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Resumo 
A crescente procura de peixe associada à diminuição das populações selvagens de 

pescado devido à sobrepesca, tem-se refletido num forte potencial de crescimento da 

indústria da aquacultura à escala mundial. 

No entanto, o desenvolvimento sustentável desta atividade está fortemente limitado pelo 

facto de as rações para peixe dependerem substancialmente da inclusão de farinha de 

peixe (FP) e óleo de peixe (OP). 

Até ao momento, do ponto de vista ambiental e económico, as matéria-primas vegetais 

(MPV) como a farinha de soja, milho e glúten de trigo, têm-se apresentado como as 

alternativas mais viáveis ao uso FP e OP nas rações para peixes. Contudo, a presença 

de fatores anti nutricionais na maioria desses ingredientes, interfere na aceitação da 

ração e no desempenho animal, prejudicando o metabolismo e a digestão. Estas 

desvantagens do ponto do ponto de vista nutricional podem limitar o uso das MPV nas 

rações para peixes, particularmente para espécies carnívoras marinhas, como o robalo 

(Dicentrarchus labrax), uma vez que estas estão metabolicamente adaptadas a dietas 

com baixos níveis de hidratos de carbono. 

O uso de exoenzimas como aditivos alimentares para melhorar a digestibilidade dos 

nutrientes de alimentos à base de MPV tem sido amplamente investigado em aves e 

suínos. Na aquacultura, o uso da fitase para melhorar a utilização do fósforo emergiu 

com bastante facilidade. No entanto, apesar de seus efeitos promissores na melhoria 

da digestibilidade dos nutrientes pela hidrólise dos polissacarídeos não amiláceos (PNA) 

presentes nas matérias-primas de origem vegetal, o uso de carbohidrases não tem sido 

tão comum em espécies aquáticas. 

O recurso ao uso de exoenzimas obtidas por processos biotecnológicos (ex: 

fermentação em estado sólido, FES) económicos e amigos do ambiente é uma 

abordagem inovadora e pouco explorada no contexto de aquacultura.  

Neste sentido, o trabalho experimental desta tese teve como objetivo avaliar o potencial 

do uso de exoenzimas (celulase e xilanase) produzidas através do processo de FES em 

dietas ricas em MPV para robalo (Dicentrarchus labrax). 

Foram formuladas três dietas isoproteicas (48% de proteína) e isolipídicas (16% de 

lipídios) com 15% de produtos provenientes da pesca (farinha de peixe e concentrado 

de proteína de peixe), 5% de hemoglobina e 61% de MPV (glúten de trigo, soja, trigo, 

farelo de arroz, girassol, colza). Em todas as dietas, o OP foi a principal fonte lipídica. 
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As dietas foram semelhantes nos teores de amido (10%), hemicelulose (2,4%), celulose 

(1,6%) e lignina (2,3%). Foi formulada uma dieta controlo sem conter o extrato. As duas 

restantes dietas foram formuladas de forma semelhante à dieta controlo, mas 

suplementadas com extrato enzimático a 0,1% e 0,4% obtido após FES da dreche com 

Aspergillus ibericus MUM 03.49 (Micoteca da Universidade do Minho, Braga, Portugal). 

Este extrato foi uma combinação de celulase (1343 U g-1) e xilanase (15885 U g-1). 

Foram realizados ensaios de crescimento e digestibilidade durante 8 semanas com 9 

grupos de 15 juvenis de robalo, com peso corporal médio de 22±0,01 g para avaliar 

crescimento, ingestão, eficiência alimentar e digestibilidade dos nutrientes no robalo. 

Os efeitos mais relevantes da suplementação das exoenzimas, neste trabalho, estão 

relacionados com o aumento da digestibilidade da matéria seca e energia, não se 

verificando alterações significativas na digestibilidade da proteína. Verificou-se também 

que a suplementação com o extrato enzimático se traduziu em melhores eficiências 

alimentares suportando a hipótese que as exoenzimas aumentaram a disponibilidade 

dos nutrientes. O aumento da eficiência alimentar foi acompanhado por uma ligeira 

redução do alimento ingerido, o que se traduz a longo-prazo numa diminuição do custo 

da alimentação. No entanto, o aumento da eficiência alimentar não se traduziu numa 

melhoria significativa nos valores de crescimento e retenção de azoto e energia. Sendo 

assim, o desempenho dos peixes ao nível do crescimento, não foi afetado pelos níveis 

de inclusão das enzimas. A suplementação do extrato enzimático também não teve 

efeitos na composição corporal. 

Os resultados positivos deste estudo, ao nível da digestibilidade de nutrientes 

demonstraram existir viabilidade para a utilização do extrato enzimático produzidos pela 

fermentação da dreche, através do processo FES, em rações à base de MPV para 

robalo. Desta forma, espera-se que a informação obtida neste estudo seja relevante 

para a formulação de rações à base de MPV, contribuindo, assim, para o 

desenvolvimento sustentável da aquacultura. 

 

Palavras-chave: Aquacultura, robalo, dreche, matérias-primas vegetais (MPV), 

fermentação em estado sólido (FES), exoenzimas, digestibilidade, crescimento 
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Abstract 
Growing fish demand coupled with declining wild fish stocks, due to overfishing, has 

been reflected in the strong growth potential of the aquaculture industry worldwide. 

However, the sustainable development of this activity is strongly limited by the fact that 

fish feeds depend substantially on the inclusion of fishmeal (FM) and fish oil (FO). 

So far, from an environmental and economic point of view, plant feedstuffs (PF) such as 

soy flour, corn and wheat gluten have been presented as the most viable alternatives to 

the use of FM and FO in fish feed. However, the presence of anti-nutritional factors in 

most of these ingredients, interferes with feed acceptance and animal performance, 

impairing metabolism and digestion. These nutritional disadvantages may limit the use 

of PF in fish feed, particularly for marine carnivorous species such as sea bass 

(Dicentrarchus labrax), as they are metabolically adapted to diets with low levels of 

carbohydrates. 

The use of exogenous enzymes as food additives to improve nutrient digestibility of 

plant-based feed has been widely researched in poultry and pigs. In aquaculture, the use 

of phytase to improve phosphorus utilization emerged quite easily. However, the use of 

carbohydrases has not been so common in aquatic species, despite their promising 

effects on improving nutrient digestibility by hydrolysis of non-starch polysaccharides 

(NSP) present in plant-based raw materials. 

The use of cost-effective, environmentally friendly exogenous enzymes obtained from 

biotechnological processes (eg solid state fermentation, SSF) is an innovative approach 

and little explored in the context of aquaculture. 

In this sense, the experimental work of this thesis aimed to evaluate the potential use of 

exogenous enzymes (cellulase and xylanase) produced by SFF process in diets rich in 

PF for sea bass (Dicentrarchus labrax). 

Three isoproteic (48% protein) and isolipid (16% lipid) diets were formulated with 15% 

fish products (fishmeal and fish protein concentrate), 5% haemoglobin and 61% plant 

foods (gluten), wheat, soy, wheat, rice bran, sunflower, rapeseed). In all diets, FO was 

the main lipid source. Diets were similar in starch (10%), hemicellulose (2.4%), cellulose 

(1.6%) and lignin (2.3%) contents. A control diet was performed without containing the 

extract. The remaining two diets were formulated similarly to the control diet but 

supplemented with 0.1% and 0.4% enzymatic extract obtained after SSF from brewer 

spent grain (BSG) with Aspergillus ibericus MUM 03.49 (University of Minho Micoteca, 
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Braga, Portugal) as enzyme production. This extract was a combination of cellulase 

(1343 U g-1) and xylanase (15885 U g-1). 

Growth and digestibility trials were performed simultaneously for 8 weeks with 9 groups 

of 15 sea bass juveniles, with an average body weight of 22±0.01 g to evaluate growth, 

feed intake, feed efficiency and nutrient digestibility in sea bass. 

The most relevant effects of exogenous enzyme supplementation in this work are related 

to the increased digestibility of dry matter and energy, with no significant changes in 

protein digestibility. It was also found that supplementation with enzyme extract resulted 

in better feed efficiencies supporting the hypothesis that exogenous enzymes increased 

nutrient availability. Increased feed efficiency was accompanied by a slight reduction in 

feed intake, which translates into a reduction in the cost of feed. However, increased 

feed efficiency was not reflected in a significant improvement in the values of growth and 

retention of nitrogen and energy. Therefore, fish performance at growth level was not 

affected by enzyme inclusion levels. Enzyme extract supplementation also had no effect 

on body composition. 

The positive results of this study in terms of nutrient digestibility demonstrated the 

existence of viability for the use of enzyme extract produced by fermentation of BSG, 

through the SSF process, in diets rich in PF for European seabass. Thus, it is expected 

that the information obtained in this study will be relevant to the formulation of feeds 

based onPF, thus contributing to the sustainable development of aquaculture. 

 

Keywords: Aquaculture, European seabass, brewer’s spent grain, plant feedstuffs; solid 

state fermentation (SSF), exogenous enzymes, digestibility, growth 
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Divulgação Científica 
 

Parte do trabalho desenvolvido no âmbito desta tese foi apresentado sob a forma de 

poster numa conferência internacional “Aquaculture Europe 2019” em Berlim, 

Alemanha. 

Fernandes H., Moyano, F.J., Fernandes, N., Salgado, J., Aires, T., Belo, I., Oliva-Teles, 

A., Peres, H., Castro, C. 2019. In Vitro evaluation of the interaction between exogenous 

carbohydrases produced by solid-state fermentation of brewer’s spent grain and 

digestives enzymes. Aquaculture Europe 2019, Berlim, Alemanha. 7-10 Outubro, 2019 

 

O resumo elaborado para esta Conferência está disponível pág. 67-68 na secção Anexo.

  

  



6 
  FCUP 

    Potencial de um extrato rico em enzimas obtido por fermentação em estado sólido da dreche  
em rações para robalo (Dicentrarchus labrax) 

 

Índice 
Divulgação Científica .................................................................................................. 5 

1. Introdução ............................................................................................................. 11 

1.1 Sustentabilidade da aquacultura vs formulação das dietas ........................ 11 

1.2 Fermentação em estado sólido (FES) ............................................................ 19 

1.2.1. Vantagens da FES .................................................................................... 21 

1.3 – Dreche ........................................................................................................... 21 

1.4 – Robalo (Dicentrarchus labrax): caraterísticas, biologia e necessidades 

nutricionais ............................................................................................................ 25 

1.5 – Substituição de FP e OP por MPV – revisão da literatura ......................... 28 

2. Material e métodos ............................................................................................... 30 

2.1 Microorganismo e substrato .......................................................................... 30 

2.2 FES da dreche e obtenção do extrato enzimático......................................... 30 

2.3 Determinação da atividade enzimática .......................................................... 30 

2.4 Dietas experimentais ....................................................................................... 31 

2.5 Ensaios de crescimento e de digestibilidade ................................................ 33 

2.6 Determinação da composição das dietas, ingredientes, fezes e carcaças . 34 

2.6.1 Humidade .................................................................................................. 34 

2.6.2 Cinzas ........................................................................................................ 34 

2.6.3 Proteína Bruta  .......................................................................................... 34 

2.6.4 Lípidos ....................................................................................................... 34 

2.6.5 Energia bruta ............................................................................................. 35 

2.6.6 Óxido de crómio ........................................................................................ 35 

2.6.7 Polissacarídeos não amiláceos e amido ................................................. 35 

2.7 Determinação da digestibilidade aparente .................................................... 35 

2.8 Análise Estatística ........................................................................................... 35 

3. Resultados ............................................................................................................ 36 

3.1 – Atividade enzimática .................................................................................... 36 



7 
  FCUP 

    Potencial de um extrato rico em enzimas obtido por fermentação em estado sólido da dreche  
em rações para robalo (Dicentrarchus labrax) 

 

3.2 – Coeficiente de Digestibilidade Aparente (CDA) ......................................... 36 

3.3 – Crescimento e utilização de nutrientes ...................................................... 36 

3.4 – Composição corporal ................................................................................... 37 

Discussão .................................................................................................................. 38 

Conclusão ................................................................................................................. 44 

Bibliografia ................................................................................................................ 45 

Anexos....................................................................................................................... 61 

 

  



8 
  FCUP 

    Potencial de um extrato rico em enzimas obtido por fermentação em estado sólido da dreche  
em rações para robalo (Dicentrarchus labrax) 

 

Índice de Figuras 

Fig. 1 – Captura anual de pescado e produção de aquacultura, em milhões de 

toneladas.  .................................................................................................................. 11 

Fig. 2 – Crescimento da população mundial vs Consumo de peixe per capita.  .......... 12 

Fig. 3 – Processo de obtenção da dreche cervejeira a partir dos grãos de cevada  ... 22 

Fig. 4 – Robalo (Dicentrarchus labrax).  ..................................................................... 25 

Fig. 5 – Evolução da produção do robalo de Aquacultura. .......................................... 26 

Fig. 6 – Sistema ensaio digestibilidade: a. perspetiva geral dos 12 tanques; b. coluna 

de sedimentação; c. recolha de fezes ......................................................................... 34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



9 
  FCUP 

    Potencial de um extrato rico em enzimas obtido por fermentação em estado sólido da dreche  
em rações para robalo (Dicentrarchus labrax) 

 

Índice de Tabelas 

Tabela 1 – Composição de ingredientes de origem vegetal (% matéria seca, MS) 

utilizados em dietas para peixes.. ............................................................................... 14 

