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EFFECT OF THE ADDITION OF TWO LEVELS OF (Ruta chalepensis L.)
ON in vitro METHANE GAS PRODUCTION
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of two levels of rue leaves (Ruta chalepensis L.) with different levels of dry matter on the
mitigation of methane production (CHy4) and the digestibility of dry matter in vitro.

Design/methodology/approach: The treatments evaluated were samples of native grass dominated by Kikuyo grass
(Penisetum clandestinum) plus the addition of 3 and 6% of rue leaves in relation to a control. The CH4 was quantified at
12, 24 and 48 h post-incubation.

Results: Significant differences (P<0.01) were found between treatments in all the hours of measurement, with treatments
PNO.57 RO%, PN1.19 R3%, PN1.95 R3% and PN2.18 R3% being the ones with lowest production of CH4 accumulated at 12,
24 and 48 h, respectively.

Study limitations/implications: The results of this study were obtained from an in vitro study; therefore, they are not
directly applicable to enteric emissions in vivo;, however, they represent an approximation to how much metabolizable
energy can be lost in the form of methane.

Findings/conclusions: The rue leaves showed a mitigation effect of CHy. In this regard, the treatments PN1.95 R3% and
PN2.18 R3% reduced the production rate of CHy at 24 and 48 h, by 75% and 95%, in relation to the treatments without rue

leaves, and an increase in in vitro digestibility of dry matter was observed compared to the treatments without rue leaves.

Keywords: methane, in vitro, dry matter level.

RESUMEN

Objetivo: evaluar el efecto de la adicion de dos niveles de hojas de ruda (Ruta chalepensis L.) con diferentes niveles de
materia seca incubada sobre la mitigacién de metano (CHy) y la digestibilidad de la materia seca in vitro.
Disefio/metodologia/aproximacién: Los tratamientos evaluados consistieron en muestras de pasto nativo dominado
por pasto kikuyo (Penisetum clandestinum) mas la adicion de 3y 6% de hoja de ruda respecto a un control. El CHy4 se
cuantifico a las 12, 24 y 48 h, post-incubacion.

Resultados: se registraron diferencias significativas (P<0.01) entre tratamientos en todas las horas de medicion; siendo
los tratamientos PNO.57 R0%, PN1.19 R3%, PN1.95 R3% vy PN2.18 R3% los que presentaron menor produccion acumulada
de CHy alas 12, 24 y 48 h, respectivamente.
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Limitaciones del estudio/implicaciones:
los resultados de este trabajo fueron
obtenidos a partir de un estudio in vitro; por
lo tanto, no son aplicables directamente a
las emisiones entéricas in vivo, no obstante,
se tiene una aproximacion de cuanta energia
metabolizable se puede perder en forma de
metano.

Hallazgos/conclusiones: las hojas de ruda
presentaron mayor efecto de mitigacion de
CHy. En este tenor, los tratamientos PN1.95
R3% y PN2.18 R3% redujeron en 75% y 95% la
tasa de produccionde CHz a las 24y 48 h, con
respecto a los tratamientos sin hoja de ruda, y
se observo un aumento en la digestibilidad in
vitro de la materia seca cuando se compararon
los tratamientos con ruda y los tratamientos

sin hoja de ésta.

Palabras clave: metano, in vitro, nivel de

materia seca

INTRODUCCION
as emisiones de metano (CHy) significan pérdida
de energia en un sistema de produccion pecuario
ya que parte de la energia ingerida por los rumian-
tes es perdida en forma de CHy, en lugar de ser
asimilada por el rumiante vy utilizarla para produccion de
leche y carne. La implementacion de dietas que con-
tienen metabolitos secundarios que tienen la capaci-
dad de alterar la poblacion microbiana del rumen y los
procesos de fermentacion ruminal constituye una alter-
nativa para reducir las emisiones de CHy4 entérico (Va-
lencia et al.,, 2018). Por lo tanto, el desperdicio de cierta
porcion de la energia en forma de CHy, no solamen-
te afecta negativamente al ambiente, sino que también
afecta la viabilidad econdmica del sistema. La ruda se
ha utilizado en la medicina tradicional ya que tiene pro-
piedades inhibitorias in vitro frente a Erwinia amylovora,
E. carotovora, Pseudomonas syringae y Xanthomonas
campestris. Asimismo, reveld propiedades sobre Culex
quinquefasciatus y repelentes frente a Popillia japonica;
y efecto inhibidor sobre los hongos Epidermophyton
floccosum, Trichophyton rubrum vy T. mentagrophytes;
asi como bacteriostatico contra Micrococcus pyogenes
var. aureus y Escherichia coli. El objetivo del presente es-
tudio fue evaluar el efecto de la adicion de dos niveles de
hojas de ruda (Ruta chalepensis L.) con diferentes niveles
de materia seca incubada sobre la mitigacion de metano
y la digestibilidad de la materia seca in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

