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RESUMO 

Avaliaram-se os efeitos de três espécies de leveduras sobre o pH ruminal, o nitrogênio amoniacal (N‑NH₃), 

as concentrações de ácidos graxos voláteis (AGV), a produção total de gás e sua composição (CO₂ e CH₄) 

na fermentação ruminal in vitro de duas dietas. Utilizou‑se um delineamento inteiramente casualizado com 

arranjo fatorial 4 × 2. Pichia guilliermondii (Levica 27), Candida norvegensis (Levazoot 15) e um produto 

comercial de Saccharomyces cerevisiae (Levucell® SC 10) foram incubados anaerobicamente por 24 h a 

39 °C, utilizando como substratos restolho de milho ou ração total mista (RTM). A produção de gás não foi 

afetada pela dieta nem pela espécie de levedura. As diferenças no pH ocorreram apenas com a RTM. A 

concentração de N‑NH₃ foi mais baixa (6.1 µmol) com restolho de milho, sem mostrar variações entre as 

espécies de leveduras. As três leveduras aumentaram (P < 0.05) os AGV totais e individuais. A relação 

acético:propiônico diminuiu (P < 0.05) com Levica 27 e Levazoot 15 na RTM, mas não se alterou com 

restolho de milho ou com Levucell® SC 10. Em conclusão, as três cepas melhoraram a fermentação ruminal 

in vitro, como evidenciado pelo aumento nas concentrações de AGV. 

Palavras‑chave: probióticos, ração total mista, Pichia guilliermondii, Candida norvegensis, 

Saccharomyces cerevisiae. 

ABSTRACT 

The objective was to evaluate the effects of three different yeast strains on in vitro ruminal fermentation of 

two diets, by measuring ruminal pH, ammonia nitrogen (N-NH3), volatile fatty acids (VFA), total gas 

production (TGP), and gas composition (CO2 and CH4). A completely randomized design was applied using 

a 4 × 2 factorial arrangement. Pichia guilliermondii (Levica 27), Candida norvegensis (Levazoot 15), and a 

commercial strain of Saccharomyces cerevisiae (Levucell® SC 10) were incubated anaerobically for 24 h 

at 39 °C, using corn stover and a mixed ration (TMR) as substrates. Total gas production was not affected 

by diet or yeast source. The MR significantly influenced ruminal pH, while N-NH3 concentration was lower 

(6.1 µmol) when corn stover was used as the substrate, with no differences among yeast species. However, 

all three yeasts increased (P<0.05) total VFA concentrations. The acetate-to-propionate ratio decreased 

(P<0.05) with Levica 27 and Levazoot 15 in the TMR, whereas no changes were observed with corn stover 
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or Levucell® SC 10. In conclusion, all yeast strains improved in vitro ruminal fermentation, as indicated by 

increased VFA production. 

Keywords: probiotics, mixed ration, Pichia guilliermondii, Candida norvegensis, Saccharomyces 

cerevisiae. 

INTRODUÇÃO 

Um dos desafios associados ao aumento da população humana até o ano de 2030 é o 

incremento na demanda por produtos agrícolas (FAO, 2015), o que é alarmante, 

especialmente para os países em desenvolvimento. A geração de novas estratégias para 

otimizar a produção e a qualidade dos produtos de origem animal tornou‑se um foco 

principal de investigação (Lara et al., 2018). 

Em ruminantes, trabalha‑se com a manipulação da fermentação ruminal para melhorar 

a utilização de compostos lignocelulósicos, melhorando a saúde e o comportamento 

produtivo (Arowolo & He, 2018; Liang et al., 2020). Uma estratégia é o uso de aditivos 

como probióticos, os quais melhoram a fermentação e, portanto, a digestibilidade de 

alimentos fibrosos (Pilajun & Wanapat, 2018). Tem sido relatado que esses aditivos 

promovem o crescimento de microrganismos benéficos no rúmen, particularmente 

bactérias e fungos celulolíticos (Fomenky et al., 2017; Liu et al., 2022). Além disso, 

ajudam a estabilizar o pH ruminal, reduzir as emissões de metano (Elghandour et al., 

2015; Vallejo-Hernández et al., 2018; Phesatcha et al., 2020), melhorar os padrões de 

fermentação, reduzir a concentração de patógenos e aumentar a produção de carne e 

leite (Leicester et al., 2016). No entanto, a informação disponível a esse respeito é 

inconsistente (Marrero et al., 2020; Amin & Mao, 2021; Baker et al., 2022).  