Tabela 2 – Efeitos de exoenzimas em várias espécies de peixes alimentados com 

ração à base de ingredientes vegetais.. ...................................................................... 16 

Tabela 3 – Composição química da dreche ................................................................ 23 

Tabela 4 – Ingredientes e composição química das dietas experimentais .................. 32 

Tabela 5 – Coeficiente da Digestibilidade Aparente (CDA) das dietas experimentais . 36 

Tabela 6 – Crescimento e eficiência alimentar do robalo alimentado com as dietas 

experimentais ............................................................................................................. 37 

Tabela 7 – Composição corporal (% peso fresco), valor energético, índice 

hepatossomático e índice visceral do robalo alimentado com as dietas experimentais

 ................................................................................................................................... 37 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



10 
  FCUP 

    Potencial de um extrato rico em enzimas obtido por fermentação em estado sólido da dreche  
em rações para robalo (Dicentrarchus labrax) 

 

Índice de Abreviaturas 
 

AAE – Aminoácidos Essenciais  PCM – Peso Corporal Médio 

AGE – Ácidos Gordos Essenciais  PD – Proteína Digestível 

AGPI – Ácidos Gordos Polinssaturados  PMI – Peso Médio Inicial 

AI – Alimento Ingerido  PMF – Peso Médio Final 

CEP – Coeficiente Eficácia Proteica  PNA – Polissacarídeo Não Amiláceo  

CTR – Controlo  RA – Retenção Azotada 

DHA – Docosahexanóico  RE – Retenção Energética 

ECA – Eficiência Conversão Alimentar  TCE – Taxa de Crescimento Específico 

EED – Extrato Enzimático da Dreche 

ED – Energia Digestível 

EIC – Energia Inicial da Carcaça 

EFC – Energia Final da Carcaça 

EPA – Eicosapentanóico 

EPM – Erro Padrão Médio 

FAN – Fatores Antinutricionais 

FES – Fermentação em Estado Sólido 

FP – Farinha de Peixe 

GPD – Ganho de Peso Diário 

IHS – Índice Hepatossomático 

IV – Índíce Visceral 

MS – Matéria Seca 

NIC – N Inicial da Carcaça 

NFC –N Final da Carcaça 

OP – Óleo de Peixe 

PCB – Bifenilos Policlorados 

 



11 
  FCUP 

    Potencial de um extrato rico em enzimas obtido por fermentação em estado sólido da dreche  
em rações para robalo (Dicentrarchus labrax) 

 

1. Introdução 
1.1 Sustentabilidade da aquacultura vs formulação das dietas 

A aquacultura é considerada a indústria com maior e mais rápido crescimento na 

produção de alimentos, tendo contribuído em 2017 com cerca de 111 milhões de 

toneladas de produção de organismos aquáticos (inclui peixe, crustáceos, moluscos e 

plantas aquáticas) (FishStatJ, 2019). Atualmente, cerca de 50% do peixe para consumo 

humano é fornecido através da aquacultura (FAO, 2018). A incapacidade da produção 

proveniente das capturas por pesca em satisfazer as necessidades mundiais de 

pescado, bem como o crescente reconhecimento dos benefícios destes produtos na 

alimentação humana, levou a este aumento significativo da produção de pescado 

através de aquacultura (Figura 1). O peixe representa não só uma valiosa fonte de 

proteína de elevada qualidade e micronutrientes, mas também de ácidos gordos ómega‐

3 de cadeia longa, reconhecidos pelos seus benefícios num vasto conjunto de patologias 

humanas, nomeadamente doenças cardiovasculares, inflamatórias e neurológicas 

(Tocher, 2015). 

 

 
                                                    Pesca                         Aquacultura 
 

   Fig. 1 – Captura anual de pescado e produção de aquacultura, em milhões de toneladas. Adaptado de FAO, 2018 

 

Em linha com o mencionado anteriormente, entre 1961 e 2016, o aumento médio anual 

do consumo mundial de peixe (3,2%) ultrapassou o crescimento da população humana 
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(1,6%) e superou em 2,8% o consumo de carne de todos os animais terrestres (FAO, 

2018). Em termos de consumo per capita, o consumo de peixe aumentou de 9,0 kg em 

1961 para 20,3 kg em 2016 (FAO, 2018) (Figura 2). 

 

 
                Consumo humanoᵃ       Uso não alimentarᵃ             Crescimento populaçãoᵇ             Consumo de peixe per capitaᶜ 

ᵃ em milhões de toneladas 
ᵇ mil milhões 
ᶜ Kg/Capita 

      Fig. 2 – Crescimento da população mundial vs Consumo de peixe per capita. Adaptado de FAO, 2018 

 

De acordo com os dados da FAO (2018), em 2015, 17% da proteína animal consumida 

pela população mundial teve origem no consumo de peixe. 

Os dados acima apresentados são reveladores da importância que a aquacultura tem 

vindo a adquirir no panorama do abastecimento alimentar mundial. 

Contudo, o aumento da produção da aquacultura está fortemente dependente do 

aumento da produção de rações. Por sua vez, a formulação das rações está também 

dependente da FP e OP como fontes principais de proteína e lípidos, particularmente 

em espécies de peixe carnívoras de níveis tróficos superiores (ex: salmonídeos, peixes 

planos marinhos, etc). 

O elevado custo da FP e OP, derivado em grande medida da sobre-exploração dos 

recursos pesqueiros e crescente procura no mercado, tem gerado fortes restrições no 
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uso destas matérias-primas nas rações para aquacultura (Oliva-Teles et al., 2015). A 

procura de fontes de proteína e lípidos alternativas à FP e OP tornou-se, por isso, uma 

prioridade para o desenvolvimento sustentável da aquacultura (Hardy, 2010; Hassaan 

et al., 2015; Novelli et al., 2017). Do ponto de vista de segurança ambiental e custo de 

produção, as MPV representam as alternativas mais sustentáveis à FP e OP atualmente 

disponíveis no mercado (NRC, 2011; Olsen & Hasan, 2012; Oliva-Teles et al., 2015). 

Para além disso, asseguram maior segurança alimentar, ao reduzirem a probabilidade 

de introdução de contaminantes como bifenilos policlorados (PCB) e dioxinas, muitas 

vezes associados ao uso de FP e OP nas rações (Naylor et al, 2009). 

No que diz respeito ao uso de MPV como fonte de proteína, a sua substituição total por 

FP tem mostrado ser exequível em rações para espécies de peixes de níveis tróficos 

inferiores (NRC, 2011; Magalhães et al., 2016). No entanto, no caso de espécies de 

peixe de níveis tróficos superiores, níveis de substituição de FP acima dos 75% constitui 

ainda um desafio (Naylor et al., 2009; NRC, 2011; Oliva-Teles et al., 2015). 

De fato, a FP é uma matéria-prima altamente digerível e uma excelente fonte de 

proteína, com alto valor biológico, um equilíbrio ideal de aminoácidos essenciais, rico 

em ácidos gordos insaturados e com alta palatabilidade (Gatlin et al., 2007). Pelo 

contrário, a maioria das MPV utilizadas (tais como soja, o trigo, a ervilha, a colza, o 

glúten de trigo, etc) apresentam algumas limitações, nomeadamente um perfil de 

aminoácidos e ácidos gordos desequilibrados, elevado teor de amido e presença de 

uma diversidade de fatores antinutricionais (FAN) (inibidores de proteases, lectinas, 

saponinas,PNA, fitato-P) (Kousoulaki et al., 2015; Martin & Kroll, 2017), conforme 

demonstrado em alguns exemplos na tabela 1. Entre os FAN, os PNA - grupo 

heterogéneo de polissacarídeos (ex: celulose, hemicelulose, lenhina, etc) compostos 

predominantemente por várias unidades de hexoses e pentoses (ex: galactose, glicose, 

arabinose, xilose e manose) - têm ganho particular preocupação, nomeadamente pelo 

seu impacto negativo na digestão, absorção e utilização dos nutrientes (van Barneveld, 

1999; Sinha et al., 2011). Esta desvantagem do ponto de vista nutricional está associada 

à inexistência nos peixes carnívoros de uma maquinaria enzimática e microbiota 

capazes de degradar os PNA (Krogdahl et al., 2005; Liu et al., 2016; Villasante et al., 

2019). 

Para além do impacto negativo no aproveitamento dos nutrientes das MPV e, 

consequentemente a níveis mais elevados de excreção para o meio ambiente (Naylor 
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et al., 2009), os FAN, em geral, provocam também alterações na fisiologia intestinal 

(Martin & Kroll, 2017), comprometendo o desempenho e saúde dos peixes. 

Tabela 1 – Composição de ingredientes de origem vegetal (% matéria seca, MS) utilizados em dietas para peixes 
(Feedipedia, 2019). Adaptado de Sinha et al., 2011. 

 PNA 

Ingredientes Lenhina Celulose Hemicelulose 

Cereais    

Grão de cevada 1,1 5,3 15,3 

Grão de milho 0,6 2,4 9,2 

Farelo de milho 2,2 12,3 29,7 

Grão de trigo 1,1 2,5 10,3 

Farelo de trigo 3,8 9,6 31,8 

Grão de centeio 1,1 2,1 9,89 

Farelo de centeio 2,0 6,3 20,7 

Farelo de aveia 2,9 1,8 11,1 

Glúten de milho 1,2 9,4 29,0 

Leguminosas    

Sementes de ervilha 0,4 6,6 7,2 

Sementes de tremoço 1,2 18,5 4,6 

Oleaginosas    

Sementes de soja 1,2 7,7 13,2 

Linhaça 5,0 5,3 11,4 

Sementes de girassol 6,3 13,2 10,1 

Sementes de algodão 10,6 25,5 12,5 

Colza 9,5 10,9 10,7 

   PNA: Polissacarídeo não amiláceo 
 

De forma a promover uma melhoria na composição nutricional das MPV e minimizar os 

efeitos adversos associados à utilização destas nas rações para peixes, diversas 

estratégias têm sido exploradas (Gatlin et al., 2007; Naylor et al., 2009; NRC, 2011; 

Olsen & Hasan, 2012). A aplicação de técnicas de processamento como extrusão, 

extração de álcool ou aquosa, tratamento enzimático (Drew et al, 2007) ou modificação 

genética tem sido eficaz na redução ou eliminação dos efeitos negativos dos FAN, ao 

melhorar a digestibilidade da proteína e energia de algumas MPV. Em alguns casos, é 

removida uma grande quantidade de FAN, como por exemplo o gossipol, composto 
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polifenólico tóxico presente na semente de algodão (Anderson et al., 2006), que pode 

ser reduzido através da reprodução seletiva tradicional ou com recurso a ferramentas 

de manipulação genética. No entanto, em muitos casos, concentrações consideráveis 

de FAN são mantidas mesmo após o processamento (Oliva-Teles et al., 1994; Venou et 

al., 2003, 2006; Barrows et al., 2007; Kokou et al., 2012, 2015), afetando assim o 

desempenho dos animais e aumentado a excreção de nutrientes (Kokou & Fountoulaki, 

2018). 

Enquanto estas estratégias mostraram melhorar a digestibilidade da proteína e energia 

de algumas MPV, a digestibilidade de muitas outras matérias-primas permanece baixa. 

A reduzida atividade enzimática, bem como a falta de um microbiota bem desenvolvido 

no trato digestivo de peixes carnívoros são possíveis causas para este baixo 

aproveitamento de nutrientes presentes em matérias-primas de origem vegetal. Em 

peixes e outros animais monogástricos, enzimas como β-glucanases ou β-xilanases que 

digerem os PNA são escassas ou inexistentes (Kuz’mina, 1996; Sinha et al., 2011), e, 

por isso, não conseguem digerir e utilizar os PNA como fonte de energia. Daí a 

necessidade do uso das exoenzimas nas formulações das rações para monogástricos, 

com o intuito de promover um melhor aproveitamento dos nutrientes presentes nos 

alimentos, uma vez que, de acordo com Choct (2006) as exoenzimas, podem aumentar 

a disponibilidade dos nutrientes, levando a uma maior eficiência na utilização dos 

alimentos. 

O uso destas enzimas como aditivos alimentares tem sido investigado extensivamente 

em aves e suínos como forma de reduzir os efeitos negativos dos PNA e do fitato-P, 

aumentando assim a utilização de hidratos de carbono e fósforo, respetivamente 

(Adeola e Cowieson, 2011). 

Atualmente, este tipo de enzimas já começou a ser testado em peixes, tendo já 

demonstrado efeitos positivos na digestibilidade dos nutrientes e crescimento, em 

espécies como a dourada (Sparus aurata) (Kokou et al., 2012), o robalo japonês 

(Lateolabrax japonicus) (Ai et al., 2007) a truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) 

(Ogunkoya et al., 2006; Farhangi & Carter, 2007; Dalsgaard et al, 2012) e salmão do 

Atlântico (Salmo salar) (Carter et al., 1994).  

As exoenzimas mais utilizadas na alimentação animal são a β-xilanase e a β-glucanase. 

Outras enzimas disponíveis no mercado incluem as celulases, hemicelulases, fitases, 

proteases, α-amílase, β-mananase; α-galactosidade e pectinase (Adeola & Cowieson, 

2011). Na tabela 2, são apresentados alguns dos efeitos do uso de exoenzimas a nível 

de digestibilidade dos nutrientes e desempenho de peixes alimentados com rações à 

base de MPV.
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Tabela 2 – Efeitos de exoenzimas em várias espécies de peixes alimentados com ração à base de ingredientes vegetais. Adaptado de Castillo & Gatlin, 2015. 

