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O lupulo: da cultura ao extrato. Técnica cultural tradicional

M Angelo Rodrigues', Jorge Sd Morais®, Jodo Paulo Castro'

'Centro de Investigagio de Montanha — Instituto Politécnico de Braganca
*Unidade de Quimica Analitica — Instituto Politécnico de Braganca

Resumo

Este trabalho consiste numa breve revisdo sobre a cultura do ldpulo em Portugal,
com incidéncia na técnica cultural tradicional. Faz-se um breve apontamento histérico
sobre a cultura do ldpulo, em particular do desenvolvimento inicial da cultura em
Portugal. Segue-se uma descri¢do sumadria dos principais aspetos botinicos da planta e da
sua adaptacdo ecoldgica. Na descricdo da técnica cultural tentam destacar-se aspetos
importantes como instalacdo da cultura, fertilizacdo, poda, rega, protecdo sanitdria e
colheita.

Palavras-chave: adaptagdo ecoldgica; aspetos botanicos; Humulus lupulus; técnica

cultural

Breve apontamento historico sobre a cultura do ldapulo

O ldpulo cultivado destina-se sobretudo a utiliza¢do na industria cervejeira. O uso
de lupulo no fabrico de cerveja deve-se a existéncia nas flores femininas de uma
substincia, vulgarmente designada de lupulina, que confere o gosto amargo e o sabor a
cerveja. O lupulo € também utilizado como planta medicinal, sendo incorporado em
medicamentos recomendados para insdnia, stresse e ansiedade. Os rebentos enquanto
jovens sdo comestiveis e os caules podem ser usados no fabrico de pasta de papel e como
fibra téxtil. Em Portugal, o lupulo cultivado destina-se exclusivamente ao fabrico de
cerveja.

O ldpulo como cultura de reconhecimento mundial surgiu na Alemanha no século
IX, embora seja utilizado no fabrico de cerveja no Cducaso desde tempos pré-historicos
(Rybacek, 1991). Em Portugal, apesar do lupulo ser uma espécie espontanea, o cultivo
com significado econdmico iniciou-se em 1962 em Braganca (Carmona, 1982). O
material vegetativo e o essencial da técnica cultural foram importados de Espanha. Em
1963 foi constituida a Lupulex (Sociedade Portuguesa de Cultura de Lupulo), uma

sociedade com capital da industria cervejeira Nacional. Entre 1963 e 1968 decorreram



ensaios de adaptacdo da cultura pelo Norte e Centro do pais e também na regido dos
Acores. Com base nos resultados destes ensaios de adaptacdo decretou-se em 1966
(Decreto-Lei 47011, de 16 de maio) que, por questdes de qualidade, o ldpulo sé poderia
ser cultivado nas zonas de Braga e Braganca. Os primeiros anos do cultivo do lipulo em
Portugal encontram-se descritos em detalhe em Almeida (1981) e Pereira (1981).

A instalacdo da cultura foi rdpida e, até meados da década de 1970, os resultados
foram excecionais existindo grande euforia em torno da cultura. Em 1976 atingiu-se uma
area de cultivo de 205,8 ha e uma produgdo de 438,1 t no total Nacional (Patricio, 1995).
Portugal foi exportador de ldpulo, uma vez que a produg¢do Nacional ultrapassava as
necessidades da industria cervejeira portuguesa. A partir de 1978/79 comecam a surgir os
primeiros problemas. Ocorrem quebras de produgdo, provavelmente motivadas por maus
anos agricolas, problemas sanitdrios, nutricionais, de compactacdo do solo, etc. (Pereira,
1981). A conjuntura dos mercados internacionais também se deteriorou, com estagnacao
dos precos de venda do lupulo e forte aumento dos fatores de producdo. Em 1990 acaba a
Lupulex. As cervejeiras nacionais deixam de assegurar o escoamento da produ¢do. Em
1991 foi criada a Braltipulo (Associacdo de Produtores de Lipulo de Braganca e Braga)
para fazer face a extingdo da Lupulex. A partir desta data, o setor produtivo restruturou-se
e os campos foram plantados com a cultivar Nugget (anteriormente cultivou-se sobretudo
a cultivar Brewers Gold) que é mais rica em 4acidos o, o componente das cultivares
amargas que mais valoriza o ldpulo face a inddstria cervejeira. No presente, encontram-se
em producdo duas exploragdes agricolas, que cultivam uma drea total aproximada de 12
ha.

No contexto internacional Estados Unidos e Alemanha sdo os maiores produtores,
seguidos de Etidpia, China e Republica Checa (Figura 1). Por continente, a europa lidera
com 39,8% da producdo mundial, seguida de Américas com 25,7%, Africa com 20,1%,
Asia com 12,8%) e Oceania com 1,6% (Figura 2). A producio mundial de lipulo tem
vindo a registar uma tendéncia de ligeiro decréscimo, sendo mais pronunciado em outras
partes do mundo que na Europa. Contudo, em 2013, dltimo ano para o qual a FAO ja

disponibilizou estatisticas, a producdo na Europa foi particularmente baixa.
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Figura 1. Producao de lipulo em 2013 nos cinco maiores produtores mundiais (FAO,
2015).
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Figura 2. Produgdo de lipulo em 2013 por continente (FAO, 2015)

Classificaciao botanica e aspetos morfolégicos da planta

O ldpulo (Humulus lupulus L.) pertence a familia Cannabaceae. E uma planta
perene (perde a parte aérea durante o Inverno), de caule volivel, didica (surgem plantas
femininas e masculinas) e com idade econdmica de cultivo superior a 20 anos.

A parte subterranea é constituida por uma estrutura perene, composta de raizes que
podem atingir elevada profundidade, raizes especializadas na acumulacdo de reservas e

raizes anuais emitidas a partir da estrutura perene ou da base dos sarmentos. A planta



apresenta caules trepadores (sarmentos) que crescem até 8 m de altura em menos de 3
meses. Rebentam anualmente em nimero de 20 a 40, dependendo do vigor da planta, a
partir da parte perene subterranea. Na fase inicial sdo de consisténcia herbdcea, de forma
tendencialmente hexagonal e movimento de enrolamento dextrogiro. As folhas surgem de
forma oposta nos nds. Sdo pentalobuladas na base, trilobuladas na parte média e inteiras
na parte superior. Os bordos sdo serrados e apresentam-se pubescentes na pagina inferior.
As inflorescéncias masculinas sdo paniculas, enquanto as masculinas sdo espigas curtas,
vulgarmente designadas cones. As espigas apresentam uma raquis central e bricteas e
bractéolas a proteger a flor. Os granulos de lupulina encontram-se na base das bractéolas.
Os frutos sdo aquénios (nas plantacdes comerciais ndo devem aparecer pois cultivam-se
apenas plantas femininas). Para maior detalhe dos aspetos morfoldgicos da planta pode
consultar-se Rybacek (1991). A Figura 3 mostra o aspeto de um campo de cultivo, as
inflorescéncias femininas e as bractéolas exibindo os granulos de lupulina.

Na regido de Braganca a planta (cultivar Nugget) inicia o ciclo biolégico com a
rebentacdo dos sarmentos a partir do fim de marco sendo a colheita efetuada a partir dos

ultimos dias de agosto e prolongando-se pelo més de setembro.

Adaptacio ecolégica

O ldpulo necessita de vernalizag¢do (exposi¢ao ao frio durante o periodo repouso). O
zero vegetativo deve estar proximo de 8°C. Para completar o ciclo a soma das
temperaturas médias das maximas deve estar entre 2500 a 3000 °C. A temperatura média
anual mais favordvel deve estar proxima de 8 a 10 °C, embora algumas cultivares de
ldpulo sejam cultivadas com grande sucesso em regides com valores de temperatura
média anual bastante superiores. O crescimento cessa a temperaturas superiores a 32°C.
Informagdo mais detalhado sobre as exigéncias térmicas da cultura pode ser consultada
em Rybacek, (1991).

A insolagdo parece ser um fator de produtividade muito importante. A duragdo da
insolacdao deve estar entre 1800 a 2000 h. Em Portugal, verificou-se haver uma boa
relacdo entre a insolacdo do més de junho e a producdo de ldpulo (Trigueiro e
Vasconcelos, 1981).

O lupulo espontaneo surge proximo de cursos de dgua, onde o solo apresenta
humidade ao longo de todo o Verdao. Em Portugal o cultivo € apenas possivel em regadio.

Neste sentido, a precipita¢do tem baixo significado ecoldgico.



Figura 3. Aspeto de um campo de lipulo a meio da estacdo de crescimento (em cima),
inflorescéncias femininas ou cones (em baixo a esquerda) e granulos de lupulina na base
das bractéolas (em baixo a direita).

Os solos devem ser naturalmente férteis. Algumas das principais caracteristicas
favordveis sdo espessura efetiva elevada, bom arejamento (dependente da textura,
estrutura e teor de matéria organica), pH préoximo da neutralidade e teor de matéria
organica elevado (Navarro et al., 1982). Contudo, profundidade e textura sdo os aspetos

mais determinantes uma vez que os restantes podem ser modificados pela técnica cultural.



Técnica cultural

A preparacdo do campo antes da instalacdo € uma etapa importante nesta cultura,
tendo em conta que se trata de uma espécie perene que pode estar em cultivo por mais de
20 anos. O solo deve ser subsolado para facilitar o estabelecimento do sistema radicular
em profundidade. Pode haver necessidade de fazer nivelamento, uma vez que na técnica
cultural tradicional se utiliza rega por alagamento. Se o terreno acumular 4gua em excesso
durante o Inverno deve ser sujeito a obras de drenagem. E frequente na fase de preparagio
do solo aplicarem-se corretivos alcalinizantes, quando a acidez do solo o justifique, e
também matéria organica. Se a forma da folha o permitir, a colocacdo dos postes e toda a
armacdo do terreno para suporte das plantas deve ter em conta que a melhor orientacdo
das plantas € no sentido Norte-Sul (melhora a reparticdo da radiacido no coberto).

Na plantacdo normalmente tem-se como referéncia o uso de compassos de 2,8 m x
14 m (2550 plantas/ha) e 2,8 m x 0,7 m (5100 plantas/ha). Na primeira situacao,
programa-se puxar dois fios por planta € na segunda apenas um. O mais importante
contudo € a distancia na entrelinha que deve estar ajustada ao tipo de mecanizacio que se
vai implementar. Com o uso de mais plantas incrementam-se os custos de instalacdo, mas
reduz-se o numero de falhas de plantas no campo e pode originar-se uma distribui¢@o
mais homogénea do coberto. Com menos plantas reduzem-se substancialmente os custos
de plantacdo. Contudo, do ponto de vista fisiolégico o que se revela mais decisivo na
produtividade € o numero de sarmentos que se pde a trepar por unidade de area (Rybacek,
1991).

O lupulo € uma planta de elevadas necessidades nutricionais devido a enorme
candpia que desenvolve. Como j4 se referiu, deve ser cultivado em solos com pH préximo
da neutralidade. O facto dos solos das regides onde se cultiva ldpulo em Portugal serem
normalmente acidos faz com que seja habitual a necessidade de aplicar corretivos
alcalinizantes. Em Portugal, ja foi diagnosticada caréncia de magnésio em campos de
lipulo (Costa e Dias, 1981; Costa, 1982), pelo que, quando se pretenda corrigir o solo, se
recomende a utilizacdo de calcdrios magnesianos. O uso de matéria organica ¢é
considerado de elevada importancia na cultura do lupulo, tendo em conta a necessidade
de os solos serem bem arejados e aos riscos de caréncia de micronutrientes. E também
necessdrio ter em conta que as inimeras mobilizagdes previstas na técnica cultural sdo
muito agressivas para a estrutura do solo, podendo a matéria orginica ter um efeito

regenerador da sua estrutura e restantes propriedades fisicas. O lipulo € uma cultura de



elevada exportacdo de nutrientes. E frequente aplicarem-se 180 a 200 kg N ha™', 50 a 100
kg P,Os ha™, 100 a 200 kg K,O ha™ e 40 kg MgO ha™'. Faz-se uma adubacio de fundo
com um terco do azoto necessdrio e a totalidade de fésforo e potassio e depois duas a trés
adubacdes de cobertura, inicialmente com nitrato de amoénio (por vezes nitromagnésios) e
na fase final nitrato de célcio.

A poda realiza-se normalmente entre o fim de marco e inicio de abril. E precedida
de descava e limpeza das socas. Tradicionalmente podava-se com facas ou foices
fazendo-se um trabalho meticuloso. Atualmente poda-se mecanicamente com
equipamentos de discos. Pode fazer-se uma poda mais alta (em plantas novas, com menor
capacidade de emitir rebentos) ou mais baixa (a rasa) em plantas mais velhas. Na pratica
fica apenas o sistema radicular perene e a soca (estrutura subterrinea de onde € emitida a
maior parte dos novos sarmentos).

Quando surgem falhas de plantas no campo € necessdrio fazer a retancha. Pode
usar-se material da poda ou, mais frequentemente, puxa-se apenas um fio de uma planta
vizinha.

Quando as plantas tém 60 a 80 cm de altura € necessario coloca-las a trepar num fio
de nylon que se liga de um fio colocado no solo ao longo da linha a estrutura de armacado
superior em arame. As plantas t€m tendéncia natural para trepar mas nem todas
encontram rapidamente o fio, pelo que tém tendéncia a enrolar-se umas as outras no solo.
O auxilio na colocacdao das plantas a trepar € também importante porque permite
selecionar dois ou trés sarmentos por fio. Escolhem-se os mais vigorosos € com a forma
hexagonal. Os restantes sdo eliminados, normalmente com facas os foices. Esta planta
enrola no sentido dos ponteiros do relégio. Ao longo da primavera é necessdrio continuar
a eliminar os novos rebentos que se vao formando. No verdo faz-se uma desfolha para
melhor o arejamento da estrutura e reduzir a incidéncia de doengas e pragas. A desfolha
pode ser manual ou através do uso de desfolhantes quimicos. Na segunda situagdo usam-
se herbicidas a base de diquato.

Na técnica de cultivo tradicional do lipulo € efetuada a operacdo de amontoa duas a
trés vezes durante a estacdo de crescimento. A amontoa consiste em deslocar terra para
junto das plantas, fazendo um camalhdo. A primeira amontoa faz-se a seguir a poda para
repor o solo que foi retirado, uma vez que esta foi precedida de descava. Faz-se uma
segunda amontoa quando se vai iniciar a rega e as plantas t€ém aproximadamente 1m de

altura. Por vezes faz-se ainda uma terceira amontoa para facilitar o estabelecimento do



sistema radicular anual a partir da base dos sarmentos do ano. Usam-se charruas
vinhateiras ou charruas com aivecas descentradas.

Na cultura do lipulo o solo é mobilizado vérias vezes ao longo do ano. Faz-se no
outono ou inicio da primavera para incorporar estrumes. Durante a estagdo de
crescimento faz-se repetidamente para reduzir a compacta¢do do solo e a formacdo da
crosta superficial provocado pela rega a manta. Normalmente apds duas passagens da
agua em cada espaco na entrelinha passa-se o escarificador para facilitar a infiltragdo da
agua. Estas mobiliza¢Ges servem também para combater as infestantes.

O ldpulo tem elevadas necessidades em dgua. O seu cultivo em Portugal s6 é
possivel com elevada quantidade de dgua disponivel para regadio. De uma maneira geral
pode dizer-se que sdo necessarios mais de 5000 m’ de dgua por hectare (Carrilho, 1981).
Rega-se a manta inundando os espagos na entrelinha, pelo que se exigem campos com
bom nivelamento. A rega a manta € de reduzida eficiéncia e contribui para a compactacao
do solo. Para reduzir a compactacdo do solo e necessidade de mobilizacOes, € habitual
regar entrelinha sim entrelinha ndo e trocar na rega seguinte.

O ldpulo apresenta problemas sanitdrios de dificil controlo. Na técnica cultural
tradicional aplicam-se 12 a 14 caldas (Almeida, 1981). As infestantes que surgem na
entrelinha sdo controladas com as mobilizacdes frequentes que se realizam. Contudo, o
controlo das infestantes no camalhdo € mais dificil. As operacdes de amontoa auxiliam no
combate as infestantes. Nas fases mais avancadas da cultura podem controlar-se com
herbicidas de contacto efetuadas com o duplo objetivo de efetuar também a desfolha do
lupulo. A possibilidade de usar herbicidas de acdo residual ndo tem sido equacionada em
Portugal, embora seja usual em outros paises (Rybacek, 1991). O oidio (Sphaerotheca
humuli) e o mildio (Pseudoperonospora humuli) sao as doencas mais importantes e que
obrigam a aplicacdo regular com fungicidas. Na falta de fungicidas recomendados para
esta cultura em Portugal, os produtores orientam-se pela gama de produtos recomendados
para a vinha. Outras doencgas potenciais sdo botritis (Botrytis cinerea) e esclerotinia
(Sclerotinia sclerotiorum). As principais pragas sao um afidio conhecido como piolho-do-
lapulo (Phorodon humuli) e o aranhi¢o vermelho (Tetranychus urticae). Ambas as pragas
sdo de dificil combate e podem exigir varios tratamentos ao longo da estagdo de
crescimento. Ilharco (1982) fez um excelente levantamento do problema do piolho-do-
ldpulo em Braganca, dos hospedeiros alternativos e das medidas de combate.

A colheita faz-se a partir dos ultimos dias de agosto e prolongam-se pelo més de

setembro. A colheita e separacdo das flores é um processo demorado. Cortam-se os

8



sarmentos a 1 m do solo e destacam-se da parte superior, fazendo-se o transporte em
reboque para a mdquina colhedora de flores que € estaciondria. Na maquina ha setores
para a entrada das lianas, separacao de flores e folhas dos caules, separacdo das folhas das
flores com base na forma e densidade e saida das lianas. A Figura 4 retine um conjunto de
aspetos relevantes da técnica cultural incluindo o processo de separacdo das flores da

planta.

b Ve % B Horsis e A
Figura 4. Campo de lipulo em fase avangada da colocacdo dos sarmentos a trepar (em
cima a esquerda), rega a manta (em cima a direita), mobilizacdo do solo para destrui¢do

de crosta superficial provocada pela rega (ao centro a esquerda), desfolha quimica (ao
centro a direita), aplicagcdo de tratamento fitossanitdrio (em baixo a esquerda) e ripagem

das flores (em baixo 4 direita).

g 7.



Posteriormente a flor € seca a 60 a 70 °C em fornos até 10 a 12 % de humidade.
Depois de seca é prensada e armazenada em camaras frigorificas a 0°C. O extrato obtido
das flores é preparado na Alemanha, o que representa um custo de producdo elevado

devido ao transporte.
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O Lupulo: Cultivares e Extrato

Jorge Sd Morais'

'Unidade de Quimica Analitica — Instituto Politécnico de Braganca

Resumo

O lipulo (Humulus lupulus), distribui-se como planta cultivada, em duas faixas a
nivel mundial, uma no hemisfério Norte e outra no hemisfério Sul, sendo nestas latitudes
cultivadas vdrias cultivares.

De toda a planta apenas sdo utilizadas as inflorescéncias, apresentando estas em
funcdo da cultivar, uma composicdo em &cidos alfa e em aromas prépria destas. A
principal utilizacdo da inflorescéncia € na produgado de cerveja, conferindo a esta o tipico
gosto amargo e aroma.

A incorporagdo na cerveja pode ser feita sobe a forma de vérios produtos para além
das préprias inflorescéncias (pellets, extrato).

Neste trabalho vamos apresentar resumidamente alguns destes aspectos sobre as
cultivares e as inflorescéncias do lupulo.

Palavras-chave: Humulus lupulus; cultivares; inflorescéncias; 4cidos alfa; pellets;

extrato.

Introducao

Portugal encontra-se dentro da faixa de latitude Norte considerada 6ptima para a
producdo de lupulo. A cultivar existente em producdo neste momento € com uma area de
12 ha, é a Nugget (cultivar de origem americana).

A nivel mundial existem dezenas de cultivares, encontrando-se definidas como,
cultivares de amargo, cultivares de aroma e cultivares de flavour. A principal
caracteristica das cultivares de amargo € apresentarem um elevado teor de acidos alfa, ao
contrdrios das cultivares de aroma que apresentam sempre um teor dos mesmos mais
baixo. As cultivares de flavour encontram-se entre as duas anteriores com bons teores de
acidos alfa e com um componente de aromas também importante.

A adicdo de lupulo durante o processo de fabrico da cerveja pode ser feito sob a
forma de inflorescéncias, pellets, e extratos. Todas elas apresentam pontos favordveis e

desfavordveis, que serdo objecto de uma descricdo mais pormenorizada.
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Zonas de Producio de Lipulo A Nivel Mundial

A nivel mundial a producdo de lipulo estd distribuida entre os paralelos 35° e 55°
no hemisfério Norte e entre os paralelos 35° € 55° no hemisfério Sul. Na Figura 1 podem
ser vistas as zonas de produc¢do e algumas situacdes em que a produgdo € feita fora das

zonas climdticas consideradas de melhor aptiddo para a cultura.

northern hemisphere's hop-growing
‘world's northernmost region nearest equator:
hop-growing region: Mandalay/Burma (Myanmar)
Mari and Chuvash/ Russia

The most northerly hop-growing area, the Chuvash region in Russia, is a- |umhem hemisphere’s
bout 200 km north of the 55th parallel. The southernmost area, in Tasma- hop-growing area
nia, is about 200 km south of the 40th parallel nearest Equator: Tasmania/Australia

Zimbabwe

Figura 1. Zonas de producdo de lipulo a nivel mundial. Fonte: Barth et al (1994).

Pela Figura 1. Podemos ver que o territério de Portugal estd todo incluido na zona
de producdo do hemisfério Norte. Para além das latitudes consideradas de melhor aptidao
climdtica para a cultura encontram-se trés zonas de producdo fora destes paralelos, uma

zona na Russia uma em Burma (Myanmar) e uma outra no Zimbabwe.

Principais Paises Produtores, Areas de Produciio e Niimero de Cultivares

Destacam-se como produtores quer pela sua drea em producdo quer pela producao
total a Alemanha e os Estados Unidos da América, sendo no entanto na Europa que se
encontra mais de metade da drea em produ¢do mundial.

Na Tabela 1. Sao apresentados os valores das dreas em producdo de alguns paises
bem como na Europa e no Mundo e ainda o nimero de cultivares existentes em cada um.

Dos dados da Tabela 1. podemos dizer que 68% da producdo mundial estd na
Alemanha e Estados Unidos da América e que a Europa produz cerca de 58% desse total
mundial. Segundo os dados estatisticos da FAO, a Etidpia aparece como o terceiro
produtor mundial de ldpulo, no entanto ndo se encontram quaisquer dados sobre a
producio, sobre as cultivares ou sobre a zona de producdo, pelo que aqui deixamos em

branco a producao.
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Relativamente as cultivares podemos dizer que os EUA e a Alemanha possuem o
maior nimero de cultivares em producdo.
A Australia cuja produgdo ndo incluimos, destaca-se de outros paises, pelas 10

cultivares que tem em producao.

