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Phytobiotic effect of Psidium guajava leaf powder on productivity and
quality of the egg of laying hens
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In order to evaluate the phytobiotic effect of Psidium guajava
(guava) leaf powder on the productivity and quality of the egg of
laying hens, a phytochemical screening of the leaves under study
was previously developed. A total of 160 White Leghorn L-33 hens,
of 27 weeks old, were randomly distributed for 70 days in four
treatments, with 10 repetitions each, and four hens per repetition.
The treatments consisted on a control diet (T0) and the addition of
0.5 (T1), 1.0 (T2) and 1.5 % (T3) of Psidium guajava leaf powder.
Saponins, reducing sugars, quinones, triterpenes, free amino acids,
anthocyanidins, tannins and flavonoids (++) were detected in P,
guajava leaves. The addition with 0.5 % of P. guajava leaf powder
improved (P <0.05) the mass conversion (2.41 kg/kg), the production
(83.46 %) and the egg weight (54.75 g) compared to the control,
without notable changes (P> 0.05) for the food intake and the unfit
eggs. In addition, this treatment (0.5 %) increased the shell thickness
(0.26 mm) and the yolk color (7). However, the addition of 1.5 of
P. guajava decreased (P <0.05) the height of the white (5.97 mm)
with respect to TO. The shell surface and yolk height did not change
as a result of the experimental treatments (P> 0.05). The addition of
0.5 % of P. guajava leaf powder to laying hen diets is recommended
to improve productivity and some indicators of egg quality.

Key words: additive, laying hen (ave de postura), guava, biological
response

The use of antibiotics as additives in animal feeding,
especially in birds and pigs, was a common practice
from the 50s of the last century. However, the alarming
increase in resistance to antibiotics is currently a matter
of concern for the scientific community, due to the
problem that this causes in the treatment of infectious
diseases (Mas et al. 2015). Besides, the growth promoter
antibiotics (GPA) can increase the number of resistant
strains, as well as transfer crossed resistance to other
microorganisms (Ljubojevi¢ et al. 2016). Despite
restrictions on the use of GPAs in the European Union,
many countries still use them regularly in poultry
production (FAO 2016).

Para evaluar el efecto fitobidtico del polvo de hojas de Psidium
guajava (guayaba) en la productividad y calidad del huevo de gallinas
ponedoras, se desarrolld previamente un tamizaje fitoquimico a las
hojas en estudio. Un total de 160 gallinas White Leghorn L-33, de 27
semanas de edad, se distribuyeron aleatoriamente durante 70 dias en
cuatro tratamientos, con 10 repeticiones cada uno, y cuatro gallinas por
repeticion. Los tratamientos consistieron en una dieta control (T0) y la
adicionde 0.5 (T1), 1.0 (T2)y 1.5 % (T3) del polvo de hojas de Psidium
guajava. En las hojas de P. guajava se detectaron saponinas, azucares
reductores, quinonas, triterpenos, aminoacidos libres, antocianidinas,
taninos y flavonoides (++). La adicion con 0.5% de polvo de hojas
de P. guajava mejord (P<0.05) la conversion masal (2.41 kg/kg), la
produccion (83.46%) y el peso del huevo (54.75 g) en comparacion
con el control, sin cambios notables (P>0.05) para el consumo de
alimento y los huevos no aptos. Ademas, este tratamiento (0.5 %)
incremento el grosor de la cascara (0.26 mm) y el color de la yema (7).
No obstante, la adicion de 1.5% de P. guajava disminuyo (P < 0.05)
la altura de la clara (5.97 mm) con respecto a TO. La superficie de la
cascaray altura de la yema no cambiaron por efecto de los tratamientos
experimentales (P> 0.05). Se recomienda la adicion de 0.5% del polvo
de hojas de P. guajava en las dietas de gallinas ponedoras para mejorar
la productividad y algunos indicadores de la calidad de huevo.

Palabras clave: aditivo, ave de postura, guayaba, respuesta biologica.

La utilizacion de los antibidticos como aditivos en la
alimentacion animal, sobre todo en aves y cerdos fue una
practica comun a partir de los afios 50 del siglo pasado.
Sin embargo, en la actualidad es motivo de preocupacion
para la comunidad cientifica el alarmante incremento de la
resistencia a los antibioticos, debido al problema que esto
supone en el tratamiento de las enfermedades infecciosas
(Maés et al. 2015). Ademas, los antibioticos promotores de
crecimiento (APC) pueden aumentar el nimero de cepas
resistentes, asi como transferir resistencias cruzadas a
otros microorganismos (Ljubojevi¢ et al. 2016). A pesar de
las restricciones del uso de los APC en la Union Europea,
todavia muchos paises los utilizan regularmente en la
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The current alternatives to the use of antibiotics
are natural products (Vinus ef al. 2018). In the poultry
industry, prebiotics, probiotics and phytobiotics have
been researched with the objective of improving
health status, reducing pathogenic microorganisms
and modulating a better immune response (Markowiak
and Slizewska 2018). Plant additives are considered an
alternative to replace antibiotics, from the technical,
economic and biological point of view, due to the
safety of their inclusion and their null residuality
(Castillo-Lopez et al. 2017). Many benefits of
medicinal plant powders have been reported in birds,
such as the increase of nutrient digestibility, immune
stability, competitive exclusion of microorganisms in
the gastrointestinal tract, better intestinal health, and
positive changes in the final product (egg and meat.)
(Vinus et al. 2018).

The guava tree (Psidium guajava) is native of
Tropical America. The archaeological remains place
it in Brazil or somewhere between Mexico and
Peru (Singh, 2018). Its leaves and bark are used as
phytopreparations in animals and humans, due to
their antibacterial, antiemetic, anti-inflammatory,
anthelmintic, antiseptic, antitoxic, astringent,
carminative, spasmodic and tonic properties (Naseer
etal 2018). Salazar et al. (2017) found improvements
in egg production and mass conversion, when they
included P. guajava powder as part of a mixture of
medicinal plants.