Espécie Nível 
trófico 

Enzima (s) Nível de inclusão Subproduto vegetal Efeitos Refª Bibliográfica 

Salmão Atlântico, 
Salmo salar 

 
4,5±0,3 

Mix enzimático (tripsina, 
protease, 
amiloglucosidase, 
amílase e celulase) 

10 g/Kg dieta (mix) Farinha de soja Aumento do consumo da ração, do peso e da 
taxa de crescimento; melhor eficiência alimentar 

Carter et al. (1994) 

       
Truta arco-íris, 
Oncorhynchus 
mykiss 

4,1±0,3 Superzyme CS (xilanase, 
amilase, celulase, 
protease e β-glucanase) 

1-2,5 g/kg (Superzyme 
CS) 

Farinha de soja Sem efeitos no crescimento e ligeiro efeito na 
digestibilidade dos nutrientes 

Ogunkoya et al. (2006) 

       
Robalo japonês, 
Lateolabrax 
japonicus 

3,1±0,3 Mix enzimático (fitase, 
glucanase, pentosanase, 
celulase e xilanase) 

0,2 g/Kg (fitase) 
0,4 g/Kg (glucanase, 
pentosanase e 
celulase) 
0,8 g/Kg (xilanase) 

Farinha de soja, colza e 
amendoim 

Melhoria significativa da taxa de crescimento e 
eficiência alimentar; Aumento substancial da 
retenção de fósforo e azoto 

Ai et al. (2007) 

       
Tilapia, Oreochromis 
niloticus × O. aureus 

2,0 Cocktail enzimático 
(protease, β-glucanase e 
xilanase) 

1-1,5 g/Kg (mix) Farinha de soja, colza e 
semente de algodão 

Aumento significativo da taxa de crescimento, 
eficiência alimentar e digestibilidade da matéria 
seca; redução no consumo da ração; Aumento 
significativo da produção de enzimas digestivas 
endógenas 

Lin et al. (2007) 

       
Tilápia do Nilo, 
Oreochromis 
niloticus 

2,0 Celulase 1-5 g/kg (celulase) Farinha de Canola Sem efeitos no crescimento e digestibilidade dos 
nutrientes 

Yigit & Olmez, (2011) 

       
Truta arco-íris, 
Oncorhynchus 
mykiss 

4,1±0,3 RONOZYME®VP (β-
glucanase) 
RONOZYME®WX 
(xilanase) 
Protease 

0,067 g/Kg (β-
glucanase) 
0,208 g/Kg (xilanase) 
0,228 g/Kg (protease) 

Farinha de soja, 
semente de girassol e 
colza 

Melhoria na digestibilidade dos nutrientes, 
especialmente dos lípidos. Sem efeitos no 
desempenho dos peixes nem na retenção 
azotada 

Dalsgaard et al. (2012) 

 

(Continua na página seguinte) 
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Tabela 2 (continuação) 

Espécie Nível 
trófico 

Enzima (s) Nível de inclusão Subproduto vegetal Efeitos Refª Bibliográfica 

Tilápia do Nilo, 
Oreochromis 
niloticus 

2,0 Cocktail enzimático 
(pepsina, papaína e α-
amilase) 

3,2-6,4 g/Kg (pepsina) 
6,4-12,8 g/Kg 
(papaína)  
0.8-1,6 g/Kg (amilase) 

Glúten de milho e farinha 
de soja 

Aumento significativo na taxa de crescimento e 
eficiência alimentar. Melhoria dos índices 
hematológicos 

Goda et al. (2012) 

       
Tilápia do Nilo, 
Oreochromis 
niloticus 

2,0 RONOZYME® Hiphos 
(fitase) 
RONOZYME® ProAct 
(protease) 
RONOZYME® WX 
(xilanase) 

0,075 g/Kg (fitase) 
0,03 g/Kg (protease) 
0,025 g/Kg (xilanase) 

-- Melhoria no crescimento, eficiência alimentar; 
sem efeitos nos índices somáticos 

Adeoye et al. (2016) 

       
Truta arco-íris, 
Oncorhynchus 
mykiss 

4,1±0,3 Mix enzimático (fitase, 
celulase, pectinase) 

0,33-1 g/Kg Farinha de canola, 
farinha de soja, glúten de 
milho 

Sem efeitos no crecimento, eficiência alimentar e 
digestibilidade dos nutrientes 

Yigit & Keser (2016) 

       
Tilápia do Nilo, 
Oreochromis 
niloticus 

2,0  Extrato enzimático 
(fitases e proteases) 

0,25 g/Kg (fitase) 
1 g/Kg (protease) 

Farinha de soja Melhoria na digestibilidade dos nutrientes; 
melhoria na biodisponibilidade de fósforo, 
magnésio e cálcio 

Novelli et al. (2017) 

       
Pregado, 
Scophthalmus 
maximus 

4,4 Synergen™ (FES de A. 
niger) 
Naturgrain®TS (xilanase 
e celulase) 

0,4 g/Kg (Synergen) 
0,4 g/Kg (Naturgrain) 

DDGS de milho, farinha 
de soja, glúten de milho 
e glúten de trigo 

Melhoria na digestibilidade da matéria seca; 
aumento da riqueza e diversidade do microbiota; 
aumento da atividade das enzimas digestivas; 
Naturgrain mais eficiente no aumento da 
digestibilidade dos nutrientes 

Diógenes et al. (2018) 

       
Robalo, 
Dicentrarchus labrax 

3,5±0,5 Synergen™ (FES de A. 
niger) 
Naturgrain®TS (xilanase 
e celulase) 

0,2-0,4 g/Kg 
(Synergen) 
0,2-0,4 g/Kg 
(Naturgrain) 

Farinha de soja, glúten 
de milho, glúten de trigo, 
trigo e proteína de 
ervilha isolada 

Melhoria na digestibilidade dos nutrientes (mais 
eficaz com Naturgrain) 

Magalhães et al. (2018) 

       
Dourada, Sparus 
aurata 

3,7 Naturgrain®TS (xilanase 
e celulase) 

1 g/Kg (Naturgrain) Farinha de soja, glúten 
de trigo e farinha de trigo 

Sem efeitos no crescimento; aumento da 
eficiência alimentar; redução do stress oxidativo 
hepático 

Diógenes et al. (2019) 
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Contudo, em aquacultura, a suplementação de dietas com exoenzimas tem-se focado 

sobretudo no uso de fitases como forma de aumentar a biodisponibilidade/utilização de 

fósforo das dietas à base de ingredientes vegetais. As carbohidrases, embora menos 

exploradas em rações para peixes (Adeola & Cowieson, 2011), apresentam, no entanto, 

um enorme potencial de crescimento no mercado de suplementação animal. Para além 

de promoverem a hidrólise dos PNA, um dos mais importantes benefícios associados à 

suplementação com carbohidrases prende-se com a redução da viscosidade do 

conteúdo digestivo induzido pelos PNA. O aumento da viscosidade intestinal induzida 

pelos PNA, tem sido associado a uma redução na absorção e utilização de nutrientes 

(Choct, 1997, 2001; Sinha et al., 2011), à diminuição da digestibilidade dos aminoácidos 

e lípidos (Refstie et al., 1999; Sinha et al., 2011), ao aumento da fermentação intestinal 

e do conteúdo de matéria seca (Leenhowers et al., 2006; Sinha et al., 2011) o que leva 

ao acumular de partículas propícias à adesão microbiana, promovendo a proliferação 

de bactérias nocivas (Vahjen et al., 1998). Ao reduzir a viscosidade intestinal, a 

suplementação com carbohidrases reverte esses efeitos negativos, promovendo o 

crescimento de bactérias benéficas e melhorando a utilização dos nutrientes (Vahjen et 

al., 2007), a saúde intestinal e global do animal (Adeola & Cowieson, 2011). 

Os estudos relativos ao uso de exoenzimas em dietas para peixes têm-se centrado 

principalmente no uso de enzimas ou mistura de enzimas purificadas disponíveis 

comercialmente (ex: Synergen®, Natugrain®TS, FARMAVET (TR)) obtidos 

principalmente por processos biotecnológicos como a fermentação submersa ou FES. 

A maioria destas soluções comerciais são atualmente bastante dispendiosas. Neste 

sentido, torna-se necessário explorar formas alternativas (ex: processos 

biotecnológicos, organismos, matérias-primas e subprodutos agro-industriais) para a 

obtenção de enzimas a baixo-custo e de forma sustentável. Estudos como o de Novelli 

et al. (2017) suportam a produção de enzimas, através da FES, utilizando subprodutos 

agro-industriais como uma alternativa viável na alimentação animal, uma vez que 

obtiveram resultados positivos a nível da digestibilidade de nutrientes na Tilápia do Nilo. 
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1.2 Fermentação em estado sólido (FES) 

A FES tem sido descrita como um processo biotecnológico alternativo em que ocorre o 

crescimento de microrganismos em substratos sólidos na ausência ou quase ausência 

de água (Del Bianchi et al., 2001; Singhania et al., 2010; Moura et al., 2012). No entanto, 

o substrato tem de ter humidade suficiente para suportar o crescimento e a atividade 

metabólica dos microrganismos (Thomas et al., 2013; Lizardi-Jiménez & Hernández-

Martínez, 2017). 

A FES é utilizada numa ampla variedade de aplicações que vão desde o 

desenvolvimento de bioprocessos, como biorremediação e biodegradação de 

compostos perigosos à produção metabólitos secundários biologicamente ativos, 

incluindo antibióticos, enzimas, ácidos orgânicos, biopesticidas, incluindo 

micopesticidas e bioherbicidas, biossurfactantes, biocombustíveis, compostos 

aromáticos e outros compostos bioativos, como por exemplo, compostos fenólicos 

(Singhania et al., 2010; Lizardi-Jiménez & Hernández-Martínez, 2017). 

A produção de enzimas através da FES tem sido uma referência para este tipo de 

processo, devido à grande variedade de enzimas que podem ser produzidas, 

possivelmente, à escala industrial, como por exemplo, pectinases, proteases, celulases, 

α-amilases, xilanases, lipases e fitases (Salar et al. 2012; Dey & Kuhad, 2014; Lizardi-

Jiménez & Hernández-Martínez, 2017). 

A utilização de subprodutos agroindustriais como substrato da FES na produção dessas 

enzimas tem gerado um interesse acrescido na utilização deste processo biotecnológico 

devido aos benefícios ambientais relacionados (Thomas et al., 2013) uma vez que 

permite a redução do custo final do produto e a implementação de uma cadeia de 

produtos fechada, sustentável e amiga do ambiente (Fleuri et al., 2013). 

Os nutrientes presentes no substrato agroindustrial sustentam o crescimento dos 

microrganismos que, devido ao seu metabolismo natural, conseguem segregar 

enzimas, enquanto crescem no substrato sólido (Kumar & Kanwar, 2012; Lizardi-

Jiménez & Hernández-Martínez, 2017). 

Algumas das enzimas produzidas pela FES são capazes de hidrolisar as paredes 

celulares das plantas e, nesse processo, pode ocorrer a libertação de compostos 

bioativos. Nesse sentido, a FES tem sido utilizada para a produção de compostos 
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bioactivos com atividade antioxidante como, por exemplo, compostos fenólicos (Lizardi-

Jiménez & Hernández-Martínez, 2017). 

Esta tecnologia pode ser usada com recurso a diferentes tipos de microrganismos, 

nomeadamente fungos e bactérias (Pandey et al., 1999; Singh et al., 2008; Carboué et 

al., 2016). Dadas as características metabólicas dos fungos (crescimento apical, 

actividade enzimática e capacidade de crescimento em meios com elevada pressão 

osmótica), estes são o grupo de microrganismos mais utilizado neste tipo de tecnologia 

(Durand, 2003). No contexto da produção de carbohidrases, fungos do género 

Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Sporotrichum, Fusarium, Talaromyces, 

Thermoascus, Chaetomium, Humicola, Neocallimastix, Piromonas, e Sphaeromonas 

destacam-se pela sua capacidade de produzir celulases (Fleuri et al., 2013). As 

celulases são proteínas multi-enzimáticas que se dividem em endoglucanase (EC 

3.2.1.4), exoglucanase (EC 3.2.1.176) (EC 3.2.1.91) e β-glicosidase (EC 3.2.1.21) e são 

capazes de converter a celulose em glicose. Para isso, é necessária uma ação sinérgica 

destas três enzimas, através da quebra das ligações β-1,4-glicosídicas (Pérez et al., 

2002; Behera & Ray, 2016). Para além de celulases, espécies de alguns destes géneros 

(ex: Aspergillus ibericus) mostraram ter capacidade para produzir xilanases (Salgado et 

al., 2014). As xilanases (EC 3.2.1.8) são glicosidases, que catalisam a hidrólise de 

ligações glicosídicas (β-1,4) convertendo o xilano em xilose (Xiangyang & Chandrakant, 

2017). As celulases e as xilanases são, por isso, enzimas capazes de quebrar ligações 

de hemicelulose e celulose na lenhina (Sousa et al., 2018). 

A produtividade enzimática da FES, é definida pelo microrganismo e as condições de 

cultivo. Parâmetros como tipo e concentração de fontes de carbono, azoto e fósforo, pH, 

humidade e temperatura representam variáveis operacionais determinantes no 

processo de fermentação e decisivos para alcançar uma boa produção de enzimas 

(Krishna, 2005; Singhania et. al., 2010). Resumidamente, a FES engloba diferentes 

etapas que vão desde um pré-tratamento, inoculação, incubação e extração a uma fase 

final de ultrafiltração ou liofilização. 