Tabela 1. Principais Paises Produtores, Areas de Produgio e Nimero de Cultivares.
Fonte: Hopsteiner (2014).

Pais Area (ha) Nimero de Cultivares
Alemanha 17309 19
EUA 15536 29
R. Checa 4471 11
R.P. China 2701 2
Polénia 1404 11
Eslovénia 1216 6
Reino Unido 958 14
Etiépia
Europa Total 28200
Mundo Total 48069

Principais Cultivares por Pais e Area em Producao

Das dezenas de cultivares existentes apresentamos na Tabela 2. Aquelas que tém
maior drea de producdo relativamente ao ano dos dados estatisticos e nos trés principais
paises produtores.

Dos dados apresentados destaca-se o facto de a Alemanha ter a cultivar Herkules
(cultivar de amargo), como aquela com maior drea de producio e os EUA terem a cultivar
Cascade (cultivar de aroma), como aquela com maior area de produgao.

Portugal tem apenas uma cultivar a Nugget (cultivar de Flavour), com uma area de
12 ha.

A Republica Checa apesar de ter muitas cultivares em produgdo, apresenta como
grande cultivar em producdo a cultivar Saaz ( cultivar de aroma).

Relativamente a cultivar Nugget, destaca-se a drea de producdo de 145 ha na

Alemanha e que tem vindo a decrescer por inadaptacdo da cultivar e os 671 ha nos EUA,

pais de origem da cultivar.
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Tabela 2. Principais Cultivares por Pais ¢ Area em Producdo. Fonte: Hopsteiner (2014).

Pais Cultivar ﬁfz)a
Herkules 3345
Perle 2875
Tradition 2696
Alemanha Magnum 1934
Tettnang 1215
Nugget 145
Cascade 2692
Centennial 1371
EUA Summit 1073
Nugget 671
R. Checa Saaz 3400
Portugal Nugget 12

Tipos de Cultivares

Aplicamos o termo cultivares e ndo variedades porque o primeiro termo aplica-se a
todas as plantas que foram de algum modo melhoradas ou tiveram interven¢do do homem
para a obtengdo das suas caracteristicas fisioldgicas e quimicas.

No ldpulo (Humulus lupulus), consideram-se através das suas caracteristicas na
composi¢do quimica, trés tipos de cultivares, nomeadamente amargo (bitter), aroma e

mistas (flavour). Em seguida descrevemos estes tipos de cultivares.

Cultivares de Amargo (Bitter)

Sao caracterizadas por apresentarem niveis altos de 4cidos alfa na sua composi¢cao
quimica.

Na Tabela 3. Sao apresentados valores da composi¢cao quimica da cultivar Herkules
como exemplo de uma cultivar de amargo.

A composicdo elevada em 4cidos alfa (12%-17%), leva a que esta cultivar seja
ainda considerada, uma cultivar de super alfa, uma outra classificacdo em fun¢do do teor

de 4cidos alfa e que apresenta mais dois niveis que sdo alfa e super high alfa.
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Tabela 3. Composi¢do quimica da cultivar de amargo Herkules. Fonte: Barth-Haas Group

(Hop Varieties)
Composi¢do Peso %
Acidos alfa 12.0-17.0
Acidos beta 40-5.5
Oleos Essénciais 1.6-2.4 (mL/100g)
Polifendis (taninos) 3.0-40
Farneseno % o6leos totais <1
Mirceno % 6leos totais 30.0-50.0
Linalol % 6leos totais 0.3-0.8
Xantohumol (polifenol) 0.6-0.7

Cultivares de Aroma

As cultivares de aroma distinguem-se das de amargo pelo seu mais baixo teor em
acidos alfa, o que faz com que a sua componente aromética tenha maior relevancia.

A composi¢cdo quimica diferente dessa componente aromadtica, confere a estas
cultivares alguma particularidade e distin¢cdo aromatica, o que as torna mais apeteciveis
para os cervejeiros artesanais, pois € nestas cultivares que estes vao buscar a diferenca nas
suas cervejas.

Na Tabela 4. € apresentada a composicdo quimica da cultivar Hallertauer
Tradition, como exemplo de uma cultivar de aroma .

Como pode ser visto na Tabela 4. esta cultivar apresenta um teor de acidos alfa
bastante baixo 4%-7%, sendo esta a caracteristica principal que a distingue de uma
cultivar de amargo.

Apesar de os 6leos essénciais conforme a Tabela 4. apresentarem um teor inferior
ao da cultivar de amargo Herkules, a cultivar apresenta um maior teor de linalol, o que

neste caso aliado ao baixo teor de acidos alfa a torna distinta.
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Tabela 4. Composi¢ao quimica da cultivar Hallertauer Tradition. Fonte: Barth-Haas

Group (Hop Varieties)
Composi¢do Peso %
Acidos alfa 4.0-7.0
Acidos beta 3.0-6.0
Oleos Essénciais 0.5-1.0 mL/100g
Polifendis totais 4.0-50
Farneseno % Oleos totais <1
Mirceno % 6leos totais 17.0-32.0
Linalol % 6leos totais 0.7-1.2
Xantohumol (polifenol) 04

Cultivares de Aptidao Mista (Flavour)

As cultivares de aptiddao mista, foram desenvolvidas com o objectivo de ter uma
planta com um elevado teor de &cidos alfa e a0 mesmo tempo ter uma componente
aromadtica que lhe conferisse distingao relativamente a outras.

Na Tabela 5. sdo apresentados os valores da composi¢do quimica da cultivar
Nugget, considerada uma cultivar de aptidao mista.

Tabela 5. Composicdo quimica da cultivar Nugget. Fonte: Bart-Haas Group (Hop

Varieties)
Composicao Peso %
Acidos alfa 11.5-14.0
Acidos beta 3.0-5.0
Oleos Essénciais 0.9-1.3 mL/100g
Polifendis totais 3.0-40
Farneseno % o6leos totais <1
Mirceno % 6leos totais 27.0-42.0
Linalol % 6leos totais 0.5-10
Xantohumol (polifenol) 5.0-7.0

Como pode ser visto nos dados da Tabela 5. A cultivar apresenta um teor de
acidos alfa elevado 11.5%-14% e um teor de linalol equivalente ao da cultivar de aroma,

aparecendo no entanto uma pequena diferenga no teor de mirceno.
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E de realcar nesta cultivar o alto teor de Xantohumol um polifenol com grande

interesse para a industria farmacéutica.

A Lupulina

Todos os compostos que fazem parte da composi¢do quimica do lipulo, sdo
encontrados na lupulina, que € em termos mais simples sdo as pequenas particulas ou péd
amarelo que se encontra dentro das inflorescéncias e protegido pelas bricteas e
bractéolas.

Os teores dos compostos existentes na lupulina sdo como ja vimos fun¢do da
cultivar, mas o tipo de compostos que fazem parte desta ¢ comum a todas as cultivares,

pelo que faremos a seguir uma breve descricao dessa composi¢ao.

Composicao da Lupulina

E composta por resinas moles (soft), resinas duras (hard), e 6leos essenciais.

Resinas Moles

As resinas moles sdo os compostos que sdo precursores do gosto amargo da cerveja.

Sao caracterizadas por serem soluveis em hexano.

Na sua composi¢do quimica sdo compostas pelos 4cidos alfa e pelos 4dcidos beta.

Os 4cidos alfa conferem a cerveja o gosto amargo mais fino e ddo estabilidade a sua
espuma. No entanto ndo s3o exactamente os dacidos alfa que transmitem estas
caracteristicas mas sim as sua forma isomerizadas.

Os 4cidos alfa s@o constituidos por humulonas com trés forma, que diferem num
radical, podendo assim ser n-humulonas, co-humulonas e ad-humulonas.

Na Figura 2. pode ser vista a estrutura quimica da humulona e a sua estrutura
isomerizada bem como a estrutura do radical (R) que da origem as diferentes humulonas.

Os 4cidos beta sdo também precursores do gosto amargo da cerveja, mas com uma
caracteristiga mais grosseira. Sdo constituidos por lupulonas, aparecendo também as trés
formas n, co e ad por substituicdo do radical (R) na sua estrutura quimica.

Na Figura 2. Pode ser vista esta estrutura quimica da lupulona.
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Figura 2. Estrutura quimica da humulona, lupulona, radicais e estrutura isomerizada da
humulona.

Resinas Duras (Hard)

As resinas duras s3o de menor importancia para a cerveja, pois sao menos soluveis ,
durante o processo de fabrico da cerveja. No entanto conferem um gosto amargo
agradavel e contribuem para a estabilidade da espuma da cerveja.

Sa caracterizadas por serem insoldveis em hexano.

As resinas duras representam cerca de 20% do total das resinas.

Para a industria farmacéutica, o xantohumol aparece como um composto quimico
importante e € aquele que existe em maior quantidade de entre as resinas duras, sendo

também o precursor dos compostos isomerizados que ddo o gosto amargo.

Oleos Esséncias

S@o o grupo de compostos quimicos responsdveis pela componente aromatica das
vérias cultivares e portanto aqueles que vao conferir a cerveja o seu perfil aromético.

Os grupos a que pertencem estes compostos sdo o grupo dos monoterpenos, 0s
sesquiterpenos € os alcoois terpénicos.

Do grupodos monoterpenos aparecem como compostos maioritarios 0 mirceno, 0
limoneno e o alfa-pineno.

Do grupo dos sesquiterpenos aprecem como compostos maioritdrios o farneseno, o
humuleno e o beta-cariofileno.

Do grupo dos élcoois terpénicos apenas aparece um composto que € o linalol.
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Formas de utilizacao do lipulo na cerveja

Na producdo de cerveja o lipulo € incorporado durante o processo de fabrico sob
varias formas a que damos o nome de produtos do lipulo.
Aparecem assim como produtos do lipulo as inflorescéncias, pellets (granulado) e

extratos.

Inflorecéncias

As inflorescéncias tem a caracteristica de apresentarem um teor de humidade ndo
superior a 12% e apresentam-se como produto prensado. A razdo de serem secas e
prensadas apenas estd relacionada com questdes de preservacdo do lipulo. Se este ndo
sofrer um processo de secagem que leve ao abaixamento do teor de humidade para 10%-
12% o lipulo degrada-se ao entrar espontaneamente em fermentacdo. Por outro lado o
contacto com o ar leva a uma degradacdo por oxidacdo dos 4cidos alfa, podendo esta

chegar aos 10% mensais.

Pellets (Granulado)

E a forma mais comum de utilizagio do Idpulo na cerveja, sendo também um
processo de preservagdo do lupulo, pois ao prensar de forma mais intensa o contacto com
o ar é menor pelo que as oxidagdes sdo de algum modo mais reduzidas. Uma vantagem
do granulado relativamente ao lipulo em inflorescéncias € o seu menor volume. Dois
tipos de pellets aparecem no mercado e que apresentam caracteristicas diferentes, pellets
tipo 90 e pellets tipo 45.

O peletts tipo 90 apresenta como caracteristicas conter todo o tipo de substancias
que existem no ldpulo natural, cerca de 90%, sendo removidas cerca del0% de partes
vegetativas.

O pellets tipo 45 apresenta como caracteristicas maior concentracao de lupulina em
relacdo a outros grupos de substancias durante o processamento sendo removidas 40% a

50% das partes vegetativas.

Extratos

Através de diferentes processos de extragdo da lupulina das inflorescéncias podem
ser obtidos diferentes tipos de extratos. Aparecem como principais, por serem 0S mais

requeridos pela industria, o processo de extracdo por utilizagdo como solvente o etanol,
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tomando o nome de extrato etandlico, o processo de extracdo por CO, supercritico
tomando o extrato o mesmo nome e o processo de extracdo por CO, liquido tomando da
mesma forma o extrato esse nome.

O extrato etandlico € obtido através da extracdo com uma mistura de etanol agua. O
extrato CO, supercritico € obtido através da extracdo por submissdo de CO, a pressdo de
250 bar a 300 bar e temperatura de 40° a 45° C. O extrato CO; liquido € obtido através da
extrag@o por submissdo de CO, a pressao de 50 bar e temperatura de 10°a 15° C.

Destes diferentes processos sdo obtidos produtos com composi¢do quimica
diferente, encontrando-se na Tabela 6. As principais diferencas entre os tipos de extratos.

Tabela 6. Caracteristicas quimicas dos vdrios extratos. Fonte: The Brewer

International
Composi¢ao Extrato Etandlico %  CO2 Supercritico %  CO2 Liquido %

Resinas Totais 15.0-60.0 75.0-90-0 70.0-95.0
Acidos Alfa 8.0-45.0 27.0-55.0 30.0-60.0
Acidos Beta 8.0-20.0 23.0-33.0 15.0-45.0
Oleos Essénciais 0.0-5.0 1.0-5.0 2.0-10.0

Resinas Duras 2.0-10.0 50-11.0 Niao

Polifenois (Taninos) 0.5-50 0.1-5.0 Nao

Da Tabela 6 podemos dizer que relativamente ao teor de resinas totais o extrato co2
liquido, apresenta o maior valor para este parametro o mesmo acontecendo para o teor de
acidos alfa, acidos beta e Oleos essenciais, 0 mesmo extrato nao tem resinas duras nem
polifenois. O extrato etandlico tem a particularidade de a componente aromatica poder ser
0%, implicando portanto a possibilidade de ndo existéncia de componente aromética ou
esta ser muito redezuda, verifica-se no entanto para os outros processos, uma diminui¢cao
do teor de Oleos essenciais, apresentado no entanto o popcesso por CO; liquido um maior
teor.

Pode concluir-se da Tabela 6. Que os extratos apresentam a desvantagem,
relativamente as inflorescéncias e aos pellets, de a sua componente aromatica ser sempre

muito baixa.
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Producao e tecnologia de cereais: notas breves sobre o cultivo de cevada

em Portugal

M Angelo Rodrigues', Vitor Manuel Ramalheira Martins'

'Centro de Investigagdo de Montanha — Instituto Politécnico de Braganca

Resumo

A cevada € o principal cereal usado no fabrico de cerveja. Portugal é um produtor
modesto de cevada, pelo que a industria cervejeira nacional funciona com base em cevada
importada. Em Portugal a cevada cultiva-se quase exclusivamente em sequeiro, sendo as
produgdes unitdrias de grdo muito baixas quando comparadas com as produtividades
obtidas em paises situados a latitudes mais elevadas. Neste trabalho procuram explicar-se
as causas das baixas produtividades obtidas em Portugal. Sobretudo interessa saber se as
baixas produtividades sdo devidas a causas naturais ou se podem ser alteradas com a
introdug@o de melhorias nas técnicas de cultivo. O trabalho esta organizado em quatro
topicos principais: origem e situacdo atual da cultura; aspetos botanicos e morfologia da
planta; adaptacdo ecoldgica da cevada; e técnica cultural. Discutem-se ainda brevemente
alguns critérios a observar na escolha das cultivares e como esta espécie estd integrada
nas rotagoes.

Palavras-chave: Hordeum vulgare; adaptagdo ecoldgica; técnica cultural;

fertilizacdo azotada

Origem e situacdo atual da cultura

z

A cevada € cultivada desde o neolitico. O ancestral mais provavel de todas as
cevadas cultivadas serd Hordeum spontaneum L., uma cevada espontanea de raquis fragil
que perde as sementes imediatamente apds a sua maturagdo fisioldégica. A cevada
cultivada foi selecionada a partir de plantas de raquis tenaz que nao perdiam as sementes
e permitiam a colheita do grdo. Registos arqueoldgicos no Vale do Nilo (Egito)
demonstram que o processo de domesticacdo terd ocorrido ha mais de 15000 anos, tendo
a cevada acompanhado o processo de domesticacdo de cereais importantes como o trigo.
Contudo, o sudoeste da Asia é considerado o principal centro de distribuicio e
diversidade do género, podendo ser a origem das cevadas cultivadas. Assim, a cevada

poderd ndo ter um centro de origem tnico mas varios. Informagao mais detalhada sobre a
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origem do cultivo da cevada pode ser consultada em Cano (1989a) e Lopez-Bellido
(1991).

No presente, a cevada é considerada o quarto cereal mais importante a escala
mundial. Em 2013 produziram-se 143 959 778 t (Figura 1), tendo este valor vindo a
manter-se estdvel nas ultimas décadas em valores ligeiramente abaixo das 150 000 000 t
(Figura 2). A produgdo de cevada estd distribuida por todos os continentes, embora a
producdo na europa em 2013 tenha representado 59,6% da producdo total mundial
(Figura 3). Os maiores produtores mundiais sao Federacdo Russa, Alemanha, Francga,

Canad4 e Espanha (Figura 4).
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Figura 1. Produgdo total mundial dos quatro cereais mais importantes da atualidade
(FAO, 2015).
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Figura 2. Evolu¢do da producdo mundial de cevada ao longo das ultimas duas décadas

(FAO, 2015).
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Figura 3. Importancia relativa da producdo de cevada nos diferentes continentes (FAO,
2015).
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Figura 4. Produgdo de cevada em 2013 nos cinco paises maiores produtores mundiais
(FAO, 2015).

Em Portugal, a producdo de cevada tem vindo a perder significado. As dreas
semeadas encontram-se abaixo dos 17 000 ha e tém registado uma evolucdo
tendencialmente decrescente ao longo dos anos (Figura 5). O maior registo historico de
area semeada (143 482 ha) remonta ao ano de 1976 (FAO, 2015). A producdo de grao

nacional reflete a evolucdo na drea semeada, com um decréscimo ao longo das udltimas

décadas.

25



80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

,

Area semeada (ha)

[ e et o e e o o]

0N A NTUVOI-0NO AN
DDA DNOD DO OO0 QO — — — —
DN AN O OO OO OO OOOOO OO
A A A AN A AN A AN AN AN

Figura 5. Evolucdo da drea semeada de cevada em Portugal de 1989 a 2013 (FAO, 2015).

Aspetos botanicos e morfologia da planta

As cevadas cultivadas pertencem a espécie Hordeum vulgare subsp. vulgare. O
ancestral comum a todas as cevadas cultivadas terd sido Hordeum spontaneum (cevada de
raquis fragil), como se referiu. A domesticagdo terd consistido na sele¢do das plantas de
raquis tenaz que ndo perdiam as sementes.

A cevada apresenta um sistema radicular relativamente superficial (ndo ultrapassa
120 cm), em comparagdo com outros cereais de inverno como o trigo € o centeio de
sistema radicular mais profundo. Na cevada, mais de 60% das raizes encontram-se
normalmente nos 25 cm superficiais. O caule € um colmo, fistuloso, bastante baixo em
comparacdo com as variedades tradicionais dos restantes cereais (as variedades modernas
de trigo também apresentam caules bastante baixos). Contudo, apesar de apresentar caule
baixo e fistuloso, a cevada € bastante sensivel a acama fisioldgica. As folhas apresentam
auriculas amplexicaules, muito desenvolvidas e esbranquigadas. A ligula é também muito
desenvolvida e afiada. A inflorescéncia € uma espiga distica. Apresenta trés espiguetas
unifloras em cada curvatura ou nd da raquis, ao contrario de trigo, centeio e triticale que
apresentam apenas uma espigueta multiflora por nd. As glumas sdo rudimentares (dois
pelos). As glumelas protegem cada uma das flores, sendo a exterior normalmente
aristada. Ao contrdrio de trigo, centeio e triticale as glumelas ficam aderentes ao grao na
maturacdo. A fecundacdo € predominantemente autogdmica, ocorrendo sobretudo
cleistogamia (quando as anteras saem e libertam o pdlen no exterior ja a maior parte das
flores ficaram fecundadas pelo pélen das suas proprias anteras). O grao € um fruto seco e

indeiscente (cariopse) com as glumelas aderentes. Descricdes mais detalhadas sobre
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aspetos genéticos e morfoldgicos da cevada podem ser vistas em Cano (1989b), Lépez-
Bellido (1991) e Guerrero (1999).

A particular organiza¢do da espiga da cevada, com trés espiguetas por nd, permite
classificar as cevadas de acordo com a fertilidade das flores. Quando todas as flores sido
férteis, originam-se seis carreiras de grio (trés em cada né da espigueta), sendo estas
cevadas designadas de hexdsticas ou de seis carreiras. Em algumas cevadas, as duas flores
laterais apresentam-se rudimentares e ndo sdo férteis. Estas cevadas, que serdo
provavelmente as mais antigas, sdo designadas de cevadas disticas ou de duas carreiras.
Ainda que com menor importancia, podem ocorrer cevadas em que € a flor central que
ndo € fértil, originando cevadas tetrdsticas ou de quatro carreiras.

Frequentemente as cevadas disticas sdo associadas ao uso na industria cervejeira e
de outras bebidas alcodlicas. Contudo, presentemente também hd cevadas hexdsticas
usadas na industria das bebidas alcodlicas. Pelo contrario, as cevadas hexdsticas sdo
maioritariamente usadas em racOes para animais por normalmente ndo atingirem o nivel
de qualidade adequado para maltagem (Brufau, 1989). As cevadas hexdsticas sao também
frequentemente usadas como ferrejo para dar em verde aos animais. Em Portugal, no Sul
do pais cultivam-se maioritariamente cevadas disticas para a industria cervejeira. No
norte do pais tem apenas tradi¢do o cultivo de cevadas hexasticas para ferrejo. As cevadas
hexasticas de uma maneira geral contém maiores teores em fibras (menor enchimento dos
graos da filas exteriores ficando proporcionalmente com mais fibra) e mais pobres em
amido, o que limita a sua utiliza¢do na industria cervejeira. Na alimentacdo animal o grao
de cevada € valorizado pelo elevado contetido em lisina e treonina (dois aminoacidos
essenciais), mas a presenca de B-glucanas limita o seu uso em aves, sobretudo em frangos
de engorda. O grao de cevada contém muita fibra e pouca gordura pelo que se revela
adequado para engorda de porcos. De uma maneira geral, as boas cevadas para malte sdo
também as melhores para racdo (Brufau, 1989). Contudo, € frequente derivar para racao

os lotes de cevada que nao atingem qualidade suficiente para maltagem.

Adaptacao ecoldgica da cevada (referéncia para Portugal)

Os cereais de inverno, como a cevada, instalam-se relativamente bem em Portugal.
As sementes germinam bem mesmo a temperaturas relativamente baixas, sendo o
principal risco de uma mé emergéncia situagdes em que possam ocorrer precipitacoes

excessivas e continuadas apos a sementeira que dificultem a difusdo do oxigénio no solo.
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A cevada necessita de vernalizagdo, isto €, as plantas tém de ficar submetidas a uma
determinada quantidade de frio para uma boa inducdo de floracdo. Contudo, as
necessidades diferem entre variedades. Variedades com elevadas necessidades em frio
(ou de ciclo longo) devem semear-se no outono. No Sul do pais, em que é habitual
fazerem-se sementeiras de cevada tardias (fevereiro ou eventualmente marco), devem
usar-se variedades alternativas (também chamadas de Primavera ou de ciclo curto) de
menores necessidades em frio.