Also, the crude extract of P. guajava leaves reduced
the serum concentration of malondialdehyde (MDA) as
an indicator of oxidative stress in laying hens (Boonthium
et al. 2010). As well, Zargar et al. (2020) reported that
the use of P. guajava leaves reduced histopathological
lesions and cholesterol of the broiler carcass. Geidam
et al. (2015) showed that with the use of the leaves of
this medicinal plant the diarrheal syndrome in broilers
with E. coli decreased. Despite the chemical benefits of
P. guajava, few scientific studies have been performed
to show its benefits as a zootechnical additive in diets
destined for laying hens. The objective of this study was
to evaluate the phytobiotic effect of Psidium guajava
leaf powder on the productivity and quality of the egg
of laying hens.

Materials and Methods

Phytochemical screening of Psidium guajava leaves.
To prepare the sample, leaves of 20 Psidium guajava
trees were taken, from the Cuban red dwarf variety, with
approximately five years old, in Peralejo area Bayamo-
Granma, Cuba. This region is characterized by a flat
topography and brown carbonate soil. For the collection,
the diversity of size, structure and optimal classification
of leaves was considered, identified in the Departamento
de Botanica, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Granma.

After collecting, the impurities (mainly dust and
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produccioén avicola (FAO 2016).

Las alternativas actuales al uso de los antibidticos son
los productos naturales (Vinus ef al. 2018). En la industria
avicola se han investigado prebidticos, probidticos y
fitobiodticos con el objetivo de mejorar el estado de salud,
disminuir los microorganismos patdégenos y modular una
mejor respuesta inmunitaria (Markowiak y Slizewska
2018). Los aditivos de plantas se consideran una alternativa
para reemplazar los antibioticos, desde el punto de vista
técnico, econdmico y biologico, por la seguridad de su
inclusion y su nula residualidad (Castillo-Lopez et al.
2017). Se han informado muchos beneficios de los polvos
de plantas medicinales en las aves, como el incremento de
la digestibilidad de nutrientes, estabilidad inmunolégica,
exclusion competitiva de microorganismos en el tracto
gastrointestinal, mejor salud intestinal y cambios positivos
en el producto final (huevo y carne) (Vinus ef al. 2018).

El arbol de la guayaba (Psidium guajava) es nativo de
América Tropical. Los vestigios arqueoldgicos lo sitian en
Brasil o en algtin lugar entre México y Pert (Singh 2018).
Sus hojas y corteza se utilizan como fitopreparados en
animales y humanos, por sus propiedades antibacterianas,
antieméticas, antinflamatorias, antihelminticas, antisépticas,
antitoxicas, astringentes, carminativas, espasmodicas
y tonicas (Naseer et al. 2018). Salazar et al. (2017)
encontraron mejoras en la produccion de huevo y
conversion masal, cuando incluyeron el polvo de P. guajava
como parte de una mezcla de plantas medicinales.

Asimismo, el extracto crudo de las hojas de P. guajava
redujo la concentracion sérica del malondialdehido
(MDA) como indicador del estrés oxidativo en las gallinas
ponedoras (Boonthium ef al. 2010). También, Zargar
et al. (2020) informaron que el uso de las hojas de P
guajava redujo las lesiones histopatoldgicas y el colesterol
de la canal de los pollos de ceba. Geidam et al. (2015)
indicaron que con la utilizacion de las hojas de esta planta
medicinal disminuy¢ el sindrome diarreico en pollos de
engorde con E. coli. A pesar de las bondades quimicas
del P. guajava, pocos trabajos cientificos se han realizado
para demostrar sus beneficios como aditivo zootécnico en
las dietas destinadas a gallinas ponedoras. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto fitobidtico del polvo de
hojas de Psidium guajava en la productividad y calidad
del huevo de gallinas ponedoras.

Materiales y Métodos

Tamizaje fitoquimico de las hojas de Psidium
guajava. Para la preparacion de la muestra se tomaron
hojas de 20 arboles de Psidium guajava, de la variedad
enana roja cubana, con aproximadamente cinco afios de
edad, en la zona de Peralejo Bayamo-Granma, Cuba.
Esta region se caracteriza por una topografia llana y suelo
pardo con carbonato. Para la recoleccion se considerd
la diversidad del tamafo, estructura y la clasificacion
optima de las hojas, identificadas en el Departamento
de Botanica, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Granma.
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dirt) were removed from the leaves and they were
dried in the sun for seven days. Then, the leaves were
milled until obtaining a 1 mm powder (Martinez et
al. 2012a).

Successive extractions. To achieve the highest
depletion of the sample, the successive extraction
scheme was used with solvents of increasing polarity:
ethanol and water (Fajardo et al. 2018). The dry powder
obtained from the guava leaves was taken. Then,
5 g were weighed on an analytical balance (BS 2202S
SARTORIUS, China) and 50 mL of 70 % ethanol
were added to make the alcoholic extract and 50 mL of
distilled water to obtain the aqueous extract. Next, the
extraction was carried out in a similar way (Mas et al.
2017).

Phytochemical screening. The phytochemical
analyzes were performed on the hydroalcoholic
extract, according to the protocol proposed by Mijares
et al. (2014) and Rodriguez et al. (2018). The tests
of resins, Liebermann-Burchard (triterpenes and/
or steroids), foam (saponins), ninhydrin (free amino
acids), Dragendorff and Mayer (alkaloids), Baljet
(coumarins), Fehling (reducing carbohydrates), ferric
chloride (phenols or tannins), Borntrager (quinones),
Shinoda (flavonoids) and anthocyanidins were tested.
The phytochemical characterization was carried out
at Centro de Estudio de Quimica Aplicada (CEQA),
from Facultad de Ciencias Técnicas, belonging to
Universidad de Granma, Cuba.