Para além do uso da FES na produção de enzimas, o processo de fermentação ao 

promover uma degradação parcial ou total dos PNA e a inibição da ação de certos FAN 

permite aumentar o valor nutricional (teor de proteína, aminoácidos, lípidos e 

micronutrientes) de ingredientes como MPV e/ou subprodutos agro-industriais (Dias et 

al., 2016; Leite et al., 2016). Para além disso, no produto final, o microrganismo utilizado 

no processo de fermentação constitui, também uma fonte adicional de proteína bem 
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como de moléculas bioativas (ex: compostos fenólicos), com potenciais benefícios no 

estado imunitário e de saúde do animal (Fleuri et al., 2013; Dias et al., 2016).  

1.2.1. Vantagens da FES 

Uma das maiores vantagens deste método é que ao invés de produzir apenas uma 

enzima, permite ao fungo produzir um complexo natural de enzimas, específico para os 

substratos presentes nos alimentos/rações. Além disso, alterando a matéria-prima 

usada como meio de crescimento fúngico, é possível obter uma combinação enzimática 

final mais adequada aos ingredientes utilizados na ração (Filer, 2001). Entre outras 

vantagens deste processo de fermentação destacam-se: 

 A alta concentração de atividade enzimática;  

 Estabilidade das enzimas ao calor, no armazenamento, e com atividades 

enzimáticas sinérgicas; 

 As condições de cultivo são mais parecidas com o habitat natural dos fungos 

filamentosos o que possibilita uma melhor adaptação dos fungos para crescer e 

produzir maior quantidade de enzimas (Hölker & Lenz, 2005; Castro et al., 2015; 

Hansen et al., 2015); 

 Apresenta maior produtividade dos extratos enzimáticos, menor susceptibilidade 

à inibição e maior estabilidade das enzimas às variações de temperatura e pH 

(Singhania et al., 2010; Rodríguez Zúñiga et al., 2011).    

 A FES é uma alternativa atraente à fermentação submersa, uma vez que permite 

um baixo consumo de água e, consequentemente, uma menor produção de 

águas residuais (Singhania et al., 2008; Ali & Zulkali, 2011); 

 Uma vantagem adicional da FES, em relação às culturas submersas é o custo 

porque, além da simplicidade e economia do processo em termos de espaço, 

meio, equipamentos e energia (Mitchell et al., 2006), utiliza como matéria-prima, 

resíduos descartados pela indústria, causando uma diminuição no impacto 

ambiental (Leal et al., 2002; Pandey et al., 2007). 

1.3 – Dreche 

Nos últimos anos tem-se verificado uma tendência crescente para a utilização eficiente, 

de baixo custo e ambientalmente racional de subprodutos agrícolas e alimentares (Dulf 

et al., 2015). 

A dreche é o subproduto mais abundante resultante da indústria cervejeira, 

representando cerca de 85% do total de subprodutos produzidos (Mussatto et al., 2006). 
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A sua utilização e valorização são cruciais dos pontos de vista económico e ambiental 

(Aliyu & Bala, 2011), uma vez que constitui um resíduo de uma das principais indústrias 

em Portugal (figura 3). 

Estima-se que por cada 100 litros de cerveja fabricada, sejam produzidos cerca de 20 

quilogramas de dreche (Mussatto, 2009; Gupta et al., 2010), e só na Europa são 

produzidos mais de 3 milhões de toneladas de dreche por ano (Faulds et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 – Processo de obtenção da dreche cervejeira a partir dos grãos de cevada (Adaptado de Mussatto et al., 2006) 
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Aditivos (opcional) Água / Aquecimento 

Água 
(5-18 °C / 48h) 

 
Ar Húmido 

(15-21 °C / 6-7 dias) 
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De uma forma geral, a dreche é um material lenhinocelulósico constituído por resíduos 

de cereais, como a cevada, o trigo ou a aveia. Este subproduto é rico em proteínas 

(20%) e fibras (70%) (hemicelulose, lenhina e celulose) (Gupta et al., 2010; Lopez et al., 

2010). A celulose e a hemicelulose juntas, correspondem a cerca de 50% da 

composição da dreche, o que significa que tem grandes quantidades de açúcares, tais 

como a xilose, glucose e a arabinose. Na composição da dreche fazem também parte 

vários minerais, tais como, cálcio, cobalto, cobre, ferro, magnésio, fósforo, potássio, 

selénio, sódio e enxofre. Esta também possui 10 vitaminas como a biotina, ácido fólico, 

niacina, ácido pantoténico, riboflavina e tiamina (Mussatto, 2009; Gupta et al., 2010). 

Os lípidos presentes na dreche incluem triacilglicerídeos, diacilglicerídeos, ácidos 

gordos, esteróides, entre outros. No que diz respeito aos aminoácidos, a leucina, valina, 

alanina, serina, glicina, ácido glutâmico e ácido aspártico são os que estão presentes 

em maiores quantidades, enquanto os aminoácidos tirosina, prolina, treonina, arginina 

e lisina aparecem em menores quantidades. Também estão presentes os aminoácidos 

cisteína, histidina, isoleucina, metionina, fenilalanina e triptofano (Mussatto, 2009). 

A composição química da dreche varia de acordo com a variedade de cevada, época 

de colheita, condições de trituração,condições da maltagem e brassagem e a qualidade 

e o tipo de suplementos utilizados (Mussatto, 2009; Gupta et al., 2010; Lopez et al., 

2010; Robertson et al., 2010). 

Na tabela 3 são apresentados alguns valores da composição química da dreche, 

resultados dos estudos encontrados na literatura (Bartolomeu & Gomez-Cordoves, 

1999; Kanauchi et al., 2001; Russ et al., 2005; Mussatto & Roberto, 2006; Faulds et al., 

2008; Mussatto et al., 2008). 

Tabela 3 – Composição química da dreche 

Componentes 
(% peso seco) 

Bartolomeu & 
Gomez-

Cordoves, 
(1999) 

Kanauchi 
et al. 

(2001) 

Russ et 
al. 

(2005) 

Mussatto 
& Roberto 

(2006) 

Mussatto 
et al. 

(2008) 

Faulds 
et al. 

(2008) 

Celulose 17 25,4 23-25 16,8 16,8±0,8 - 

Hemicelulose 39 21,8 30-35 28,4 28,4±2,0 18 

Lenhina 4 11,9 7-8 27,8 27,8±0,3 20,1 

Proteínas 24 24 19-23 15,2 - 17,6 

Lípidos 6 10,6 - - - 5,24 

Cinzas - 2.4 4-5,5 4,6 4,6±0,2 - 
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Devido ao seu elevado teor de humidade (75-80%), à sua natureza orgânica e ao 

elevado conteúdo em açúcares fermentáveis, a dreche é um material que se degrada 

rapidamente à temperatura ambiente (El-Shafey et al., 2004; Robertson et al., 2010). A 

exposição prolongada ao ar favorece a proliferação de microrganismos, causando a 

perda de nutrientes e a formação de produtos tóxicos. A deterioração da dreche ocorre 

após um período médio de cerca de 7 a 10 dias, e em condições de temperatura mais 

elevada (30-40 ºC) e humidade, a sua deterioração pode ocorrer em menos de uma 

semana (El-Shafey et al., 2004). A tendência para a proliferação de microrganismos na 

dreche, levanta problemas para a sua utilização como produto a nível alimentar. Assim, 

têm sido propostos vários métodos para estabilizar e armazenar a dreche. A 

preservação química, pela utilização de ácidos, tais como o láctico, fórmico, acético ou 

benzóico pode ser utilizada para a preservação da qualidade e do valor nutricional de 

dreche. Outras propostas para a preservação da dreche passam pela secagem, 

liofilização e congelação (El-Shafey et al., 2004; Mussatto et al., 2006; Robertson et al., 

2010; Aliyu & Bala, 2011).  

Apesar de a dreche ser um produto de difícil conservação à temperatura ambiente, ela 

apresenta na sua composição, proteína, celulose, hemicelulose e lenhina, o que valoriza 

a sua utilização como matéria-prima para diversas aplicações, nomeadamente: 

 Alimentação animal uma vez que é fonte de azoto, como a ureia e aminoácidos 

essenciais; 

 Biotecnologia na medida em que pode ser utilizada como substrato para o 

crescimento de microrganismos e para a produção de enzimas (Mussatto et al., 

2006; Mussatto, 2009). 

A utilização da dreche como substrato na FES é uma solução atrativa pois, devido à sua 

natureza lenhinocelulósica, pode ser um indutor da produção de enzimas 

lenhinocelulósicas. 

As proteínas da dreche ou os hidrolisados de proteínas da dreche podem ser usados 

como agentes emulsionantes, enriquecimento nutricional dos alimentos, bem como 

fonte de aminoácidos nos meios de fermentação (Forssell et al., 2008). 
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1.4 – Robalo (Dicentrarchus labrax): caraterísticas, biologia e 

necessidades nutricionais 

 

Fig. 4 – Robalo (Dicentrarchus labrax). © FAO Fishery & Aquaculture 

O Robalo (figura 4), Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) é um peixe teleósteo da 

família Moronidae, da ordem dos Perciformes e pode ser encontrado em todo o 

Mediterrâneo, no mar Negro e no Atlântico Nordeste, Noruega e Senegal (Wheeler, 

1975).  

Sendo uma espécie eurialina e euritérmica, é capaz de viver dentro de uma ampla faixa 

de salinidade entre água doce e meios onde a salinidade atinge cerca de 60‰ 

(Varsamos, 2002); e com temperaturas mínimas e máximas estimadas em 4-6 °C 

(Dülger et al., 2012) e 33-35 °C (Dülger et al., 2012). Habitam águas costeiras, a uma 

profundidade de cerca de 100 m, mas são mais comuns em águas pouco profundas, 

estuários e lagoas de águas salobras, e ocasionalmente, podem ser encontrados em 

rios, embora a desova e eclosão ocorram no mar (Pickett & Pawson, 1994). Os ovos e 

as larvas migram passivamente em direção às zonas costeiras, as larvas procuram 

ambientes de baixa salinidade e os juvenis tendem a entrar em lagoas e zonas 

estuarinas (Moustakas et al., 2004). No final do período juvenil, fazem migrações 

esporádicas e ocasionais, antes de nadar em alto-mar e migrar para longas distâncias 

(Picket & Pawson, 1994). O robalo é um predador voraz (nível trófico 3,5), que se 

alimenta de crustáceos, moluscos e peixes. Os juvenis alimentam-se de invertebrados 

e vão, progressivamente, comendo peixe. São conhecidos por atingir mais de 70 cm de 

comprimento e um peso corporal de 6 kg. Na natureza, a maturidade sexual dos machos 

é atingida entre os 2 a 4 anos no Mediterrâneo e entre os 4 e 7 anos no Atlântico (30 a 

40 cm de comprimento); as fêmeas atingem a maturidade sexual entre os 5 e 8 anos de 

idade (36-46 cm de comprimento). A desova ocorre uma vez por ano, geralmente 

durante o inverno (Fishbase, 2019; FAO, 2019). 
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A aquacultura do robalo (Dicentrarchus labrax) teve início nos anos 60 e baseou-se na 

produção de juvenis sob condições de cultivo extensivo e semi-intensivo em lagoas 

costeiras. O desenvolvimento de tecnologias reprodutivas foi crucial para o 

desenvolvimento desta indústria (Coves et al., 1991; Divanach & Kentouri, 2000) e, 

atualmente, a produção em larga escala desta espécie é feita em gaiolas intensivas. 

Foi a primeira espécie de peixe marinho não-salmonídeo a ser produzido na Europa e 

é, atualmente, uma das espécies mais importantes exploradas comercialmente na área 

do Mediterrâneo. A Grécia, Turquia, Itália, Espanha, Croácia e Egito constituem os 

principais produtores (FAO, 2019). Em 2017, a produção de robalo de aquacultura 

atingiu 215 636 toneladas globalmente, o seu valor mais alto de sempre (FishStatJ, 

2019) (Figura 5). 

Relativamente às suas necessidades nutricionais, estudos indicam que para juvenis os 

níveis proteicos necessários para o crescimento são em torno de 48% e não são 

influenciados pela temperatura (Peres & Oliva-Teles, 1999a).  

 

  Fig. 5 – Evolução da produção do robalo de Aquacultura. Fonte: FAO, Fishstat 2019 

 

Os peixes não têm exigências absolutas de proteína, mas requerem os aminoácidos 

que compõem as proteínas (Oliva-Teles, 2000). O robalo necessita dos mesmos dez 

aminoácidos essenciais (AAE) que os outros peixes ou crustáceos (NRC, 1993). As 

necessidades do robalo para AAE, em termos de percentagem da proteína da dieta, 

são: arginina (3,9-4,6%), fenilalanina (2,6%), histidina (1,6%), isoleucina (2,6%), leucina 
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(4,3%), lisina (4,8%), metionina (2,3%), treonina (2,6-2,7%), triptofano (0,5-0,7%) e 

valina (2,9%) (Kaushik, 1998; Kaushik et al., 1998; Tibaldi & Kaushik, 2002). 

Para a taurina, considerado aminoácido condicionalmente essencial, Martins et al. 

(2018), concluiu que juvenis de robalo necessitam de 0,47-0,5% de matéria seca de 

taurina para o melhor desempenho no crescimento e retenção de azoto. 