A germinacdo e as primeiras fases de desenvolvimento da cevada (até ao inicio do
encanamento) ocorrem com normalidade. Contudo, as condi¢des de crescimento
degradam-se grandemente a partir das fases préximas do fim do encanamento e durante
todas as fases subsequentes, emborrachamento, floracdo e enchimento do grao. Tomando
por referéncia para exercicio tedrico um ano de clima igual a normal climatolégica
(Figura 6, normal climatolégica para Beja), verifica-se que a partir do fim de abril e,
sobretudo, durante o més de maio e posteriores, a precipitacdo nao assegura
disponibilidade de dgua em quantidades adequadas para as plantas. As temperaturas sao
muito elevadas, o que origina elevada evaporacdo de dgua e transpiracdo das plantas,
reduzindo a eficiéncia de uso da dgua disponivel no solo. As temperaturas altas sdo
também negativas para a performance fisiologica das plantas. As temperaturas Otimas
para o periodo vegetativo deverdo ser proximas de 15 °C e apds o espigamento de 17 a 18
°C (Lépez-Bellido, 1991). A medida que avanca a Primavera reduz-se significativamente
a humidade atmosférica, aumentando proporcionalmente a demanda evaporativa das
plantas. A radiagdo, por seu lado, tende a ser também muito elevada. Resumidamente,
baixa disponibilidade de d4gua no solo, humidade atmosférica baixa e temperatura elevada
originam forte transpiracao das plantas e a necessidade de fecho dos estomas, o que limita
severamente o processo fotossintético. Deve recordar-se que a cevada € uma planta de
mecanismo Cs (processo fotossintético em que o didxido de carbono e a ribulose-
bifosfato, RuBP, sdo convertidos em 3-fosfoglicerato), significando que em condicdes de
temperatura elevada e radiacdo excessiva ocorre fotorrespiracdo [a medida que a
temperatura aumenta a RuBisCO (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase oxigenase) incorpora
muito oxigénio em RuBP em vez de carbono], o que reduz a eficiéncia do processo
fotossintético. Plantas de metabolismo C; s@o pouco eficientes em ambiente de elevada
radiagdo, temperatura alta e baixa disponibilidade hidrica. O fecho dos estomas restringe

a disponibilidade de CO,, reduzindo a razao CO,/O,, 0 que incrementa a fotorrespiragao.
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Figura 6. Precipitacdo mensal, temperatura média do ar e temperatura média das mdximas
em Beja para o periodo 1970/2000 (IPMA, 2015).

Os efeitos praticos sobre as plantas das condi¢des referidas podem ser resumidos da
seguinte forma. As condicdes desfavordaveis fazem-se sentir normalmente ainda antes da
floragdo. A percentagem de caules que vao produzir espiga € menor em comparagao com
plantas que crescem em regides ecoldgicas mais favordveis. Na prdtica, a planta nado
atinge um indice de area foliar (razdo entre superficie foliar e correspondente unidade de
area de solo) que lhe permita maximizar a radiagdo intercetada. O mais importante,
contudo, € o efeito das condicoes referidas na duracdo da drea foliar (integral do indice de
area foliar no tempo; tem em conta a extensdo do aparato fotossintético e a duracdo do
processo fotossintético). A 25 °C a senescéncia de uma folha ocorre em 4 semanas,
enquanto a 10 °C a senescéncia s6 ocorre apds 11 semanas (Lépez-Bellido, 1991). Assim,
as plantas tém dificuldade em atingir indices de &rea foliar elevados e, sobretudo,
apresentam reduzida duracdo da area foliar. Acresce que a extrema limitacdo hidrica
obriga a remobilizacdo de elevada quantidade de fotoassimilados para o sistema radicular
na procura de 4gua, o recurso mais limitante. De uma maneira geral, em ambiente
mediterranico, como acontece em Portugal, o fim de ciclo surge de forma abrupta nao
permitindo elevadas produtividades. Na sequéncia do afilhamento as plantas apresentam
poucas espigas ao nivel da espiga principal, as espigas surgem fracamente desenvolvidas,
com reduzido nimero de graos por espiga, e, em anos de stresse severo, o proprio
enchimento do grao pode ficar comprometido sendo penalizada a qualidade do grdo. Para
uma descri¢ao mais detalhada de como as condi¢des mediterranicas afetam a performance

da cevada pode consultar-se Garcia del Moral e Ramos (1989) e Lopez-Bellido (1991).
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Os melhores solos para cultivar cevada em ambiente mediterranico e em sequeiro
deveriam ser os que apresentam maior capacidade de armazenamento de dgua, na medida
em que conferem alguma protecdo contra a falta de chuva na Primavera. Texturas franco-
argilosas e elevada espessura efetiva deveriam ser, por isso, as carateristicas do solo mais
favordveis. Contudo, a cevada necessita de solos bem drenados. Em Portugal os solos
com texturas mais argilosas sdo utilizados preferencialmente para produzir trigo. A
cevada é também uma planta pouco tolerante a solos acidos, estando melhor adaptada a
solos de pH elevado. E ainda uma planta relativamente tolerante  salinidade.

A cevada tem um ciclo mais curto que o trigo, sendo por isso mais resistente a seca
(o periodo espigamento/maturacdo é mais curto). Este aspeto, associado ao facto de ser
uma planta tolerante a alcalinidade e salinidade, faz com que a cevada seja um cereal cujo
cultivo se aproxime bastante das zonas desérticas. Em concordancia, verifica-se que em
Portugal nas primaveras mais secas, a cevada tende a ter maiores produtividades que o
trigo. O seu ciclo particularmente curto faz com que a cevada se estenda também para
latitudes mais altas que o trigo, podendo ser cultivada no curto Verdo dos paises do Norte
da Europa.

As condi¢Oes ambientais referidas originam as fracas estatisticas de produgao de
cevada em Portugal. A figura 7 mostra a produtividade da cevada em Portugal e em
alguns dos paises em que a cevada atinge melhor performance. Na Bélgica, a
produtividade média do pais atingiu 8,2 t/ha em 2013, enquanto em Portugal a
produtividade ficou em 1,3 t/ha, mais de seis vezes inferior. As razdes destes ndimeros
nao sao de natureza tecnoldgica, isto €, as produtividades em Portugal ndo sdo baixas pelo
facto dos nossos produtores fazerem alguma coisa errada. As produtividades sdo baixas
porque o clima ndo permite obter outros resultados. Os Estados Unidos foram incluidos
na figura exatamente para desmistificar esta questdo. Também neste pais as
produtividades ficam aquém das obtidas na Bélgica, ainda que sejam superiores as
obtidas em Portugal. Estados Unidos sdo, contudo, um pais ao qual se associa sempre a

melhor tecnologia de cultivo.
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Figura 7. Produtividade média da cevada em 2013 em alguns paises incluindo Portugal
(FAO, 2015).

A figura 8 mostra as produtividades médias nacionais ao longo dos ultimos anos.
Observem-se as grandes flutuacdes anuais em torno da média, isto €, surgem anos de
melhores e piores producdes sem padrdo aparente. Isto mostra o efeito da irregularidade
do clima mediterranico na produtividade da cevada e também o facto das condi¢des
ambientais que determinam a produtividade nio serem controladas pelo homem. E
também de realcar que as produtividades ndo t€ém aumentado de forma consistente ao
longo dos anos, o que também mostra que as produgdes nao estdo dependentes da
evolugdo das condicdes tecnoldgicas de cultivo (variedades mais produtivas, melhores

fertilizacdes, etc...) mas sempre das varidveis ambientais.
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Figura 8. Evolug¢do da produtividade da cevada em Portugal de 1989 a 2013 (FAO, 2015).
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Técnica cultural

A cevada tem uma técnica cultural muito semelhante a dos restantes cereais de
outono/inverno. Neste documento sdo destacadas algumas das principais diferencas da
técnica cultural da cevada em comparacdo com o trigo, que serd a cultura de referéncia
em Portugal de entre os cereais de outono/inverno.

A cevada, quando cultivada como forragem para alimentacdo animal, uso habitual
no Norte do pais, é semeada no outono, desde outubro até ao inicio de novembro. A
cevada cultivada para grao, tal como acontece no sul do pais, pode ser semeada até
bastante mais tarde em comparacdo com os outros cereais de inverno. E normal semear-se
cevada no més de fevereiro e eventualmente no inicio de mar¢o. Quando se fazem estas
sementeiras tardias devem usar-se variedades alternativas, com menores necessidades de
vernalizacdo. No cultivo de cevada para grio procura atingir-se 250 a 400 espigas/m?,
usando 100 a 180 kg de semente por hectare dependendo da fertilidade do solo (Cano,
1989c; Lopez-Bellido, 1991; Guerrero, 1999).

A fertilizacdo azotada € provavelmente o aspeto da técnica cultural em que a
cevada, quando cultivada para malte, mais difere dos restantes cereais de inverno. Como
se pretende promover o conteudo em amido, usa-se menos azoto em comparagao com o
trigo. A aplicacdo de azoto em doses elevadas aumenta o teor de proteina no grao.
Algumas proteinas sdo desejaveis (a- e B-amilase, f—glucanase e proteases diversas), uma
vez que desempenham uma importante acdo catalitica ao nivel de alguns componentes
quimicos do grdo, mas as proteinas de reserva, como as hordeinas e glutelinas, que sdo
sobretudo as que se acumulam quando se aplica azoto em excesso, nao sao desejaveis por
originarem menor conteido em amido no grdo e menor rendimento em extrato (Cano,
1989c; Lopez-Bellido, 1991). As adubacdes de cobertura podem ter um efeito
particularmente negativo, pois quanto mais azoto estiver disponivel na fase final do ciclo
maior serd o teor de proteina no grao. Por outro lado, a sementeira da cevada faz-se mais
tarde que a do trigo, o que reduz o risco de perdas de azoto por desnitrificacdo e
lixiviac@o de nitratos durante o inverno. Assim, na cevada, em comparacao com 0S outros
cereais, a adubacdo de fundo ganha importancia enquanto a adubagdo de cobertura a
perde. Pelas razdes referidas, em cobertura devem evitar-se adubos amoniacais ja que se
considera que t€ém um efeito mais prolongado no tempo, ficando azoto disponivel no solo
até fases mais avancadas do ciclo (Santos, 2015). A cevada é uma planta bastante sensivel

a acama fisioldgica, sendo outra razdo que aconselha a moderacdo da dose de azoto.
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Relativamente aos outros nutrientes, a fertilizacdo da cevada ndo apresenta diferencas
aprecidveis para os restantes cereais. Refira-se contudo a importancia atribuida ao
enxofre. Enxofre aplicado por via foliar ao afilhamento parece ter um efeito muito
favordvel no aumento do nimero de espigas com desenvolvimento ao nivel da espiga
principal (Lépez-Bellido, 1991), sendo este um aspeto muito importante do cultivo da
cevada na regido mediterranica.

A cevada, tal como qualquer outra cultura, pode sofrer prejuizos devido a
competicdo de infestantes e incidéncia de doencas e pragas. A sementeira tardia pode
reduzir a incidéncia de infestantes. Contudo, em ambiente mediterranico, em que a
limita¢do hidrica € o principal fator limitante, a presenca de infestantes na seara limita-lhe
severamente a produtividade. No combate a infestantes deve fazer-se rotacdo de culturas
e aplicar todas as medidas culturais que limitem a infestacdo, mas a aplicacdo de
herbicidas € obrigatdria na produgdo de cevada para grao. A lista de substincias ativas
autorizadas € extensa (AGRO-MANUAL, 2015), devendo optar-se pela solugao herbicida
mais adequada ao tipo de infestacdo em causa. Algumas das doencas mais importantes da
cevada sdo ferrugens (amarela e castanha), helmintosporiose, oidio, rincosporiose e
septoriose. Contudo, a necessidade de fazer tratamentos depende da forma como decorre
o ano. A lista de substancias fungicidas autorizadas em cevada € também extensa
(AGRO-MANUAL, 2015). A cevada apresenta baixo risco de dano provocado por pragas
em compara¢cdo com muitas outras culturas. Podem eventualmente surgir problemas com
afidios, alfinete, lagarta-sete-coiros e larva-lesma. Ainda que ndo seja habitual, se algum
destes problemas assumir propor¢des que necessite de tratamento, hd também substincias

autorizadas que podem se aplicadas (AGRO-MANUAL, 2015).

Critérios na escolha das cultivares

As cultivares devem apresentar caracteristicas adequadas ao fim. Em Portugal
cultiva-se cevada sobretudo para malte. Sdo preferiveis variedades de grao grande,
arredondado e tegumento fino que originem elevado rendimento em extrato (Cano,
1989c; Lopez-Bellido, 1991). Outro aspeto importante € a estabilidade das producdes. Em
condi¢des tdo marginais de cultivo, pode ndo ser aconselhdvel escolher cultivares com
elevado potencial genético manifestado em regides do globo com boas condigdes
ecoldgicas. Melhor estratégia pode ser a utilizacdo de variedades com boa capacidade de

produzir em condi¢des adversas, em particular em condi¢des de stresse hidrico severo. A
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capacidade fotossintética da espiga parece ser relevante. As variedades de cevada para
cultivar em ambiente mediterranico devem possuir aristas longas (Garcia del moral, 1989;
Lopez-Bellido, 1991). As variedades devem, tanto quanto possivel, ser resistentes a

acama fisioldgica e também a doencas e pragas.

Insercao na rotacao

A cevada € tradicionalmente uma cultura de sequeiro. Apesar da drea de regadio ter
vindo a aumentar em Portugal, sobretudo associada ao Alqueva, ndo € expetdvel que as
rotacdes de regadio incluam regularmente cevada. Assim, a cevada deverd ser integrada
sobretudo em rotacdes de sequeiro. O ideal seria conceber uma rotacdo a quatro anos.
Essa rotacao poderia incluir girassol, uma leguminosa, colza e eventualmente um segundo
cereal como o trigo. Infelizmente, em Portugal, no presente a drea de leguminosas para
grao € insignificante. Tem havido uma ténue esperanca em torno do grao-de-bico de
inverno mas ao que parece a cultura ndo tem sido opgdo. O girassol também tem
enfrentado dificuldades devido as reduzidas produtividades que atinge. A colza, sendo
uma cultura de inverno, teria em teoria melhor potencial de producdo que o girassol.
Contudo, Portugal ndo tem tradicdo no cultivo de colza. Talvez a excelente valorizacao
atual da semente de colza a torne mais apetecivel para os produtores nacionais de cereais

podendo esta cultura dar o seu contributo no enriquecimento das rotacdes de sequeiro.
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Producao e tecnologia de cereais: processo de maltagem da cevada

Vitor Manuel Ramalheira Martins', M Angelo Rodrigues1
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Resumo

O processo de maltagem da cevada consiste na germinacdo e secagem controlada
do cereal, tendo como principal objetivo a obtencdo de um produto com atividade
enzimética, coloracio e estabilidade adequadas. E possivel obter maltes com
caracteristicas bastante distintas, no que se refere a sua cor e atividade enzimatica, o que
também possibilita a obtencdo de cervejas com diferentes caracteristicas. Com este
trabalho pretende-se descrever o processo de maltagem da cevada, abordando numa fase
inicial a estrutura e composi¢do quimica do grao de cevada. Serdo também descritas as
principais modificacdes quimicas que ocorrem ao nivel dos principais componentes
quimicos do grao de cevada.
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enzimatica

Estrutura e composicao quimica do griao de cevada: uma visao geral

z

A cevada é o principal cereal utilizado a nivel mundial para o processo de
maltagem, podendo-se utilizar as cevadas disticas ou as cevadas hexdsticas para a
producdo de malte (Gupta et al., 2010). Na Europa, as cevadas disticas sdo bastante
utilizadas na industria cervejeira, dado produzirem malte com maior conteudo de amido e
menor quantidade de proteina (Palmer, 2006). Este facto permite obter mais extracto a
partir do malte, para além de evitar alguns problemas de turbidez na producdo da cerveja.
No entanto, nos Estados Unidos existe tradi¢ao na utilizacdo de cevadas hexdsticas para a
producdo de malte. Apesar da sua menor riqueza em amido, o malte obtido €
caracterizado pelos seus elevados niveis de enzimas, tornando-o adequado para a
producdo de cervejas que incluem adjuntos no seu fabrico, como sucede no caso de
algumas cervejas norte-americanas.

O grio de cevada é formado por uma cariopse revestida por uma casca (Figura 1)
que desempenha uma importante funcio protetora desde a colheita (Olkku et al., 1995)

até ao processo de maltagem (Meredith et al., 1962).
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Figura 1. Estrutura geral de um grdo de cevada (Adaptado de Fox, 2010).

Tipicamente, a casca representa cerca de 10-12% do peso seco total do grio de
cevada (Palmer, 2006), no entanto este valor pode chegar até aos 25%, dependendo de
factores como a variedade de cevada cultivada e as condigdes climdticas durante o
crescimento da planta (Evers et al., 1999). A casca é composta por -glucanas, celulose,
lenhina e pentosanas que se encontram presentes como componentes das paredes
celulares (Lewis & Young, 1995). E também possivel encontrar na sua composicdo
compostos fendlicos e substancias minerais (Briggs, 1978).

A cariopse € constituida por farelo, camada de aleurona, endosperma e embrido
(Figura 2). O farelo pode representar 2-3% do peso seco total do grao (Palmer, 2006) e é
formado por camadas de células com caracteristicas distintas, tais como o pericarpo e
testa, que desempenham uma fung¢do protetora. O pericarpo € uma estrutura
semipermedvel composta por vérias camadas de células comprimidas que, a excegdo da
auséncia de lenhina, tem uma composi¢do quimica bastante semelhante a da casca
(Munck, 1981). A testa € composta por celulose, compostos fendlicos e pigmentos de
origem lipidica (Hockett, 2000; Palmer, 2006).

A camada de aleurona representa 4-5% do peso seco total do grdo e é composta por
células com paredes celulares espessas (cerca de 3 um), formadas principalmente por
pentosanas (60%) e P-glucanas (30 %) (Palmer, 2006). Do ponto de vista botanico, a
camada de aleurona é o revestimento do endosperma (Hoseney, 1991). E uma regido do

grao de cevada rica em acido fitico, lipidos e proteinas (Palmer, 2000).
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Figura 2. Estrutura detalhada de um grao de cevada (Adaptado de Jadhav et al., 1998).

O embrido representa cerca de 2-3% do peso seco total do grao de cevada (Palmer,
2006), sendo constituido por cerca de 7% de celulose, 14-17% de lipidos, 5-10% de
matéria inorganica, 34% de proteina, 5-10% de rafinose e 14-15% de sacarose (Briggs,
1978). Apesar de apenas contribuir para cerca de 2-3% do peso seco total do grdo, o
embrido desempenha um papel crucial no processo de maltagem. Durante a maltagem, o
embrido produz acido giberélico que ird induzir as células da camada de aleurona a
produzir enzimas, tais como o-amilases, dextrinases limite, endo-glucanases, endo-
proteases e xilanases (Palmer, 1989), que irdo degradar alguns componentes do
endosperma. Apesar da camada de aleurona ser o principal tecido produtor de enzimas,
tem sido proposto que, em determinadas condi¢des, o embrido podera produzir até cerca
de 10% das enzimas do endosperma (Palmer, 2006), particularmente a-amilases.

O endosperma representa a maior por¢ao do grao, constituindo cerca de 77-82% do
peso seco total do griao de cevada (Palmer, 2006), e € composto principalmente por amido
e por proteinas. Durante o processo de maltagem, alguns dos componentes do
endosperma vao ser sujeitos a acdo de diversas enzimas sintetizadas na camada de
aleurona e embrido, nomeadamente amilases, B-glucanases e proteases. Deste modo, para
uma melhor compreensdo destes processos, que serdo descritos mais adiante, iremos

abordar a composi¢ao quimica do endosperma de uma forma mais detalhada.

Composicao quimica do endosperma: uma visao detalhada

O endosperma funciona como uma fonte de nutrientes para o embrido durante a

etapa de germinacdo que faz parte do processo de maltagem. As paredes celulares do
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endosperma tém cerca de 2 um de espessura e sdo compostas por B-glucanas (70%),
pentosanas (20%) e proteinas (5%) (Palmer, 2006). No interior destas células
encontramos principalmente granulos de amido envoltos por uma matriz proteica
(Hoseney, 1991).

O amido € o componente mais abundante do endosperma e do grdo de cevada,
representando cerca de 60% da massa total do grio (Fox, 2010). O amido é formado por
amilose e amilopectina, que sdo polimeros de D-glucose, presentes em propor¢des
distintas, dependendo da origem boténica do cereal. Na cevada, a propor¢do de amilose e
amilopectina é cerca de 1:3 (Palmer, 1983). Na molécula de amilose os residuos de D-
glucose estdo ligados principalmente por ligacdes glicosidicas a-(1,4), o que lhe confere
uma forma essencialmente linear, enquanto na amilopectina surgem também ligagdes o.-

(1,6) que contribuem para a estrutura mais ramificada da molécula (Figura 3) (Bamforth,

2003). a).—. 5
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Figura 3. Representagcdo esquemdtica das principais moléculas constituintes do amido: a)
amilose e b) amilopectina (Adaptado de Ross, 2012).

O amido encontra-se armazenado nas células do endosperma sob a forma de
granulos (Figura 4) que diferem no seu tamanho e na propor¢do de amilose e
amilopectina. Podem ser identificados dois tipos de granulos de amido na cevada:
granulos do tipo A, que possuem maior dimensdo, e granulos do tipo B, que sdao mais
pequenos. Os granulos do tipo A contém cerca de 70 a 80% de amilopectina, enquanto os

granulos do tipo B tém entre 20 a 60% de amilopectina (Evers et al., 1999).
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Figura 4. Organizacdo do amido em granulos do tipo A e granulos do tipo B (Adaptado
de MacGregor & Matsuo, 1982).

Como foi referido, os granulos de amido encontram-se envolvidos por uma matriz
proteica que € uma importante fonte de azoto para o embrido, durante a etapa de
germinacdo (Fox, 2010). Esta matriz proteica é fundamentalmente composta por proteinas
de reserva, nomeadamente hordeinas e glutelinas. As hordeinas sdo as principais
proteinas de reserva, contribuindo com cerca de 40-50% da proteina total do grao (Fox,
2010). As hordeinas s@o soliveis em solucdes aquosas etandlicas, por exemplo a 60-70%,
enquanto as glutelinas sdo insoldveis em dgua, solucdes salinas e etandlicas, podendo-se,
no entanto, solubilizar em solucdes dcidas ou alcalinas diluidas (Koehler & Wieser,
1996). No entanto, varios estudos t€ém vindo a mostrar que algumas fragdes de glutelinas
sdo insoldveis em solugdes 4cidas diluidas e que a sua estrutura primdria € destruida
quando se realizam extragdes com solucdes alcalinas fortes. Deste modo, tornou-se
relativamente frequente a utilizagcdo de solventes contendo misturas de dlcoois (propanol
a 50%), agentes redutores (Reagente de Cleland) ou agentes desagregantes (ureia).