Experimental location. The in vivo experiment
was carried out at the Antonio Maceo poultry farm, in
Bayamo, Granma, Cuba. The average relative humidity
was 78 %, the average minimum temperature was
26.3 °C and the average maximum was 30.6 °C.

Diets, animals and treatments. A total of 160 White
Leghorn L-33 hens, 27 weeks old, were randomly
distributed in four treatments and 10 repetitions per
treatment during 70 d. The treatments consisted of
a control diet (T0) and the addition of 0.5 (T1), 1.0
(T2) and 1.5 % (T3) of Psidium guajava leaf powder.
The results of Mas et al. (2016) and Aroche et al.
(2018) to select the addition levels of P. guajava leaf
powder were considered. In addition, the same control
diet for laying hens was used, applied in a previous
experiment (Rosabal et al. 2017), formulated from
corn and soybean cake, as recommended by UECAN
(2007).

Experimental conditions. The experimental unit
consisted of a 40 x 40 cm metal cage, where four hens
were housed. The birds received 110 g of food/hen/d.
The water was supplied ad libitum through a nipple/
cage and 16 hours of lighting were offered each day.
The experiment had an adaptation period of 15 days
(Martinez et al. 2012b). The experimental birds were
not given medicine or therapeutic veterinary attention
during the experimental period.

Productive indicators. The initial and final weights of
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Posterior a la recoleccion, se eliminaron las impurezas
(principalmente polvo y tierra) de las hojas y se secaron
al sol durante siete dias. Luego, las hojas se molieron
hasta obtener un polvo de 1 mm (Martinez et al. 2012a).

Extracciones sucesivas. Para lograr el mayor
agotamiento de la muestra, se utilizo el esquema de
extraccion sucesiva con solventes de polaridad creciente:
etanol y agua (Fajardo ez al. 2018). Se tomo el polvo seco,
obtenido de las hojas de guayaba. Luego, se pesaron 5 g en
una balanza analitica (BS 2202S SARTORIUS, China) y
se adicionaron 50 mL de etanol al 70 % para la elaboracion
del extracto alcohdlico y 50 mL de agua destilada para la
obtencion del extracto acuoso. Seguidamente, se realizo
la extraccion de forma andloga (Mas et al. 2017).

Tamizaje fitoquimico. Los andlisis fitoquimicos
se realizaron en el extracto hidroalcoholico, segtn el
protocolo propuesto por Mijares et al. (2014) y Rodriguez
et al. (2018). Se hicieron los ensayos de resinas,
Liebermann-Burchard (triterpenos y/o esteroides),
espuma (saponinas), de ninhidrina (aminoéacidos libres),
Dragendorff y Mayer (alcaloides), Baljet (coumarinas),
Fehling (carbohidratos reductores), cloruro férrico
(fenoles o taninos), Borntrager (quinonas), Shinoda
(flavonoides) y antocianidinas. La caracterizacion
fitoquimica se realizo en el Centro de Estudio de Quimica
Aplicada (CEQA), de la Facultad de Ciencias Técnicas,
perteneciente a la Universidad de Granma, Cuba.

Ubicacion experimental. El experimento in vivo se
realizd en la granja avicola Antonio Maceo, en Bayamo,
Granma, Cuba. La humedad relativa media fue de 78 %,
la temperatura minima promedio de 26.3 °C y la maxima
promedio de 30.6 °C.

Dietas, animales y tratamientos. Un total de 160
gallinas White Leghorn L-33, de 27 semanas de edad,
se distribuyeron aleatoriamente en cuatro tratamientos
y 10 repeticiones por tratamiento durante 70 d. Los
tratamientos consistieron en una dieta control (T0) y
la adicion de 0.5 (T1), 1.0 (T2) y 1.5 % (T3) del polvo
de hojas de Psidium guajava. Se consideraron los
resultados de Mas ef al. (2016) y Aroche et al. (2018)
para seleccionar los niveles de adicion del polvo de hojas
de P. guajava. Ademas, se utilizo la misma dieta control
para gallinas ponedoras, aplicada en un experimento
anterior (Rosabal et al. 2017), formulado a partir de maiz
y torta de soya, segun lo recomendado por la UECAN
(2007).

Condiciones experimentales. Launidad experimental
consistid en una jaula metalica de 40 x 40 cm, donde
se alojaron cuatro gallinas. Las aves recibieron 110 g
de alimento/gallina/d. El agua se suministré ad libitum
mediante un niple/jaula y se ofertaron 16 horas de
iluminacién cada dia. El experimento tuvo un periodo de
adaptacion de 15 dias (Martinez et al. 2012b). A las aves
en experimentacion no se les suministré medicamento
ni atencion veterinaria terapéutica durante la etapa
experimental.

Indicadores productivos. Los pesos inicial y final de
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the laying hens were performed individually at 27 and
37 weeks of age on a SARTORIUS digital scale, model
BL 1500, with precision = 0.10 g. The egg weight was
weekly carried out: 20 eggs/treatment, between 8:30
and 9:30 a.m. and the average weight was calculated.

For determining laying intensity, total egg
production/week/treatment was considered and one
egg/d/ housed bird was assumed as 100%. Mass
conversion was calculated when considering food intake,
egg weight per repetition and number of eggs laid. At the
end of the experiment, the viability was also calculated.
The percentage of unfit eggs (cracked, without an
eggshell and broken) was calculated by the formula:

% UE =Y E+100

fit eggs

External and internal quality of the egg. In week 37, a
total of 20 eggs/treatment were sampled to determine the
external and internal quality indicators of the egg. The
egg weight was determined with an OHAUS® (China)
digital scale with a precision of 0.01 g. To calculate the
shape index (SI) the formula used was:

S = Sﬂ'%a.!l fiiamete:r 100.