Relativamente aos lípidos, vários estudos indicam que a inclusão de lípidos na dieta 

acima de 12% não tem efeitos benéficos ao nível do crescimento (Alliot et al., 1974; 

Metailler et al., 1981; Pérez et al., 1997; Peres & Oliva-Teles, 1999b). Pelo contrário, 

outros estudos registaram melhor desempenho dos peixes com a inclusão crescente de 

lípidos até 18-19% (Lanari et al., 1999). Não obstante, parece ser unânime que dietas 

com 30% de lípidos não são recomendadas, quer seja pelos seus efeitos negativos 

sobre a ingestão voluntária de ração (Boujard et al., 2004) ou sobre o crescimento 

(Peres & Oliva-Teles, 1999b; Oliva-Teles, 2012). 

No que respeita aos ácidos gordos essenciais (AGE), o robalo, tal como outros peixes 

marinhos, tem necessidades absolutas em ácidos gordos polinsaturados (AGPI) de 

cadeia longa da série n-3, nomeadamente em eicosapentanóico (EPA, 20:5n-3) e 

docosahexanóico (DHA, 22:6n-3), pois não os consegue sintetizar e têm, por isso, de 

ser fornecidos na dieta (Sargent et al., 2002; Bell & Koppe 2010; NRC 2011; Oliva-Teles, 

2012). As estimativas atuais sugerem um requisito de cerca de 1% de AGPI n-3 de 

cadeia longa (Coutteau et al., 1996). Embora se espere que existam também 

necessidades em AGPI de cadeia longa da série n-6, as mesmas, até ao momento, não 

foram determinadas (NRC, 2011). 

Segundo Oliva-Teles (2000), a relação entre a proteína digestível (PD) e a energia 

digestível (ED) das dietas afeta a taxa de crescimento e a eficiência de utilização de 

ração. Embora dados iniciais indiquem valores entre 25-30 mg PD / KJ ED (Métailler et 

al., 1981), Dias et al. (1998) sugere que o rácio PD/ED para robalo deve ser 19 mg PD 

/ KJ ED. 

Os peixes não possuem necessidades de hidratos de carbono (Enes et al., 2009; Oliva-

Teles 2012). Contudo, a inclusão destes nas dietas reduz o uso de proteínas e lipídos 

para fins energéticos (Wilson, 1994; Stone, 2003). A utilização de hidratos de carbono 

pelos peixes varia entre espécies, e no caso do robalo, sendo um peixe carnívoro, tolera 

menor teor de hidratos de carbono do que os peixes herbívoros e omnívoros (Oliva-

Teles, 2012). Acredita-se que a incorporação de hidratos de carbono em dietas para 
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robalos seja limitada a 20%, pois níveis altos de amido (> 30%) parecem reduzir a taxa 

de crescimento e a eficiência da utilização de alimentos (Enes et al., 2011). 

Os dados sobre os requisitos quantitativos em vitaminas do robalo são extremamente 

escassos. Fournier et al. (2000) demonstraram que o robalo tem um requisito mínimo 

de 5 mg de vitamina C por kg de dieta para garantir o seu crescimento e manter a 

concentração normal de colagénio na pele, embora níveis mais altos fossem 

necessários com base na hidroxiprolina de corpo inteiro e concentração de ácido 

ascórbico no fígado (Oliva-Teles, 2000). 

Estudos indicam que as exigências vitamínicas estabelecidas para os salmonídeos 

(NRC, 1993) não diferem dos requisitos do robalo para a maioria das vitaminas solúveis 

e, por isso, podem ser aplicadas nas dietas do robalo (Kaushik et al., 1998). Os dados 

recomendados sobre as necessidades vitamínicas para os alevins do robalo, em 

proporções de mg/Kg na dieta, são: Vitamina E (50); Vitamina K (10); Tiamina (1); 

Riboflavina (4); Piridoxina (3); Ácido pantoténico (20); Nacina (10); Ácido fólico (1); 

Vitamina B12 (0,01); Colina (1000); Inositol (300); Biotina (0,15) e Vitamina C (50) 

(Kaushik, 1998; Kaushik et al., 1998; Tibaldi & Kaushik, 2002). Os mesmos autores 

recomendam 2500 UI/Kg de vitamina A e 2400 UI/Kg de vitamina D.  

Contrariamente aos peixes herbívoros, no robalo, sendo uma espécie carnívora de água 

fria, devido à baixa temperatura da água e ao reduzido tamanho do tubo digestivo, o 

microbiota intestinal não contribui de modo significativo para satisfazer as necessidades 

vitamínicas (NRC 2011; Oliva-Teles, 2012). 

Relativamente aos requisitos em minerais para o robalo, os dados são escassos. Neste 

contexto, as necessidades em fósforo foram estimadas em 0,65% da dieta em matéria 

seca (Oliva-Teles & Pimentel-Rodrigues, 2004).  

1.5 – Substituição de FP e OP por MPV – revisão da literatura 

De acordo com a literatura, a substituição da FP entre 20 a 60% por várias fontes de 

proteína vegetal (farinha de soja, glúten de milho, farinha de semente de tremoço, 

farinha de ervilha, concentrado de proteína de colza) em dietas para robalo (Gouveia & 

Davies, 1998, 2000; Lanari & D'Agaro, 2005) não afeta o crescimento ou utilização de 

nutrientes. A sua substituição total ou quase total por uma mistura apropriada de fontes 

de proteína vegetal e suplementação de aminoácidos também foi alcançada sem afetar 

o desempenho de crescimento do robalo europeu (Kaushik et al., 2004; Messina et al., 

2013). No entanto, num estudo posterior, Geay et al., (2011) concluiu que substituição 
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total da proteína animal por proteína vegetal levou a um impacto negativo no 

crescimento do robalo, o que sugere que devem ser feitos mais estudos abordando o 

impacto de dietas totalmente à base de MPV. 

Em relação à substituição de OP por fontes de óleo vegetal (OV), os dados obtidos até 

o momento demonstram que em dietas com 20-25% de lípidos, a substituição de mais 

de 60% de OP reduziu o crescimento do robalo (Mourente et al., 2005). Isso pode indicar 

uma deficiência de AGE, uma vez que, fornecendo um teor mínimo de AGE na dieta, é 

possível substituir até 60-66% do OP por uma única fonte (óleo de soja, óleo de colza e 

óleo de linhaça) ou uma mistura (colza, linhaça, palma, azeitona óleos de soja, girassol 

e / ou sementes de algodão em diferentes proporções) do OV sem comprometer o 

crescimento do robalo (Izquierdo et al., 2003; Figueiredo-Silva et al., 2005; Mourente et 

al., 2005; Richard et al., 2006; Castro et al., 2015). 

Apesar de estudos apoiarem que um crescimento adequado do robalo pode ser 

alcançado quando as necessidades de AAE e AGE são atendidas, independentemente 

dos ingredientes utilizados, há fortes evidências de que esses ingredientes alternativos 

afetam negativamente a composição da carcaça, o valor nutricional do filete (Izquierdo 

et al., 2003; Geay et al., 2011), a deposição de lípidos (Kaushik et al., 2004), o colesterol 

plasmático (Kaushik et al., 2004; Richard et al., 2006; Messina et al., 2013) e o estado 

imunológico (Mourente et al., 2005, 2007; Geay et al., 2011). 
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2. Material e métodos 
2.1 Microorganismo e substrato 

O fungo utilizado foi o Aspergillus ibericus MUM 03.49 cedido pela Micoteca da 

Universidade do Minho. O substrato utilizado foi a dreche, proveniente da indústria 

cervejeira- Unicer-Bebidas de Portugal, SA (Matosinhos, Portugal) e foi obtida na etapa 

filtração, do processo de produção de mosto, tendo como matérias-primas o malte 

Pilsen, a cevada e Gritz de milho. 

2.2 FES da dreche e obtenção do extrato enzimático 

Numa primeira fase procedeu-se à secagem da dreche em estufa a 55 ºC. As 

fermentações foram realizadas em tabuleiros contendo 400 g de dreche previamente 

seca e esterilizada a 121 ºC durante 15 minutos. Posteriormente, a humidade foi 

ajustada com água destilada a 75% e cada tabuleiro inoculado com uma suspensão de 

esporos de A. ibericus com uma concentração de 10^6 células ml-1. De seguida, os 

tabuleiros ficaram em incubação a 25 ºC durante 7 dias. Após os 7 dias de fermentação, 

a extração das enzimas foi realizada usando água destilada numa razão de 1:5 

(peso/volume), com agitação constante durante 1 hora. Após esse período, a dreche 

fermentada foi filtrada através de uma rede e o líquido recuperado foi centrifugado a 

7000 g durante 10 minutos. 

2.3 Determinação da atividade enzimática 

Após o processo de liofilização, procedeu-se à determinação da atividade enzimática da 

endo-1,4-β-xilanase (xilanase) e da endo-1,4-β-glucanase (celulase), de forma a 

caracterizar o extrato e definir os níveis de inclusão do mesmo na dieta.   

Para a atividade da celulase, utilizou-se carboximetilcelulose (2%) em tampão de citrato 

0,05 N (pH 4,8), como substrato, e a reação decorreu a 50 ºC durante 30 minutos. Os 

açúcares livres foram determinados pelo método DNS1, tal como descrito por Miller 

(1959). Foi definida uma unidade de atividade enzimática como a quantidade de enzima 

necessária para libertar 1 µmol de glicose por minuto nas condições da reação.  

Para a xilanase, foi utilizado xilano (1%) em tampão de citrato 0,05 N (pH 4,8), e a reação 

foi incubada a 50 ºC durante 15 minutos. Os açúcares libertados foram medidos pelo 

método DNS, conforme descrito anteriormente. Foi definida uma unidade de atividade 

                                                             
1 DNS: Dinitrosalicylic 
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enzimática como a quantidade de enzima necessária para libertar 1 µmol por minuto de 

açúcares redutores de xilose nas condições da reação. 

A unidade (U) da atividade enzimática foi expressa em unidades por grama de substrato 

seco obtida por FES. A atividade enzimática foi novamente analisada após o processo 

de fabrico das dietas.  

2.4 Dietas experimentais 

Foram formuladas três dietas experimentais isoproteicas (48% proteína) e isolipídicas 

(16% lípidos), de acordo com as exigências nutricionais do robalo (Peres & Oliva-Teles, 

1999a, 1999b), com 15% de produtos de peixe (FP e concentrado de proteína de peixe), 

5% de hemoglobina e 61% de MPV (glúten de trigo, soja, trigo forrageiro, sêmea de 

arroz, bagaço de girassol, bagaço de colza). Em todas as dietas, o OP foi a principal 

fonte lipídica. As dietas foram semelhantes nos teores de amido (10%), hemicelulose 

(2,4%), celulose (1,6%) e lenhina (2,3%). Foi realizada uma dieta controlo sem conter o 

extrato. As duas restantes dietas foram formuladas de forma semelhante à dieta 

controlo, mas suplementadas com extrato enzimático obtido por FES a 0,1 e 0,4% 

(Tabela 4), que correspondem, respetivamente, a 1000 e 4000 U celulase/Kg de dieta. 

O valor de 1000 U celulase/Kg de dieta foi escolhido tendo por base o trabalho de 

Magalhães et al. (2016). 

O extrato enzimático foi obtido após FES da dreche com Aspergillus ibericus MUM 03.49 

(Micoteca da Universidade do Minho, Braga, Portugal). Este extrato foi uma combinação 

de celulase (1343 U g-1) e xilanase (15885 U g-1). Todos os ingredientes foram finamente 

moídos, analisados quimicamente e misturados utilizando uma granuladora laboratorial 

CPM (California Pellet Mill, Crawfordsville, IN, USA). Em todas as dietas foi incorporado 

óxido de crómio como indicador externo da digestibilidade. A composição química das 

dietas foi determinada de acordo com os procedimentos descritos no ponto 2.6.  
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Tabela 4 – Ingredientes e composição química das dietas experimentais 

 Dietas   
 CTR 0,1EED 0,4EED 
Ingredientes (% matéria seca)    

Farinha de peixe1 9,8 9,8 9,8 
CPSP G2 4,9 4,9 4,9 
Farinha de gluten de trigo3 18,6 18,6 18,7 
Farinha de soja4 9,8 9,8 9,8 
Farelo de arroz5 9,8 9,8 9,8 
Farinha de girassol6 8,8 8,8 8,8 
Farinha de colza7 7,8 7,8 7,9 
Farinha de trigo8 5,4 5,3 4,8 
Hemoglobina9 4,9 4,9 4,9 
Taurina10 0,5 0,5 0,5 
Lisina10 0,6 0,6 0,6 
Metionina10 0,2 0,2 0,2 
Óleo de Peixe 12,3 12,3 12,3 
Complexo vitamínico11 1,0 1,0 1,0 
Cloreto de Colina (50%) 0,5 0,5 0,5 
Complexo mineral12 1,0 1,0 1,0 

Aglutinante13 1,0 1,0 1,0 
CaHPO4 1,0 1,0 1,0 
Hidrolisado de camarão14 1,2 1,2 1,2 
Betaína15 0,2 0,2 0,2 
Óxido de Crómio 0,5 0,5 0,5 
EED16 0,0 0,1 0,4 

Composição química (% matérica seca)    
Matéria seca (%) 92,9 92,3 94,6 
Proteína bruta 47,9 48,1 48,8 
Lípidos 16,3 16,4 15,9 
Cinzas 6,8 6,7 6,6 
Matéria orgânica 93,2 93,3 93,4 
Energia bruta (kJ g-1) 24,1 24,2 24,1 
Óxido de crómio 0,4  0,5 0,4 
Amido 2,56 2,58 2,57 
Hemicelulose 1,79 1,77 1,66 
Celulose 3,04 2,74 2,51 
Lenhina 0,65 0,59 0,55 
    