As hordeinas tém sido bastante estudadas, podendo ser classificadas de acordo com
varios critérios, tais como a sua mobilidade electroforética (Tatham & Shewry, 1995), o
seu peso molecular (Wieser, 1994) e de acordo com o seu peso molecular e conteido em
enxofre (Shewry & Tatham, 1990). Varios estudos demonstraram a importancia destas
proteinas ao nivel da dureza do grdo de cevada (Brennan et al., 1998), quantidade de
extracto (Skerritt & Janes, 1992; Janes & Skerritt, 1993), espuma e turbidez da cerveja
(Sheehan & Skerritt, 1997; Robinson et al., 2007).

Os granulos de amido, bem como a matriz proteica que os envolve, encontram-se
no interior das células do endosperma cujas paredes sdo constituidas por diversos

polissacarideos ndo amildceos, tais como as [-glucanas (cerca de 70%) e as
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arabinoxilanas (cerca de 15%). Do ponto de vista estrutural, as [-glucanas sdo um
polimero linear formado por residuos de D-glucose ligados entre si por ligacdes
glicosidicas B-(1,3) e B-(1,4). As arabinoxilanas consistem em cadeias formadas por
residuos de D-xilose ligados por ligacdes glicosidicas -(1,3), onde se ligam residuos de
L-arabinose. As paredes celulares funcionam como uma barreira fisica que limita o acesso
das enzimas aos granulos de amido e a matriz proteica que os rodeia. Para além disso,
quando as paredes celulares ndo sao convenientemente hidrolisadas durante o processo de
maltagem, podem surgir problemas de viscosidade e de turbidez na cerveja, que poderdo
tornar a producdo mais demorada e dispendiosa (Izydorczyk & MacGregor, 2000; Jin et

al.,2004).

O processo de maltagem

O processo de maltagem pode ser descrito, de uma forma bastante sucinta, como
consistindo na germinacdo e secagem controladas do grao de cevada (Figura 5). No

entanto, a maltagem € um processo bastante mais complexo.

cevada [ p?;?r:fg:s ][ Molha }[ Germinagio }- Ma |te

Figura 5. Esquema do processo de maltagem ilustrando as etapas da transformacao da
cevada em malte.

A maltagem propriamente dita inicia-se com a cevada limpa, classificada e com um
teor de humidade de cerca de 11-12%. Deste modo, € necessdria a realizacao de uma série
de operagdes preliminares, tais como limpeza, classificagdo e secagem. Caso o teor de
humidade da cevada apds a colheita seja superior a 11-12% € conveniente a sua prévia
secagem. A secagem da cevada deve ser realizada utilizando ar a temperatura inferior a
50-60 °C, para evitar a perda do potencial germinativo do grao. A limpeza tem como
finalidade eliminar todo o tipo de material estranho que possa estar misturado com os
graos de cevada. Podem ser outro(s) tipo(s) de grdos de cereal, material vegetal diverso,

pedras, poeiras, etc...Os equipamentos utilizados para a limpeza do grdo de cevada
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baseiam-se nas diferengas de tamanho, forma e densidade entre o grao de cevada e os
materiais estranhos que se pretendem remover. Entre os vdrios equipamentos utilizados
para a limpeza do grao de cereal podemos referir as mesas de gravidade, os peneiros € 0s
separadores de discos. Também € frequente a utilizacdo de separadores magnéticos para a
remocao de materiais metédlicos que eventualmente possam ter ficado na massa de cereal
colhido no campo. Outra operacdo preliminar que € realizada antes da maltagem
propriamente dita € a calibracdo. A calibrag@o tem por objectivo a separacdo dos graos de
cevada de acordo com o seu tamanho para garantir que a massa de grdos de cevada que
vao ser submetidos ao processo de maltagem € uniforme no que diz respeito ao seu
tamanho. Deste modo, poderdo ser evitadas situacdes de germinagdo do grdo de cevada
antes, ou depois do pretendido, garantindo um comportamento mais homogéneo dos
graos ao longo de todo o processo de maltagem

A etapa de molha tem por objectivo principal o aumento do teor de humidade do
grao de cevada até cerca de 40-46% (CMBTC, 2012a). O aumento do teor de humidade
do grdo de cevada é crucial, uma vez que vai possibilitar o inicio da germinacdo do
embrido e a correspondente producdo de dcido giberélico, o transporte e acdo do acido
giberélico na camada de aleurona e a hidratacdo do endosperma até valores que facilitam
a sua modificacdo enzimatica. Simultaneamente, a molha também permite uma limpeza
adicional do grao de cevada. A etapa de molha comecgou por realizar-se através de uma
Unica imersao do grao de cevada durante um determinado periodo de tempo. Atualmente,
a molha € realizada mediante a alternancia de periodos de imersdo com periodos de
repouso do grio (Figura 6), durante um perfodo que pode chegar até 48 horas. E frequente
a utilizacdo de 3 periodos de imersao alternados com 3 periodos de repouso. Os periodos
de repouso tém como objectivo a remog¢ao do diéxido de carbono produzido durante o
processo de respiragdo do grao de cevada e a sua substitui¢do por ar e, consequentemente,
oxigénio. Durante a etapa de molha a d4gua comeca a entrar no grao de cevada a partir do
embrido, comeg¢ando, de seguida, a hidratacdo da camada de aleurona e, posteriormente, a

lenta hidratagdo do endosperma.
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Figura 6. Esquema da etapa de molha para uma tina de fundo plano (Adaptado de GBS,
2015).

Podem ser utilizados alguns aditivos durante a etapa de molha: hidréxidos de célcio
e sodio (0,05 até 0,1%), para favorecer a extracdo de compostos fendlicos; formaldeido
(0,05 a 0,1%), para controlo de microorganismos; peréxido de hidrogénio (0,1 a 1,0%),
para auxiliar a oxigenacdo, entre outros (Palmer, 2006). A temperatura durante a etapa de
molha deve ser rigorosamente controlada, devendo situar-se entre os 12-20 °C.
Frequentemente, utilizam-se temperaturas de 16 °C, o que parece favorecer as
modificacdes iniciais do grdo durante a etapa de germinacdo, tornando-as mais rdpidas e
homogéneas (Palmer, 2006). A etapa de molha é realizada em tinas de molha, que podem

ter fundo plano ou fundo cénico (Figura 7).

Figura 7. Tinas de molha de a) fu‘ndo conico e de b) fundo plano (Adaptado de CMBTC,
2012b).

A etapa seguinte no processo de maltagem € a germinacao, que tem como objectivo
a producdo equilibrada de enzimas com a minima perda de extracto. Durante a
germinacdo ocorrem importantes transformacdes fisicas no grdo de cevada,

nomeadamente o crescimento da radicula e da plimula (Figura 8).
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Figura 8. Crescimento da plimula e radicula ao longo da etapa de germinacdo do grao de
cevada (Adaptado de Daltraining, 2015).

Para além das transformagdes ja descritas, no interior do grdo os agucares do
embrido sdo utilizados para a producao de hormonas vegetais, como o acido giberélico,
que estimulam a producdo de enzimas pelo embrido e pela camada de aleurona. As
enzimas produzidas sdo transportadas até ao endosperma, onde irdo atuar sobre as paredes
celulares, os granulos de amido e a matriz proteica que os envolve.

Entre as enzimas produzidas, € importante destacar as amilases, as -glucanases e
as proteases. As amilases atuam ao nivel do principal constituinte do endosperma, o

amido (Figura 9).

A

Figura 9. Granulos de amido a) antes e b) apds a acdo das amilases (Adaptado lde
MacGregor & Matsuo, 1982).

Entre estas enzimas, encontramos as o- e [-amilases que atuam ao nivel das
ligacdes glicosidicas a-(1,4) que ligam os residuos de D-glucose que compdem o amido.

A o-amilase atua ao acaso no interior das moléculas de amilose e amilopectina,
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produzindo dextrinas, enquanto a B-amilase atua a partir do extremo nao redutor das
cadeias, libertando moléculas de maltose (Hoseney, 1991).

Para além das amilases, existem outras enzimas, como as proteases, que também
atuam ao nivel dos componentes do endosperma, neste caso sobre a matriz proteica. As
proteases desempenham um papel importante durante a etapa de germinacao, verificando-
se um forte aumento na atividade proteolitica a partir do 3° dia de germinacdo (Bathy,
1969; Wrobel & Jones, 1992). O aumento da atividade proteolitica resulta da acdo
conjunta de dois tipos de enzimas: as endo-proteases fornecem polipeptideos soliveis que
serdo hidrolisados pelas exo- proteases a aminodcidos simples (Wrobel & Jones, 1992),
que sdo utilizados pelo embrido. A acdo das proteases durante a maltagem também parece
influenciar algumas caracteristicas da cerveja, tais como a sua turbidez, que € reduzida
devido a acdo destas enzimas.

A acdo das enzimas ja referidas ndo seria possivel sem as [-glucanases, que
desempenham um papel fundamental durante o processo de maltagem, e em particular
durante a etapa de germinacdo. Estas enzimas sdo as responsaveis pela degradagdo das [3-

glucanas presentes nas paredes das células do endosperma (Figura 10).

Figura 10. Células do endosperma a) antes e b) apds a etapa de germinag¢ao, evidenciando
a acdo das B-glucanases (Adaptado de CMBTC, 2012a)

A sua acdo vai permitir o acesso das restantes enzimas, tais como amilases e
proteases, aos componentes que se encontram no interior das células do endosperma. Para
além disso, a presenca de componentes ndo degradados das paredes celulares, como as -
glucanas, pode conduzir a problemas de viscosidade e turbidez, que poderdo implicar
perdas de tempo e maiores custos de produgdo (Izydorczyk e MacGregor, 2000; Jin et al.,

2004).
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A etapa de germinacdo € realizada em caixas ou tanques de germinagdo (Figura 11),
a uma temperatura de cerca de 14-20 °C e mantendo o grdo com um teor de humidade de

cerca de 45% (CMBTC, 2012b).

Figura 11. Equipamentos utilizados para a realizacdo da etapa de germinac¢do: a) caixas e
b) tanques (Adaptado de Maltibérica, 2009 e GBS, 2015)

Os locais onde € realizada a germinacdo possuem um pavimento perfurado para
permitir a circulacdo de ar através dos graos de cevada. A circulagdo de ar permite o
controlo da temperatura e humidade durante a germinacdo, para além de possibilitar a
remogao do diéxido de carbono formado devido a respiracdo do grao e o fornecimento de
oxigénio para a realizacdo do mesmo processo. Os equipamentos utilizados também
dispdem de dispositivos mecanicos para revolverem periodicamente o grao e, deste modo,
contribuirem para a homogeneizacdo do perfil de humidade e temperatura ao longo da
germinacao.

A etapa final do processo de maltagem € a secagem e tem como principal objectivo
parar a germinacdo do grao de cevada, através da redugdo do seu teor de humidade desde
cerca 43% até 5%. Para além disso, a secagem inativa microrganismos, o que, em
conjunto com a reducdo do teor de humidade, permite fornecer um produto estiavel do
ponto de vista da sua conservacdo. As enzimas sintetizadas na etapa de germinagdo sao
sensiveis a elevadas temperaturas quando o teor de humidade do grio € elevado. Deste
modo, na fase inicial da secagem deve utilizar-se ar a uma temperatura proxima de 50 °C
(Figura 12). Durante esta fase (Fase 1 da Figura 12), o ar utilizado para a secagem deve
ter uma humidade relativa de 100%, ou bastante proxima deste valor. O teor de humidade
do grao € reduzido, a uma velocidade constante, desde o seu valor inicial até cerca de

20%.
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Figura 12. Evolucdo do teor de humidade e temperatura do ar de entrada, bem como da
temperatura de saida do ar ao longo da etapa de secagem (Adaptado de GBS, 2015).

Durante a fase seguinte (Fase 2 da Figura 12), a velocidade de secagem diminui,
sendo necessdrio aumentar a temperatura do ar de entrada para se conseguir reduzir o teor
de humidade do grao até valores proximos dos 5%. Na parte final desta fase, mantém-se o
valor da temperatura constante durante um determinado periodo de tempo (€ o chamado
“golpe de fogo”). O valor da temperatura vai depender do tipo de malte que se pretende
obter: cerca de 80-85 °C, para os chamados maltes “pale”, ou cerca de 100 °C para os
maltes designados “ale” (CMBTC, 2012b).

Durante a etapa de secagem, o malte vai desenvolvendo uma coloracio que se deve
a formacgao de melanoidinas, como resultado das reac¢des de Maillard que ocorrem entre
os produtos de degradacdo enzimdtica do amido e proteinas, nomeadamente acticares
redutores e aminodcidos (Palmer, 1989). Durante a etapa de secagem, a atividade
enzimatica € reduzida de uma forma significativa, havendo mesmo destruicdo das
enzimas mais sensiveis a temperatura. Deste modo, de uma forma geral, quanto mais
intensa for a coloracdo do malte, menor serd a sua atividade enzimdtica (Tabela 1). Nos
chamados maltes base, como o Ale e o Lager, € desejdvel a manutengdo de um nivel
adequado de atividade enzimdtica. No entanto, existem alguns maltes, designados de
maltes especiais, que possuem coloracdes mais intensas, como o Amber/Brown e o
Chocolate, onde a atividade enzimatica é totalmente destruida, como resultado das
elevadas temperaturas utilizadas na fase final da etapa de secagem. Existem maltes
especiais, como € o caso do Light Crystal e do Crystal, que também possuem uma
coloragdo mais intensa do que a dos maltes bases e que ndo tém actividade enzimética,

mas que ndo foram obtidos com secagem a elevada temperatura. De facto, ao contrério
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dos outros maltes referidos, estes maltes especiais sd@o obtidos submetendo o malte a
temperaturas de cerca de 75 °C imediatamente apds a sua germinacdo, o que vai
contribuir para a inativacdo das enzimas. Os maltes especiais sdo utilizados em conjunto
com um malte de base, com o objectivo de conferir uma colora¢do mais intensa a cerveja,
para além de sabores caracteristicos.

Tabela 1- Caracteristicas de diferentes maltes de base e maltes especiais (Adaptado de
Palmer, 2006).

Temperatura

Humidade Cor Actividade final de secagem
(%) °EBC enzimatica °C
Ale 40 50 sim 100
Lager 4.5 2,0 sim 80
Light Crystal® 7.0 25-35 nao 75
Crystal® 4,0 100-300 ndo 75
Amber/Brown® 2,0 100-140 nao 150
Chocolate® 1,5 900-1100 nao 220
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Resumo

A cerveja € uma bebida milenar, que resulta da fermentag@o alcodlica, por atividade
de leveduras selecionadas do género Sacharomyces, de um mosto preparado a partir de
malte de cereais, principalmente cevada, e outras matérias-primas amildceas ou
acucaradas, ao qual sdo adicionadas flores de ltipulo ou seus derivados e d4gua potédvel.

As leveduras tém grande importancia na producdo de cerveja devido aos distintos
processos metabdlicos levados a cabo por estes microrganismos. Na presenca de
oxigénio, apresentam uma taxa de crescimento elevada e originam como produto do seu
metabolismo o dioxido de carbono. J4 em condi¢Oes de anaerobiose, observa-se uma taxa
de crescimento mais baixa, e os produtos obtidos sdo o dioxido de carbono e o etanol. A
classificacdo da levedura cervejeira baseia-se essencialmente no seu comportamento
floculante.

Este trabalho aborda a importancia das leveduras na producdo da cerveja, identifica
0s perigos inerentes ao processo de fabrico e sugere medidas de controlo.

Palavras-chave: bebidas alcoodlicas; cerveja; fermentagdo; microbiologia.

Introducao

A cerveja ¢ uma bebida carbonada de teor alcodlico entre 3 e 8% (v/v), produzida
através da fermentagdo de um mosto composto por malte de cevada, lapulo e dgua, sendo
ainda possivel utilizar outras matérias-primas como arroz, milho e trigo (Branyik et al.,
2012). O sabor desta bebida alcoolica € influenciado ndo s6 pelas matérias-primas
utilizadas, mas também pelo tipo de processo e levedura utilizada, bem como pelos
compostos produzidos durante a fermenta¢ao e maturagdo (Carvalho et al., 2006).

A produgdo de cerveja constitui uma importante fonte de rendimento em Portugal,
que se assume como o 14° na lista dos produtores mundiais, com mais de 7.000 mil
hectolitros por ano. Adicionalmente, estatisticas publicadas pelo “The Brewers of

Europe" evidenciam o crescimento acentuado dos pequenos produtores nacionais,
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especialmente de cervejas artesanais: em 2008 ndo havia nenhum micro-produtor, em

2012 existiam 3, em 2013 estavam ja 12 registados.

Microbiologia de Fermentacoes

As leveduras sdo organismos eucariotas incluidos no dominio Eucarya, Reino
Fungi. Estes organismos possuem um papel relevante na industria alimentar,
nomeadamente no sector da panificagdo, na vinificagdo e na producao de bebidas
alcodlicas, destiladas e ndo destiladas. Contudo, a sua presenca pode também estar
associada a deteriora¢des nos alimentos e bebidas, o que se traduz em avultadas perdas
econdmicas (Ribéreau-Gayon, 2000).

No contexto das fermentacdes alcollicas, tem sido reportada na literatura a
utilizacdo de vdrios géneros tais como Schizosaccharomyces, Candida, Hansenula,
Rhodotorula, Torulaspora, Hanseniaspora, Zygosaccharomyces, Brettanomyces e
Dekkera, destacando-se pela sua importincia o género Saccharomyces (Badotti et al.,
2014; Pereira et al., 2015).

A fermentacdo alcoolica realizada pelos microrganimos ¢ um processo de obtengado
de energia em que os agucares sdo os dadores iniciais de electrdes e o acetaldeido o
receptor final (Ribéreau-Gayon, 2006). Ainda que os produtos finais desta via metabdlica
sejam o alcool e o dioxido de carbono, importa referir a producdo em pequenas
quantidades de metabolitos secundarios, como o acetato de etilo, o acido citrico e
succinico e o alcool isoamilico. A concentracao destes compostos, determinantes para as
carateristicas organoléticas especificas dos produtos fermentados, varia de acordo com os
microrganismos envolvidos e com as carateristicas do processo fermentativo (Pereira et

al., 2015).

O caso da cerveja

Engquadramento histérico

A produgdo de bebidas alcoolicas ¢ uma das atividades mais antigas desenvolvidas
pelo homem. No caso particular da cerveja, a sua produg@o remonta ha milhares de anos,
na regiao da Mesopotamia (Swinnen, 2011). Para a producdo desta bebida, a cevada era
deixada de molho até germinar, moida e moldada em pequenos bolos, procedendo-se, de

seguida, a adi¢do da levedura (Damerow, 2012).

54



Ao longo da histéria, a producdo desta bebida alcodlica tem sido alvo de vérios
aprimoramentos técnicos que permitiram otimizar a metodologia, melhorar a qualidade
do produto, bem como ampliar o leque de cervejas disponiveis (John, 2005).

Na idade média, o ldpulo foi introduzido como matéria-prima e iniciou-se a
producdo em larga escala. Nesta época, utilizavam-se ainda diferentes cereais na
elaboracdo da cerveja, tendéncia que foi apenas revertida por aquele que é considerado o
mais antigo regulamento relativo a manipulagdo de alimentos - a Lei Alema de
Reinheitsgebot - que estipulava a utilizacdo exclusiva de cevada, lipulo e dgua como
matérias primas (Patterson e Hoalst-Pullen, 2014).

Embora o processo cervejeiro tenha mais de 7000 anos, os desenvolvimentos
cientificos que mais impacto tiveram na producdo ocorreram maioritariamente nos
ultimos 150 anos e integram conhecimentos de vdrias 4reas, designadamente da
engenharia, bioquimica e microbiologia.

De facto, varios estudos conduzidos nas ultimas décadas forneceram solugdes para
muitos problemas inerentes a fermentacdo da cerveja, sendo as cervejarias atuais
estruturadas de acordo com métodos e processos bem estabelecidos e utilizando
equipamentos especificamente idealizados.

Entre as modificagcdes no sector da produgdo e diversificacdo da cerveja, salientam-
se a utilizagdo de processos de fermentagdo continua, de mostos concentrados (com
elevadas concentracdes iniciais de agucares) € a manipulagdo genética da cevada e da
levedura (Dragone et al., 2007).

Estas mudangas tecnoldgicas traduziram-se na reducdo dos custos de produgdo, na
melhoria da qualidade e na manutencdo das propriedades benéficas do produto, com
consequéncias relevantes no rendimento econdmico do sector (Preedy, 2011; Damerow,
2012).

Atualmente s@o diversos os tipos de cerveja disponiveis no mercado, diferindo na
composicdo e quantidade das matérias-primas utilizadas, nas etapas seguidas,

equipamentos e processos empregues durante o processamento (Tomas et al., 2012).

Tipos de cerveja

Existem vérios tipos de cerveja classificados com base em carateristicas como: i) 0
extrato primitivo; ii) a cor; iii) o teor alcodlico; iv) proporcao de malte e cevada e v) tipo

de fermentacao (Oliver e Colicchio, 2011).
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Relativamente ao extrato do mosto de malte utilizado, classificam-se em cerveja
leve (extrato primitivo >5% e <10,5% em peso), cerveja comum (10,5%<EP<12,5%),
cerveja extra (12,5%<EP<14,0%) e cerveja forte (EP>14,0%).

Quanto a cor, distingue-se a cerveja clara, cuja cor corresponde a menos de 20
unidades European Brewery Convention (EBC) e a cerveja escura, com 20 ou mais
unidades EBC.

Tendo em conta o teor alcodlico do produto final, classificam-se em: cerveja sem
alcool, quando o contetido em 4lcool € inferior a 0,5% em volume; e cerveja com alcool,
sempre que o teor alcodlico € superior a esse limite. De referir que dentro do tdltimo
[grupo € ainda feita a subdivisdo em cerveja de baixo teor alcodlico (de 0,5 até 2,0% de
alcool), de teor alcodlico médio (de 2 até 4,5%) e alto (de 4,5 a 7% de alcool).

Quanto a percentagem de malte dividem-se em: cerveja puro malte, em que a fonte
de acucares € 100% malte de cevada sobre o extrato primitivo; cerveja, em que a
proporcdo de malte de cevada € igual ou superior a 50%; e cerveja com nome do vegetal
predominante: 20<MC<50% sobre o extrato primitivo.

Por fim, considerando o tipo de levedura e a sua performance fermentativa, é
possivel distinguir trés principais categorias Ales, Lagers e Lambics, sendo ainda feita
referéncia por parte de alguns autores a um quarto tipo - das cervejas hibridas, cuja
fermentacdo é mista (BJCP, 2014). As cervejas da familia Ale, antigamente consideradas
“cervejas de alta fermentagdo” sdao produzidas utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae, com temperaturas entre 15 e 25°C (Vidgren et al., 2010). Neste tipo de cerveja
as leveduras atingem a superficie e sdo geradas concentracdes superiores de ésteres e
outros compostos aromaticos, o que justifica a maior complexidade das carateristicas
organolépticas do produto final (Viroli et al., 2015). Por outro lado, as cervejas Lager,
“cervejas de baixa fermenta¢do” na terminologia antiga, geralmente tem um perfil menos
aromdtico e sao produzidas pela levedura Saccharomyces pastorianus, numa faixa de
temperaturas compreendida entre 6 e 14°C (Vidgren et al., 2010). Adicionalmente,
existem as cervejas de fermentagcdo espontanea, dotadas de um acentuado aroma acidico,
que sao comummente obtidas em barris de madeira utilizando leveduras do género

Brettanomyces e bactérias laticas e acéticas existentes no ambiente (BJCP, 2014).