El muestreo se desarrolld en el invernadero de la Uni-
versidad Autonoma Metropolitana (UAM) Unidad Lerma
(19° 17" 31.38" N; 99° 30" 06.63" O) a una elevacion de
2572 m. Las muestras se secaron en una estufa de aire
forzado a 60 °C por 24 h, posteriormente las muestras
se molieron con un molino a un tamafno de particula
cercano a los 2 mm (AOAC, 2012). La produccion de
gas se cuantifico mediante la técnica de produccion de
gas in vitro (Theodorou et al., 1994). El liquido ruminal se
colectd de una vaca fistulada, multipara, raza Holstein
con peso promedio de 550 kg y alimentacion basada
en 100% pradera nativa. La recoleccion de liquido rumi-
nal se realizo a las 07:00 h, se filtrd a través de cuatro
capas de tela manta de cielo, y se coloco en un termo
calentado previamente a 39 °C, este se transporto rapi-
damente al laboratorio para la incubacion. Se realizaron
tres incubaciones por muestra utilizando botellas ambar
de vidrio con capacidad de 120 ml, se incubo aproxi-
madamente 1 g de muestra en cada botella; en cada
corrida de incubacion se incluyeron cuatro blancos. A
cada botella se le adicionaron 90 ml de solucion nutriti-
va (Kansas State) la cual consiste en una solucion A (10
g L™t de KHoPOy, 0.5 g L™t de MgSO4*7H>O, 0.5 g L™t
de NaCl, 0.1 g L™ de CaClb*2H»0, 0.5 g L™* de urea)
y una solucion B (9g de Na,COz y 0.6 g Na,S*9H,O
diluidos en 60 ml de agua destilada), posteriormente se
inoculo con 10 ml de liquido ruminal. La produccion de
gas metano se cuantificd con un sensor electroguimico
acoplado a un analizador portatil (Aeroqual serie 500%)
las mediciones se realizaron a las 12, 24 y 48 h post-
incubacion. La calibracion del sensor electroquimico se
realizd en fabrica (Aeroqual Limited 109 Valley Road, Mt
Eden, Auckland 1024, New Zealand). Se evaluo el efec-
to de tres especies localizadas comunmente en el va-
lle de Toluca sobre la mitigacion de CHy4 in vitro; estas
fueron, hoja de ruda (Ruta chalepensis), hoja de pino
(Picea abies) y hoja de higo (Ficus carica) ya que tienen
propiedades bactericidas o bacteriostaticas. Los datos
de produccion de metano in vitro a las 12, 24 y 48 h, se
evaluaron mediante un disefio de bloques completos
al azar; donde los tratamientos estuvieron compuestos
por el pasto nativo dominado por Penisetum clandesti-
num (80%) y malezas (20%); se le adiciono 3% y 6% de
hojas de ruda (Cuadro 1). Adicionalmente se incluyo la
pradera nativa como control.

La produccion de CHy in vitro se analizo mediante un
disefio de bloques completos al azar. El modelo general
lineal fue:



Y,'/-k=,u +a,-+ﬁk+e,j

donde, Yj=variable respuesta (CHy4 in vitro),
u=media general, aj=efecto debido al i-ésimo
tratamiento, pj=efecto debido al j-ésimo bloque,
ejjk=error experimental del i-ésimo tratamiento en
el j-ésimo bloque.

La y la digestibilidad in vitro de la materia seca (DI-
VMS) a las 48 horas se evalud mediante un dise-
Ao completamente aleatorio. El modelo general
lineal fue:

Y,‘j=,u=(l,'+€,'
donde, Y;=variable respuesta (CH4 in vitro), u=media

general, aj=efecto debido al /-ésimo tratamiento,
ej=error experiemntal del j-ésimo tratamiento.