A pesquisa de probióticos alternativos, diferentes de Saccharomyces cerevisiae, tem 

ganhado impulso. Cepas como Pichia guilliermondii, Issatchenkia orientalis e Candida 

norvegensis têm mostrado resultados desejados in vitro, superando em alguns casos o 

impacto na fermentação obtido por cepas puras de Saccharomyces cerevisiae (Wang et 

al., 2016; Marrero et al., 2021; González et al., 2023). No entanto, a informação sobre o 

impacto dessas leveduras na fermentação ruminal, tanto in vivo quanto in vitro, é 

limitada. O objetivo foi avaliar os efeitos de cepas puras de Saccharomyces cerevisiae, 

Pichia guilliermondii e Candida norvegensis sobre a fermentação ruminal in vitro, 

utilizando restolho de milho e uma ração total mista (RTM) como substratos. 

Hipotetizou‑se que seu uso melhorará a fermentação in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Descrição da área de estudo 

O estudo foi realizado em 2023 no Laboratório de Biotecnologia de Alimentos da 

Faculdade de Zootecnia e Ecologia da Universidade Autônoma de Chihuahua (UACH), 

localizado no Periférico Francisco R. Almada km 1.0, na cidade de Chihuahua, Chih., 

México (latitude 28° 35' 10.9'' N; longitude 106° 6' 26.6'' O; altitude 1.440 m). 
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Delineamento experimental e tratamentos 

Foi aplicado um delineamento inteiramente casualizado com arranjo fatorial (4 × 2) e 4 

repetições para avaliar o impacto de três cepas diferentes de leveduras e um tratamento 

controle sem levedura na fermentação ruminal in vitro de restolho de milho e de uma 

ração total mista (RTM). Os tratamentos experimentais são apresentados na Tabela 1. 

 
Tabela 1. Tratamentos experimentais 

Tratamentos 

Restolho de milho Ração total mista (RTM) 

1 Control 5 Control 

2 Levica 271 6 Levica 27 

3 Levazoot 152 7 Levazoot 15 

4 Levucell® SC 103 8 Levucell® SC 10 

¹Levica 27: Pichia guilliermondii a 5.23 × 10⁹ UFC mL⁻¹; ²Levazoot 15: Candida norvegensis a 1.32 × 10¹⁰ 

UFC mL⁻¹; ³Levucell® SC 10: Saccharomyces cerevisiae a 10¹⁰ UFC g⁻¹ 

 

As cepas de levedura utilizadas no experimento foram: Pichia guilliermondii (Levica 27, 

conservada no Banco de Microrganismos do Instituto de Ciência Animal em Mayabeque, 

Cuba, número de registro 980 no World Data Center for Microorganisms (WDCM) e 

registrada no GenBank sob o número de acesso JF894143.1, Marrero et al., 2013), 

Candida norvegensis (Levazoot 15, coleção de leveduras da Faculdade de Zootecnia e 

Ecologia da Universidade Autônoma de Chihuahua, México, número de registro no 

GenBank JQ519367.1 GI: 386785959, Ruiz et al., 2016) e Saccharomyces cerevisiae 

(Levucell® SC 10). 

 

Incubações in vitro 

A parte da pesquisa que envolveu o uso de animais foi realizada de acordo com as 

regulamentações do Comitê Institucional de Bioética (número de caso: CFTZyE-ACTA-

101/2015: ACUERDO 4.2). 

O teste foi conduzido in vitro em tubos de 18 mL, mantendo um volume efetivo de 10 mL. 