Producéo de cerveja

As principais matérias-primas para o fabrico de cerveja sdo agua, cevada maltada,

lipulo e levedura. Outros cereais, quer maltados quer nao maltados, na forma de farinhas
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ou enquanto graos inteiros, podem também ser utilizados, ji que conferem ao produto
caracteristicas particulares. Adicionalmente, pode recorrer-se a adjuvantes de
fermentacdo, como antioxidantes, acidulantes, estabilizantes e compostos antiespumantes.

O malte, principal fonte de extracto, é obtido a partir da cevada sujeita a um
processo de germina¢do, designado maltagem. Existem vdrios tipos de malte, dependendo
das condicdes de humidade e temperatura a que € realizada a maltagem, o que influencia
a cor e aroma caracteristicos das diferentes cervejas.

A 4gua ¢ a matéria-prima mais importante por ser o principal componente da
cerveja, sendo as suas caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para a qualidade do
produto, principalmente o perfil de minerais.

O lupulo é uma planta da espécie Humulus lupulus que confere a cerveja o amargor
e aroma caracteristicos. Os componentes responsaveis pelo sabor amargo sao as resinas
(principalmente os 4cidos o e f), enquanto os Oleos essenciais contribuem
maioritariamente para o aroma. O lapulo contribui ainda para reduzir a formacdo de
espuma e, devido as suas propriedades antibacterianas, previne a ocorréncia de
contaminagdes. De salientar que, por oposi¢do ao malte, ndo influencia o teor alcodlico
do produto final (Morado, 2009)

A produgdo desta bebida alcodlica € um processo biotecnoldgico, divido em trés
etapas principais, dentro dos quais devem ser cumpridos vérios procedimentos: i)
producdo do mosto; ii) processo fermentativo e iii) acabamento.

O primeiro passo na obtencdo do mosto cervejeiro consiste na moagem do grao de
malte, apds brassagem, sendo a fracdo de solidos insoluveis removida por filtragdo.
Segue-se a ebulicdio do mosto, etapa em que é adicionado o ldpulo, j4 que a elevada
temperatura aumenta a estabilidade bioquimica, bioldgica e coloidal, a par de promover a
aquisi¢ao da cor, aroma e sabor, decorrentes da concentracdo do extrato.

Esta fase permite ainda a elimina¢do de substancias volateis indesejaveis, a
precipitacdo de proteinas de elevado peso molecular e a diminui¢do da carga microbiana
do mosto.

O mosto € entdo arrefecido e arejado, procedendo-se a inoculacdo da levedura
(Morado, 2009). O mosto cervejeiro ¢ constituido principalmente por hidratos de carbono,
designadamente sacarose, frutose, glicose, maltose e maltotriose, bem como por
dextrinas.

A fase da fermentagdo, durante a qual os acucares do mosto sdo transformados em

alcool e didxido de carbono por agdo da levedura inoculada, é conduzida a temperaturas
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controladas e tem a duracdo média de 7 dias. O primeiro passo na utilizagao dos agucares
fermentesciveis pela levedura pode consistir na passagem intacta destes através da
membrana celular ou na hidroélise extracelular, seguida da entrada na célula de alguns
produtos da hidrdlise. A maltose e a maltotriose atravessam diretamente a membrana,
enquanto a sacarose € hidrolisada a nivel extracelular em glicose e frutose, produtos ja
metabolizados pela célula (Branyik et al., 2012). Geralmente, as leveduras utilizadas na
producdo de cerveja metabolizam glicose, frutose, maltose e maltotriose, sendo que as
dextrinas sdo utilizadas apenas por S. diastaticus, uma variedade de S. cerevisiae (Russel,
1994).

Tradicionalmente, a terceira etapa consiste na maturacdo, clarificacdo e
carbonatacdo do produto, essenciais para melhorar as carateristicas sensoriais da bebida,

3

bem como para assegurar um adequado tempo de “vida de prateleira”. Finalmente,
procede-se ao enchimento, podendo a cerveja ser acondicionada em diferentes
embalagens. Antes ou ap6s o enchimento ¢ necessario proceder a estabilizacdo bioldgica
da cerveja, que pode ser efetuada a frio, através da filtracdo esterilizante, ou a quente,
recorrendo-se a pasteurizacdo. Relativamente a este procedimento, importa distinguir a

pasteurizagdo realizada imediatamente antes do embalamento, designada pasteurizacao

flash; ou apos, referida como pasteurizagao tinel.

Melhoramento genético e molecular das leveduras

Avancos importantes foram atingidos usando a tecnologia de DNA recombinante
que tem como objetivo melhorar as caracteristicas das leveduras utilizadas na producdo
de cerveja. De facto, a introducido de leveduras recombinantes na industria alimentar
permitiu aumentar a eficiéncia e o rendimento do processo fermentativo, com importantes
consequéncias em termos de custos.

Entre as varios beneficios das estratégias de transformacao, destaca-se a introduc¢ao
de leveduras capazes de fermentar uma ampla variedade de agucares, com tolerancia
superior ao stress quimico e fisico causado pela fermentacdo, que floculam
apropriadamente e apresentam tempos de fermentacao significativamente menores. Como
consequéncia, viabilizou-se a obtencdo de cervejas que, para além de mais estdveis,
possuem carateristicas sensoriais mais apreciadas pelos consumidores.

Com efeito, tem sido referido na literatura que a utilizacdo de leveduras

geneticamente modificadas permite que a concentracdo de diacetil seja inferior ao limiar
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de deteccdo sensorial, facilita a filtragdo e permite a produgdo de cervejas com teores de
hidratos de carbono mais reduzidos (Patterson e Hoalst-Pullen, 2014).

Apesar das vantagens associadas, a aplicagdo da tecnologia do DNA recombinante
¢ dificultada pela exigente e morosa aprovacdo do uso por parte das entidades
competentes, sendo requerida uma completa demonstracido ndo s6 da sua eficdcia, como

da sua efetividade e, acima de tudo, da seguranca.

Controlo microbiolégico na producio de cerveja

A cerveja possui uma estabilidade microbioldgica considerdvel e caracteristicas
desfavordveis para a multiplicacdo de muitos microrganismos, o que € justificado, entre
outros fatores, pela existéncia da fase de ebulicio do mosto, muito importante na
eliminacdo de contaminantes microbioldgicos provenientes das matérias-primas, pelos
efeitos antimicrobianos do dlcool, pelo baixo pH, elevado teor em diéxido de carbono e
acidos do lupulo.

Ainda assim, convém salientar que algumas espécies de bactérias Gram-positivas
(Lactobacillus e Pediococcus), Gram-negativas (Pectinatus e Megasphaera) e de
leveduras selvagens (Saccharomyces e ndo-Saccharomyces) sdo capazes de se multiplicar
nesta bebida, conferindo-lhe caracteristicas indesejdveis, tais como a formacdo de
pelicula, producdo de turbidez e alteracOes sensoriais, com consequéncias na qualidade do
produto final (Dragone et al., 2007).

A cerveja pode conter contaminantes microbianos provenientes de diversas fontes,
classificando-se em: 1) primdrios, quando s3o provenientes de matérias-primas,
adjuvantes e materiais utilizados durante o processo de fabrico; ii) contaminantes
secunddrios, introduzidos na cerveja durante o embalamento e distribui¢do, sendo a
parcela correspondente a esta via significativamente inferior (Neto et al., 2010).

Atualmente, a detecdo de microrganismos contaminantes € sobretudo feita através
da andlise do crescimento em meios de cultura apropriados. Contudo, € importante
salientar que algumas espécies possuem crescimento fastidioso, sendo vantajoso o uso de
métodos mais rdpidos e especificos, independentes da proliferacao.

A proposito dos requisitos de seguranga e qualidade aplicaveis a cerveja, estdo
definidos na legislacdo portuguesa (DR n°2 de 3 de Janeiro de 1996) diversos limites,
quer relativos aos valores de pH teores de acidez total e de acidez volatil, quer as

concentracoes admitidas de contaminantes minerais (tais como zinco, ferro, cobre,
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chumbo e cobalto). Quanto aos parametros de contaminag¢do microbioldgica, atualmente

dirigem-se quase em exclusivo a monitorizacdo da qualidade da 4gua.

Consideracoes finais

A fermentacdo € a etapa mais importante de todo o processo cervejeiro, pois € a
fase em que o mosto é transformado em cerveja por acdo de leveduras.

Estes microrganismos podem ser classificados com base na sua capacidade
floculante, em leveduras de fermentagdo alta e leveduras de fermentacao baixa

Embora a cerveja seja considerada uma bebida segura, durante a sua producdo
podem ocorrer diversas contaminagdes, devendo o produtor estar preparado para prevenir

estas situacoes.
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Resumo

O lipulo foi uma cultura de elevada importancia na economia Nacional, apesar de a
producdo estar restringida a duas pequenas zonas de cultivo no norte de Portugal. Na
década de 1970, a producdo chegou a ultrapassar as necessidades da industria cervejeira
Nacional, tendo-se exportado lipulo. Razdes de conjuntura internacional desfavoraveis e
um sistema produtivo que terd demorado a adaptar-se as novas exigéncias dos mercados
nacional e internacional conduziram a cultura a uma importancia econémica residual. No
presente cultiva-se lupulo em duas explora¢des, num total de 12 ha. No entanto, Portugal
tem boas condi¢des ecoldgicas para produzir lipulo. Se for possivel restruturar o setor e
lancd-lo em bases tecnoldgicas mais competitivas, € possivel voltar a ter um setor
florescente em Portugal. Seria também importante intervir j4, enquanto os dois produtores
atuais pudessem partilhar os seus conhecimentos com novos produtores. Perdida esta
fonte de conhecimento, a ilusdo de voltar a haver em Portugal producao significativa de
ldpulo reduz-se grandemente. Neste trabalho discutem-se alguns aspetos da adaptacdao
ecoldgica do lupulo a regido norte de Portugal, avalia-se o potencial de expansdo de
cultura e os constrangimentos € langam-se algumas ideias base sobre as quais deveria
estar suportado o “novo” setor do lapulo em Portugal.

Palavras-chave: adaptacdo ecoldgica; produtividade do lipulo; Humulus lupulus;

potencial de expansao; constrangimentos.

Adaptacao da cultura do lipulo a regido de Braganca

O lipulo (Humulus lupulus 1..) € uma planta perene bem adaptada ao frio (faz
paragem de crescimento no Inverno). E considerada uma planta com necessidades de
vernalizacdo (durante o inverno deve ser submetida a 6 semanas de frio). As principais
regides produtoras de lipulo na Europa tém temperaturas médias anuais de 8 a 10 °C

(Rybacek, 1991), valores bastante baixos em comparagdo com as regides portuguesas
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produtoras de Idpulo. Contudo, o frio de inverno e de inicio de primavera em Portugal é
adequado para a cultura, ou pelo menos para algumas cultivares, o que permite a planta
atingir boas produtividades.

Aceita-se que a soma das temperaturas médias das méximas adequadas para o
ldpulo € de 2500 a 3000 °C (Carrilho, 1981). Em Portugal estes valores sdo facilmente
atingiveis. Sendo uma planta adaptada a regides de clima fresco, a performance do lipulo
€ penalizada por temperaturas elevadas. O crescimento € inibido quando as temperaturas
ultrapassam 32 °C (Rybacek, 1991). Este aspeto pode justificar o facto do cultivo do
ldpulo se ter iniciado em zonas frescas do Norte de Portugal e poderd restringir o seu
cultivo a regides mais a Sul ou com Verdo mais quente. A insolacdo parece importante. A
duracdo da insolagdo deve ser de 1600 a 2000 h de luz dependendo da cultivar (Rybacek,
1991). Em Portugal verificou-se haver uma boa relacio entre a insolacdo do més de junho
e a produtividade (Trigueiro e Vasconcelos, 1981).

Em Portugal, o lipulo surge espontaneamente na margem de cursos de &dgua
permanentes de regides frescas. O ldpulo cultivado é, também ele, uma planta de elevadas
necessidades em dgua, em resultado da exuberante superficie foliar que desenvolve
(Figura 1). Estudos em lisimetros conduzidos na Reptblica Checa mostraram que o
ldpulo consumiu 482 mm de dgua durante a estacdo de crescimento (Rybacek, 1991). Em
Portugal, a precipitacdo durante a Primavera e Verdo € manifestamente insuficiente para o
desenvolvimento desta planta em sequeiro. O cultivo requer, por isso, abundante
disponibilidade hidrica para rega. Em Portugal sdo utilizados aproximadamente 5000 m’

de 4dgua de rega por hectare (Carrilho, 1981).

y
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Figura 1. Lupulo espontaneo nas margens do rio Fervenga junto a cidade de Braganga
(esquerda) e campo de lupulo cultivado (direita).
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Para cultivar ldpulo os solos devem ter elevada espessura efetiva, textura franca, pH
proximo da neutralidade, boa drenagem e se possivel planos (Navarro et al., 1982). A
profundidade do solo permite um bom desenvolvimento radicular da planta e a textura
franca favorece o arejamento. Terrenos que acumulem dgua durante o inverno devem ter
um plano de drenagem antes da instalacio da cultura. Quando os solos ndo sdo
naturalmente neutros, situacdo frequente no Norte de Portugal, o pH deve ser corrigido
com a aplicacdo de calcarios. A matéria organica do solo é também importante na medida
em que favorece o arejamento, a retencdo de dgua e reduz os riscos de compactacdo do
solo e degradacdo da estrutura pela rega frequente, mobilizacdes e passagem das

maquinas.

Produtividade do ldpulo

O ldpulo é uma espécie bem adaptada a algumas regides de Portugal, incluindo
Braganca. Pode encontrar-se lupulo espontaneo nas margens de pequenos rios e ribeiras
em varias regioes do Norte e Centro do pais. A produtividade do lupulo cultivado pode
ser considerada elevada, mesmo comparando com os valores que se registam nos
melhores paises produtores. Na regido de Braganca, dnica do pais onde atualmente se
cultiva ldpulo, obtém-se produtividades que frequentemente ultrapassam 2000 kg/ha.
Mesmo em paises como Alemanha e Estados Unidos, que sdo os maiores produtores
mundiais de ldpulo da atualidade, a produtividade média Nacional estd francamente

abaixo da que € obtida Portugal (Figura 2).
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Figura 2. Produtividade em alguns dos maiores produtores mundiais de ldpulo, em
Espanha e em Portugal (FAO, 2015).
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Se for usada para comparacdo a cultura da cevada, que é uma planta cultivada
genericamente no territério Nacional e a principal matéria-prima usada no fabrico de
cerveja se excluirmos a agua, verifica-se que a sua performance quando cultivada no
territério Nacional € bem mais modesta. As produtividades médias nacionais estao
habitualmente abaixo de 1500 kg de grdo por hectare, enquanto em pais como a Bélgica
se podem ultrapassar 8000 kg/ha (FAO, 2015). Assim, apesar do lipulo ser cultivado em
Portugal apenas em duas exploragdes agricolas num total de 12 ha, o potencial ecolégico
desta cultura em parte do territério nacional € enorme.

Se existe potencial ecoldgico para produzir lipulo por que razdo a cultura foi
abandonada quando em outros paises se manteve com vitalidade? A resposta a esta
questdo pode ndo ser ficil, mas deve notar-se que a produtividade ndo € o unico
componente da rendibilidade da cultura. O valor de mercado ou o preco de venda do
lupulo € determinante e este foi ficando estagnado ao longo dos anos. Deve notar-se que
os custos de producdo dispararam ano apds ano, devido ao aumento dos precos dos
fatores de producdo (energia, mao-de-obra, pesticidas, fertilizantes, ...). Contudo, esta
conjuntura foi idéntica na maior parte dos paises produtores, ndo sendo razao suficiente
para em Portugal a cultura ter definhado enquanto em outros paises progrediu. Acontece
que a cultura em Portugal tem vulnerabilidades especificas. A preparagdo do extrato €
feita na Alemanha, o que significa um encargo significativo associado ao transporte da
flor. Em Portugal nunca se construiu uma fabrica de preparacio de extrato. Considerou-se
que para a rentabilizar seria necessaria uma area de cultivo de 500 ha (Almeida, 1981),
valor que nunca foi atingido. Por outro lado, Portugal mantém uma técnica cultura muito
onerosa, com custos elevadissimos associados a rega e suas implicagdes na restante
técnica cultural. A necessidade de preparar o extrato na Alemanha e uma técnica cultural
muito cara retiraram competitividade a cultura, reduzindo o rendimento das exploracdes e

conduzindo ao abandono da atividade.

Potencial de expansao da cultura e constrangimentos

Em Portugal estdo em producdo apenas duas exploragdes, ambas na zona de
Braganca, que cultivam um total de 12 ha.

No passado, a zona de Braganca atingiu valores maximos de area instalada de 99,5
ha em 1986. A zona de Braga registou o maximo histérico de drea semeada de 118,5 ha

em 1980. Contudo, o maximo historico Nacional ocorreu em 1976, com 205,8 ha no

66



conjunto das duas regides produtoras (Patricio, 1995). Se as dreas maximas de producdo
das duas zonas produtoras nacionais tivessem coincidindo no tempo, ter-se-iam registado
218 ha.

Deve também ter-se em conta que a cultura foi restringida as zonas de Braga e
Braganca com base num decreto-lei de 1966 (Decreto-Lei 47011, de 16 de maio), tendo
este decreto sido baseado em informacdo recolhida em ensaios de adaptacdo da cultura do
ldpulo ao territério Nacional. Contudo, tudo leva a crer que a restricdo do cultivo
provavelmente ndo necessitaria de ser tdo exigente. Parece 6bvio que muitas outras
regides do Norte e Centro do pais t€m possibilidades de cultivar lipulo com relativo
sucesso. Parece ndo haver ddvidas que na conjuntura certa e com a técnica cultural
adequada Portugal poderia produzir ldpulo para satisfazer as necessidades da industria
cervejeira Nacional. Este otimismo encontra, contudo, obstdculos dificeis de transpor e
que estdo relacionados com os custos de instalagdo da cultura e com a diversidade de
equipamentos especificos necessarios. Para além da armacdo do campo e dos custos com
plantas para a instalacdo, os produtores devem dispor, individualmente ou para utilizagdo
coletiva, de equipamento de poda, mdquina de colheita das flores, forno de secagem, etc..
Assim, sem um programa de apoio especifico para esta cultura, serd utopico pensar-se em

reativar um setor que ja foi préspero em Portugal.

Estratégias para ultrapassar os problemas

O investimento inicial elevado com equipamentos e infraestruturas especificos
reclama um programa de apoio especifico a instalagdo e/ou reconversao desta cultura.
Sem o referido programa os habituais candidatos a projetos de jovem agricultor
dificilmente terdo condicdes financeiras para se instalarem. Mesmo os antigos campos de
producdo, entretanto desativados, teriam grandes dificuldades em retomar a producao
porque a armacdo do terreno e restantes equipamentos e infraestruturas nao estdao, no
presente, operacionais. As infraestruturas e equipamentos de uso coletivo de que a
Braldpulo (Associacao dos Produtores de Lipulo de Braganga e Braga) dispunha ja foram
também irreversivelmente desativados.

O setor do lupulo portugués tem, no presente, uma técnica cultural pouco eficiente.
Os custos de producdo sdo elevadissimos e retiram competitividade ao setor. A rega
parece ser o centro nevrdlgico da cultura. Na técnica cultural tradicional o lipulo € regado

a manta, isto €, procede-se a inundacdo de todo o espaco da entrelinha. Esta técnica para
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além de exigir um bom nivelamento dos campos tem um conjunto de implicac¢des
negativas em muitos outros aspetos da técnica cultural. Na cultura do ldpulo de futuro a
rega deveria ser feita por gota-a-gota, em sistemas instalados a superficie ou enterrados.

A rega a manta tem elevados custos de mao-de-obra. Numa exploracdo de 6 ha,
como as que estdo atualmente em producdo, a rega ocupa uma pessoa praticamente a
tempo inteiro durante todo o verdo. A rega a manta apresenta reduzida efici€ncia de uso
da dgua e uma distribuicdo espacial da 4gua no solo pouco uniforme. A elevada superficie
de solo humedecida origina grandes perdas de agua por evaporagdo. Por outro lado, com
um nivelamento deficiente criam-se no campo de cultura zonas de elevada acumulagdo de
dgua e zonas de rega insuficiente com consequéncias negativas na produtividade. A rega a
manta provoca elevada compactacdo do solo e dificuldade de infiltracdo da dgua apds
terem sido efetuadas algumas regas sobre a mesma superficie. Os produtores regam
habitualmente entrelinha sim entrelinha ndo para atrasar o processo de compactacido do
solo. Ao fim de duas regas em cada entrelinha passam o escarificador para destruir a
crosta superficial e facilitar a infiltracdo de dgua. Contudo, estas mobilizacdes aceleram a
mineralizacdo da matéria organica, encarecem a técnica de cultivo e originam emissoes
de dioxido de carbono para a atmosfera (queima de gasoleo e oxidacdo da matéria
organica do solo). A elevada evaporacdo que ocorre apds as regas cria um microclima de
maior humidade ao nivel da candpia, que provavelmente dificulta o controlo de doencas e
pragas. Na técnica cultural tradicional sdo efetuados 12 a 14 tratamentos fitossanitarios
(Almeida, 1981), com os custos econdmicos e ambientais associados. Tudo indica que
campos instalados com sistema de rega gota-a-gota se tornariam muito mais eficientes
com um enorme conjunto de vantagens de entre as quais se destaca a reducao de custos.

A rega gota-a-gota reduziria os custos de mao-de-obra e os consumos de dgua e
energia, resultantes do uso de menores quantidades de dgua. O solo poderia ser gerido
com cobertos vegetais semeados, reduzindo-se ou eliminando-se as mobilizagdes e os
custos associados, bem como os efeitos negativos na fertilidade do solo. Com rega gota-a-
gota seria também possivel reduzir a pressao sanitdria nos campos de cultivo devido ao
um microclima de menor humidade que seria criado. Seria ainda possivel a fertirrigacao,
com fracionamento dos fertilizantes ao longo da estacdo de crescimento, o que também
originaria maior eficiéncia de uso dos nutrientes e reducdo de impactes ambientais
negativos.

A reestruturacdo da cultura necessita de ser acompanhada de um programa de

Investigacdo e Desenvolvimento Tecnoldgico (1&DT) que permita uma melhoria réapida
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da performance do setor. No passado, a técnica cultural instalada foi importada de paises
em que a cultura tinha maior expressdo, em particular de Espanha e da Alemanha.
Agricultores e técnicos foram implementando a técnica cultural seguida nesses paises. No
presente, Portugal tem um sistema cientifico e tecnolégico com capacidade para estudar e
ajudar a implementar tecnologias de cultivo adaptadas as condi¢des ecoldgicas locais, o
que poderia tornar o setor mais competitivo.