PB: Proteína bruta; L: Lípidos; MS: Matéria seca; EED: Extrato enzimático da dreche; CTR: Controlo 
1Secagem a vapor LT-FM, Pesquera Centinela, Chile (PB: 71,2%; L 11,1%). 
2 Concentrado de proteína de peixe; Sopropèche G, França (PB: 79,7%; L: 18,4%MS) 
3Sorgal, S.A. Ovar, Portugal (PB: 86,9%; L: 1,0%). 
4Sorgal, S.A. Ovar, Portugal (PB: 53,8%; L: 1,8%). 
5Sorgal, S.A. Ovar, Portugal (PB: 14,1%; L: 1,0%). 
6Sorgal, S.A. Ovar, Portugal. (PB: 29,0%; L: 1,8%). 
7Sorgal, S.A. Ovar, Portugal. (PB: 41,5%; L: 1,9%). 
8Sorgal, S.A. Ovar, Portugal. (PB: 12,4%; L: 0,9%). 
9APC Europe S.A.S.A. (PB: 94,5%; L: 0,4%). 
10Taurina, L-lisina e DL-Metionina, Sorgal, S.A. Ovar, Portugal.  
11Vitaminas (mg kg-1 dieta): retinol, 18000 (IU kg-1 dieta); calciferol, 2000 (IU kg-1 dieta); alfa tocoferol, 35; menadiona 
bissulfito de sódio, 10; tiamina, 15; riboflavina, 25; pantotenato de cálcio, 50; ácido nitcotinico, 200; piridoxina, 5; ácido-
fólico, 10; cianocobalamina, 0,02; biotina, 1,5; ácido ascórbico monofosfato, 50; inositol, 400. 
12Minerais (mg kg-1 dieta): sulfato de cobalto, 1,91; sulfato de cobre, 19,6; sulfato de ferro, 200; fluoreto de sódio, 2,21; 
iodeto de potássio, 0,78; óxido de magnésio, 830; óxido de manganês, 26; selenito de sódio, 0,66; óxido de zinco, 37,5; 
fosfato dicálcico, 8,02 (g kg-1 dieta); cloreto de potássio, 1,15 (g kg-1 dieta); cloreto de sódio, 0,4 (g kg-1 dieta). 
13Liptosa, Espanha.  
14Sorgal, S.A. Ovar, Portugal. (P: 69,8%; L: 12,1%).  
15 Sorgal, S.A. Ovar, Portugal. 
16Extrato liofilizado obtido através da fermentação em estado sólido da dreche com Aspergillus ibericus (O extrato 
enzimático foi uma combinação de celulase (1343 U g-1) e xilanase (15885 U g-1) 
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2.5 Ensaios de crescimento e de digestibilidade 

Os ensaios de crescimento e digestibilidade foram realizados na Estação de Zoologia 

Marítima da Universidade do Porto, com 9 grupos de 15 juvenis de robalo, com peso 

corporal médio de 22±0,01g para testar as três dietas experimentais, de forma a aferir 

o potencial do extrato produzido durante o processo de FES da dreche no crescimento, 

ingestão, eficiência alimentar e digestibilidade dos nutrientes. Os dois ensaios foram 

realizados no mesmo sistema e o período experimental teve uma duração de 8 

semanas, sendo que o ensaio de digestibilidade começou nos últimos 11 dias. Os 

robalos tiveram um período de adaptação ao sistema experimental de 15 dias. Cada 

grupo foi distribuído por tanques de 60 L equipados num sistema de recirculação de 

água, com água do mar filtrada e arejamento através de pedras difusoras e o fluxo de 

água foi estabelecido em cerca de 5 L min-1 por tanque. As dietas foram distribuídas em 

triplicado e aleatoriamente, e os peixes alimentados duas vezes ao dia à saciedade 

visual, 6 dias por semana. Para a realização do ensaio de digestibilidade, cada tanque 

estava equipado com uma coluna de sedimentação de fezes, de acordo com o desenho 

experimental de Cho et al. (1982) (figura 6). Após o período de adaptação dos peixes, 

as fezes depositadas na coluna de sedimentação foram recolhidas diariamente, antes 

da alimentação da manhã. Depois de recolhidas foram centrifugadas a 3000 g e 

congeladas a -20 ºC. A recolha de fezes decorreu durante 11 dias, até se obter uma 

quantidade suficiente para análise. Tanques, tubagens e colunas de sedimentação 

foram limpos diariamente, 30 minutos após a refeição da tarde. Durante os ensaios, a 

temperatura e salinidade da água foram verificadas uma vez por dia, tendo-se obtido 

uma média de 23,8±0,14 °C para a temperatura e 32±0,93‰ para a salinidade 

Após as 8 semanas do período experimental, os peixes foram pesados para 

determinação dos parâmetros de crescimento. Oito peixes da população inicial e três 

peixes de cada tanque foram amostrados, aleatoriamente, para análise da composição 

da carcaça. Adicionalmente foram amostrados mais três peixes de cada tanque para 

determinação dos índices hepatossomático e visceral, calculados através dos pesos das 

vísceras e fígados.  
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Fig. 6 – Sistema ensaio digestibilidade: a. perspetiva geral dos 12 tanques; b. coluna de sedimentação; c. recolha de 
fezes 

 

2.6 Determinação da composição das dietas, ingredientes, 

fezes e carcaças 

As análises químicas de ingredientes, dietas e fezes foram realizadas de acordo com 

os métodos padrão (AOAC, 2016) da seguinte forma:  

2.6.1 Humidade 

Por secagem das amostras numa estufa a 105 ºC até atingir peso constante;  

2.6.2 Cinzas  

Por incineração numa mufla a 450 °C durante 16 horas;  

2.6.3 Proteína Bruta (N × 6.25) 

Foi determinada segundo o método de Kjeldahl após digestão ácida, em amostras de 

0,5 g, para análise de matérias-primas, dietas e carcaças, e de 0,15 g para análise das 

fezes, usando para o efeito uma unidade de digestão e unidade de destilação Kjeltec 

(modelos 1015 e 1026, Tecator Systems, Höganäs, Suécia). A proteína bruta foi 

calculada multiplicando o teor em azoto total pelo fator empírico de 6,25.   

2.6.4 Lípidos 

Determinados por extração com éter de petróleo utilizando um sistema de extração 

Soxtec (Tecator Systems; unidade de extração modelo 1043 e unidade de serviço 

modelo 1046). 
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2.6.5 Energia bruta  

Determinada por combustão direta de amostras numa bomba calorimétrica adiabática 

(modelo PARR 6200; PARR Instruments, Moline, IL, USA). 

2.6.6 Óxido de crómio  

Determinado por digestão ácida segundo a metodologia descrita por Furukawa e 

Tsukahara (1966). 

2.6.7 Polissacarídeos não amiláceos e amido 

O teor em amido, lenhina, celulose e hemicelulose nas dietas foi determinado segundo 

a metodologia descrita em Salgado et al. (2015). Resumidamente, para a celulose, 

hemicelulose e lenhina, os substratos da FES, foram analisados por uma hidrólise ácida 

quantitativa de duas fases (a primeira fase com ácido sulfúrico (densidade de 72%) a 30 

°C durante 1 hora e a segunda fase com ácido sulfúrico (densidade de 4%) a 121 °C 

durante 1 hora. O amido foi determinado usando o método DNS e para isso foi 

necessária a extração com água 1:5 (p/v), após a FES. 

2.7 Determinação da digestibilidade aparente  

A equação (1) foi utilizada para determinar os coeficientes de digestibilidade aparente 

(CDA %) da matéria seca, lípidos e energia foi a seguinte: 

CDA (%)=(1- 
₂ ₃    

₂ ₃    
  x 100)   (1)  

Cr₂O₃ D: percentagem de óxido de crómio na dieta 

Cr₂O₃ F: percentagem de óxido de crómio nas fezes 

ND: percentagem de nutriente ou energia na dieta 

NF: percentagem de nutriente ou energia nas fezes 

 

2.8 Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o pacote de software (SPSS 24.0 para 

Windows).  

Após validação dos pressupostos: teste de normalidade (teste Shapiro-Wilk) e de 

homogeneidade das variâncias (teste de Levene), os dados foram submetidos à análise 

de variância de uma via (one-way ANOVA) em que o nível de incorporação do extrato 

foi a variável independente. Diferenças significativas entre médias (P<0,05) foram 

calculadas pelo teste de comparação múltipla de Tukey. 
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3. Resultados 
3.1 – Atividade enzimática 

Após o processo de fabrico, as dietas suplementadas com 0,1 e 0,4% do extrato, 

apresentaram uma atividade enzimática de 1,76 e 5,76 U g-1 de celulase, e 5,11 e 8,80 

U g-1 de xilanase, respetivamente.  

3.2 – Coeficiente de Digestibilidade Aparente (CDA) 

Os dados relativos ao CDA relativas à matéria seca, proteínas, amido e energia são 

apresentados na tabela 5. 

O CDA da matéria seca e da energia foi substancialmente mais alto na dieta com maior 

inclusão do extrato – 0,4EED (72,8 e 83,4, respetivamente) quando comparado com a 

dieta controlo (67,7 e 78,3, respetivamente). O CDA do amido melhorou de 64,3% da 

dieta controlo para 73,8% na dieta 0,4EED. Para a digestibilidade da proteína não se 

verificaram diferenças significativas entre dietas. 

Tabela 5 – Coeficiente da Digestibilidade Aparente (CDA) das dietas experimentais 

Dietas CTR 0,1EED 0,4EED EPM 

Matéria seca 67,7a 68,0a 72,8b 0,94 

Proteína 96,2 96,4 96,4 0,12 

Amido  64,3a 65,3a 73,8b 0,75 

Energia 78,3a 79,9a 83,4b 0,86 

EED: Extrato enzimático da dreche; CTR: Controlo 
Valores apresentados como média (n=3 tanques) e erro padrão médio (EPM).  
Diferentes expoentes, na mesma linha, indicam diferenças significativas entre dietas (teste Tukey, P<0,05). 
 

3.3 – Crescimento e utilização de nutrientes 

Os dados relativos ao crescimento dos robalos e à eficiência de utilização das dietas 

experimentais encontram-se apresentados na tabela 6. 

O desempenho dos peixes ao nível do crescimento, expresso como peso médio final, 

ganho de peso e taxa de crescimento específico, não foi afetado pelos níveis de inclusão 

das enzimas. No final das 8 semanas do ensaio de crescimento, os peixes atingiram um 

peso médio final entre 35 e 37g, sem diferenças significativas entre grupos. Apesar de 

não existirem diferenças significativas ao nível do alimento ingerido, verificou-se uma 

tendência de diminuição do alimento ingerido com o aumento de inclusão das enzimas. 

Observou-se um aumento da eficiência alimentar, que não se traduziu numa melhoria 

significativa ns valores de retenção de azoto e energia, expresso em função do alimento 
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ingerido. Não se verificou alterações significativas na taxa de sobrevivência, entre os 

grupos. 

Tabela 6 – Crescimento e eficiência alimentar do robalo alimentado com as dietas experimentais 

Dietas CTR 0,1EED 0,4EED EPM 

PMI1 (g) 22,0 22,0 22,0 0,01 
PMF1(g) 35,1 35,7 36,8 0,51 
GPD2 (g/kg/dia) 8,95 9,29 9,84 0,27 
TCE3 0,92 0,96 1,02 0,03 
AI4 (g/kg/dia)  13,7 12,6 11,4 0,56 
ECA5  0,65a   0,74ab  0,88b 0,04 
CEP6  1,36a   1,54ab  1,80b 0,08 
RN7 (g/kg/day) 0,24 0,25 0,24 0,01 
RN (%NI) 8 22,6 25,7 26,8 0,99 
RE9 (kJ/kg/day) 72,5 64,4 88,0 6,15 
RE (%EI) 10 22,0 21,2 32,2 2,38 
Mortalidade (%) 8,9 13,3 17,8 3,14 
     

EED: Extrato enzimático da dreche; CTR: Controlo 
*Valores apresentados como média (n=3 tanques) e erro padrão médio (EPM). Valores situados na mesma 
linha, com expoentes diferentes, são significativamente diferentes entre si (teste Tukey; P <0,05).  
1PMI e PMF: Peso médio inicial e final; 
2GPD: Ganho de peso diário 
3TCE: Taxa de crescimento específico (PMF1/3-PMI1/3)/tempo em dias) ×100;  
4AI: Alimento ingerido 

5ECA: Eficiência de conversão alimentar (ganho de peso fresco/matéria seca ingerida); 

6CEP: Coeficiente de eficácia proteica (ganho de peso fresco/proteína ingerida);   
7RN: Retenção azotada (PMF×NFC-PMI×NIC) / (PCM × tempo em dias); PCM: peso corporal médio 
(PMI+PMF) / 2; NIC e NFC: Conteúdo de N inicial e final da carcaça 
8RN: Retenção azotada (%NI) (RN7/NI) ×100; NI: Azoto ingerido  
9RE: Retenção energética (PMF×EFC-PMI×EIC) / (PCM × tempo em dias); EIC e EFC: Conteúdo de energia 
inicial e final da carcaça 
10RE: Retenção energética (%EI) (RE9/EI) ×100; EI: Energia ingerida  
 

3.4 – Composição corporal  

Os valores obtidos para a composição corporal dos robalos alimentados com as dietas 

experimentais estão indicados na tabela 7. Não foram encontradas diferenças 

signicativas ao nível da composição corporal, entre dietas. 