Cuadro 1. Tratamientos y bloques que componen el disefio estadistico de

bloques completos al azar.

0.57 g de MS sin hoja de ruda

Rayas-Amor et al. (2018)

PNO.57 RO%

0.57 g de MS mas 3% hoja de ruda

PNO.57 R3%

24

0.57 g de MS mas 6% hoja de ruda

PNO.57 R6%

48

1.19 g de MS sin hoja de ruda

PN1.19 RO%

1.19 g de MS mas 3% hoja de ruda

PN1.19 R3%

1.19 g de MS mas 6% hoja de ruda

PN1.19 R6%

1.95 g de MS sin hoja de ruda

PN1.95 R0%

1.95 g de MS mas 3% hoja de ruda

PN1.95 R3%

1.95 g de MS mas 6% hoja de ruda

PN1.95 R6%

2.18 g de MS sin hoja de ruda

PN2.18 RO%

2.18 g de MS mas 3% hoja de ruda

PN2.18 R3%

2.18 g de MS mas ©% hoja de ruda

PN2.18 R6%

Los niveles en los tratamientos se adicionaron en base seca con respecto
al peso del tratamiento. PN=pasto nativo compuesto por pasto nativo y

malezas

Cuando se observaron diferencias significativas
(P<0.05) en los tratamienos se aplico la prueba de com-
paracion multiple de medias de Tukey. El analisis estadis-
tico se realizd con el software MINITAB v14.

RESULTADOS Y DISCUSION
El Cuadro 2 muestra los promedios de la concentracion
acumulada de CHy y la DIVMS cuando el pasto nativo se

incubo con dos niveles de hoja de ruda. Se registraron di-
ferencias significativas (P<0.01) entre tratamientos en to-
das las horas de medicion; siendo los tratamientos PN0.57
RO%, PN1.19 R3%, PN1.95 R3% y PN2.18 R3% los que pre-
sentaron menor produccion acumulada de CHy4 a las
12, 24 y 48 h, respectivamente. Los tratamientos PN1.95
R3%, PN1.95 R6%, PN2.18 R3%, PN2.18 R6% no presen-
taron diferencias significativas (P>0.05) a las 24 y 48 h.

Cuadro 2. Efecto de la adicion de hojas de ruda, higo y pino sobre la concentracion acumulada promedio de metano

(CH4) y la digestibilidad de la materia seca in vitro (DIVMS)

Tratamientos

Concentracion de CHy (g kg_1 MS)

DIVMS (g kg~ MS)

PNO0.57 RO% 0.013**+0.01 1.0°8x0.7 75%+06 558%+45
PNO.57 R3% 0.025%£0.01 27%8+02 217°¢+0.2 591%+47
PNO.57 R6% 0.084%*+0.02 1.9%%+05 244°C+06 549°+13
PN1.19 RO% 0.101%*+0.08 1.8%8+01 39%+0.3 496°+40
PN1.19 R3% 0.051"+0.04 14%8+01 2.8%+0.2 5412443
PN1.19 R6% 0.140%£0.09 1.8%8x04 57°¢+0.1 530%£30
PN1.95 RO% 0.174%%£0.14 24%+02 11.2%¢+09 439°%35
PN1.95 R3% 0.166°%+0.13 0.7°%x05 0.9°2+0.07 612°+49
PN1.95 R6% 0.184"+0.02 1.3%8+03 14°%+0.03 640°£50
PN2.18 RO% 0.255°%+0.20 48%+04 12.6%°£0.1 498°+40
PN2.18 R3% 0.205°%+0.16 1.0°8+0.7 14%8+01 603°+48
PN2.18 R6% 0.308“*+0.07 2.0%+05 2.3%3+0.05 627°+52
EEM 0.2 03 25 17
Tratamientos 0.001 0.001 0.001 0.01
Blogues 0.011 0.001 0.001