O restolho de milho e a RTM utilizados como substratos foram previamente secos ao sol 

à temperatura ambiente (32 °C) e moídos em peneira de 1.0 mm antes do uso. As 

análises de matéria seca (MS), proteína bruta (PB) e extrato etéreo (EE) dos substratos 

utilizados na fermentação in vitro foram determinadas de acordo com a AOAC (2005); 

enquanto os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido 

(FDA) foram realizados segundo a técnica descrita por Van Soest et al. (1991; Tabela 2). 

Foram pesados 0.2 g de cada substrato e adicionados aos tubos de ensaio para a 

incubação. 
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Tabela 2. Ingredientes e composição química do restolho de milho e da ração total mista (RTM) 

utilizados como substratos na fermentação ruminal in vitro 

 

Ingredientes (%) Restolho de milho RTM 

Restolho de milho 100 40 

Milho quebrado - 35 

Melaço - 9 

Semente de algodão - 9 

Harinolina - 4 

Ureia - 1.5 

Minerais1 - 1.0 

Sulfato de amônio - 0.5 

Nutrientes (% Matéria seca) 

Matéria seca  91.44 86.75 

Proteína bruta 5.90 15.83 

FDN 67.20 42.68 

FDA 37.75 25.20 

Extrato Etéreo   3.10    4.60 

¹Minerais: Micro FOS 8 (Fósforo 8.0 %; Cálcio 7.5 %; Magnésio 0.5 %; Potássio 1.2 %; Manganês 1.800 ppm; Zinco 2.400 ppm; Ferro 

500 ppm; Cobre 930 ppm; Iodo 85 ppm; Cobalto 11 ppm; Selênio 7 ppm; Vitamina A 146.500 UI kg⁻¹; Vitamina D₃ 16.350 UI kg⁻¹; 

Vitamina E 20 UI kg⁻¹). FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente ácido 

 

O fluido ruminal foi extraído de três ovinos, machos, da raça Pelibuey, fistulados (32 kg 

e 12 meses de idade), os quais foram alojados em baias individuais e alimentados 

durante sete dias com ração total mista (RTM, Tabela 2), com livre acesso à água. A 

extração do líquido ruminal foi realizada no oitavo dia, antes da primeira oferta de 

alimento (9:00 h). Foram extraídos 200 mL de líquido ruminal, depositados em uma 

garrafa térmica a 39 °C e purgados com CO₂, depois misturados e transportados 

imediatamente ao laboratório. O líquido ruminal foi filtrado através de gaze e utilizado 

para preparar o meio de fermentação segundo Menke et al., (1979). Distribuíram‑se 10 

mL do meio de fermentação em cada um dos quatro frascos contendo o substrato, e 

quatro tubos sem substrato foram utilizados como brancos. Os tubos foram preparados 

sob corrente constante de CO₂ para manter atmosfera anaeróbica. Posteriormente, 

foram selados para incubação. 

 

Os cultivos de levedura foram adicionados aos tubos imediatamente antes da adição do 

meio de fermentação. Para o preparo dos inóculos de Levica 27 e Levazoot 15, as cepas 

foram ativadas mediante dois subcultivos aeróbicos em caldo de extrato de malte 

(DIBICO®, Cuautitlán Izcallí, México) a 110 rpm (incubadora com agitação orbital; New 

Brunswick Model Innova 4000, Nijmegen, Países Baixos), 30 °C e 24 horas de 

incubação. Dos cultivos ativados, utilizou‑se 10 % (v/v) como inóculo para 50 mL de caldo 

de extrato de malte (DIBICO®) em frascos de 100 mL, e incubou‑se novamente a 30 °C 

e 110 rpm por 24 horas. Destes cultivos, adicionaram‑se 0.5 mL (equivalente a 10 g de 
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levedura/animal adulto/dia) aos tubos correspondentes para a fermentação ruminal in 

vitro. No caso dos tubos controle, adicionaram‑se 0.5 mL de meio de cultura sem 

levedura. Os cultivos de Levica 27 e Levazoot 15 apresentaram concentrações finais de 

5.23 × 10⁹ e 1.32 × 10¹⁰ UFC mL⁻¹, respectivamente, em cada tubo. No caso de Levucell® 

SC 10, adicionou‑se 1 mg do produto comercial, equivalente a 10 g recomendados para 

um ruminante adulto, aos tubos correspondentes. Finalmente, os tubos foram 

imediatamente selados e incubados a 39 °C e 110 rpm (incubadora com agitação orbital). 