O programa de I&DT deveria estar centrado na agronomia da cultura. Portugal
necessita de um setor produtivo competitivo que gere riqueza nas zonas deprimidas de
montanha onde poucas outras culturas tém possibilidade de gerar rendimento. E
necessdrio enquadrar a rega num programa I&DT (s@o necessdrios célculos de dotacdo de
rega e intervalos de tempo entre regas face as condi¢des locais e novos sistemas de rega).
Nao ¢ aceitdvel um calendario de tratamentos onde se faca referéncia a 14 caldas por ano.
As estratégias de protecdo sanitaria da cultura t€m de ser reavaliadas pelos especialistas
do sistema cientifico nacional. O lipulo € uma planta de elevada exportagdo de nutrientes
e com problemas de desordens nutricionais ja anteriormente diagnosticados (Costa e Dias,
1981; Costa, 1982), pelo que a gestdo da fertilidade do solo e da nutricio mineral das
plantas é também uma drea estratégica para o desenvolvimento da cultura. A poda e a sua
relacdo com o estabelecimento da candpia e com a definicdo do numero de plantas
colocadas a trepar, adequadas as cultivares e condicdes ecoldgicas locais, deve também
ser estudada. E, obviamente, toda a tecnologia pds-colheita, que permita fornecer as
cervejeiras produto de elevada qualidade, deve merecer aten¢do no programa de 1&DT. O
programa deveria ser dotado de meios que permitissem a instalacio de campos

experimentais onde pudessem ser ensaiados variados aspetos daa tecnologia de cultivo.
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Obtencao de plantas de Humulus lupulus L. resistentes a virus
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Resumo

A biotecnologia vegetal tornou-se uma ferramenta fundamental no melhoramento
das mais variadas espécies. Na sua vertente de transformacdo genética, abriu novos
horizontes de interesse agricola e econdmico, no controlo de doencas e pragas. No lipulo,
a perda de produtividade, devido a infecdes virais, levou a que a estratégia de
transformacdo genética, para introdugdo de resisténcia a virus, se tornasse extremamente
interessante. Neste trabalho, procurou-se estabelecer condigdes para obter um sistema de
transformacdo eficiente, com base na introducdo do gene da cdpside viral. Testou-se o
sistema de micropropagacdo e de regeneracdo em duas cultivares (Eroica e Brewer’s
Gold) e num clone espontaneo (Braganca). Utilizaram-se diferentes meios base e
diferentes explantes (folhas, peciolos e entrends). Este sistema de regeneracao, permitiu
desenvolver dois processos de transformacgdo: 1) mediado por Agrobacterium e 2)
bombardeamento de particulas. Foram testados diferentes parametros de transformacgdo
(plasmideos, tempos de corte, co-cultura, meios de selecdo). Verificou-se a transformacao
por diferentes técnicas de andlise molecular e obteve-se transformagdo estivel em
qualquer dos processos. Apos 2 anos em terra, as plantas transformadas utilizando os dois

processos, foram testadas para o gene da cpArMV, apresentando resultados positivos.

Palavras-chave: cultura in vitro;, Humulus lupulus L.; transformacdo genética;

Capside viral do Arabis mosaico virus (cpArMV)

Introducao

O Humulus lupulus L. é uma espécie herbicea perene e didica da familia
Cannabaceae, de grande valor econémico na industria cervejeira [1]. A sua distribuicao
espontanea ocorre em zonas temperadas, encontrando-se no hemisfério norte acima dos
32° de latitude até aos 55° [2]. A sua utilizacdo na industria cervejeira sO6 comecgou no
século XII, mas no século XV a sua utiliza¢do era universal e hoje o ldpulo produzido

para este fim, é uma significativa fonte de rendimento em varios paises [3]. Esta é uma
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espécie sensivel a um vasto conjunto de pragas e doencas (Nematodos, insetos, fungos,
bactérias, virus e virdides), o que causa grandes reduc¢des no contetido em a-dcidos,
comprometendo a qualidade e consequente comercializacdo [4]. Os primeiros trabalhos
de cultura in vitro de ldpulo s@o da década de 70 do séc. XX [5]. Atualmente a cultura in
vitro € a ferramenta essencial para multiplicacdo (clonagem), manutencdo de stocks, e
melhoramento com a transformacdo genética. A obtencdo de plantas apds transformacao
genética € um dos possiveis objetivos da regenera¢do de plantas in vitro, e da sua
propagacdo in vitro, permitindo o melhoramento da planta em varias vertentes como a
producdo e resisténcia a doengas. Neste trabalho desenvolveu-se um protocolo

reprodutivel para estabelecimento, propagacdo, regeneracdo e transformacao de lipulo.

Material e Métodos

Micropropagacao e Organogénese

Material vegetal

O material vegetal utilizado nos diferentes ensaios foi obtido de plantas femininas
de ldpulo de duas cultivares (var.) — Brewers Gold (BG) e Erdica (Er) — propagadas in
vitro, e de um clone espontianeo da regido de Braganca que se denominou Clone Br. A
var. BG foi estabelecida em cultura a partir de explantes recolhidos de plantas existentes
no Jardim Boténico de Lisboa. A var. Er foi micropropagada a partir de explantes obtidos

de material cedido pela Bralupulo.

Condicoes de propagacao

Na propagacao das plantas utilizou-se meio de Adams [6] modificado (20 g/L de
glucose e 0,75 mg/L de é4cido indolbutinico (IBA) e 0,2 mg/L de benzil amino-purina
(BA), que denominamos Adams 1.

Para micropropagacdo das plantas foram inoculados os meristemas axilares e
apicais. Os meristemas foram colocados na vertical no meio de cultura (esterilizado por
autoclavagem de 15 minutos a 120°C e 1 atm) e mantidos num fotoperiodo de 16/8h
(luz/escuridio) obtido com lampadas “day-light” 35 pEm ~ s™ e uma temperatura de 25 +

2°C. A subcultura das plantas ocorreu a intervalos de 6 semanas
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Inducao de meristemas adventicios (organogénese)

Os meios testados foram os de Adams [6], MS [7] e SH [8]. Foram utilizados 10
mL de meio s6lido em cada tubo de cultura (7 g/L de agar-agar). Como fonte de carbono
utilizou-se a sacarose (15 g/L). As diferentes suplementacdes hormonais testadas
encontram-se na Tabela 1. O anti-oxidante utilizado em todos os meios foi a Cisteina (15
mg/L). As condi¢des de luz e fotoperiodo foram as utilizadas na micropropagacao. Foram

inoculados segmentos de entrends (Fig. 1), e peciolos de folhas.

Transformacido mediada por Agrobacterium tumefaciens

O processo de co-cultura iniciou-se pela preparacdo da suspensdo de bactérias,
obtida pela colocagdo em 20mL de meio LB (V-Reis, Lisboa), de uma coldnia da estirpe
LBA 4404, com o plasmidio pROKArMYV, isolada em meio s6lido. Nos ensaios de
transformacdo com pré-cultura, o material vegetal foi previamente cortado 26h ou 48h
antes e colocado a incubar a 22 + 2°C no escuro, em meio de regeneracdo. Na
transformagdo propriamente dita, o material foi mergulhado numa solu¢do de sacarose
0,3% e bactérias (OD=0,6), sendo a solucdo diluida para um valor final de 0,2. Nestes
ensaios, utilizaram-se explantes provenientes de entrends. Apds a imersdo, cuja duracao
variou entre 10 e 12 minutos, os entrends foram secos em papel de filtro estéril e

colocados em meio fresco de regeneracao com antibidticos

Selecdo do material apds transformacao

Apo6s 48 a 72 horas de co-cultura, os explantes foram transferidos para meio de
cultura idéntico ao utilizado durante a co-cultura, ao qual foi adicionado 250mg/L de
carbenicilina(carb) e 250mg/L de cefotaxima (cef). Parte do material foi transferido para
meio com 25mg/L. de canamicina (can.), para além dos antibidticos de eliminagcao das
bactérias. Trés semanas depois, o material foi novamente transferido para meio de selecao
suplementado com 50mg/L de can. Os meristemas regenerados foram transferidos para

meio de micropropagacdo contendo antibidticos de selecdo (50mg/L de can).

Transformacio genética por bombardeamento de particulas

Ap6s dois dias de pré-cultura, no escuro, os explantes foram transferidos para a luz
(condigdes descritas anteriormente), € transformados por bombardeamento de particulas.
Depois do bombardeamento as condicdes de cultura foram semelhantes as condi¢des de

co-cultura com A. tumefaciens (meio de regeneracdo contendo 25mg/L. de can. como
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antibidtico de selecdo. Trés semanas depois o material foi transferido para meio fresco de
regeneracdo contendo 50mg/L de can.). Os entrends de plantas, mantidas durante 2 meses
em cultura, utilizados como explantes, foram seccionados e colocados em meio de
inducdo 48h antes do bombardeamento.

O aparelho utilizado para os bombardeamentos foi o PDS-1000/ He delivery system
(BioRad Laboratories, Hércules, U.S.A.). Um volume de 6xL da suspensdo de particulas
de ouro ¢ DNA foi pipetado e colocado na superficie dos “macrocarriers”. Apds secagem
dos “macrocarriers” na bancada de fluxo laminar, estes foram colocados a 6mM do ecra
de paragem e as amostras foram colocadas a 6, 9 e 12cm. Os explantes foram
bombardeados a 1300, 1500 e 2000 Psi (Tabela 2). Apds a transformacgdo, o material foi
colocado em meio de regeneracdo com uma pressao seletiva de 25mg/L. de can., sendo

esta concentragdo aumentada para S0mg/L, na subcultura seguinte

Determinacio da expressdo transiente

A atividade da B-glucuronidase foi detetada no material vegetal transformado por
bombardeamento, ou A. tumefaciens recorrendo ao método histoquimico descrito por

Jefferson [9].

Analise molecular das plantas

Extracdo de DNA das plantas

Folhas e meristemas apicais de plantulas jovens foram utilizados para a extracdo de
DNA. Para a andlise do DNA por PCR o processo foi feito IMés apds a transformacao. A
extracdo de DNA foi efetuada de acordo com o protocolo descrito no anexo 2 adaptado a

partir de Yang e King e modificado de Doyle e Doyle [10].

Andlise do DNA por PCR

O DNA gendmico das plantas foi usado para a amplificacdo por polimerase em
cadeia dos genes presentes nos plasmideos. Foram amplificados os genes uid A e o npt 11,
seguida da determinacdo do gene de interesse, codificante da proteina da capside viral do
ArMYV. andlise por PCR para o gene npt 1l foi feita com os seguintes “primers”: 5’-GAG
GCT ATT CGG CTA TGA CTGG-3" e 0 5’-ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTAA-
3’. O programa utilizado foi o seguinte: 95°C, 5 minutos para a abertura inicial das
cadeias; 94°C, 1 Minuto; 65°C, 1 Minuto; 72°C, 1 Minuto; 30 ciclos, no final um passo de

elongacdo de 10 minutos a 72°C para terminar as cadeias ainda incompletas. A andlise
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para o gene uid A foi feita com os “primers”: 5’-CCC GGC AAT AAC ATA CGG CGT-
3’ ¢ 5°-CCT GTA GAA ACC CCA ACC CGT-3’ e usado o seguinte programa: 94°C, 5
minutos para a abertura inicial das cadeias; 94 °C, 1Minuto, 60°C, 1Minuto; 72°C, 3
minutos; 30 ciclos e final o passo 10 minutos a 72°C para terminar as cadeias ainda
incompletas. A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita por electroforese em géis de
agarose (1,2%) em solucdo tampao TAE (40mM Tris, pH 7,8, 2mM EDTA) com
Brometo de Etidio a 0,3 ug/mL. A determinagdo da concentracdo do DNA, foi feita por
espectrofotometria de absor¢do molecular, a 260nm. O peso molecular foi determinado

por comparacido com marcadores de peso molecular conhecido.

Resultados e Discussao

O meio utilizado na micropropagacdao foi o meio Adams modificado (15 g/L
glucose com 0,75 mg/L IBA e 0,2 mg/LL BA), para todas as cultivares, com crescimento
igualmente rapido, nas diferentes cultivares e clone. Foi determinado qual o melhor meio
e melhor explante, para a obten¢@o de organogénese. Foram testados varios meios base e
varias combinacdes de fitorreguladores. Verificou-se que, para cada variedade, o meio
com maior taxa de regeneracdo foi diferente. Assim, para a variedade BG o melhor meio
foi 0 meio MS suplementado com 3 mg/L Zea e 0,025 mg/L de IAA, enquanto, para a
variedade Er o meio testado, com taxa de regeneracdo mais elevada, foi o meio SH
suplementado com 1,5 mg/L Zea e 0,025 mg/L IAA. Para o Clone Br, o meio selecionado
para os ensaios posteriores de regeneracao, foi o meio MS com 15 g/L. de sacarose e 1,5
mg/L de Cinetina e 0,02 mg/L de IAA.

Na tabela 1 apresentam-se os meios testados para organogénese (ou regeneracao de

meristemas) com os resultados obtidos em cada meio e em cada cultivar estudada.

Transformacao por Agrobacterium tumefaceans

Os resultados obtidos na transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaceans,
apontam para uma frequéncia de regeneracdo, apds transformacdo, mais baixa que a
obtida, quer no controlo, quer quando foi utilizado o bombardeamento de particulas. A
frequéncia de regeneracdo utilizando o Agrobacterium tumefaceans € ligeiramente
inferior (cerca de 6%), a das plantas controlo (Fig. 2). Enquanto a frequéncia de
regeneracdo dos explantes transformados por bombardeamento de particulas foi de 23%,
3% inferior aos valores atingidos nas plantas controlo. As plantas obtidas foram

selecionadas para analise por PCR, para determinagdo da presenca do gene uid A. Em 2%
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do total de plantas obtidas, a pressdo seletiva da can. s6 foi visivel ao fim de duas
passagens por meio com antibidtico (aproximadamente 4 meses). S6 apds 4 meses em
meio de selecdo (meio com antibidtico) com 50 mg/L de can., foi possivel observar na
planta sintomas de sensibilidade ao antibidtico: perda de clorofila e inicio de necrose que,
acaba por levar a morte da planta, pelo que se optou por analisar as plantas por PCR, apds
4 meses de cultura em meio seletivo (Fig. 3).

Se for utilizada uma quantidade de canamicina superior logo na fase inicial de
regeneracdo, o material acaba por ndo regenerar, possivelmente por inibi¢do das células
envolventes que ndo resistem e morrem. Se a can for colocada no meio mais tarde, apds a
transformacdo (ex: 25 dias), a concentracdo de can. suportada, é mais elevada (50mg/L).
Nesta fase, as células transformadas ja se multiplicaram e iniciaram a regeneracdo dos
meristemas, o que permite uma maior resisténcia a inibicdo provocada pela eventual
morte das células circundantes ndo transformadas. No entanto, a aplicacdo de pressao
selectiva aos transformantes, mais tarde no processo de regeneracdo, podera dar origem a
um maior nimero de quimeras. A possibilidade de aparecerem células que regeneram
sem estarem transformadas, num meio de selec¢do, poderd estar relacionada com a
inactivacdo da can. pelas células circundantes transformadas, durante o desenvolvimento

meristematico [11]

Transformacao genética por bombardeamento de particulas

Os resultados para os diferentes ensaios de pressdo e distdncia mostraram que, para
este material (entrends), a pressdao em que foram obtidos resultados significativos foi a de
1500 psi a distancia de 9 e 6cm, e 2000 psi a distancia de 6cm (Tabela 3). O facto de
haver uma expressdao da proteina somente em algumas das plantas transformadas, ndo
implica necessariamente que ndo exista uma possivel resisténcia a infe¢@o viral, uma vez
que a resisténcia pode ser determinada ao nivel da transcri¢cdo e presenca do RNA da
cépside [12]. A expressao da cdpside viral em plantas transformadas por bombardeamento
de particulas € inferior a expressdao obtida para as plantas transformadas com
Agrobacterium tumefaceans, o que pode estar associado aos locais de inser¢do e aos
processos de silenciamento [13]. No caso das transformacdes por bombardeamento de
particulas a integragcdo serd menos direcionada, o que poderd dar origem a maior numero

de escapes, que ndo apresentariam qualquer expressao, quer do RNA, quer da proteina.
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Analise molecular das plantas

Foram obtidas plantas putativamente transformadas de Humulus lupulus, quer apos
transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaceans, quer apds bombardeamento de
particulas. A presenca dos genes foi confirmada, por PCR, 2 meses apds a transformagao
(tempo correspondente a uma subcultura). Findo este periodo, as plantas analisadas
deixavam, com frequéncia, de apresentar, no gel dos produtos de PCR, a banda
correspondente aos genes introduzidos. A regeneracdo e o desenvolvimento das plantas
transformadas nao foram alterados apds a transformacgdo. Parte das plantas analisadas
foram posteriormente transferidas para vaso, sendo esta aclimatacdo um processo em tudo
semelhante ao efetuado para as plantas regeneradas, com uma percentagem de sucesso
equivalente. Nos testes feitos a plantas transformadas com o gene da cpArMV obtiveram-
se resultados semelhantes. Verificou-se que, tal como anteriormente, nem todas as plantas
expressavam os dois genes da construgdo (cpArMYV e nptIl) de igual modo. As plantas em
que o gene permaneceu integrado nos respetivos genomas, € foram transferidas para terra,
foram analisadas por varias técnicas de analise molecular para além de PCR (Southern
blotting, Northern blotting a expressdao do gene da cépside viral foi testada por DAS-
ELISA) (dados ndo apresentados), sendo os resultados dessas andlises sido positivas num
numero reduzido. O gene cpArMYV foi integrado nas plantas que sofreram transformacao
mediada por Agrobacterium tumefaceans, e nas que foram transformadas por
bombardeamento de particulas. A percentagem de plantas que mantiveram o gene
integrado ao fim de 6 meses, contudo, foi bastante baixo, ndo ultrapassando os 2 a 5%.
Este resultado mostra que, ainda que num numero reduzido de plantas, foi possivel a
incorporacdo estdvel do transgene. Outros trabalhos utilizando a transformac¢do mediada
pela estirpe de bactérias LBA 4404 de A. tumefaceans, e a construcdo 35SGUSINT,
revelaram-se pouco conclusivos quanto a integragdo estavel de genes no lupulo [14]; [15].
O facto de haver uma expressdo da proteina somente em algumas das plantas
transformadas, ndo implica necessariamente que ndo exista uma possivel resisténcia a
infecdo viral, uma vez que a resisténcia pode ser determinada ao nivel da transcri¢do e
presenca do RNA da capside [12]. Com o ensaio de Andlise da manutencdo do gene nas
plantas transferidas para o campo foi possivel verificar que, apesar de as plantas se
encontrarem héd mais de 2 anos em terra, o que significa que nao estao sujeitas as pressoes
de meios de selecdo, a expressdao do transgene manteve-se (Fig.3). Estas plantas, sem

pressdo seletiva, permitem-nos considerar que o gene se mantém de facto estavel,
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permitindo um bom ponto de partida para estudos futuros de resisténcia a inoculag¢des
virais. A obten¢do, ainda que de uma unica planta transformada, permite que, utilizando
métodos de micropropagacdo, se consiga um grande nimero de plantas com uma

transformacao estdvel e com boas possibilidades de serem resistentes ao ArMV.

Figuras e Quadros

L

Figura 1: Do material ja in vitro das diferentes cultivares e clone Braganca (a), foram
retirados os peciolos e entrends e colocados em meios de indu¢do de organogénese
(regeneracdo de meristemas) (b), apds a formacgao de algumas estruturas indiferenciadas
(calli) surgem os meristemas a partir dos quais se desenvolvem novas plantas (c)

Tabela 1. Meios utilizados para a regeneracdo de meristemas e resultados obtidos para
cada meio e cultivar.

% %
Meiode Meio Zeatina IAA Cinetina  Regeneracdo Regertlyzragﬁo Regeneracio
Inducdo base (mg/L) (mg/L) (mg/L) (Bragancga- (Eroica-Er) (Brewers
Br) Gold-BG)
Il MS 2.5 0.025 30 54 32
12 MS 3 0.025 28 3 10,5
13 MS 0.02 1.5 60 23 58
14 MS 5 0.025 1,5 14 1.8
I5 MS 2 0.01 21 13 5,5
16 MS 0.01 2 24 2 1,7
17 MS 0.025 3 37 5,1 4
18 MS 1,5 0.025 40 32 6,3
I6.1 SH 1,5 0.025 1,6 30 3,7
17.1 SH 0.03 1.5 1.9 18 2,7

78



Tabela 2. Distancias e pressoes testadas nos explantes submetidos a transformacao por
bombardeamento de particulas

Pressdo (psi) Distancia (cm)
1300 6 9 12
1500 6 9 12
2000 6 9 12
30
025
"
§20
815
S10
X5
0 e

Pl. Transf. Agro Pl. Ndo Transf. Pl. Transf. Bomb.

Figura 2. Percentagem de regeneracdo apés transformacao. PI. Transf. Agro. — Plantas
resultantes de transformacdo mediada por Agrobacterium; Pl Nao Transf. —Plantas
controlo, ndo transformadas; Pl. Transf. Bomb. — Plantas resultantes de transformacgao
utilizando como método o bombardeamento de particulas.

Figura 3. a) Planta em meio de selecdo com 50mg/L de can. apds 4 meses de cultura. b)
Explantes em caixas de Petri, com meios de sele¢@o, no primeiro més apds transformacgao
(setas - rebentos). c)Varias plantas transformadas, em tubo com meio de selecdo, apds 4
meses. As plantas s@o todas da mesma idade e duas delas apresentam clorose por
sensibilidade ao antibiotico (setas).
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Tabela 3. Expressao transiente em entrends de lipulo bombardeados com p35SGUSINT.
Os resultados estdo expressos em explantes com manchas azuis. Os dados foram testados
com o programa ACTUS. ***P <0,001; ** P <0,01. Entre paréntesis encontra-se a
percentagem de frequéncia das manchas azuis nos explantes.

Distancia (cm)

Pressdo (psi)

6 9 12

1300 255 208 370
(56,3%) (41,5%) (73,8%)

1500 394 295 370
(98,5%) (43 ,8%) (64.8%)

2000 175%* 323 179
(43,8%) (80.8%) (44.,8%)

1284

Figura 3. Produtos de PCR do gene da cépside viral do ArMV. As plantas abyg, pba; e 2
foram plantas transformadas por bombardeamento de particulas. As plantas c, d, e,
sofreram transformacdo mediada por Agrobacterium. A planta 1 € uma planta controlo
nao transformada. Controlo positivo (+) fragmento do gene do plasmideo isolado por
PCR. Controlo negativo () mistura de reacdo sem DNA. A (marcador molecular XIV).
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Resumo

Existem em Portugal excelentes condi¢des para o ldpulo, cuja cultura ja teve uma
dimensio importante nas regides de Braganca e Braga. A presente data restam apenas
cerca de 12 hectares pertencentes a 2 produtores de Braganga. O abandono desta cultura
acompanhou o gradual abandono doutros sistemas tradicionais de agricultura, como os
terrenos de regadio e pastagens permanentes. No contexto actual, podem existir
possibilidades favordveis para o regresso da cultura do ldpulo.

