.12 mg TROLOX/ml muestra) y el extracto cocido (0.10 mg
TROLOX/mI muestra).
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Figura 2. Actividad antioxidante en polvo y extracto de follaje de guayaba con el método
FRAP.

15



En la Figura 2 se puede observar el contenido de antioxidantes presentes en la muestra con 1.58
mg TROLOX/ml muestra) el polvo y en el extracto cocido con (0,23 mg TROLOX/mlI
muestra).En el método FRAP se evalla especificamente la capacidad antioxidante de una
muestra de acuerdo a la capacidad de reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en la muestra ,
hasta formar una extraccion ferrosa Fe*2 (Mesas et al., 2015). Por otra parte, el método ABTS
se basa en reacciones de oxidacion - reduccidn, las diferencias en las respuestas pueden deberse
al pH del medio. En ABTS el pH es neutro mientras que en FRAP se ajusta el pH a 3,6; esto
disminuye el potencial de ionizacion implicado en la transferencia de electrones, por lo que se
incrementa el potencial “redox” y cambia el mecanismo de reaccion dominante (Restrepo,

Narvaez, y Restrepo, 2009).
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Figura 3. Actividad antioxidante en polvo y extracto de follaje de guayaba con el método
ABTS.

En la Figura 3 podemos encontrar la cantidad de antioxidantes extraidos de las muestras, con
(0,12 mg de trolox/ml de muestras) encontramos el polvo de follaje de guayaba, con (0,10 mg
de trolox/ml de muestras) al extracto cocido. Segin Londofio, (2012) manifiesta que una de las
ventajas de la utilizacion del método ABTS es que puede ser utilizado en un alto rango de pH 'y
fuerza ionica. Ademas, este es soluble tanto en el medio acuoso como organico y permite la
evaluacion de antioxidantes hidrofilos y lipofilicos con mucha eficiencia (Kuskoski, Asuero,
Troncoso, Mancini-Filho, y Fett, 2005), lo cual se hizo evidente en este estudio, (Figura 3).

El potencial antioxidante de las frutas y follajes de guayaba estan asociados a diversas
propiedades farmacoldgicas relacionadas con enfermedades producidas por especies reactivas
de oxigeno, inductoras de leucemiay cancer de colon (Wang, Schoene, Milner, y Kim, 2012).
Al respecto, los taninos condensados, flavonoides, acidos fenolicos como el clorogénico,
cumarico y elagico presentes en muchos vegetales son capaces de atrapar radicales libres
causantes del estrés oxidativo, y reducen la probabilidad de sufrir enfermedades crénicas

(Zapata et al., 2013). En este sentido, las infusiones de hojas de guayaba son comercializados
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en Japon como una bebida saludable, ya que las hojas contienen triterpenoides, flavonoides,

alcaloides y taninos (Gomez et al., 2012).

El genero Psidium guajava se caracteriza por presentar un alto contenido de flavonoides
como la miricetina y apigenina (Sanda, Grema, Geidam y Bukar-Kolo, 2011). Los acidos
fendlicos que tienen interés terapéutico son todos aquellos derivados del acido benzoico o del
acido cindmico como el cafeico, ferulico, p-cumérico, elagico; los cuales poseen gran habilidad
para neutralizar especies reactivas de oxigeno. El acido elagico tiene como funcion detectar
y restaurar células carentes del gen P53, gen encargado de la apoptosis y del control de
la proliferacion celular responsable del cancer (Wiseman, 2008). Los flavonoides poseen un
alto poder atrapador de radicales libres, ademas tienen actividad antiinflamatoria, antiviral,
antibacterial y coadyuvante en la disminucion del riesgo a padecer enfermedades

cardiovasculares (Middleton, Kandaswami, y Theoharides, 2000).

Los taninos condensados, proantocianidinas y procianidinas son polimeros formados por
unidades de flavan-3-ol (catequina, epicatequina, antocianinas) y se caracterizan por conferirle
astringencia a los frutos; son ademéas uno de los principales metabolitos antioxidantes de
productos como el té y el cacao donde su contenido puede llegar hasta el 35% de los
polifenoles totales (Zapata et al., 2013).

En la T abla 3 se muestra el comportamiento de los indicadores productivos en lechones en la
etapa de posdestete. Se evidencid el efecto significativo (P<0.0001) de la suplementacion
dietética con polvo y extracto de follaje de guayaba sobre los indicadores del comportamiento
productivo de cerdos en posdestete para la (CDA), (GPD), (CA) y (PF) de los cerdos. Los
mejores indicadores de comportamiento productivo se evidenciaron en los tratamientos T2y T3

respectivamente.

Tabla 3. Efecto de la suplementacion dietética con polvo y extracto de follaje de guayaba sobre

los indicadores del comportamiento productivo de cerdos en posdestete.