Após 24 horas, os tubos foram colocados em gelo para interromper a fermentação e 

preparados para a análise das amostras. 

 

Variáveis avaliadas 

A produção total de gás foi determinada mediante um transdutor de pressão FESTO® em 

cada unidade experimental após 24 h de fermentação. De cada unidade experimental, 

tomou‑se uma amostra de gás de 1 mL para determinar sua composição por 

cromatografia gasosa utilizando um cromatógrafo GOW‑MAC Série 580 equipado com 

uma coluna empacotada Carbosphere® 80/100 (5682PC) (GOW‑MAC Instrument 

Company). O gás de arraste foi nitrogênio a uma vazão de 20 mL min⁻¹ para determinar 

a produção individual de metano e dióxido de carbono após 24 horas de incubação. 

O pH foi medido com um potenciômetro Hanna Instruments Modelo HI 9017, e a 

concentração de N‑NH₃ foi determinada seguindo o método de Broderick & Kang (1980). 

Para a produção de ácidos graxos voláteis (AGV), utilizou‑se um cromatógrafo gasoso 

Claurus 400® (Perkin Elmer) equipado com detector de ionização de chama. O sistema 

usou uma coluna capilar Varian CP‑wax58 (FFAP) CB (15 m × 0.53 mm, 0.5 μm). Antes 

da injeção, a amostra foi tratada com ácido metafosfórico a 25 % e introduziu‑se um 

volume de 0.6 μL para análise (Galyean, 1980).  

 

Análises estatísticas 

Foi realizada uma análise de variância utilizando o procedimento GLM do SAS (Statistical 

Analysis System, versão 9.3; Cary, NC, EUA) ajustado a um delineamento inteiramente 

casualizado com arranjo fatorial 4 × 2. A equação do modelo ajustado é a seguinte. 

 

𝑦𝑖𝑗𝑘 = 𝜇 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗 + 𝛼𝛽𝑖𝑗 + 𝑒𝑖𝑗𝑘                                                                                                

 

onde 𝑦𝑖𝑗𝑘 é a variável resposta medida,  𝜇 é a média geral, 𝛼𝑖 é o efeito fixo do tratamento 

(i = 1, 2, 3, 4), 𝛽𝑗 é o efeito fixo da dieta (j = 1, 2), 𝛼𝛽𝑖𝑗 é o efeito de interação entre o 

tratamento e a dieta, e 𝑒𝑖𝑗𝑘 é o termo de erro aleatório. 

Quando foram encontradas diferenças (P < 0.05), realizou‑se a separação das médias 

mediante o teste de Tukey. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Produção total de gás e composição às 24 h 

Não foi observada interação entre a dieta e a cepa de levedura (P > 0.05) para a 

produção total de gás (PTG), CH₄ ou CO₂ (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Produção total de gás, metano e CO₂ às 24 horas da fermentação ruminal in vitro de três 

cepas de leveduras com restolho de milho e uma ração total mista 

 

Os resultados para o tipo de dieta foram diferentes (P < 0.05) nessas variáveis. A 

produção total de gás (PTG) e as concentrações molares de CH₄ e CO₂ foram maiores 

com a ração total mista (RTM) em comparação com o restolho de milho, o que ressalta 

os benefícios das dietas balanceadas para uma atividade microbiana ruminal ótima. 

O restolho de milho, por ser pobre em PB (5.9 g kg MS⁻¹), limitou o crescimento 

microbiano e a fermentação, o que é consistente com o relatado por Ikhimioya (2008), 

que afirma que esse valor de proteína não fornece os níveis requeridos de amônia para 

uma atividade microbiana ruminal ótima. 