Neste trabalho fez-se inicialmente uma revisao sobre os aspectos culturais do lupulo
e da sua adaptacdo ecoldgica. Foram consideradas as possibilidades de modernizagao
desta cultura — instalacdo, fertilizacdo, poda, rega, proteccdo sanitdria e colheita, que
permitam considerar o alargamento para outras dreas potenciais além das outrora
ocupadas com lupulo.

Considerando as exigéncias edafocliméticas desta cultura modelou-se a informagao
geografica digital disponivel através de Sistemas de Informacdo Geogrifica (SIG) e
pesquisaram-se as areas de Braganga potencialmente mais favordveis para a instalagdo do
ldpulo. O conhecimento que venha a adquirir-se futuramente acerca da cultura do lupulo
na regido podera refinar esta andlise.

Foi produzida uma simulacdo da aptidao de uso do solo para a cultura do ldpulo.

Palavras-chave: aptidao ecolégica; Humulus Ilupulus; técnica cultural;, SIG;
Macrozonagem; modelacdo geografica.

Introducao

Em Portugal, o lipulo ocorre espontaneamente em locais frescos e humidos. A sua
cultura intensiva requer elevadas quantidades de dgua de rega, até 7 vezes superiores as
das condicdes da Alemanha (maior produtor mundial). O sistema de rega que € utilizado
designa-se por “rega a manta” tratando-se de um sistema tradicional por alagamento e que

implica a escolha dum local quase plano ou o seu nivelamento artificial. A instalagdo dum
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campo de lipulo envolve por isso o nivelamento do terreno com recurso a niveladoras,
limitando desde logo as dreas potencialmente interessantes para locais planos onde exista
dgua com abundancia. A cultura do lipulo em Portugal iniciou-se em 1962 em Braganca
(Carmona, 1982), tendo sido trazidas de Espanha as primeiras plantas. Na Alemanha o
ldpulo assume uma dimensao muito maior, havendo registos da sua cultura desde o século
IX (Rybacek, 1991).

Sendo possivel alterar alguns dos processos tradicionais, essencialmente na rega, as
areas potenciais podem aumentar. Constatou-se que na Alemanha, embora a extensao
desta cultura seja muito maior, a dimensao de cada parcela é quase sempre inferior a 1 ha.
A dimens@o média da exploracdo por proprietdrio € no entanto maior na Alemanha (cerca
de 17 ha enquanto em Portugal é cerca de 6 ha). No dominio dos sistemas de rega, foi
adoptado o sistema de rega “gota-a-gota” (Figura 1 a esquerda) com condutas suspensas.
Este tipo de sistema de rega permite dispensar a remoc¢ao do sistema durante o inverno
porque ndo prejudica as actividades culturais incluindo a colheita. Além disso permite a
instalacdo da cultura em terrenos ligeiramente inclinados e ondulados ao contrario do
actual sistema praticado em Portugal que carece de um bom nivelamento do solo.

Constatdmos que actualmente na Alemanha ndo se realizam mobilizacdes do solo
sendo promovidos os cobertos vegetais permanentes (Figura 1 a direita).

Nao obstante as diferencas registadas, o sistema cultural portugués nao difere
significativamente do alemdo. Poderemos dizer que em boa verdade os agricultores
portugueses estdo tecnologicamente evoluidos e dvidos de inovagdo. Esse aspecto €

excelente porque pode motivar novos interessados num sentido correcto.

Figura 1. Sistem de reg gota—a—got em lupulo (esquerda); cobertura verde do solo
(direita). (Alemanha, Agosto de 2015, fotos Jodo Paulo Castro)

A regido de Braganca apresenta especificidades climaticas em consequéncia do
relevo. Poderemos dizer que existem duas principais regides climaticas, as designadas

“Terra Fria Transmontana” e “Terra Quente Transmontana”, a primeira com melhores
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condig¢des para a cultura do ldpulo, a segunda provavelmente nao tanto. Entre ambas as
regides existem as regides de transi¢do.

Foram objectivos deste trabalho evidenciar as regides mais propicias a cultura do
ldpulo sobre as regides de Terra Fria do distrito de Braganca (macrozonagem),
pressupondo-se um posterior refinamento local com informa¢do a recolher
especificamente para o efeito (microzonagem).

Utilizaram-se Sistemas de Informacdo Geografica (SIG) na modelacdo geogréfica
da informacao disponivel da regido de Braganca para obtencdo dum mapa de aptidao para

a cultura do ldpulo na regido de Braganca.

Modelac¢ao geografica

A modelacio geogrifica € uma andlise conjunta de restricdes e de factores. Os
factores sdo critérios que aumentam ou diminuem a adequacdo de uma alternativa
especifica para a actividade em questdo e, por conseguinte, mais vulgarmente medidos
numa escala continua. O processo pelo qual os critérios sao seleccionados € combinados
para se chegar a uma avaliacdo em particular, e pelo qual as avaliagdes sdo comparadas e
postas em prética, é conhecido como uma tomada de decisdo (Eastman et al., 1995;
Eastman, 2009). Regras de decisdo normalmente contém procedimentos para combinar
critérios num unico indice composto e especificacoes de como as alternativas devem ser
comparadas com este indice. Com uma combinagdo linear ponderada, sio combinados
factores (X;) através da aplicacdo de um peso para cada um (p;), seguido da soma dos

resultados e, finalmente pela multiplicagdo pelo produto dos constrangimentos (C;)

obtendo-se um mapa de aptidao (4) (Eastman, 2005), isto é:

AZ(Zpi'Xi>X1_[C']-

Procura-se reduzir a subjectividade dos critérios de decisdo e compreender as suas
implicagdes porque ndo podem ser todos maximizados na seleccdo de uma alternativa
(Belton and Stewart, 2002). Por causa das diferentes escalas em que sdo medidos os
critérios, os factores sao padronizados:

X; = (x; — min;)/(max; — min;)

Quaisquer métodos de ponderacdo implicam: 1) ordenacao (ranking) de critérios;

2) Classificacao (rating) dos critérios numa escala comum; 3) analise frade-off (analises

de conflitos de escolha); 4) processo de hierarquia analitica: calcula pesos relativos
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globais com base em cdlculos globais de todas as relacdes de pares (Eastman, 2009;
Saaty, 1980; Saaty, 2008; Schmoldt et al., 2001).
O sucesso duma modelacdo geogrifica depende sobretudo da qualidade da

informacdo geografica disponivel.

Informacio disponivel e Pressupostos

O material de base consistiu em informacdo publica e ainda alguma informacdo
geogréfica produzida pelo IPB: a) Carta dos Solos, Carta do Uso Actual da Terra e Carta
da Aptiddo da Terra do Nordeste de Portugal, produzida pela Agroconsultores e Coba
(1991), sob coordenagao da UTAD (Armindo Aires Afonso Martins e José Martinho
Lourengo). Foi transformada numa base de dados geografica por Jorge Arsénio e Jodo
Paulo Castro (IPB); b) Carta de ocupacdao do solo (COS2007) recentemente
disponibilizada pela Direc¢dao-Geral do Territério; c¢) Hidrografia do Sistema Nacional
de Informagdo de Recursos Hidricos; d) Modelo digital do terreno do distrito de
Braganca.

Pressupostos: a) Localizacdo — Terra Fria do distrito de Braganga; b)
Disponibilidade de dgua — abundante; c) Fisiografia do terreno — pouco ondulado e de
suave declive; d) Classes de ocupacdo do solo actual — locais potenciais actualmente
com pastagens permanentes, agricultura de regadio e de sequeiro convertivel para
regadio; e) Acessibilidade — locais com acesso rodovidrio; f) Distancia a Braganca; g)
Area homogénea por parcela — parcelas com superficie minima de 0.25ha; h) Geometria
da parcela — parcelas quadradas ou rectangulares; 1) Area de exploracao — agrupamento
de 6ha.

Para a microzonagem serd necessario consultar as listagens de parcelas de terreno
registado no Sistema de Identificacdo Parcelar Online (iSIP), uma iniciativa da Agéncia
para a Modernizacio Administrativa de Portugal. Pretendem-se garantir dreas
homogéneas por parcela — parcelas com superficie minima de 0.25ha, Quanto a geometria
da parcela, dos agrupamentos geograficos encontrados, serdao preferiveis unidades que
possam tomar formas quadradas ou rectangulares, evitando-se unidades geograficas cujas
irregularidades de forma possam comprometer este tipo de cultura de alinhamento em
sebe.

Por informagio pessoal (BRALUPULO, 2015), uma exploragio de lipulo consegue

optimizar o equipamento necessario para a colheita e granjeios com uma darea total de
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6ha. Assim sendo, os agregados de unidades geograficas encontradas por modelacio
geogréfica devem ser agora alocados a um explorador para se estabelecer um limiar de
distancia entre parcelas que ndo inviabilize as deslocagdes e que garanta disponibilidade
de 4gua.

A acessibilidade rodovidria facilita o transporte de maquinaria para granjeios e
colheita. A centraliza¢do tecnoldgica no processamento e pré-processamento da flor do
lipulo carece de uma boa acessibilidade rodovidria.

Produziram-se mapas raster com resolucio espacial de 900 m” (30m x 30m) para
cada um dos temas requeridos na modelacdo geogréfica. O valor dos atributos obedece a
uma ordem decrescente de adequabilidade (1 — mais adequado; 4 — menos adequado; 0 —

nao adequado; <null> - dados fora da zona).

Localizacao — Terra Fria do distrito de Braganca

A Terra Fria, a Terra Quente e a Terra de Transi¢do, sdo nomes que se ddo a
territorios situados no Nordeste Transmontano, cada um dos quais com particularidades
importantes ao nivel do clima, altitude, etc., e que criam condicdes especificas para certas
culturas. A cultura do Lipulo s6 € feita na Terra Fria.

Cada poligono da Carta de Solos representa uma Unidade cartografica homogénea
sob vdrios pontos de vista um dos quais a zonagem climdtica. Através de filtracdo

geografica isoldmos as regides de Terra Fria (Figura 2).

o = [

Figura 2. Zonagem climética do distrito de Braganca (esquerda) (GRID: 1 — Terra fria de
Planalto; 2 — Terra Fria de Montanha; 3 - Terra de Transi¢do; 4 — Terra Quente) e Terra
Fria (direita: raster TerraFria)
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Disponibilidade hidrica ao longo do ano (h)

A cultura do ldpulo é muito exigente na disponibilidade hidrica. Quanto mais curto
o periodo de caréncia hidrica menor necessidade de dgua de rega.

Em funcdo principalmente da precipitacdo média anual, da espessura titil do solo,
da granulometria e da forma e declive do terreno, a carta de solos considera quatro graus
de disponibilidade hidrica ao longo do ano (h) (Figura 3):

1. Com 2 meses ou menos de caréncia hidrica (mais adequado)

2. Com 2 a 4 meses de caréncia hidrica (menos adequado)
3. Com 4 a 8 meses de caréncia hidrica (ndao adequado)
4

Com > 8 meses de caréncia hidrica (nao adequado)

Qualidade da Terra
Disponibilidade de agua no solo
Carénzie <2 mes=
‘Caréncis 224 meses
I Caréncis 458 meses
I Cerincis >8 mes=

Figura 3. Disponibilidade hidrica ao longo do ano (h), (esquerda: poligonos) (direita:
raster AguaSolo)

Afloramentos rochosos

Sendo o ldpulo uma cultura de alinhamento, rejeitam-se as parcelas de terreno com
obstdculos — afloramentos rochosos, s6 sendo vidveis as parcelas sem afloramentos ou
afectando menos de 25 % da édrea (Figura 4):

1. Sem afloramentos ou em drea < 10% (mais adequado)

2. Com afloramentos em édrea 10-25% (menos adequado)
3. Com afloramentos em drea 25-50% (nao adequado)
4

Com afloramentos em drea > 50% (nao adequado)

Disponibilidade de agua

A quantificag¢do da disponibilidade de dgua é muito dificil e subjectiva. O agricultor

deverd ponderar a prospeccdo de dgua antecipadamente e s6 a posteriori realizar um
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investimento. Existem muitos casos em que a prospec¢do de dgua tem mais sucesso em
zonas de planalto do que em zonas proximas de linhas dgua. No entanto, e considerando
que a captacdo de dgua dos cursos de dgua é uma solugcdo frequente para culturas de
regadio como a do ldpulo, para efeitos de modelacio de informacdo geografica

consideram-se como mais adequados os terrenos mais proximos de cursos de dgua

(Figura 5).

Qualidade da Terra
Afloramentos rochosos

‘Com sfloramentos em érea 10-26%

I Com sfioramentos em érea 25-50%

||
Figura 4. Classes de afloramentos rochosos, (esquerda: poligonos) (direita: raster
AflorRochosos)
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euclidiana a cursos de dgua (a direita em cima); Reclassificacdo da imagem em 4 classes
(1: 0a 100; 2: 100 a 500; 3: 500 a 750; 4: maior que 750) (em baixo)
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Distancia a Braganca

A questdo da distancia a Braganca € um factor muito importante porque devera
ponderar-se alguma centralizag@o tecnolégica no processamento do produto. Determinou-
se a distancia em linha recta (distincia euclidiana) da zona industrial de Braganca a todos

os pontos do distrito (Figura 6).

=

¢ e 7 Redassty e

et | s s o vaa | _ s |

Output raster

[~ Change missing values io NoData (optional)

*  ERGINDUST
Value.

| ' '
= = ([l . =

— Srees i S 1

Figura 6. Reclassificacdo da distancia euclidiana a Braganca

Fisiografia do terreno

O ldpulo é uma cultura de alinhamento carecendo de declives suaves e reduzida
ondulacdo. Ha no entanto uma maior flexibiliza¢do com a introducdo de sistemas de rega
gota-a-gota, em comparacao com os sistemas tradicionais de rega por alagamento.

Para modelagdo da informagdo geografica considera-se que a taxa de alteragcdo de
elevacdo nao deverd ultrapassar um determinado limite cujo limiar sera objecto de estudo.
Assume-se que o declive do terreno ndo devera ultrapassar 15%. O terreno foi agregado
em 4 classes de declive (Figura 7):

1. Declive entre 0 ¢ 5% (mais adequado)

2. Declive entre 5 e 10% (bastante adequado)
3. Declive entre 10 e 15% (menos adequado)
4

Declive superior 15% (nao adequado)
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Figura 7. Declives (esquerda) e classes de declive (direita)

Classes de ocupacao do solo actual

Uma das ferramentas mais importantes para modelacdo da informagdo geogréfica

no sentido de se encontrarem as parcelas de terreno mais propicio a cultura do ldpulo € a

carta de ocupagao do solo (COS2007) recentemente disponibilizada pela Direc¢do-Geral

do Territério (DGT, 2015).

Os solos mais adequados a cultura do Ildpulo sdo solos profundos, sem

pedregosidade, sem afloramentos rochosos, de aluvido, normalmente dedicados a

horticultura e pastagens permanentes. No entanto, havendo disponibilidade de dgua, as

opg¢oes disponiveis aumentam.

Identificimos como interessantes para esta cultura do lipulo as seguintes classes de

ocupacao de solo (Figura 8):

1.

Pastagens permanentes (classe “2.3.1.017), Pastagens associadas a culturas
permanentes (classe “2.4.1.03”), Culturas temporarias de regadio (classe
“2.1.2.01”), Culturas temporérias de regadio associadas a culturas permanentes
(classe “2.4.1.02”), Sistemas culturais e parcelares complexos (classe
“2.4.2.017), Sistemas agro-florestais (SAF) com culturas tempordrias de regadio
(classe “2.4.4.02”) — (mais adequado)

Agricultura com espacos naturais e semi-naturais (classe “2.4.3.01”), SAF com
pastagens (classe “2.4.4.03”), Vegetacdo herbdcea natural (classe “3.2.1.017),
Pomares (Classe “2.2.2.01”), Pomares com vinha (Classe “2.2.2.02”), Pomares
com olival (Classe “2.2.2.03”), Vinhas (Classe “2.2.1.01”"), Vinhas com pomar
(Classe “2.2.1.02”), Vinhas com olival (Classe “2.2.1.03”) — (bastante
adequado)
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3. Culturas temporarias de sequeiro (classe “2.1.1.01”), Matos pouco densos
(classe “3.2.2.02”) — (menos adequado)

4. Outras classes — (nao adequado)

~

-

COS2007N5_BRG
Ocupagio do solo

Pastagens parmanentes

5. RS
I Cuticos termporios e secusivo

Figura 8. Classes de ocupacdo do solo potencialmente disponiveis para a cultura do
lipulo. As classes de ocupacao desejadas atribuiu-se o valor numérico por ordem inversa
de importancia (1 a 3) e 4 aos restantes que ndo interessam.

Resultados e Conclusoes

Da modelacdo geogréfica descrita resultou um mapa com a Macrozonagem da
Aptidao do Solo para a Cultura do Lipulo em Braganga, que se apresenta na Figura 9. Na
Tabela 1 € indicada a drea em hectares por concelho e por classe de aptidao para a cultura
do lupulo no concelho de Braganca (Classe ndo adequada: 0; Classe mais adequada: 5).
Esta modelagcdo baseou-se numa andlise multicritérios com combina¢do linear ponderada
de diversa informacdo geografica, a qual pode ser gradualmente alterada no sentido de
refinar os resultados obtidos. Braganca € o concelho com maior drea de elevada aptidao
(1.451ha), seguido por Vinhais (523ha) e depois Vimioso e Macedo de Cavaleiros (390ha
e 144ha, respectivamente).

A Microzonagem deverd ser realizada localmente considerando os pressupostos
indicados atrds, isto €, locais com acesso rodovidrio, parcelas com dimensdo e forma
regulares (parcelas com superficie minima de 0.25ha e de forma geométrica quadrada ou
rectangular e ainda garantindo uma drea de exploracdo agrupada de 6ha por unidade de
equipamento de colheita e secagem do ldpulo.

Foram analisados com maior detalhe algumas situacGes que se sabe estarem
actualmente ocupadas com esta cultura do lupulo, ou que ja estiveram mas apresentam-se

agora abandonadas. Em alguns destes casos as estruturas permanecem em bom estado e
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que poderiam ser aproveitadas, havendo interesse para replantagdo. Ilustram-se ainda

outros locais com maior ou menor aptiddo para avaliagdo da modelacdo espacial realizada

(Figura 10 a Figura 17).
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Figura 9. Macrozonagem da Aptidao do Solo para a Cultura do Lupulo em Bragancga. A
classe de aptiddo 5 (azul escuro) € a mais adequada e a classe 1 a menos adequada

(vermelho).

Tabela 1. Area em hectares por concelho e por classe de aptidio para a cultura do lipulo
no concelho de Bragancga (Classe ndo adequada: 0; Classe mais adequada : 5)

Area Classe

Classe Classe Classe Classe Classe
Concelho Total 0 1 2 3 4 5
(ha) (ha) (ha) (ha) (ha) (ha) (ha)
BRAGANCA 117.354 73452 - 453 16990 25.009 1451
MACEDO DE
CAVALEIROS 69918 50.254 - 1.461 11912 6.147 144
VIMIOSO 48.166  32.091 - 445 7.210 8.030 390
VINHAIS 69.481 49482 - 308 8.462 10.706 523
SUBTOTAL 304919 205.278 - 2,667 44575 49892  2.508
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Através da Figura 10 podemos verificar que no Campus de Sta Apoldnia as zonas
de lameiro anexas ao rio Fervenca foram classificadas com a maxima aptiddo havendo

concordancia com a real aptidao.

Figura 10. Campus de Sta Apolénia — IPB. A classe de aptiddo 5 (azul escuro) € a mais
adequada e a classe 1 a menos adequada (vermelho).

A exploragio do Sr. Rodrigues (associado da BRALUPULO), um dos actuais
produtores de ldpulo, enquadra-se nas classes de aptiddao 4 e 5 (Figura 11). Deveria ter a
maior aptidao mas o sistema desconhecia que existe abundancia de d4gua subterranea para
rega através de captacdo realizada pelo produtor. Assim, verifica-se que a qualidade da

informac@o interfere directamente na estimagdo do modelo.

Na Figura 12 apresenta-se o resultado do modelo para Vinhas, na exploracdo do
Eng. S4 Morais, também associado da BRALUPULO e produtor actual. Neste caso o
modelo ndo atribuiu a médxima aptidao por dois principais factores: 1) o local enquadra-se
numa regido climdtica de transicdo e 2) o local fica a cerca de 40 km de distancia de
Braganca. Pudemos constatar que o campo de ldpulo é excelente embora em anos mais
quentes e secos o desenvolvimento vegetativo possa ser prejudicado. Em consideracao
com a distancia a Braganca, este factor ndo deveria ter tido um peso tdo elevado porque o

proprietério dispde de equipamento de colheita, de secagem e de enfardamento.
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Figura 12. Vinhas — Exploragdo do Eng. S4 Morais (associado da BRALUPULO)

A regido de Gimonde (Figura 13) e a Veiga de Gostei (Figura 14) sdo excelentes
para a producdo de ldpulo mas infelizmente ndo existem campos em producdo. A
modelacdo geografica atribuiu para estes locais a maxima aptiddao havendo concordéancia
com a informacdo real. Na Veiga de Sdo Joanico (Figura 15), junto as margens do Rio
Angueira, ocorre lipulo espontaneamente. E um bom exemplo de locais onde abundam

terrenos disponiveis com excelente aptidao para a cultura do ldpulo.

Figura 13. Gimonde. Explora¢des descontinuadas recentemente do Sr S4, Eng. Godinho
ou Sr. Zezinho (avd do Sr. Luis Miguel Pinheiro)
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Figura 15. Veiga de Sao Joanico — margens do Rio Angueira (um local onde ocorre
ldpulo espontaneamente)

Na Figura 16 € apresentado o local mais emblematico porque foi onde se iniciou a
cultura do lipulo em Braganca — Qta de Rica Fé, Braganca, pertencente a familia de Dr.
Carmona e Lima. A exploracdo foi descontinuada mas malgrado a exploracdo esteja
descontinuada, os locais possuem a médxima aptidao para cultura do lipulo, e as estruturas

permanecem em boas condi¢des (Figura 17).

Figura 16. Qta de Rica Fé - Bragancga — familia de Dr. Carmona e Lima. Local onde se
iniciou a cultura do lipulo em Braganca. Exploracido descontinuada.

