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RESUMO 

 

AVALIAÇÃO DA SEGURANÇA MICROBIOLÓGICA DE BEBIDAS DE CAFÉ 

OBTIDAS POR MÉTODOS DE EXTRAÇÃO INOVADORES A FRIO (COLDBREWS). 

 

Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 

Nutrição, Instituto de Nutrição Josué de Castro, da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

- UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em Nutrição 

Humana. 

 

Coldbrews (CB) são bebidas de café extraídas a baixas temperaturas, por períodos variados 

de tempo, que vêm ganhando destaque e popularidade entre os consumidores. Contudo, 

poucos trabalhos analisaram, de forma sistemática, sua composição físico-química e 

segurança microbiológica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a segurança microbiológica 

de CB preparados a partir de amostras de Coffea arabica (café arábica) e Coffea canephora 

(café conilon) torradas (torra média) e moídas, utilizando métodos de extração inovadores 

a frio. Os seguintes métodos foram avaliados frente a contaminações intencionaisda água 

(105 UFC/mL) com Escherichia coli ATCC 25922 e células vegetativas de Bacillus cereus 

F4433: imersão sem filtro (ISF), imersão com filtro de algodão (ICF), vácuo (Vac) e 

gotejamento (Got), com água à temperatura ambiente (TA) e refrigerada (TR), nas 

concentrações de 5%, 10% e 15%. Métodos por gotejamento a quente (tradicionais) com 

filtro de papel (FPP) e filtro de pano (FPN) também foram avaliados para comparação. 

Foram realizadas análises de pH, sólidos solúveis (SS), ácidos clorogênicos (CGA), 

cafeína (CAF), trigonelina (TG) e melanoidinas (MEL). Os resultados foram comparados 

por ANOVA, seguida dos pós testes de Tukey e Fisher e correlação de Pearson, com grau 

de significância de 95%. À medida que a concentração das bebidas aumentou, maiores 

foram os teores de SS, CGA, CAF, TG e MEL. O café conilon exibiu teores superiores de 

SS (4,90 ± 0,00 ºBrix), CGA (2,70 ± 0,34 g/100 g), CAF (2,17 ± 0,04mg/100g) e MEL 

(Kmix405nm de 1,690), em relação ao café arábica (4,50 ± 0,00 ºBrix, 1,94 ± 0,31 g/100 g de 

CGA, 1,06 ± 0,02 g/100 g de CAF, Kmix405nm de 1,446). Nas bebidas a quente de café 

arábica e conilon, não foi detectada E. coli e B. cereus logo após o preparo. Nas extrações 

a frio, a segurança microbiológica dos métodos aumentou com o teor de SS e de todos os 

compostos avaliados, com a concentração do pó, tempo de preparo, armazenamento até 
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24h e a temperatura da água (TA em relação a TR). Houve redução na população de E. 

coli, em log UFC/mL, de 0,97 ± 0,07 a 5,18 ± 0,09 pelo método ISF; 1,36 ± 0,02 a 5,13± 

0,03 por ICF; 0,10 ± 0,01 a 5,04± 0,04 porVac; 0,86 ± 0,08 a 5,20± 0,07 por Got). Ao 

comparar o comportamento de E. coli e B. cereus, o segundo foi mais sensível à ação 

antimicrobiana da bebida, não sendo detectado após 24 horas de extração e/ou 

armazenamento nas bebidas obtidas pelos métodos ISF e Vac a 15% e ICF e Got de 5% a 

15%. Conclui-se que na ausência de processamento térmico como nos métodos 

tradicionais, CB mais concentrados (15%) e produzidos a partir dos métodos de imersão e 

gotejamento em TA são preferíveis em virtude do elevado teor de sólidos solúveis e 

compostos bioativos do café que contribuem para a segurança microbiológica da bebida. 

 

Palavras-chaves: Café; coldbrew; extração a frio; segurança microbiológica; ácidos 

clorogênicos; cafeína; melanoidinas. 
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ABSTRACT 

 

 MICROBIOLOGICAL SAFETY EVALUATION OF COFFEE BEVERAGES 

OBTAINED BY INNOVATIVE COLD EXTRACTION METHODS (COLDBREWS). 

 

Nathália Fernandes Cerca 

 
Abstract da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação 

em Nutrição, Instituto de Nutrição Josué de Castro, da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre 

em Nutrição Humana. 