Big diameter

A Russian vernier with = 0.01 mm precision was used
for measuring the eggshell thickness at the egg’s equator
and at the upper and lower poles. The shell surface was
determined according to Carter (1975) formula, where
Area=3.9782*egg weight70%,

The height of the dense white and the yolk was
measured with a height gauge, with = 0.01 mm
accuracy. The yolk color was determined by Roche’s
range of 15 colors. The records of Haugh units (HU)
were calculated by the relation between the egg weight
(W) and the height (H) of the dense white using the
formula: HU=100*log(h-1.7W®*¥7+7.6) (Rosabal et al.
2017).

Statistical analysis. The data were processed by
analysis of variance (Anova), one-way, in a totally
random design. When necessary, Duncan (1955) Test
was used to determine the multiple differences between
means, according to the SPSS version 23.0 statistical
program. The percentage of unfit eggs was analyzed by
comparison of proportions using the COMPARPRO 1.0
program (Font et al. 2007).

Results and Discussion

The results of the phytochemical screening of
Psidium guajava leaf extracts (table 1) show the
diversity of secondary metabolites in the hydroalcoholic
extract (mainly flavonoids), metabolites responsible for
different biological activities when they are used in
small concentrations in diets (Salazar et al. 2019 and
Martinez et al. 2020). Also, there was not alkaloids,
coumarins and resins in the hydroalcoholic extract of
P. guajava leaves.

The tannins present in the Psidium guajava
leaves have been described by Mas et al. (2015) and
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las gallinas ponedoras se realizaron de forma individual
a las 27 y 37 semanas de edad en una balanza digital
SARTORIUS, modelo BL 1500, con precision +0.10 g.
El peso del huevo se realizé semanalmente: 20 huevos/
tratamiento, entre las 8:30 y 9:30 a.m. y se calcul6 el
peso promedio.

Para determinar la intensidad de puesta se considerod
la produccion total de huevos/semana/tratamiento y
se asumid como 100 % un huevo/d/ave alojada. La
conversion masal se calculd al considerar el alimento
consumido, el peso del huevo por repeticion y el nimero
de huevos puestos. También se computo la viabilidad al
finalizar el experimento. El porcentaje de los huevos no
aptos (cascados, farfara y roto) se calculd por la formula:
% Huevos no aptos (HNA),
04 FINA= HNA+100

huevos aptos

Calidad externa e interna del huevo. En la semana 37
se muestrearon 20 huevos/tratamiento para determinar
los indicadores de calidad externa e interna del huevo.
El peso del huevo se determin6 con una balanza digital
OHAUS® (China), con precision de 0.01 g. Para calcular
el indice de forma (IF) se utilizé la férmula:

Diametro menor

IF = 100

Diametro mayor

Para medir el grosor de la cascara en el ecuador y los
polos superior e inferior del huevo se utilizé un pie de
rey de fabricacion rusa, con precision de +0.01 mm. La
superficie de la cascara se determino por la formula de
Carter (1975), donde Area=3.9782*peso del huevo® 7.

La altura de la clara densa y de la yema se midioé con
un calibrador de altura, con exactitud de + 0.01 mm. El
color de la yema se determiné por el abanico de Roche,
de 15 colores. Los registros de las unidades Haugh (UH)
se calcularon por la relacion entre el peso del huevo (W)
y la altura de la clara densa (H) mediante la formula:
UH=100*log(h-1.7W®¥+7.6) (Rosabal et al. 2017).

Andalisis estadistico. Los datos se procesaron mediante
analisis de varianza (Anova), de clasificacion simple, en
un disefio totalmente aleatorizado. En los casos necesarios,
se empled la docima de Duncan (1955) para determinar
las diferencias multiples entre medias, segun el programa
estadistico SPSS version 23.0. El por ciento de huevos no
aptos se analizo por comparacion de proporciones mediante
el programa COMPARPRO 1.0 (Font ef al. 2007).

Resultados y Discusion

Los resultados del tamizaje fitoquimico de los
extractos de hojas de Psidium guajava (tabla 1) muestran
la diversidad de metabolitos secundarios en el extracto
hidroalcoholico (principalmente flavonoides), metabolitos
responsables de diferentes actividades biologicas cuando
se utilizan en pequefas concentraciones en las dietas
(Salazar et al. 2019 y Martinez et al. 2020). Ademas, no se
observaron alcaloides, coumarinas y resinas en el extracto
hidroalcoholico de las hojas de P. guajava.

Los taninos presentes en las hojas de Psidium
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Table 1. Phytochemical screening of P. guajava leaves

Secondary metabolites

Hydroalcoholic extract

Mayer and Wagner (alkaloids)
Baljet (coumarines)

Foam (saponins)

Shinoda (flavonoids)

Fehling (reducing sugars)

Bortrager (quinones)

Libermamn-Burchard (triterpenes and steroids)

Ninhidrina (free amino acids)
Anthocyanidines

Ferric chloride (Phenols and tannins)

Resins

Legend:(-): Absence, (+): Presence, (++): Abundant

Mapatac (2017) as anti-nutritional factors, when they
are in excess in diets or drugs, because they limit the
absorption of some nutrients such as iron and amino
acids (Sobral-Souza et al. 2019). However, it has
been reported that these polyphenolic compounds,
in small concentrations, can be efficient anti-
inflammatory, astringent, fungicidal, vasoconstrictive,
and antioxidants (Xu et al. 2017). In this sense, Huang
et al. (2018) reported that tannins can inhibit the growth
of enterobacteriaceae and decrease the circulating
cholesterol, when reducing the absorption of this lipid
and expelling it through the feces.

In turn, the presence of flavonoids in the
hydroalcoholic extract of the plant under study
corroborates what was stated by Vargas et al. (2006),
who detected that guava leaves are important sources of
flavonoids. The extracts and leaves of guava (Psidium
guajava) have a group of new components, only present
in these plants, as is the case of gammapyrones, which
belong to the of glycosylated flavonoids subclass. Afzal
et al. (2019) found that extracts from P. guajava leaves
regulate the functioning of the enteric nervous system
in the digestive system, showing its antidiarrheal
function.