Tratamientos como se indica en el Cuadro 1. Superindices en minusculas refieren a diferencias entre filas y superindi-

ces en mayusculas refieren a diferencias entre columnas. EEM: error estandar de la media.
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La DIVMS presento diferencias significativas entre trata-
mientos a las 48 h, post-incubacion. En general los trata-
mientos PN0.57 R0%, PN1.19 R0%, PN1.95 RO% y PN2.18
R0O% presentaron menor DIVMS qgue los tratamientos
que se les adiciono el 3y el 6% de hoja de ruda siendo
el tratamiento PN1.95 R6% el que presento mayor DIVMS
seguido de PN2.18 R6%. Los tratamientos PNO.5 R3% vy
PN1.19 R3% presentaron mayor digestibilidad con res-
pecto a los tratamientos PNO.5 R0%, PNO.5 R6% y PN1.19
RO%, PN1.19 R6%, respectivamente.

La Figura 1 muestra la tasa de produccion de CHy4 por
hora con los diferentes niveles de MS. Los tratamientos
PN1.95 R3% y PN2.18 R3% redujeron en 75% y 95% la
tasa de produccion de CHy a las 24 y 48 h, con res-
pecto a PN1.95 RO% y PN2.18 R0%, respectivamente y
PN1.19 R3% redujo la tasa de produccion de CHy4 hasta
33% con respecto a PN1.19 RO% a las 24 h de postin-
cubacion. Cuando se incubo 0.57 g MS no se observd
efecto de disminucion de la tasa de produccion de CHy
ya que el tratamiento PNO0.57 R0% mostro la menor tasa
de produccion de CHy4 hasta las 48 h con respecto a los
tratamientos PNO.57 R3% y PNO.57 R6%. Estos resultados
sugieren que cuando se incuba ruda al 3% con mayor
cantidad de MS (1.95 gy 2.18 g) el efecto de mitigacion
en la tasa de produccion de CH4 es mayor que cuando
se incuba a 0.57 g MS.
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De acuerdo a la literatura, el presente, es el primer estu-
dio en donde se reporta el efecto de las hojas de ruda
sobre la mitigacion de CHy4 in vitro y la DIVMS. Existen
muchas especies de plantas que han sido probadas in
vitro contra diversas cepas bacterianas, y se ha demos-
trado que existe un buen numero de extractos de plantas
y compuestos puros activos contra bacterias gram-posi-
tivas y gram-negativas; por ejemplo, en las hojas de ruda
se han identificado compuestos tales como cumarinas,
flavonoides, esteroles, esteres, aldahidos, monoterpe-
nos, sesquiterpenos, compuestos fenolicos, proanto-
cianidinas (taninos condensados) y flavonoides acetila-
dos, alcaloides de piperidina 2,6-disustituidos (Virjamo vy
Julkunen, 2018). Esta mitigacion de CH4 puede explicar-
se por dos mecanismos de accion; el primero atribuido
a que el uso de compuestos, tales como saponinas, tani-
nos condensados y aceites esenciales reducen la sintesis
de CH4 en el rumen; y el segundo, a la accion conjunta
de estos compuestos, que puede ser bacteriostatica en
lugar de bactericida; ya que pudieron haber inhibido el
crecimiento logaritmico del organismo bacteriano que
produce el CHy entre las 24 y 48 h postincubacion (Vera-
Ku et al., 2010).

CONCLUSIONES

Las hojas

de ruda presentaron ma-
yor efecto de mitigacion de
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Figura 1. Efecto de la adicion de ruda (Ruta chalepensis L.), sobre la tasa de produccion de CHy in vitro por hora empleando pradera
nativa dominado por Penisetum clandestinum (80%) y malezas (20%) como sustrato. PN RO%: pradera nativa sin hoja de ruda, PN R3%:

pradera nativa + ruda 3%, PN R3%: pasto nativo + higo 6%.
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CH,4 dependiendo del nivel de materia seca incubada. En este sentido, am-
bos tratamientos PN1.95 R3% y PN2.18 R3% redujeron en 75% y 95% la tasa de
produccion de CHy4 a las 24 y 48 h, con respecto a los tratamientos sin hoja
de ruda. En cuanto a la digestibilidad in vitro de la materia seca se observo un
aumento de 5.6%, 7.9%, 28% y 17% en los tratamientos PNO.57 R3%, PN1.19
R3%, PN1.95 R3% y PN2.18 R3%; respectivamente, cuando se compararon
con los tratamientos sin hoja de ruda.
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