Tabela 7 – Composição corporal (% peso fresco), valor energético, índice hepatossomático e índice visceral do robalo 
alimentado com as dietas experimentais 

 Inicial CTR 0,1EED 0,4EED EPM 

Matéria seca 36,0 32,7 32,2 30,6 1,17 

Proteína 14,8 15,5 15,5 15,0 0,19 

Lipidos 15,8 13,2 13,0 14,1 0,61 

Energia (kJ/g) 9,11 8,73 8,27 7,61 0,48 

Cinzas 4,51 4,56 4,55 4,98 0,19 

IHS1  ͞ 1,67 1,74 1,86 0,09 

IV2 ͞ 11,88 12,24 12,02 0,49 

EED: Extrato enzimático da dreche; CTR: Controlo 
Valores apresentados como média (n=3 tanques) e erro padrão médio (EPM). Valores situados na mesma 
linha, com expoentes diferentes, são significativamente diferentes entre si (teste Tukey; P <0,05).  
1 IHS: Índice Hepatossomático (peso do fígado/ peso do peixe inteiro) × 100 (n=9 peixes) 
2 IV: Índice Visceral (peso das vísceras/ peso do peixe inteiro) × 100 (n=9 peixes)  
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Discussão 
Sabe-se que peixes carnívoros, como o robalo, digerem mal hidratos de carbono 

complexos; os amidos podem ser digeridos, mas a maioria dos PNA não são digeridos 

(Enes et al., 2011). Elevados níveis de PNA presentes nas dietas à base de MPV estão 

associados à redução da digestibilidade da matéria seca, matéria orgânica e energia 

assim como efeitos negativos ao nível do crescimento (Francis et al., 2001; Thompson 

et al., 2008; Castillo & Gatlin, 2015).  

A suplementação de exoenzimas nas dietas é atualmente uma prática comum na 

alimentação de aves e suínos, para minimizar estes efeitos negativos (Adeola & 

Cowieson, 2011). No entanto, para espécies de aquacultura, a investigação tem-se 

focado principalmente no uso de fitases (Kumar et al., 2012) e, apenas recentemente, a 

suplementação com carbohidrases ganhou relevância de forma a reduzir os efeitos anti-

nutricionais de pentoses e β-glucanos, que são os PNA presentes em maior quantidade 

nos ingredientes à base de MPV (Adeola & Cowieson, 2011; Castillo & Gatlin, 2015). 

Neste contexto, um crescente número de trabalhos relativos ao uso de carbohidrases 

em dietas para peixes têm sido publicados nos últimos anos (Carter et al., 1994; 

Ogunkoya et al., 2006; Ai et al., 2007; Lin et al., 2007; Yigit & Olmez, 2011; Dalsgaard 

et al., 2012; Adeoye et al., 2016; Yigit & Keser, 2016; Magalhães et al., 2018; Diógenes 

et al., 2018; 2019). Contudo, a maioria dos trabalhos tem-se direccionado no uso de 

exoenzimas purificadas disponíveis comercialmente e, na maioria dos casos, do ponto 

de vista económico, bastante dispendiosos. 

No contexto das exoenzimas disponíveis no mercado, a oferta varia desde enzimas 

isoladas, misturas de vários tipos de enzimas ou mesmo extratos enriquecidos em 

enzimas e outros compostos bioactivos produzidos. Comercialmente, a maioria das 

celulases e xilanases são produzidas através da fermentação submersa devido à 

facilidade de fermentação e controlo dos fatores de fermentação (Tolan & Foody, 1999). 

No entanto, os fungos filamentosos que são considerados como bons produtores de 

xilanases e celulases, apresentam melhor desempenho usando a FES, uma vez que o 

substrato sólido permite simular o habitat natural dos fungos (Mitchell et al., 2006). Além 

disso, a FES pode ser mais vantajosa, pois possui maior produtividade volumétrica, 

maior estabilidade do produto, baixo risco de contaminação, menor impacto ambiental 

e baixo custo (Mitchell et al., 2006). Outra vantagem é a utilização de subprodutos 

agroindustriais de baixo custo que atuam como fonte de carbono e energia e, assim, 

reduzem a necessidade de recorrer a meios de cultura dispendiosos (Ang et al., 2013).  
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De forma a tentar produzir extractos enriquecidos em carbohidrases, principalmente à 

base de xilanase (endo-1,4-β-xilanase) e celulase (endo-1,4-β-glucanase), 

comercialmente competitivos e com potencial aplicação para dietas de peixes 

carnívoros recorreu-se no presente trabalho à tecnologia de FES utilizando como 

substrato um subproduto da indústria cervejeira, a dreche. De acordo com o trabalho de 

Sousa et al. (2018), a dreche, quando comparado com outros subprodutos 

agroindustriais (bagaço de uva, bagaço de azeitona e ramos de videira), mostrou ser o 

melhor substrato ao ser fermentada por A. ibericus, para produção de xilanases e 

celulases. Por outro lado, A. Ibericus, embora seja um fungo pouco estudado, tem 

mostrado resultados bastante promissores na produção de enzimas com recurso a 

vários substratos (Sousa et al., 2018; Fernandes et al., 2019).   

No contexto deste trabalho, apenas se direcionou o potencial do extrato enquanto fonte 

de carbohidrases. No entanto, estes tipos de extratos são ricos em outro tipo de enzimas 

(proteases e lipases) e compostos bioativos (ex: compostos antioxidantes) que poderão 

trazer efeitos benéficos ao peixe. Para além disso, contrariamente a muitas das opções 

disponíveis comercialmente, estes extratos são produzidos por processos naturais e do 

ponto de vista do consumidor muito mais apelativos para ser adicionados às rações de 

peixes para consumo humano. Contudo, o uso deste tipo de extratos, conotados como 

naturais e produzidos a partir de matérias-primas de baixo custo, em dietas para peixes 

tem sido pouco explorado. Até ao momento, ao que os autores apuraram, apenas 

Novelli et al. (2017) avaliou o potencial de extratos, produzidos por FES usando como 

substrato farinha de soja e farinha de trigo e os fungos Aspergillus niger e A. oryzae 

para a produção de exoenzimas em dietas para Tilápia do Nilo, tendo reportado efeitos 

positivos ao nível da digestibilidade dos nutrientes. No presente estudo, os efeitos mais 

relevantes foram ao nível da dieta 0,4EED, onde se verificou um aumento significativo 

da digestibilidade da matéria seca, energia e amido, mas não da proteína. O CDA da 

matéria seca fornece uma estimativa da digestibilidade geral dos ingredientes e, 

normalmente, um valor baixo indica uma grande quantidade de componentes 

indigeríveis na dieta (Shi et al., 2017). Em dietas com 60% de FP em juvenis de robalo 

(12 g), Oliva-Teles & Gonçalves (2001) obtiveram valores substancialmente altos de 

digestibilidade da matéria seca (87%) e energia (96%). Contrariamente, no presente 

trabalho, o CDA da matéria seca e energia da dieta controlo foi relativamente baixo, 

68% e 78%, respetivamente, o que não é de todo inesperado, uma vez que as dietas 

tinham uma concentração alta de MPV, compostas maioritariamente por PNA e, por 

isso, não digeríveis por peixes carnívoros, como o robalo, pois estes não possuem as 
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enzimas necessárias para os degradar (Krogdahl et al., 2005). Comparativamente com 

a dieta controlo, o CDA da matéria seca da dieta 0,4EED aumentou de 67% para 72% 

e o CDA da energia aumentou de 78% para 83%. Este aumento da digestibilidade da 

energia e da matéria seca parece indicar que as carbohidrases presentes no extrato 

utilizado foram capazes de hidrolisar os PNA presentes na dieta e, possivelmente, 

promovido uma diminuição na viscosidade intestinal, facilitando o acesso das enzimas 

digestivas endógenas aos nutrientes, aumentando assim a sua biodisponibilidade 

(Dalsgaard et al., 2012; Castillo & Gatlin, 2015). 

A informação disponível sobre a influência da suplementação de carbohidrases na 

digestibilidade e disponibilidade de nutrientes dos peixes, é ainda controversa. 

Enquanto alguns autores não verificaram efeitos ao nível da digestibilidade dos 

nutrientes (Ogunkoya et al., 2006; Yigit & Olmez, 2011; Yigit & Keser, 2016), outros 

reportaram aumento da digestibilidade da proteína, lípidos, amido, energia e/ou matéria 

seca com a suplementação de carbohidrases nas dietas (Novelli et al., 2017; Diógenes 

et al., 2018; Magalhães et al., 2018; Diógenes et al., 2019). 

Em relação à digestibilidade da proteína, os trabalhos existentes revelaram não existir 

uma resposta coerente. Neste contexto, Diógenes et al. (2018) e Magalhães et al. (2018) 

observaram que o uso de mistura de enzimas comercial à base de celulase e xilanase 

purificadas (Naturgrain®) em dietas ricas em MPV para pregado e robalo, promoveu um 

aumento da digestibilidade da matéria seca, proteína e energia, evidenciando que a 

suplementação com carbohidrases melhorou a digestibilidade da proteína quer seja por 

aumentar a digestibilidade geral das proteínas ou por hidrolisar os nutrientes proteicos 

(Cowieson et al., 2006). Por outro lado, usando um complexo enzimático natural 

Synergen™ produzida por FES, os mesmos autores não observaram resultados tão 

expressivos como com os que obtiveram com o Naturgrain®. De igual forma, a 

suplementação com um cocktail enzimático (glucanase, protease e xilanase), celulase 

e outro tipo de cocktail enzimático (celulase, fitase e pectinase), em dietas para outras 

espécies de peixe como a tilápia do Nilo (Lin et al., 2007; Yigit & Olmez, 2011) e a truta 

arco-íris (Yigit & Keser, 2016), respetivamente, não se traduziu em alterações ao nível 

da digestibilidade da proteína. Efeitos significativos na digestibilidade da proteína 

também não se observaram quando o extrato em estudo foi adicionado às dietas à base 

de MPV do robalo. A ação das exoenzimas e a sua eficácia ao nível da digestibilidade 

dos nutrientes é modulada pela composição das matérias-primas das dietas, espécies 

de peixes utilizadas (nomeadamente diferentes níveis tróficos), temperatura da água, 
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níveis e tipos de suplementação com exoenzimas. A grande diversidade de variáveis 

entre os diferentes trabalhos poderá explicar em certa medida a falta de homogeneidade 

nos resultados obtidos. Para além disso, independentemente dos tratamentos 

experimentais, e em concordância com o trabalho de Kaushik et al. (2004) em robalos 

alimentados com dietas com elevado conteúdo em proteína de origem vegetal, a 

digestibilidade da proteína obtida no presente trabalho foi relativamente elevada (96%). 

Este facto poderá de certa forma camuflar potenciais efeitos do extrato na digestibilidade 

da proteína.   

Em linha com o aumento da digestibilidade da matéria seca, energia e amido, verificou-

se que a suplementação com o extrato enzimático se traduziu em melhores eficiências 

alimentares e coeficiente de eficácia proteica (CEP). Para além disso, embora sem 

diferenças significativas, verificou-se na dieta com maior nível de incorporação do 

extracto um aumento nas retenções azotadas e energéticas. O aumento do CEP pode 

indicar que a melhoria da digestibilidade dos hidratos de carbono na dieta direccionou o 

uso das proteinas preferencialmente para fins de crescimento e não tanto para fins 

energéticos. O aumento da eficiência alimentar, por sua vez, foi acompanhado por uma 

ligeira redução do alimento ingerido, o que do ponto de vista económico se poderá 

traduzir, a longo prazo, numa grande poupança em termos dos custos com alimentação. 

Normalmente, o alimento ingerido é regulado pela ingestão da energia digerível e, 

portanto, pode-se inferir que o peixe poderá ter mais energia disponível com as dietas 

suplementadas com o extrato enzimático (Cho & Kaushik, 1985; Peres et al., 2011). 

Apesar de estes resultados não se terem refletido num maior crescimento dos robalos 

alimentados com as dietas suplementadas com o extrato enzimático (ausência de 

efeitos no peso médio final, ganho de peso e taxa de crescimento específico) suportam 

a hipótese de que as exoenzimas promoveram uma maior disponibilidade dos 

nutrientes. É de realçar que o período de ensaio (8 semanas) poderá não ter sido 

suficiente para que o potencial máximo do extracto se ter reflectido no crescimento. 

Neste contexto, será de equacionar o prolongamento dos ensaios experimentais em 

ensaios futuros com este tipo de extractos enzimáticos ou, eventualmente, testar 

concentrações superiores. 

Goda et al. (2012) observou ao longo do período experimental de 17 semanas um 

aumento da taxa de crescimento em tilapias alimentadas com dietas suplementadas 

com 2% de um cocktail enzimático (pepsina, papaína e α-amilase). Por outro lado, Yigit 

& Keser (2016), não verificaram efeitos no crescimento da truta arco-íris em dietas com 
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adição de 0,1% de um mix de pectinase, xilanase e celulase durante 12 semanas. A 

suplementação das dietas com carbohidrases, combinada com outras exoenzimas 

também demonstrou efeitos benéficos no crescimento e eficiência alimentar em outras 

espécies de peixes, nomeadamente: Na tilapia do Nilo, o uso de um cocktail de 

carbohidrases e proteases melhorou o crescimento e eficiência alimentar e 

simultaneamente, uma diminuição na ingestão voluntária da dieta (Lin et al., 2007; Goda 

et al., 2012); Em outras espécies como o estorjão-branco (Huso huso), o salmão do mar 

Cáspio e salmão do Atlântico, o uso de uma mistura de carbohidrases e proteases, 

promoveu o aumento do crescimento e eficiência alimentar (Carter et al., 1994; Ghomi 

et al., 2012; Zamini et al., 2014) bem como da atividade das enzimas endógenas (Ghomi 

et al., 2012). A combinação de carbohidrases com fitase foi também testada em dietas 

para o robalo Japonês com benefícios a nível do crescimento e retenções azotadas (Ai 

et al., 2007). No entanto, em outros trabalhos o efeito benéfico de dietas suplementadas 

com carbohidrases ao nível do crescimento não foi observado, nomeadamente, na 

tilapia (Yigit & Olmez, 2011), na truta arco-íris (Ogunkoya et al., 2006; Dalsgaard et al., 

2012; Yigit & Keser, 2016) e na dourada (Diógenes et al., 2019). 