Jiménez-Escrig et al. (2001) reported that the
leaves and the juice of the P. guajava fruit reduced
the activity of the free radicals DPPH (2.2-Diphenyl-
1-Picrylhydrazyl) in in vitro tests and the oxidation of
low-density lipoproteins induced by the copper.

Other authors suggest that these compounds
(flavonoids) have phytostogenic activity, since they
are structurally similar to natural estrogens (17 beta
estradiol) as well as synthetic ones (Yang et al. 2000).
Ismail et al. (2012) had reported a decrease in the growth
of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, when
using guava leaves with high flavonoid content in their
diets.

The presence of anthocyanidins in the Psidium
guajava powder is related to the decrease in oxidative
stress and the stimulation of the immune system,

guajava han sido descritos por Mas et al. (2015) y
Mapatac (2017) como factores anti-nutricionales,
cuando estan en exceso en las dietas o farmacos, porque
limitan la absorcidén de algunos nutrientes como el
hierro y los aminoacidos (Sobral-Souza et al. 2019).
No obstante, se ha informado que estos compuestos
polifendlicos, en pequeias concentraciones, pueden
ser eficientes antinflamatorios, astringentes, fungicidas,
vasoconstrictores y antioxidantes (Xu et al. 2017). En
este sentido, Huang et a/l. (2018) informaron que los
taninos pueden inhibir el crecimiento de enterobacterias y
disminuir el colesterol circulante, al reducir la absorcion
de este lipido y expulsarlo a través de las heces.

A su vez, la presencia de flavonoides en el extracto
hidroalcoholico de la planta en estudio corrobora lo
expuesto por Vargas et al. (2006), quienes detectaron
que las hojas de guayaba son importantes fuentes de
flavonoides. Los extractos y hojas de guayaba (Psidium
guajava) poseen un grupo de nuevos componentes,
solo presentes en estas plantas, como es el caso de
las gammapironas, que pertenecen a la subclase de
flavonoides glicosilatos. Afzal et al. (2019) encontraron
que los extractos de las hojas de P. guajava regulan el
funcionamiento del sistema nervioso entérico en el sistema
digestivo, lo que demuestra su funcion antidiarreica.

Jiménez-Escrig et al. (2001) informaron que las hojas
y el jugo de la fruta P. guajava redujeron la actividad de
los radicales libres DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)
en pruebas in vitro y la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad inducida por el cobre. Otros autores plantean
que estos compuestos (flavonoides) tienen actividad
fitoestogénica, ya que estructuralmente son similares
a los estrogenos naturales (17 beta estradiol) como
sintéticos (Yang et al. 2000). Ismail et al. (2012) habian
sefialado disminucion del crecimiento de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, al utilizar las hojas de guayaba
con altos contenidos de flavonoides en las dietas.

La presencia de antocianidinas en el polvo de
Psidium guajava se relaciona con la disminucion del
estrés oxidativo y la estimulacion del sistema inmune,
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due to the proliferation of lymphocytes and the
secretion of cytokinins (interleukin II) by the activated
lymphocytes (Wu et al. 2018). Shipp and Abdel-Aal
(2010) reported that anthocyanidins are natural water-
soluble pigments, which can increase the color of the
egg yolk as an added value to the product. According
to these results, the beneficial secondary metabolites
in Psidium guajava leaves could benefit the biological
response in birds.

Although other secondary metabolites (saponins,
reducing sugars, quinones, triterpenes and steroids),
responsible for the biological activity, were identified by
phytochemical screening, the results are not conclusive
to relate them to a possible effect on the production and
quality of the egg of lying hens.

Table 2 shows that different additions of P. guajava
leaf powder did not statistically change (P>0.05) the
viability, food intake, unfit eggs and the initial and final
weight of laying hens. However, the addition of 0.5 %
of this medicinal plant increased the laying intensity
by 3.28% and the egg weight by 1.67 g; in addition to
reducing the mass conversion by 0.14 kg / kg in relation
to the control treatment and the other treatments with P,
guajava leaf powder (P <0.05).
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debido a la proliferacion de linfocitos y la secrecion de
citocininas (interleucina II) por los linfocitos activados
(Wu et al. 2018). Shipp y Abdel-Aal (2010) informaron
que las antocianidinas son pigmentos hidrosolubles
naturales, que pueden incrementar la coloracion de la
yema del huevo como un valor agregado al producto.
De acuerdo con estos resultados, los metabolitos
secundarios benéficos en las hojas de Psidium guajava
podrian beneficiar la respuesta bioldgica en las aves.

Apesar de que se identificaron por tamizaje fitoquimico
otros metabolitos secundarios (saponinas, azlucares
reductores, quinonas, triterpenos y esteroides), responsables
de la actividad bioldgica, los resultados no son concluyentes
para relacionarlos con un posible efecto en la produccion
y calidad del huevo de gallinas ponedoras.

La tabla 2 muestra que diferentes adiciones de polvo
de hojas de P. guajava no cambiaron estadisticamente
(P>0.05) la viabilidad, el consumo de alimento, los
huevos no aptos y el peso inicial y final de las gallinas
ponedoras. Sin embargo, la adicion de 0.5 % de esta
planta medicinal incremento6 la intensidad de puesta
en 3.28 % y el peso del huevo en 1.67 g; ademas de
disminuir la conversion masal en 0.14 kg/kg en relacion
con elal tratamiento control y los otros tratamientos con

Table 2. Effect of P. guajava leaf powder on the productive performance of laying hens

Indicators P guajava leaf powder , %

SE+ P value

Control 0.50 1.00 1.50

Viability, % 100.00 100.00 100.00 100.00
Initial live weight, g 1633.00  1625.00 1626.00 1625.00 5.849 0.411
Final live weight , g 1667.00  1660.00 1670.00 1686.00 9.519 0.143
Laying intensity, % 80.18° 83.46* 79.89° 79.65° 0.890 <0.001
Food intake , g/bird/d 110.00 110.00 110.00 110.00
Mass conversion, kg/kg 2.61° 2.41° 2.62° 2.58 0.033 <0.001
Egg weight, g 53.08¢ 54.75 53.89° 53.43% 0.260 0.023
Cracked eggs , % 0.22 0.21 0.22 0.22 0.098 0.060
Eggs without an eggshell, % 0.04 0.08 0.04 0.04 0.039 0.160
Broken eggs, % 0.00 0.00 0.00 0.00

sbe Means with different letters in the same row differ at P<0.05 (Duncan 1955)

The viability (100 %) showed the safety of the
Psidium guajava leaf powder used up to 1.5 % in the
diets of laying hens during 10 experimental weeks,
without causing morbidity and mortality (table 2).
Apparently, P. guajava leaf powder, added in small
concentrations (up to 1.5 %) in the diet of laying hens,
did not cause adverse effects, since the metabolites did
not modify the viability, live weight and food intake.