 

Coldbrews (CB) are coffee beverages extracted at low temperatures, for long periods of 

time, which have been gaining prominence and popularity among consumers. However, 

few studies have systematically analyzed its physicochemical composition and 

microbiological safety. The aim of this work was to evaluate the microbiological safety 

of CB prepared from samples of Coffea arabica (arabica coffee) and Coffea canephora 

(conilon coffee) roasted (medium roast) and ground, using innovative cold extraction 

methods. The following methods were evaluated against intentional water 

contamination (105 CFU/mL) with Escherichia coli ATCC 25922 and Bacillus cereus 

F4433 vegetative cells: immersion without filter (ISF), immersion with cotton filter 

(ICF), vacuum (Vac) and dripping (Got), with water at room temperature (TA) and 

refrigerated (TR), at concentrations of 5%, 10% and 15%. Hot drip (traditional) filter 

paper (FPP) and filter cloth (FPN) methods were also evaluated for comparison. 

Analyzes of pH, soluble solids (SS), chlorogenic acids (CGA), caffeine (CAF), 

trigonelline (TG) and melanoidins (MEL) were conducted. The results were compared 

by ANOVA, followed by the Tukey and Fisher tests and Pearson correlation, with a 

significance level of 95%. As the concentration of beverages increased, the higher the 

levels of SS, CGA, CAF, TG and MEL. Conilon coffee exhibited higher levels of SS 

(4.90 ± 0.00 ºBrix), CGA (2.70 ± 0.34 g/100 g), CAF (2.17 ± 0.04mg/100g) and MEL 

(Kmix405nm of 1.690), compared to arabica coffee (4.50 ± 0.00 ºBrix, 1.94 ± 0.31 

g/100 g of CGA, 1.06 ± 0.02 g/100 g of CAF, Kmix405nm of 1.446). In arabica and 

conilon hot brews, E. coli and B. cereus were not detected after preparation. In cold 

extractions, the microbiological safety of the methods increased with the content of SS 
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and all compounds evaluated, with the concentration of powder, preparation time, 

storage up to 24 hours and water temperature (TA in relation to TR). There was a 

reduction in the population of E. coli, in log CFU/mL, from 0.97 ± 0.07 to 5.18 ± 0.09 

for the ISF method; 1.36 ± 0.02 to 5.13 ± 0.03 for ICF; 0.10 ± 0.01 to 5.04 ± 0.04 for 

Vac; 0.86 ± 0.08 to 5.20 ± 0.07 for Got). When comparing the behavior of E. coli and B. 

cereus, the second was more sensitive to the antimicrobial action of coffeebrews, not 

being detected after 24 hours of extraction and/or storage in the drinks obtained by the 

ISF and Vac 15% and ICF and Got at all concentrations. It is concluded that in the 

absence of thermal processing as in traditional methods, CB more concentrated (15%) 

and produced from the immersion and dripping methods at TA are preferable due to the 

high content of soluble solids and bioactive compounds that contribute for the 

microbiological safety of the beverage. 

 

Key words: Coffee; coldbrew; cold extraction; food safety; chlorogenic acids; caffeine; 

melanoidins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Por ano, são consumidas cerca de 500 bilhões de xícaras de café no mundo, o 

que faz da bebida uma das mais populares a nível mundial (NCA, 2020). Além de seu 

sabor e perfil sensorial agradáveis ao paladar, há grande interesse em seus efeitos 

fisiológicos, como a ação estimulante no sistema nervoso central e as propriedades 

antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatória, anti-mutagênica, dentre outras 

(MARTÍNEZ-TOMÉ et al., 2011; FOLMER, 2017; FARAH, 2017; FARAH E 

dePAULA, 2019). Essas propriedades, devem-se a um conjunto de compostos bioativos 

do café, principalmente ácidos clorogênicos, trigonelina, cafeína e melanoidinas 

(FARAH, 2015). 