Tratamientos EE P-valor
T1 T2 T3
Consumo diario, alimento/animal/dia, 0.14° 0.35% 0.35% 0.03 P<0.0001

Indicadores

Ganancia de peso animal /dia/ kg, 0.06° 0.29* 0.29? 0.02 P<0.0001
Conversion alimentaria, kg, alimento/  2.66° 1.35%  1.33% 0.23 P<0.0001

kg peso /animal,

ab | etras distintas por fila difieren significativamente P<0.05
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Existen varias plantas que son prometedoras como sustitutos de los promotores de crecimiento
de antibioticos cuyos principios activos muestran un fuerte efecto bacteriostatico, cuando se
complementa con alimentos, estos vegetales tienen efectos positivos en la salud y la
productividad de los lechones ya que reducen considerablemente la cantidad de bacterias
patdgenas en el tracto digestivo y limitan la incidencia de diarrea, mortalidad, al mismo tiempo
mejoran la ganancia diaria de peso y la conversion alimenticia de los cerdos (Biagi, Cipollini,
Paulicks, y Roth, 2010) ; (Bederska-Lojewska y Pieszka, 2011). Varias investigaciones sugieren
que la suplementacion dietética con polifenoles de plantas pueden mejorar el estado antioxidante
de los lechones posdestete y contrarrestar algunos de los efectos negativos que se producen

cuando los lechones son detectados con E. coli después del destete (Jiang et al., 2014).

En una investigacion conducida por Mas Toro et al. (2017) utilizaron dietas compuestas por 1%
de polvos de follaje de guayaba y marafion en la alimentacion de cerdos en posdestete y lograron
mejoras en el consumo, ganancia de peso, conversion alimentaria, peso final y menor incidencia
de diarreas, resultados que se corresponden con los obtenidos en el presente estudio. Los
resultados positivos se deben a que los compuestos fendlicos del follaje de guayaba poseen
propiedades antiinflamatorias y astringentes en la mucosa del tracto gastrointestinal, lo que
resulta efectivo en casos de diarreas o colicos, ademas posee efecto vasoconstrictor, antioxidante
y antibacteriano contra cepas de enterobacterias (Martinez , Soto , Almeida , Hermosilla y
Martinez 2012).

En otro estudio realizado por, (Zhang, Jung, Kim, Kim, y Kim, 2012) utilizaron phytoncide una
mezcla de (flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, terpenos y saponinas
procedentes de pino coreano) como aditivo de cerdos en posdestete y demostraron que puede
elevar la eficiencia del alimento, la digestibilidad de los nutrientes y mejorar el recuento de
lactobacilos a nivel fecal e indicaron que el fitocida podria usarse como una buena alternativa a
los antibidticos en cerdos al destete. La sinergia de estos metabolitos secundarios, regula las

funciones organicas, el pH y el peristaltismo intestinal (Pérez y Solis, 2008).

La suplementacién dietética con 1% de polvo y 1% de extracto cocido de follaje de guayaba de
los tratamientos T2 y T3 no hubo diferencia significativa (P<0.001) la incidencia de las diarreas
de cerdos en posdestete con relacién al tratamiento T1 durante los 15 dias de estudio, (Figura
4).

La mayor incidencia de diarrea en los cerdos del tratamiento control T1 puede estar provocado

principalmente por la proliferacion de E. coli y otras bacterias patdgenas intestinales que
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alcanzan una maxima colonizacién en el intestino en los cerdos después del destete (Kong et
al., 2007). Por otra parte, en los tratamientos T2 y T3 se puede confirmar que el efecto
antidiarreico del follaje de guayaba es similar a lo que se obtiene con antibidticos promotores
de crecimiento y polvos mixtos de A. occidentale, P. guajava y M. citrifolia, M. oleifera con

propiedades medicinales (Roisbel-Aroche, Aguilar, Ayala, Bertot, y Fraga, 2017).
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Figura 4. Efecto de la suplementacion dietética con polvo y extracto cocido del follaje de

guayaba en la incidencia de diarreas de cerdos en posdestete.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e Con el ensayo FOLIN el polvo de follaje de guayaba presentdé la mayor
concentracion de polifenoles totales (45,61 mg/Acido galico) en relacion al extracto
cocido (0,14 mg/Acido gélico).

e En el ensayo FRAP el polvo de follaje de guayaba presentd la mejor capacidad
antioxidante en relacion al extracto cocido, con el ensayo ABTS la actividad

antioxidante entre el polvo y extracto cocido fue similar.

e La suplementacién dietética con polvo y extracto cocido de follaje de guayaba al
1% en la dieta de cerdos en posdestete mejoré el consumo, ganancia de peso,
conversion alimentaria, peso final y redujo la incidencia de diarreas.

5.2 Recomendaciones

¢ Realizar nuevas investigaciones con polvos y extractos de plantas Amazonicas con

potencial fitobidtico en cerdos de posdestete.
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