It has been recognized that a high supplementation
with phytochemicals can decrease the assimilation of
nutrients, cause diarrhea and weight loss (Huang et al.
2018). Ni et al. (2016) reported that excessive intake
of certain secondary metabolites can cause symptoms
related to anti-nutritional factors in laying hens (lower
food intake, low egg production and mortality).

polvo de hojas de P. guajava (P<0.05).

La viabilidad (100 %) mostr6 la inocuidad del polvo
de hojas de Psidium guajava utilizado hasta 1.5 % en
las dietas de gallinas ponedoras durante 10 semanas
experimentales, sin provocar morbimortalidad (tabla 2).
Al parecer, el polvo de hojas de P. guajava, adicionado
en pequeias concentraciones (hasta 1.5 %) en la dieta de
gallinas ponedoras, no provoco efectos adversos, ya que
los metabolitos presentes no modificaron la viabilidad,
el peso vivo y el consumo de alimento.

Se ha reconocido que una alta suplementacion
con fitoquimicos puede disminuir la asimilacién de
los nutrientes, provocar diarreas y pérdidas de peso
(Huang et al. 2018). Ni et al. (2016) informaron que un
consumo excesivo de ciertos metabolitos secundarios
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The increase in the laying intensity, with the
addition of 0.5 % of P. guajava powder, showed the
effectiveness of this medicinal plant as a promoter of
egg production in laying hens. Ghasemi et al. (2010)
reported similar responses when adding garlic (4//ium
sativum) and thyme (Thymus vulgaris) powders in the
diets of laying hens, confirming the beneficial effect
of natural products, such as P. guajava powder. The
possible phytoestrogenic effects of the polyphenolic
compounds detected in P. guajava powder (table
2) could also influence on the improvement of egg
production and mass conversion (Purdom et al.
1994 and Ghasemi et al. 2010). Ciftci et al. (2012)
found that a higher circulation of estrogens in blood
improves egg production in laying hens. Regarding the
secondary metabolites and their beneficial functions
in P. guajava leaf powder, their direct effect on the
productivity of laying hens can be affirmed, since they
cannot synthesize them.

The higher egg weight (T1) with this medicinal
plant could be associated with the ideal intestinal
conditions of birds, which favor the increase and
development of the beneficial flora, since the
secondary metabolites present in the P. guajava
leaves can decrease the pathogenic bacteria (Mas et
al. 2015) and contribute to the competitive exclusion
of the gastrointestinal tract (GIT). This effect in the
intestine favors the absorption of Ca in the diets and
its incorporation in the shell formation (Sahin et
al. 2018). Apparently, the tannins in the medicinal
powder did not affect the absorption of sulfur amino
acids, since these amino acids are the main promoters
of egg weight. It should highlighted that the higher
addition (T2 and T3) of this natural product (P.
guajava) decreased the productive response of laying
hens compared to TO, perhaps due to the fact that the
secondary metabolites exerted some antinutritional
effects, without apparent affections in animals.

The eggs fit for intake were not affected by the
supplementation of the natural product. Rosabal et al.
(2017) and Salazar et al. (2017) reported similar results,
when using small proportions of medicinal plants in
the diets of laying hens. These data are important, if it
is takes into account that larger eggs are more prone to
shell break (Taylor ef al. 2016), which shows that the
additive increases the egg weight, without affecting
its commercialization, since according to Jones ef al.
(2018) this indicator influences on the profitability of
poultry activity.

Table 3 shows the effect of P. guajava powder on
the external and internal quality of the eggs of laying
hen. It was showed that the addition of P. guajava
leaves did not modify the shape index, yolk height,
shell surface, egg weight and Haugh unit, at 37 weeks
of age. However, the shell thickness and the yolk
color increased (P <0.05) with the addition of 0.5 %
with respect to the other experimental treatments. In
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puede ocasionar sintomas relacionados con factores anti-
nutricionales en las gallinas ponedoras (menor consumo
de alimento, baja produccion del huevo y mortalidad).

Elincremento en la intensidad de puesta, con la adicion
de 0.5 % de polvo de P. guajava, demostro la efectividad
de esta planta medicinal como promotora de la produccion
de huevos en gallinas ponedoras. Ghasemi ef al. (2010)
informaron respuestas similares al adicionar polvos de ajo
(Allium sativum)y tomillo (Thymus vulgaris) en las dietas
de gallinas ponedoras, lo que confirma el efecto benéfico
de los productos naturales, como el polvo de P. guajava.
Los posibles efectos fitoestrogénicos de los compuestos
polifendlicos detectados en el polvo de P. guajava (tabla
2) también podrian influir en el mejoramiento de la
produccién de huevos y en la conversion masal (Purdom
et al. 1994 y Ghasemi et al. 2010). Ciftci et al. (2012)
encontraron que una mayor circulacion de los estrogenos
en sangre mejora la produccion de huevo en gallinas
ponedoras. En cuanto a los metabolitos secundarios y sus
funciones benéficas en el polvo de hojas de P. guajava, se
puede afirmar su efecto directo en la productividad de las
gallinas ponedoras, ya que estas no los pueden sintetizar.