Tradicionalmente, bebidas de café são extraídas a quente (MARTINS, 2012); 

porém nos últimos 10 anos, houve um resgate histórico da técnica de extração 

coldbrewing (FULLER E RAO, 2017; ANGELONI et al., 2019a), que vêm ganhando 

notoriedade entre os consumidores, especialmente os mais jovens, em consonância com 

o movimento de “ondas de consumo do café” (SKEIE, 2002). Por definição, coldbrews 

são bebidas de café extraídas com água à temperatura ambiente ou inferior, que 

permanecem em contato com o pó por longos períodos (12 a 24 horas ou mais) (KIM E 

KIM, 2014; CORDOBA et al., 2019), mas ainda não há consenso em relação à 

temperatura da água, a proporção de pó de café para água e o tempo de extração das 

bebidas de café a frio produzidas a nível doméstico, comercial e industrial. 

Em julho de 2018, essas bebidas já representavam 22% do faturamento no 

mercado de cafés (MINTEL, 2018) e, em 2019, já movimentavam mais de US$339 

milhões de dólares (GRAND VIEW RESEARCH, 2019). Uma série de alegações são 

atribuídas aos coldbrews como menor acidez, maior dulçor, sabor agradável e que essas 

bebidas seriam mais indicadas a indivíduos que apresentam disfunções gástricas 

(CALDERONI et al., 2015; RAO E FULLER, 2018). Entretanto, não existem 

protocolos oficiais de extração de coldbrews, ao mesmo tempo em que surgem diversas 

inovações tecnológicas no setor, como novas técnicas de preparo, receitas, dispositivos 

e equipamentos de extração que ganham popularidade entre baristas e entusiastas desta 

forma de preparo e consumo das bebidas de café.  
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Nesse sentido, uma vez que não ocorre o processamento térmico (DAESCHEL 

et al., 2017), bebidas desta categoria apresentam risco de contaminação microbiológica, 

considerando o binômio tempo x temperatura, se não forem adotadas condições 

higiênico-sanitárias satisfatórias ao longo de toda cadeia de processamento do café e 

produção das bebidas (KWOK et al., 2020; LOPEZ, 2020). Esta dissertação investigou, 

sistematicamente, a composição físico-química de bebidas de café extraídas a frio a 

partir de grãos de Coffea arabica e Coffea canephora torrados e moídos, sob diferentes 

temperaturas de extração, proporções de pó para água e métodos de preparo, 

correlacionando os resultados à segurança microbiológica, a fim de avaliar as melhores 

condições de extração que minimizem o risco de contaminação do produto final. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 O café: história e o conceito de “ondas de consumo do café’’ 

 

De origem etíope, o café difundiu-se para o mundo por meio do Egito e da 

Europa (SMITH et al., 1985). Há cerca de 1.000 anos, tribos africanas moíam os grãos 

de café e faziam uma pasta à base de gordura animal para alimentar seus rebanhos em 

longas viagens. Com o tempo, infusões feitas com os grãos de café passaram a ser 

utilizadas para fins medicinais contra dores de cabeça, letargia, tosse, reumatismo, 

dentre outros (WELLMAN, 1961; MARTINS, 2012). Não demorou muito para que o 

plantio do café se estendesse para a península Arábica onde começou a ser cultivado nos 

mosteiros islâmicos, sendo consumido pelos monges com o intuito de mantê-los 

acordados durante os longos períodos de oração (MALTEZ, 2018). O hábito de 

consumir café se espalhou, chegando a Constantinopla em 1.554, e o surgimento das 

lojas de café aumentou ainda mais a popularidade desse hábito (MARTINS, 2012). 

O café é uma das bebidas mais apreciadas em todo mundo. Contudo, o modo 

como ele é visto e consumido, mudou consideravelmente ao longo da história, 

principalmente em decorrência das inovações tecnológicas no seu processo de produção 

e das exigências cada vez maiores do mercado consumidor. Em 2002, a barista Trish 

Skeie, no artigo intitulado “Norway and Coffee”, criou o conceito de “ondas” de 

consumo para descrever essas mudanças. Segundo Skeie (2002), há três “ondas” de 

consumo, cada uma com suas características e contribuições, que marcam a evolução da 

produção e do consumo do café ao longo dos anos. 

A primeira “onda” é caracterizada pelo aumento do consumo do café focado 

apenas nos benefícios decorrentes da ingestão de cafeína, como a diminuição do sono, 

aumento da disposição e concentração, sem ênfase na qualidade da bebida (SKEIE, 

2002). Já na segunda “onda”, ocorreu uma reação à baixa qualidade da primeira “onda”, 

a origem dos grãos passou a ter grande importância e as máquinas de café se 

popularizaram. Na terceira “onda”, o foco é dado à busca por maior qualidade e 

diferenciação do café. O preparo artesanal, sem pressa e em frente ao cliente ganha cada 

vez mais espaço, agregando valor ao produto e oferecendo bebidas exclusivas 

(GUIMARÃES et al., 2016). Novas melhorias dos métodos já existentes se 
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popularizaram como os porta-filtros especiais HarioV60®, Chemex®, Kalita®, e os 

extratores AeroPress®, prensa francesa e sifão (globinho).  