A inclusão de leveduras não afetou a PTG. Isso concorda com González et al. (2023), 

que não observaram efeitos sobre a digestibilidade in vitro com Pichia guilliermondii. A 

eficácia das leveduras varia de acordo com as características da dieta, a cepa e a dose 

(Chaucheyras-Durand et al., 2008; Díaz et al., 2017). Alguns estudos (Marrero et al., 

2014; Castillo et al., 2016) relataram um aumento na produção de gás com leveduras, 

atribuído a uma maior degradação de carboidratos estruturais, enquanto outros não 
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encontraram efeito. É importante mencionar que as leveduras geralmente atuam como 

moduladoras do ecossistema ruminal (estabilização do pH, melhor uso do N amoniacal, 

favorecimento de populações fibrolíticas ou amilolíticas), mais do que como 

estimuladores diretos da gasogênese. Por isso, podem aumentar a concentração total 

de AGV e melhorar o ambiente fermentativo sem modificar o gás total medido in vitro 

(Desnoyers et al., 2009).  

Além disso, em dietas com maior densidade energética, como a ração total mista, é 

possível um efeito teto, onde a fermentação basal já é eficiente e a melhora detectável 

no gás atribuída ao efeito das leveduras se reduz. Nesses cenários, os benefícios das 

leveduras são mais observados no perfil de AGV, pH e utilização de nitrogênio do que 

no gás acumulado (Blank & Wolffram, 2009). 

A produção de CH₄ foi maior com a RTM; isso está relacionado a uma maior degradação 

do substrato (Benchaar et al., 2024). A inclusão de leveduras não teve impacto sobre o 

CH₄, refletindo a variabilidade nos efeitos das leveduras sobre a produção de metano 

em diferentes estudos (Wang et al., 2016; Mao et al., 2016).  

 

pH 

O pH variou entre as cepas de leveduras dentro da RTM (P < 0.05; Figura 2). O 

tratamento com Saccharomyces cerevisiae (Levucell®) teve o pH mais alto em 

comparação com as cepas de Pichia guilliermondii (Levica 27) e Candida norvegensis 

(Levazoot 15). 

As dietas com restolho de milho mantiveram o pH em torno de 6.4, o que é típico de 

substratos fibrosos (Marrero et al., 2006; Ruiz et al., 2016). Esses resultados sugerem a 

atividade de bactérias metanogênicas, que utilizam H₂ e CO₂, contribuindo assim para 

estabilizar o pH ruminal (Galindo et al., 2010). 
 

 
Figura 2. pH às 24 horas da fermentação ruminal in vitro de três cepas de leveduras com restolho 

de milho e uma ração total mista 

 

Para a RTM, o pH variou entre 5.6 e 5.8, sendo S. cerevisiae a que apresentou o valor 

mais alto (5.8). Os efeitos das leveduras sobre o pH ruminal dependem tanto da dieta 
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quanto da cepa (Vohra et al., 2016; Anjum et al., 2018). Dietas com alto teor de 

concentrados geralmente mostram menor acúmulo de lactato e maior estabilidade do pH 

com a suplementação de leveduras (Chaucheyras-Durand & Fonty, 2008). Isso ocorre 

porque os cultivos de levedura são ricos em ácidos orgânicos (principalmente ácido 

málico) que estimulam o crescimento de Selenomonas ruminantium, uma bactéria 

ruminal que consome o ácido lático produzido no rúmen e, portanto, contribui para a 

estabilização do pH nesse órgão  (Elghandour et al., 2015). 

 

Ácidos graxos voláteis 

A interação entre levedura e dieta foi diferente (P < 0.05) para as concentrações totais 

de ácidos graxos voláteis (AGV, Figura 3). A inclusão de leveduras aumentou a 

concentração total de AGV. Por sua vez, as concentrações molares de acetato, 

propionato e butirato foram maiores (P <0.05) na presença das leveduras. Por outro lado, 

a relação C2:C3 diminuiu (P < 0.05) com as cepas Levica 27 e Levazoot 15 na RTM, 

mas não se modificou (P > 0.05) nos tratamentos com restolho de milho (Figura 4). 