El mayor peso del huevo (T1) con esta planta medicinal
pudo estar asociado a las condiciones idoneas intestinales
de las aves, que favorecen el incremento y desarrollo de la
flora benéfica, ya que los metabolitos secundarios presentes
en las hojas de P. guajava pueden disminuir las bacterias
patogenas (Mas et al. 2015) y contribuir a la exclusion
competitiva del tracto gastrointestinal (TGI). Este efecto
en el intestino favorece la absorcion del Ca presente en
las dietas y su incorporacion en la formacion de la cascara
(Sahin et al. 2018). Al parecer, los taninos en el polvo
medicinal no afectaron la absorcion de los aminoécidos
azufrados, ya que estos aminoacidos son los principales
promotores del peso del huevo. Se debe desatacar que
la mayor adicion (T2 y T3) de este producto natural (P
guajava) disminuyo la respuesta productiva de las gallinas
ponedoras en comparacion con el TO, quizas debido a que
los metabolitos secundarios ejercieron algunos efectos
antinutricionales, sin afecciones aparentes en los animales.

Los huevos aptos para el consumo no se afectaron
por la suplementacion del producto natural. Rosabal et
al. (2017) y Salazar et al. (2017) informaron resultados
similares, al utilizar pequefias proporciones de plantas
medicinales en las dietas de gallinas ponedoras. Estos
datos son importantes, si se tiene en cuenta que huevos mas
grandes son mas propensos a la rotura de la céscara (Taylor
et al. 2016), lo que demuestra que el aditivo incrementa
el peso del huevo, sin afectar su comercializacion, ya
que segun Jones et al. (2018) este indicador influye en la
rentabilidad de la actividad avicola.

La tabla 3 muestra el efecto del polvo de P. guajava
en la calidad externa e interna de los huevos de gallinas
ponedoras. Se evidencié que la adicion de las hojas de
P. guajava no modifico el indice de forma, altura de la
yema, superficie de la cascara, peso del huevo y unidad
Haugh, a las 37 semanas de edad. Sin embargo, el grosor
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Table 3. Effect of the P. guajava leaf powder on the external and internal quality of the egg of laying hens (37 weeks)

Indicators Addition of P,

guajava powder, %

Control 0.50 1.00 1.50 SE= - Palue
Egg weight, g 55.20 55.40 55.20 55.40 1.792 0.758
Shape index, % 73.75 75.07 77.89 75.74 0.005 0.201
Shell thickness, mm 0.20¢ 0.26 0.22b¢ 0.23° 1.131 <0.001
Height of the dense white, mm 6.31° 6.17 6.03® 5.97° 0.122 0.030
Yolk height, mm 6.93 6.99 7.00 6.96 0.235 0.052
Haugh unit 78.21 79.84 78.23 78.06 0.110 0.545
Shell surface, cm? 44.90 44.44 45.75 45.01 0.874 0.456
Yolk color 6.00° 7.00* 6.00° 6.00° 0.567 0.003

abe Means with different letters in the same row differ at P<0.05 (Duncan 1955)

addition, in T3 the height of the dense white decreased
(P <0.05) in relation to the control, without differences
with the T1 and T2.

The highest thickness of the shell with T1 could
be due that better intestinal health increased Ca
absorption in the intestinal lumen, since according to
Savon et al. (2007) ideal pH conditions are needed
by the insolubility or instability of this mineral. In
addition, the possible phytoestrogenic action of the
secondary metabolites could increase the incorporation
of calcium into the shell. According to Elaroussi ef al.
(1994), estrogens are the main transporters of calcium
carbonate from the intestine to the bones and, in turn,
enter to the homeostatic cycle of Ca. This can avoid
the problems in the imbalance of this mineral in the
bones, the incidence of problems in the legs and the
shell thickness. However, further studies are necessary
to validate this hypothesis. The T2 and T3 had results
equivalent to the control, with worse results with
respect to T1. According to Martinez ef al. (2013), the
beneficial effect of medicinal plants will depend on the
chemical structure of the secondary metabolites, their
concentration and level of addition in the bird diets.

Despite the beneficial effect of secondary metabolites
of P. guajava leaves on the diets of laying hens, they
did not improve the height of the dense white. On the
contrary, this portion of the egg gradually decreased
with the addition of P. guajava (table 3). Apparently,
the intake of 1.65 g/bird/d of P. guajava (1.5 %) caused
lower amino acid efficiency for the formation of this
structure, since according to Keener et al. (2006) the
amount of white depends on the balance in amino acids
which provided by the diet protein. A deficiency in lysine
or methionine reduces the weight of the albumen and
decreases the concentration of all free amino acids. In
addition, Rodriguez et al. (2011) reported that albumin
is characterized by its homogeneity, given by the liquid
and thick white. The proportion of this structure varies
depending on many factors, particularly the age of the
egg.

Although the height of the dense white showed
statistical differences, this did not influence on the

de la cascara y el color de la yema se incrementaron
(P<0.05) con la adicion de 0.5 % con respecto a los otros
tratamientos experimentales. Ademas, en T3 disminuyo
(P<0.05) la altura de la clara densa con relacién al
control, sin diferencias con el T1 y T2.

Elmayor grosor de la cascara con el T1 se pudo deber a
que una mejor salud intestinal incremento la absorcion del
Caen el lumen intestinal, ya que segin Savon et al. (2007)
se necesitan condiciones idoneas de pH por la insolubilidad
o inestabilidad de este mineral. Ademas, la posible accion
fitoestrogénica de los metabolitos secundarios pudo
incrementar la incorporacion del calcio a la cascara. Seglin
Elaroussi ef al. (1994), los estrogenos son los principales
transportadores del carbonato calcico del intestino a los
huesos y, a su vez, entran al ciclo homeostatico del Ca. Esto
puede evitar los problemas en el desbalance de ese mineral
en los huesos, la incidencia de problemas en las patas y
el grosor de la cascara. Sin embargo, estudios posteriores
son necesarios para validar esta hipotesis. Los T2 y T3
tuvieron resultados equivalentes al control, con peores
resultados con respecto al T1. Segiin Martinez e al. (2013),
el efecto benéfico de las plantas medicinales dependera de
la estructura quimica de los metabolitos secundarios, su
concentracion y nivel de adicion en las dietas de las aves.