J. Sd Mosis

Figura 17. Qta de Rica Fé - Braganca — familia de Dr. Carmona e Lima. Local onde se
iniciou a cultura do ldpulo em Bragancga. Exploracdo descontinuada. As estruturas estao
ainda em boas condigdes.

e
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Um futuro para a producao de lipulo em Portugal

Arménio Martins'

1 A .. . .
Os Trés Cervejeiros, Lda. Cerveja artesanal Sovina

Resumo

A nova vaga de produtores de cerveja artesanal no mundo Ocidental cria
oportunidades para os produtores de lupulo em Portugal. A introducao de novas cultivares
dirigida ao mercado dos cervejeiros artesanais podera ser a chave da solu¢do para que as
culturas se tornem rentaveis e ndo se extingam.

Palavras-chave: lupulo; Tras-os-Montes; cerveja artesanal

Introducao

“Some 2 600 farms in the European Union grow hops, covering 26500 ha - 60% of
the total surface area used for hop-growing worldwide

Comissao Europeia da Agricultura e Desenvolvimento Rural

A produgao do lupulo em Portugal esta em vias de extingdo.

Sobrevivem dois produtores no Nordeste Transmontano, o Sr. Rodrigues e o Sr. Sa
Morais nomeadamente nas aldeias de Pinela e Vinhas. O lupulo ai produzido € da cultivar
Nugget, uma cultivar com grande teor em 4acidos Alfa, mas com poucos aromas. Este
lapulo da resposta as necessidades da industria cervejeira. E um lipulo com prego no
mercado muito reduzido, comparado com outros lupulos aromaticos. A flor de lupulo
colhida por estes produtores ¢ transformada na Alemanha.

Este abandono, esta desertificagdo, deve-se a factores economicos, devido aos
custos elevados de produgdo e também de transformacgdo. Pelo facto de nunca ter havido
uma verdadeira unidade/cooperativa de transformagdo quer seja para a transformagdo em
pellets ou extracto esta transformagao ¢ feita na Alemanha, que acresce em muito ao valor
final, desvalorizando assim o trabalho do produtor.

Este abandono agricola do lipulo parece um paradoxo quando temos na regido de
Tréas-os-Montes especialmente no distrito de Braganca, as condi¢des ideais para ser

considerada uma das melhores regides para plantacio do ltipulo no mundo.
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Nas décadas de 60 e 70 produziam-se no Nordeste Transmontano, cerca de 120
toneladas, Braga era o outro distrito forte na producao, hoje apenas restam 12 hectares de
plantagdo, e apenas da cultivar Nugget, para dar resposta ao mercado.

Chegamos a este ponto pelo facto de em Portugal até ha pouco tempo haver apenas
quatro unidades produtivas cervejeiras (SCC, Unicer, Coral, FontSalem). Estamos a falar
de industrias de grande escala que sdo geralmente sinonimo de alta rentabilidade
economica, onde os ltpulos aromdticos ou de amargor ndo sdo premiados como na
producao de cerveja artesanal onde ha procura por ldpulos nobres e diversificados, que
intrinsecamente ddo uma mais valia para o produto e também promovem o seu estudo e
inovacdo. Com o crescimento de novas marcas de cervejas artesanais no pais, podemos
ter uma porta aberta, uma solucgao para o problema dos produtores.

Com plantagdes de outras cultivares mais destinadas as cervejas artesanais ou seja
lupulos aromaticos com uma rentabilidade mais acrescida onde os custos de
transformagdo sdo muito menores (pelletes) ou ao natural em flor, seca.

Este precioso néctar indispensavel para o fabrico da cerveja ¢ desprezado pela
industria cervejeira mas altamente louvado pelos cervejeiros artesanais. Sem lipulo nio
ha cerveja, e sem boas cultivares e qualidades de ltpulos nao ha boas cervejas.

Prevendo o crescimento do mercado da cerveja artesanal em Portugal, como no
resto da Europa e com o emprenho das grandes cervejeiras, cervejas artesanais, poder
politico e local, penso que podemos voltar a produzir lupulos de grande qualidade e
também investigar cultivares selvagens diferentes.

Quem sabe, ha uma cultivar propria da regido, e ai se interessa patentear como
cultura de regido demarcada. Dai podera ser também o futuro da cultura do lipulo desta

regido que com certeza tera todo o apoio dos cervejeiros artesanais.
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Lupulo: Aplicacion industrial de la tecnologia de gases comprimidos.

Cristina Gutierrez' ,Maria T. Garcia' , Irene Alvarez' , Ignacio Gracia' ,Juan F. Rodrl’guezl

"Institute of Chemical and Environmental Technology (ITQUIMA). Department of
Chemical Engineering. University of Castilla-La Mancha. Faculty of Chemistry. Avda.
Camilo José Cela 12, 13071 Ciudad Real, Spain.

Resumen

En la industria agroalimentaria se utiliza de manera habitual procesos para la
concentracion de los principios activos contenidos en los alimentos mediante diferentes
étapas de separacion que pueden implicar el uso de disolventes orgdnicos. Con el objeto
de limitar el uso de este tipo de disolventes no comestibles, incluso toxicos, se estdn
desarrollando tecnologias de separacién mas respetuosas con el medio ambiente y que no
representen ningun riesgo para salud. El uso de fluidos supercriticos, principalmente CO»,
como disolvente de extraccidon es una técnica que cumple con todas las exigencias
planteadas anteriormente y que ademds produce productos naturales de gran calidad. En
este trabajo se describe la aplicacion industrial de esta tecnologia para producir los
extractos de lupulo imprescindibles para la elaboracion de la cerveza.

Palavras-clave: Lupulo; Extraccion Supercritica; oy B 4cidos; aceites esenciales.

Introduccion

De manera habitual, en la industria agroalimentaria se utilizan procesos basados en
etapas de separacion, bien para recuperar compuestos de interés o bien, para eliminar
compuestos indeseables presentes en mezclas mas complejas. Los métodos de separacion
convencionales implican el uso de disolventes organicos que suelen ser toxicos tanto para
la salud humana como para el medio ambiente y su uso estd siendo limitado
progresivamente por la legislacion alimentaria. Ademds estos procesos suelen
desarrollarse a temperaturas elevadas lo que supone una degradacion de los compuestos
de interés para la industria agroalimentaria ya que son termolabiles.

En este marco, se ha desarrollado en las dltimas décadas un amplio esfuerzo de
investigacion con el objeto de desarrollar tecnologias mds respetuosas con el medio
ambiente y que no representen ningun riesgo para salud. El uso de fluidos supercriticos
como disolvente de extraccion es una técnica que cumple con todas las exigencias

planteadas anteriormente y que ademds produce productos naturales de gran calidad.
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En la actualidad podemos encontrar en nuestra mesa una gran variedad de
productos alimentarios producidos con tecnologia supercritica. Algunos ejemplos de estos

productos se presentan en la Figura 1. (Brunner, 2005).

Desayuno:
T¢ y café descafeinado
b Aromas del zumo de naranja
Vitaminas en forma de aditivos

Comida:
Vino y cerveza sin alcohol
Carne y patatas fritas desgrasadas

Cena:
Arroz vaporizado
Elaborados de cerveza con extracto de lupulo
Aromas de bebidas destiladas

L
Especialidades:

Tabaco sin nicotina J
Extractos picantes (de pimenton o chile)

Encapsulados de compuestos picantes

Eliminacion de pesticidas de alimentos “

. .. Purificacion de aceites de fritur

Figura 1. Tecnologia Supercritica aplicada a la comida diaria

(Pero en que consiste la tecnologia de extraccion supercritica? Es una operacion
unitaria de transferencia de materia en la que se utiliza como agente extractor un fluido en
unas condiciones de presién y temperatura por encima de su punto critico. En esas
condiciones de operacion el fluido posee unas propiedades de transporte (difusividad y
viscosidad) parecidas a las de los gases y una densidad parecida a las de los liquidos
siendo su poder disolvente préximo al suyo (Luque de Castro et al., 1993) (Tabla 1).
Ademads, al carecer de tension superficial pueden penetrar facilmente por los poros o
microporos de matrices so6lidas haciéndolos especialmente adecuados para ser usados

como agentes extractantes en la industria agroalimentaria.
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Tabla 1. Propiedades fisicas medias en funcién del estado del fluido.

Estado Densidad (g/cm3) Viscosidad (g/cm s) Difusividad
(cm’/s)
Gas 10-3 10-4 0.2
Fluido Supercritico 0.3 10-4 0.7 10-3
Liquido 1 10-2 10-5

Por otro lado, también es importante saber que el poder disolvente de un fluido
supercritico se puede modificar mediante simples cambios en la presion y temperatura.
Esto permite que las condiciones de extraccion puedan ser optimizadas para cada
componente a extraer.

El diéxido de carbono, CO,, es el fluido més utilizado en procesos de extraccion
supercritica para aplicaciones alimentarias. Es un disolvente que posee unas constantes
criticos moderadas (31,1 °C y 72.8 atm) es barato, estd disponible en grandes cantidades,
no es toxico (ya que es fdacilmente eliminado mediante una simple expansion) ni
peligroso, ni inflamable y ademds puede ser reciclado.

En general el poder disolvente del CO, puede ser resumido en los siguientes
puntos (Brunner, 1994; del Valle and Aguilera 1999; Brunner 2005): i) disuelve
compuestos no polares o ligeramente polares; ii) su poder solvente disminuye a medida
que aumenta el peso molecular del componente que se desea extraer; iii) posee alta
afinidad por compuestos orgdnicos oxigenados de peso molecular medio; iv) 4cidos
grasos libres y sus glicéridos poseen baja solubilidad; v) los pigmentos son ain menos
solubles; vi) proteinas, polisacaridos, azucares y sales minerales son insolubles y vii) es
capaz de separar compuestos menos voldtiles, con mayor peso molecular y/o mas polares
con un incremento de la presién.

El grupo de Procesos de Polimerizacién y Separacion de la UCLM lleva dos
décadas desarrollando una amplia labor de investigacion en el desarrollo de tecnologias
supercriticas para la extraccion de sustancias valiosas y de alto valor anadido a partir de
sustancias de bajo o nulo valor (materias primas muy abundantes, residuos
agroindustriales). En este trabajo vamos a realizar una revision del estado del arte en
referencia a la extraccion mediante tecnologia supercritica del extracto del lupulo y de sus

diferentes componentes.
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El lipulo

Los compuestos que forman parte de las gldndulas de la flor femenina del ldpulo
(lupulina) han sido usados desde la antigiiedad debido a sus propiedades terapéuticas
(Tyrrell et al., 2012). En la actualidad esta planta es utilizada casi exclusivamente en la
industria de la cerveza y estd asociada a sus principales caracteristicas como son el sabor,
aroma, espuma, color y estabilidad final del producto (Ghasemi-Varnamkhasti et al.,
2011).

De todos los compuestos presentes en la lupulina, Tabla 2, existen tres grupos que
por su importancia en la industria agroalimentaria destacan sobre el resto: resinas, aceites
esenciales y polifenoles.

Tabla 2. Composiciéon media de los lipulos comerciales

Sustancia Cantidad (%)
Agua 10.0
Resinas totales 150
Aceites esenciales 0.5
Polifenoles 4.0
Monosacaridos 20
Pectina 2.0
Aminoacidos 0.1
Proteinas 150
Lipidos y ceras 30
Cenizas 8.0
Celulosa, lignina, etc 404

Fuente: Hough, 1981

Las resinas se dividen en dos categorias. Las resinas blandas que son las
sustancias responsables de las propiedades organolépticas de la cerveza. Estdn formadas
por dos grupos de 4cidos amargos, humulones (a-acidos) y lupulones (B-acidos). Ambos
tipos poseen homologos tales como co- and ad- (Verzele et al., 1978; Donadini, 2003;
Formato et al., 2013). Los a-dcidos son los mds importantes en cuanto a su aporte de
amargor, estabilidad microbiolédgica y de la espuma. Durante el proceso de fabricacion de
la cerveza, estos compuestos sufren diferentes reacciones quimicas principalmente de
isomerizacion e hidrolisis formando los iso-a-acidos que son los responsables de las
caracteristicas finales de la cerveza. Las resinas pesadas no poseen ningtn interés desde el
punto de vista agroalimentario.

Los aceites esenciales presenten en las glandulas de lupulina estan

fundamentalmente formados por hidrocarburos terpénicos, sesquiterpénicos y sus
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derivados oxigenados entre los que predominan mirceno, a-humuleno y B-cariofleno
(Eyres y Dufour, 2009). Estos compuestos son los que confieren a la cerveza su aroma
caracteristico.

De los polifenoles presentes en el ldpulo, en torno al 80% poseen un peso
molecular muy elevado, tal como el flavonol. El 20% restante estd formado por
compuestos de menor peso molecular tales como catequina o proantocianidinas, dcidos
fendlicos (4cido feridlico) y flavonoides (quercitina y kaempferol) entre muchos otros
(Magalhaes et al., 2009). Las fracciones de bajo peso molecular producen un efecto
positivo en el sabor de la cerveza y contribuyen a preservar la estabilidad en el aroma ya
que se comportan como antioxidantes naturales. Los que poseen peso moleculares
elevados tienen tendencia a precipitar junto con la fraccién proteica durante el proceso de

elaboracién (Guillaume et al., 2001).

Extraccion del ldpulo con fluidos comprimidos

A nivel industrial se han desarrollado bdsicamente dos procesos, uno para la
obtencion de extractos de lupulo y otro para la obtencion de aceites esenciales. A

continuacion se va a proceder a describir dichos procesos.

Extracto de lipulo

Para la fabricacion de la cerveza a nivel industrial, en lugar de lipulo fresco se
utilizan pellets o extractos de lipulo, en la Tabla 3 aparecen las ventajas e inconvenientes
del uso de cada uno de ellos.

Los extractos de lupulo son concentrados de a-dcidos y aceites esenciales de
composicién uniforme y de menor volumen que el lipulo fresco lo que facilita su
transporte y almacenaje (Laws, 1981). Pero lo que sin duda hace més atractivo el uso del
extracto del lupulo es su mayor estabilidad, mientras que el lipulo fresco puede perder un
30 % de a-4cidos en un afno de almacenaje y hasta un 50% en dos afios (Gardner, 1980) el
extracto del lipulo puede ser almacenado durante un periodo de entre 2 y 5 afos sin
pérdida significativa del contenido en a-4cidos. (Sharpe and Crabb, 1980; Canabas et al.,
2001). Comparados con los pellets, el extracto es mas puro ya que elimina la practica

totalidad de los contaminantes presentes en la planta.
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Tabla 3. Ventajas e inconvenientes del uso del lipulo fresco, pellets y extracto en el
proceso de fabricacion de la cerveza

Flor de lipulo Pellets Extracto
Inconvenientes ~ Ventajas | Inconvenientes Ventajas Inconveniente Ventajas
s
Pérdida de masa  Producto Alto nivel de Estabilidad a- Menor Mayor pureza
natural contaminantes acidos percepcion de
aromas
Ineficiente Bajo potencial Mejor Proceso Estabilidad o-
para producir conservacién COstoso dcidos
cervezas
especiales
Inestable Mayor Mejor
estandarizacion conservacion
Contaminacién Menor volumen Mayor
estandarizacion
Alto coste Menor volumen
transporte y
almacenamiento
Eliminacién de
pesticidas

Inicialmente, a escala industrial los extractos de ldpulo se obtenian mediante
disolventes organicos tales como etanol (o metanol) cloruro de metileno y hexano. Estos
disolvente tenian una serie de inconvenientes, asociados directamente al uso del
disolvente, como son la generacidn de residuos organicos o la existencia de trazas de los
mismos en el producto final, o bien, inconvenientes asociados al proceso de separaciéon
del mismo, como son perdidas de productos volétiles (que son los que confieren el aroma
a la cerveza) y un gran consumo energético.

En 1965 en Rusia aparece la primera patente que reporta el uso de CO, para
producir extractos de ldpulo (Pechov et al., 1965), en este trabajo se expone que es
posible recuperar el 90% del total de extractables del lipulo aunque no se indican las
condiciones de presion y temperatura a la que se opera. En 1970 una patente japonesa
(Kako, et al., 1970) describe el uso del CO, para extraer lupulo en un rango de
temperaturas de entre -15 y 25°C. A partir de ese momento dos grandes compaiiias
patentaron procesos donde se utiliza el CO, como disolvente para extraccion del ldpulo.

El primero de ellos fue desarrollado por Distiller Company (Carbon Dioxide) Ltd.
and the Brewing Research Foundation, en el cual se utiliza CO; en estado liquido en un
rango de temperaturas de entre -10 y 15°C y un rango de presiones de entre 40-60
atmosferas (Wheldon and Cockerill, 1979; Bath, 1980). Por otro lado, la compaiia
alemana Hag Aktiengesellschaft propuso el uso del CO; en estado supercritico con una

temperatura de operacion de entre 45-50°C y un rango de presiones de entre 300-400
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atmosferas. En la Tabla 4 se muestra la comparacién de los extractos obtenidos utilizando
ambos métodos (Laws, 1981)

Tabla 4. Composicion de los extractos obtenidos utilizando CO, como agente extractor

Componente Lipulo seco Extraccién con CO, Extraccién con CO,
(%peso) liquido supercritico
(%peso) (%peso)
Resinas totales 14-21 80-98 77-98
a- acidos 12-13 35-55 27-41
B-acidos 14 25-35 43-53
Aceites esenciales 0,2-0,8 3-10 1-5
Resinas pesadas 3-4 - 5-11
Polifenoles 3-6 - 0,1-5
Agua 10-12,5 0-2 1-7
Lipidos y cera 3 0-8 4-13
Celulosa 404 - -

En la Tabla 4 se puede observar que ambos extractos son adecuados para su uso
industrial ya que el rendimiento de extraccién en o-acidos es superior al minimo
necesario del 95% (Raventos, 2003) y en algunas condiciones de operaciéon se alcanza
incluso el 99% del contenido total inicial. Comparando ambos extractos podemos
observar que el CO, en estado liquido es mads selectivo hacia los compuestos que
presentan mayor interés. Ademads, al realizar la extraccidon a temperaturas inferiores se
conservan mejor los aromas presentes en los aceites esenciales. Sin embargo, en estas
condiciones no se recuperan ninguna fraccion de compuestos polifendlicos, ya que poseen
pesos moleculares muy elevados y son poco solubles en CO, liquido.

Pero sin duda la principal ventaja que posee la operacion en condiciones
supercriticas es la gran flexibilidad que posee este tipo de procesos, ya que las
condiciones de operacion pueden ser escogidas para asegurar la extraccion de cualquier
material que pueda aportar caracteristicas positivas al extracto. La misma planta puede
trabajar en condiciones mas suaves si necesitamos recuperar los aromas de una planta de
ldpulo particular. Por otro lado, estas plantas pueden ser multipropdsito, es decir, ademds
de trabajar con el ldpulo pueden extraer cualquier otra materia prima sin mas que ajustar
las variables presion y temperatura.

Pues teniendo en cuenta las ventajas que presentan cada uno de estos dos
proyectos a partir de los afios 80 comenzaran a implantarse a nivel industrial plantas
donde se utiliza como disolvente CO, en estado liquido o supercritico. Asi la primera
planta se construyé en Australia en 1980, seguida de una en Alemania y otra en

Inglaterra. Las plantas que operan en la actualidad se muestran en la Tabla 5.

107



Tabla 5. Plantas comerciales de extraccion de ldpulo

Compaiiias en operacion
Pfizer Hops Extraction, Sydney, Nebrasca
Hopfenextraktion, HVG, Barth, Raiser and Co.
SKW Trostberg, Munchsmunster, Germany
Natal Cane By-Products Ltd., South Africa
Barth and Co., Wolnzach, Germany
Hops Extraction Corp. Of America, Yakima Washington
J.I. Hass, Imc., Yakima Washington
Pitt-Des Moines, Inc., Pittsburgh, USA
Carlton, United Breweries, United Kingdom
NORAUC, Canada
Fuente: Chemical Engineering Research Information Center (www .cheric.org)

Extraccion de aceites esenciales del ldpulo

El aroma de la cerveza es una de sus caracteristicas mds importantes. En su
proceso de fabricacién, cominmente se afiaden ldpulos arométicos en diferentes etapas:
durante la produccién, en la etapa final o en la etapa de envejecimiento de la cerveza
(Van Opstaele et al., 2012). Esta practica conlleva variaciones en las caracteristicas
aromadticas del producto final, pero también puede afectar al sabor de la cerveza (Irwin,
1989; Hughes y Simpson, 1994; Kaltner et al., 2001; Van Opstaele et al., 2006; Takemura
et al., 2007; Herrmann et al., 2008 ).

Para evitar estos inconvenientes se han desarrollado diferentes productos basados
en aceites esenciales procedentes del lupulo (Gardner, 1994; Benitez et al., 1997;
Marriott,. 2001; De Cooman et al., 2004) que pueden ser afiadidos a la cerveza como
aditivos. Los aceites esenciales habitualmente han sido aislados usando un proceso de
hidrodestilacion, sin embargo, el producto final no posee buenas caracteristicas
aromadticas, ya que se producen reacciones de degradacion térmica del aceite, hidrolisis y
solubilizacién en agua de parte de los compuestos que forman parte de los aceites,
variando el perfil aromético y de sabor de los aceites (Reverchon y De Marco, 2006).

En 1970 se comenzé a utilizar el CO, para extraer de una manera selectiva estos
aceites esenciales en unas condiciones de operacion que evitaran o limitaran cambios
quimicos en la composicién original de los aceites (Van Opstaele et al., 2012a). El
proceso de extraccion se realiza en dos pasos. Primero, utilizando CO, liquido (60-65 bar
y 5-15°C) o supercritico (200-250 bar y 40-60°C) se obtiene un extracto formado por las

resinas mds los aceites. En otras ocasiones y para limitar la extraccion de otros
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compuestos se realiza una extraccion parcial del ldpulo utilizando CO, liquido a muy
bajas temperaturas (0 °C, 60 bar) o CO, supercritico a relativamente bajas presiones (40—
60 °C, up to 120 bar) (Benitez and col., 1997). En un segundo paso se aislan los aceites
esenciales mediante destilacion con corriente de vapor (a vacio o a presion atmosférica) o
preferiblemente mediante destilacion molecular a baja temperatura utilizando vacio
(Benitez, 1997; Eyres et al., 2007).

En la actualidad se estdn desarrollando métodos que utilizan tan solo la extraccion
supercritica para la extraccidon y posterior fraccionamiento de los aceites mediante la
variacion de la densidad del CO, durante el proceso de fraccionamiento, con el objetivo
obtener fracciones de aceites con distintas notas aromadticas (caracter global del ldpulo,

cardcter floral, citrico o picante) (Van Opstaele, ,2012 a; Van Opstaele, , 2012 b).

Conclusiones

En la industria agroalimentaria cada vez existe una mayor implantacion de
procesos de separacion y obtencion de productos de alto valor afiadido de forma limpia y
segura basados en la tecnologia de fluidos comprimidos. Uno de los primeros procesos de
este tipo en implantarse a nivel industrial fue el proceso de extraccion del ldpulo, ya que
mediante este procedimiento se consigue obtener concentrados de a-dcidos y aceites
esenciales muy puros, de composicion uniforme, de menor volumen que el lupulo fresco

lo que facilita su transporte y almacenaje y muy estables.
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