Tal como mencionado anteriormente para os efeitos ao nível da digestibilidade, a 

variação nos resultados obtidos ao nível do crescimento entre os diferentes estudos, 

poderá estar relacionada com a variação dos fatores mencionados (quantidade e 

características dos ingredientes das dietas, tipo e concentração de enzimas, espécie, 

tamanho e hábitos alimentares dos peixes e temperatura da água) (Castillo & Gatlin, 

2015). De facto, Dalsgaard et al. (2012) verificou que, para a truta arco-íris, os efeitos 

benéficos da suplementação das carbohidrases em dietas com níveis elevados de 

proteína de origem vegetal, estão fortemente dependentes do tipo de matéria-prima 

vegetal utilizada. Nesse trabalho, os autores observaram que o extracto enzimático foi 

mais eficaz, ao nível da digestibilidade dos nutrientes, nas dietas à base de farinha de 

soja do que nas dietas à base de farinha de girassol ou farinha de canola.  

Ao nível da composição corporal do robalo, a suplementação do extrato enzimático não 

promoveu qualquer tipo de alteração. Yigit & Olmez (2011) indicaram que a 

suplementação de celulase numa dieta à base de canola não teve efeitos na 

composição corporal da tilapia. Lin et al. (2007), num estudo sobre tilapia alimentada 

por um complexo enzimático comercial (protease, glucanase e xilanase) também 

concluiu que não houve diferenças significativas na composição corporal, ao nível da 

proteína, lípidos e cinzas. A composição corporal é um aspeto importante da qualidade 
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nutricional (Kamal et al., 2007; Breck, 2014) e infere sobre o valor nutricional e a 

qualidade de consumo dos peixes (Azam et al., 2004). A composição corporal dos 

peixes é afetada por espécies (Ali et al., 2005), parâmetros ambientais (Ali et al., 2001), 

nutrição e tamanho corporal (Ebrahimi & Ouraji, 2012). O facto de, neste estudo, não ter 

havido alterações na composição corporal pode ser benéfico para o consumidor. No 

entanto, para sustentar esta hipótese, teriam de ser feitas análises sensoriais em peixes 

de tamanho comercial para comprovar se o extrato não tem impacto a nível nutricional 

e outros parâmetros. 

Tal como referido anteriormente, os resultados contraditórios existentes na literatura 

relativos ao efeito das exoenzimas realçam a necessidade de avaliar, cuidadosamente, 

os benefícios de diferentes exoenzimas de acordo com as espécies, formulação da dieta 

e nível de suplementação enzimático. Além disso, as diferenças da temperatura da água 

podem também contribuir para explicar a eficácia das exoenzimas. De facto, a maioria 

das enzimas comerciais foi desenvolvida para animais homeotérmicos e é mais ativa 

em altas temperaturas. Torna-se essencial entender o potencial e as limitações das 

exoenzimas, pois, se aplicadas de maneira inadequada, levarão ao desperdício de 

recursos (Adeola & Cowieson, 2011; Diógenes et al., 2018). 

Outro factor a considerar na comparação dos trabalhos e interpretação dos resultados 

é a diversidade de produtos que contêm essas exoenzimas (enzimas isoladas, misturas 

de vários tipos de enzimas ou mesmo extratos enriquecidos em enzimas e outros 

compostos bioactivos produzidos). No caso particular deste trabalho, os extratos 

produzidos por FES não contêm exclusivamente carbohidrases. Para além de 

carbohidrases, outro tipo de enzimas (proteases, lipases, etc) e compostos bioactivos 

(ex: antioxidantes) podem ser produzidos durante o processo de FES (Tišma et al., 

2018). Neste sentido, os resultados promissores obtidos neste trabalho podem ser o 

resultado sinérgico da mistura de compostos bioactivos presentes no extrato testado 

(carbohidrases, compostos antioxidantes, proteases etc). Futuramente, será pertinente 

fazer uma melhor caracterização dos compostos bioactivos presentes no extrato 

testado. 

Para além disso, será importante realizar estudos posteriores que avaliem a função 

digestiva e saúde intestinal, e o sabor do peixe no sentido de perceber se a melhoria da 

digestibilidade está relacionada com o aumento da atividade das enzimas endógenas e 

se houve alterações fisiológicas e morfológicas intestinais, uma vez que a alimentação 

à base de MPV com elevados níveis de PNA, pode limitar a atividade das enzimas 
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digestivas (Sinha et al., 2011) provocando alterações no trato digestivo e aumento da 

viscosidade intestinal. Dado que vários fatores poderão afetar a produção de enzimas 

digestivas no peixe, tais como, hábitos alimentares, preferências alimentares, 

formulação das dietas e fatores anti nutricionais (Pavasovic et al., 2007), os efeitos pela 

adição das enzimas podem ser mais eficientes numas espécies do que noutras. A 

capacidade de espécies de nível trófico inferior em utilizar eficientemente dietas com 

baixo teor de FP é maior do que a de espécies carnívoras de nível trófico superior (NRC, 

2011). Finalmente, é importante mencionar que após a formulação das dietas a 

atividade enzimática, como por exemplo da xilanase, foi menor do que era expectável 

(baseada na atividade do extrato). Embora as dietas não tenham sofrido processo de 

extrusão, o calor produzido durante o processo de fabrico das mesmas poderá ter de 

alguma forma desnaturado as enzimas. No futuro, será importante equacionar possíveis 

formas de proteger os extractos de forma a evitar a desnaturação das proteínas como 

por exemplo o “coating” com agar ou outras substâncias.  

Conclusão 
No geral, este trabalho mostrou que a suplementação com um extrato enzimático obtido 

a partir da FES da dreche aumentou a digestibilidade da matéria seca, amido e energia 

em dietas para juvenis de robalo. Apesar de não se terem verificado diferenças 

significativas no crescimento, houve uma melhoria substancial na eficiência alimentar. 

Melhorias na digestibilidade dos nutrientes e eficiências alimentares poderão significar 

uma grande redução da excreção do material não digerível para o meio ambiente e, 

simultaneamente, ganhos económicos com a poupança em gastos com ração. Desta 

forma, é possível contribuir para um desenvolvimento económico e ambientalmente 

sustentável da aquacultura. Para além disso, face aos resultados obtidos, foi 

demonstrada a enorme potencialidade do uso em rações para peixe de extratos 

enzimáticos ricos em carbohidrases, produzidos de forma económica e ambientalmente 

sustentável, utilizando o processo biotecnológico de FES e como substrato um sub-

produto agro-industrial local, a dreche. 
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ANEXO I – Resumo elaborado para a Conferência Aquaculture Europe 
2019 

IN VITRO EVALUATION OF THE INTERACTION BETWEEN EXOGENOUS 

CARBOHYDRASES PRODUCED BY SOLID-STATE FERMENTATION OF 

BREWERS’ SPENT GRAIN AND DIGESTIVE ENZYMES 
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Introduction 

The presence of non-starch polysaccharides (NSP) in most plant feedstuffs (PF) has been 
associated with adverse effects on carnivorous fish nutrient digestibility and, ultimately, on growth 
and health. The lack of enzymatic machinery and well-developed microbiota in the digestive tract 
of carnivorous fish for processing NSP are possible causes for such effects. A promising 
nutritional strategy to improve nutrient digestibility of plant-based diets is the use of exogenous 
enzymes (e.g. carbohydrases, proteases) as feed additives. Solid-state fermentation (SSF) is an 
eco-friendly and cost-effective biotechnology process that allows converting inexpensive agro-
industrial by-products into added-value products such as carbohydrases. As a low-cost and 
lignocellulosic by-product of the brewing industry, brewery spent grain (BSG) is an attractive 
substrate for microbial enzyme production by SSF. The present study was designed to assess 
the potential of a carbohydrase enzyme extract obtained by SSF to release total amino acids (AA) 
and monosaccharides (pentoses) from plant-based diets in an in vitro gastrointestinal model with 
enzyme extracts of European sea bass (Dicentrarchus labrax).  
 
Material and methods 

Three isoproteic (48% crude protein) and isolipidic (16% crude lipids) diets were formulated with 
15% fishery products (fish meal and fish protein concentrate), 5% hemoglobin, and 61% plant 
feedstuffs (wheat gluten, soybean, wheat, rice bran, sunflower, rapeseed). In all diets fish oil was 
the main lipid source. Diets were similar in starch (10%), hemicellulose (2.4%), cellulose (1.6-%) 
and lignin (2.3%) contents. The diets were unsupplemented (control) or supplemented with an 
enzyme extract obtained by SSF at 0.1 or 0.4%. The enzyme extract was obtained from SSF of 
BSG using Aspergillus ibericus MUM 03.49 as the inducer for enzyme production. The enzyme 
extract was a combination of cellulase (1343U g-1 crude extract) and xylanase (15885U g-1 crude 
extract).  
The in vitro methodology involved two-step hydrolysis designed to simulate stomach and 
intestinal digestion of European sea bass, as described in Morales and Moyano (2010).  Briefly, 
the digestion was simulated using the following conditions: samples of each diet (between 20 and 
80 mg mL-1) were incubated in triplicate in a 10 mL closed reactor at 25ºC simulating gastric and 
intestinal digestions. The gastric digestion was done at pH of 5.0 with 9846 U mg-1 acid proteases 
and the intestinal digestion was done at pH of 8.5 with 507 U mg-1 alkaline proteases from sea 
bass stomach and intestine, respectively. A negative control assay including inactivated fish 
enzyme extracts was also carried out. The release of hydrolysis products, AA and pentoses, were 
monitored along the course of each digestion phase (at 0, 0.5, 1, 2h for gastric digestion; at 3, 4, 
5, and 6h for intestinal digestion). Results are presented as total amount of product released 
during the different digestion phases. 
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Results and Discussion 
 
 
Table I. Total amino acids (AA, mg g-1) and pentoses (µg g-1) released by gastric (G) and intestinal (I) digestion of the experimental diets with active (A) or inactive (W) fish enzyme extracts1  

1Value are mean ± SD (n = 3). When significant interaction between factors was found, one-way ANOVA was performed for each factor. Different superscript letters stand for statistical differences 
across experimental diets as determined by the Tukey test (P < 0.05). 

After the pelleting process, 0.1 and 0.4 % BSG supplemented diets presented 1.76 and 5.76 U g-1 cellulase activities and 5.11 and 8.80 U g-1 xylanase 
activities, respectively. The simulated gastric and intestinal digestion demonstrated that AA release remained unaffected by dietary treatments (Table I). In 
contrast, a significant increment of pentoses release in the presence of increased incorporation of extracts in the diets was observed throughout gastric and 
intestinal incubations. Independently of dietary treatment, AA and pentoses release were higher at intestinal than at gastric digestion.  In all dietary treatments, 
inactivation of fish enzyme extracts (W), promoted higher pentoses release than active fish enzyme extracts(A). Contrarily, inactivation of fish enzyme extracts 
did not affect AA release from experimental diets, except in the 0.1% BSG diet.  
In conclusion, dietary supplementation of plant-based diets with 0.1 or 0.4 % enzyme extracts obtained by SSF of BSG seems to contribute to enhancing 
monosaccharide availability. Results also suggest that fish enzyme extracts interact with carbohydrases extract reducing their ability to hydrolyze NSP. Thus, 
coating the enzyme extract should be considered to maximize their potential. Studies in vivo still need to be performed to confirm the results of the present 
in vitro results. 
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Diet Control 0.1% BSG 0.4% BSG 
Digestion phase G I G I G I 

Incubation mixture A W A W A W A W A W A W 

AA 18.7 ±0.1 14.9 ±0.1 27.3 ±0.5 24.3 ±0.2 19.2 ±0.3 18.3 ±0.4 27.7 ±0.5 11.4 ±0.0 18.9±0.0 17.3 ±0.3 29.4 ±0.1 23.9 ±0.6 

Pentoses 
179.1 
±26.8a 197.2 ±10.9a 232.1 ±32.0a 267.0 ±27.5a 

198.3 
±40.5b 

217.1 
±7.5b 

282.3 
±65.3b 

355.2 
±10.1b 261.5 ±48.4c 

291.2 
±11.3c 

328.3 
±26.2c 

394.3 
±13.2c 

3-way ANOVA (P-value) 

Factor diet 
digestion 

phase 
incubation 

mixture diet x digestion phase 
diet x reaction 

mixture 
digestion phase x 
reaction mixture 

diet x  digestion phase x reaction 
mixture 

AA ≤0.001 ≤0.001 ≤0.001 ≤0.001 ≤0.001 ≤0.001 ≤0.001 
Pentose ≤0.001 ≤0.001 ≤0.001 0.179 0.663 0.103 0.774 