A pesar del efecto benéfico de los metabolitos
secundarios de las hojas de P. guajava en las dietas de las
gallinas ponedoras, estos no mejoraron la altura de la clara
densa. Al contrario, esta porcion del huevo disminuyo de
forma paulatina con la adicion de P. guajava (tabla 3). Al
parecer, el consumo de 1.65 g/ave/d de P. guajava (1.5 %)
provoco menor eficiencia aminoacidica para la formacion
de esta estructura, ya que segin Keener et al. (2006) la
cantidad de clara depende del equilibrio en los aminoacidos
que aporta la proteina de la dieta. Una deficiencia en lisina
o metionina reduce el peso del albumen y disminuye la
concentracion de todos los aminoacidos libres. Ademas,
Rodriguez et al. (2011) informaron que la albumina se
caracteriza por su homogeneidad, dada por la clara liquida
y espesa. La proporcion de esta estructura varia en funcion
de muchos factores, en particular de la edad del huevo.

A pesar de que la altura de la clara densa mostré
diferencias estadisticas, esto no influyo en las unidades
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Haugh units, which did not vary with the addition of
the medicinal plant. Similar results found Rosabal et
al. (2017) and Salazar et al. (2017). However, they did
not agree with Martinez et al. (2012b), who found an
increase in this indicator when using up to 1.5 % of
Anacardium occidentale leaf powder. Nematinia et al.
(2018) showed that the Haugh unit is at its maximum
value, when the egg has just been laid or when it has
cooled, which denotes a good degree of freshness.

The P. guajava leaf powder did not modify the
yolk height, which corresponds to that reported by
Martinez et al. (2012b), Mas et al. (2015) and Salazar
et al. (2017), when they used various phytobiotics
in the diets of laying hens. This structure of the egg
is determined by the lipid content. Apparently, the
secondary metabolites in the medicinal plant did not
modify the metabolism of this biomolecule. In addition,
other factors can determine this portion of the egg,
such as egg weight, productive stage, age, and breed
(Grobas et al. 2001).

The addition of phytobiotic additives in the diets of
laying hens can determine the intensity of the yolk color,
without affecting the performance of the birds, which is
acceptable for the table egg industry, bakeries and other
industries (Odunsi 2003). However, it will depend on the
concentration of the natural colorant in the plant material.
In this study there was an increase in the yolk color
with the addition of 0.5 % of P. guajava leaf powder,
which could be due to the presence of anthocyanidins
determined in the phytochemical screening (table 1). The
natural colorant influences on the pigmentation of the
yolk (Carrillo et al. 2005). However, the results show
that the faster formation of the egg, with the addition
of 0.5 % of P. guajava powder, could determine the
highest deposition of pigments in the yolk, since in the
treatments with 1 and 1.5 % there was a decrease of the
yolk color (table 3).

The P. guajava leaf powder has a wide variety
of secondary metabolites responsible for biological
activity. The 0.5 % of P. guajava leaf powder is
recommended in the diets of laying hens in their
full laying peak to improve productivity and some
indicators of egg quality.

565

Haugh, que no variaron con la adicién de la planta
medicinal. Resultados similares encontraron Rosabal et al.
(2017)y Salazar et al. (2017). Sin embargo, no coincidieron
con Martinez et al. (2012b), quienes encontraron aumento
de este indicador al utilizar hasta 1.5 % del polvo de hojas de
Anacardium occidentale. Nematinia et al. (2018) indicaron
que la unidad Haugh se encuentra en su valor maximo,
cuando el huevo acaba de ser puesto o cuando se haya
enfriado, lo que denota buen grado de frescura.

El polvo de hojas de P. guajava no modifico la altura
de la yema, lo que se corresponde con lo informado por
Martinez et al. (2012b), Mas et al. (2015) y Salazar et
al. (2017), cuando utilizaron varios fitobioticos en las
dietas de gallinas ponedoras. Esta estructura del huevo
esta determinada por el contenido de lipidos. Al parecer,
los metabolitos secundarios en la planta medicinal
no modificaron el metabolismo de esta biomolécula.
Ademas, otros factores pueden determinar esta porcion
del huevo, como el peso del huevo, la etapa productiva,
la edad y raza (Grobas et al. 2001).

La adicion de aditivos fitobiodticos en las dietas de
gallinas ponedoras puede determinar la intensidad del
color de la yema, sin afectar el desempeio de las aves,
lo que es aceptable para la industria de huevos de mesa,
panaderias y otras industrias (Odunsi 2003). No obstante,
estara en dependencia de la concentracion del colorante
natural en el material vegetal. En este estudio hubo
incremento del color de la yema con la adicion de 0.5 %
de polvo de hojas de P. guajava, lo que se pudo deber a la
presencia de antocianidinas determinadas en el tamizaje
fitoquimico (tabla 1). El colorante natural influye en
la pigmentacion de la yema (Carrillo et al. 2005). No
obstante, los resultados indican que la formaciéon mas
rapida del huevo, con la adicion de 0.5 % de polvo de
P. guajava, pudo determinar la mayor deposicion de
pigmentos en la yema, ya que en los tratamientos con 1
y 1.5 % hubo disminucion del color de la yema (tabla 3).

El polvo de hojas de P. guajava tiene amplia variedad
de metabolitos secundarios responsables de actividad
bioldgica. Se recomienda 0.5 % del polvo de hojas de
P. guajava en las dietas de gallinas ponedoras en pleno
pico de postura para mejorar la productividad y algunos
indicadores de la calidad del huevo.
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