 

 
abcMédias (n = 32) com letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significativa com 

P < 0.05. RTM: ração total mista; Controle: meio de fermentação sem leveduras; Levica: Pichia 

guilliermondii; Levazoot: Candida norvegensis; Levucell: Saccharomyces cerevisiae. 

 

Figura 3. Produção de ácidos graxos voláteis (AGV) às 24 horas da fermentação ruminal in vitro de 

três cepas de leveduras com restolho de milho e uma ração total mista 
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abcMédias (n = 32) com letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente significativa com 

P < 0.05. RTM: ração total mista; Controle: meio de fermentação sem leveduras; Levica: Pichia 
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Figura 4. Relação acético:propiônico (C2:C3) às 24 horas da fermentação ruminal in vitro de três 

cepas de leveduras com restolho de milho e uma ração total mista 

 

Alguns autores têm reportado resultados semelhantes, nos quais as leveduras melhoram 

a degradação do substrato e a produção de AGV (González et al., 2023; Ruiz et al., 

2016). 

O aumento nos AGV totais e individuais reflete uma maior degradação do substrato pela 

ação das leveduras. Em outros estudos, Fernandes et al. (2019) avaliaram a fermentação 

ruminal com a inclusão de leveduras isoladas do rúmen bovino, e as cepas CCMA 933 

(Candida rugosa) e CCMA 970 (Candida pararugosa) mostraram melhor sobrevivência 

em condições ruminais e promoveram a produção de AGV durante a fermentação 

ruminal. O ácido butírico, uma fonte de energia essencial para os enterócitos, elevou‑se 

favorecendo um melhor aproveitamento do alimento (Miguel et al., 2019). No entanto, 

alguns estudos têm reportado efeitos variáveis ou nulos das cepas de leveduras sobre a 

produção de AGV (Marrero et al., 2006; Moya et al., 2009). 

No ambiente ruminal, as leveduras têm vida curta e acredita‑se que se degradam ou 

passam para o trato digestivo inferior poucas horas após sua suplementação (Kung et 

al., 1997; Jouany, 2006). Durante sua permanência no rúmen, as leveduras contribuem 

para as concentrações totais e individuais de AGV, embora essa contribuição não tenha 

se refletido na produção de gás (Benchaar et al., 2024).  

 

Concentração de N-NH₃  

Na Figura 5 observa‑se que as concentrações de N‑NH₃ foram mais baixas (P < 0.05) 

com restolho de milho (6.1 µmol mL⁻¹) e aumentaram com a RTM até atingir valores de 

47–66 µmol mL⁻¹. Levica 27 e Levazoot 15 elevaram as concentrações de N‑NH₃ em 

comparação com os controles, o que está de acordo com uma maior atividade 

proteolítica (Oeztuerk, 2009).  
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Figura 5. Concentração de nitrogênio amoniacal (N‑NH₃) às 24 horas da fermentação ruminal in 

vitro de três cepas de leveduras com restolho de milho e uma ração total mista 

 

Por outro lado, S. cerevisiae reduziu as concentrações de N‑NH₃, provavelmente devido 

a um aumento na síntese de proteína microbiana (Anjum et al., 2018; Oeztuerk et al., 

2005). Como observado em outros estudos, a variabilidade nas respostas do N‑NH₃ às 

leveduras depende da cepa e do tipo de dieta (Guedes et al., 2008; Ruiz et al., 2016).  

 

CONCLUSÕES 

A inclusão de aditivos à base de leveduras (Levica 27, Levazoot 15 e Levucell® SC 10) 

não teve efeito sobre a composição do gás (CO₂ e CH₄), a produção total de gás nem o 

pH quando fermentados in vitro restolho de milho e uma ração total mista. A produção 

total de AGV juntamente com as concentrações molares dos ácidos acético, propiônico 

e butírico aumentou com a adição de leveduras em ambos os substratos, sendo 

observados os melhores resultados com a ração total mista. 
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