Embora não seja consenso, alguns especialistas (baristas) defendem a existência 

de uma quarta “onda” que se caracteriza por maior aproximação entre o produtor e o 

consumidor final com maior ênfase na sustentabilidade e fair trade, acompanhada de 

um número cada vez maior de pessoas realizando os processos de torrefação e moagem 

em suas próprias casas (MORI, 2019). Entre a terceira e quarta “ondas” encontra-se o 

movimento de resgate histórico e cultural da técnica de cold brewing, método de 

extração a frio desenvolvido no século XVII (GUIMARÃES et al., 2016; COFFEE 

INSIGHT, 2017; BOAVENTURA et al., 2018). 

  

2.2 O resgate histórico e cultural dos coldbrews 

 

Tradicionalmente, as bebidas de café são extraídas a quente (expresso, café 

filtrado, cafeteira elétrica, prensa francesa, cafeteira italiana do tipo mokapot, dentre 

outros) (MARTINS, 2012; ANGELONI et al., 2019b). Entretanto, nos últimos 10 anos 

houve resgate das técnicas de extração a frio, que consistem em criar um café 

concentrado embebendo o pó em água fria por longos períodos, de 12 a 24 horas, 

podendo chegar a 36 horas, denominado coldbrew (KIM E KIM, 2014; FULLER E 

RAO, 2017; CORDOBA et al, 2019).  

Traçar uma origem para o surgimento desta forma de preparo não é fácil. De 

acordo com algumas lendas acerca do café, o coldbrew parece ter sido criado pelos 

holandeses após 1606, como um meio de transportar café preparado para ser aquecido e 

consumido posteriormente, levando esta forma de extração ao Japão. Ali, as bebidas 

eram produzidas a partir do Kyoto-style, uma técnica primitiva de gotejamento da água 

gelada sobre o pó de café (UKER, 1922). Há registros, em meados de 1840, de soldados 

franceses desenvolverem o mazagran, tipo de coldbrew concentrado e adoçado 

(DEBRY, 1994). Além disso, sugere-se que o preparo em água fria proporciona uma 

bebida com sabor mais suave, menos ácido e com maior dulçor (OH et al., 2014).  

 

2.3 Consumo e mercado de bebidas de café extraídas a quente e a frio 
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Diferentes bebidas preparadas a partir do café torrado são amplamente 

consumidas e estão em pleno crescimento segundo a International Coffee Organization 

(ICO, 2020). No mundo, cerca de 500 bilhões de xícaras de café são consumidas por 

ano, o equivalente a 2,25 bilhões de xícaras por dia, o que faz desta bebida uma das 

mais populares no mundo (NCA, 2020). Já no Brasil, 9 em cada 10 pessoas acima de 15 

anos consomem café diariamente, isto é, a bebida com a segunda maior penetração na 

população, atrás apenas da água (ABIC, 2016). Em 2020, o consumo per capita de café 

torrado e moído foi de 4,79 kg/ano, com crescimento de 1,34% em relação a 2019, 

mantendo o Brasil como o segundo maior consumidor de café do mundo (ABIC, 2020). 

O fato de muitos dos compostos solúveis do café não se dissolverem 

completamente em extrações a frio resultaria em uma bebida com baixa acidez, baixo 

teor de cafeína, sabor mais leve, adocicado, aroma menos intenso, o que a tornaria mais 

indicada a indivíduos que apresentam disfunções gastrointestinais (CALDERONE, 

2015; FULLER E RAO, 2017). Pelas razões supracitadas, o mercado global de 

coldbrews cresceu cerca de 580% de 2011 a 2016 (SISEL, 2016) e estima-se que em 

2025 movimente 1,63 bilhão de dólares, com uma taxa anual de crescimento de 25,1% 

(GRAND VIEW RESEARCH, 2019).  

A popularidade de produtos artesanais, associada às mudanças nas demandas dos 

consumidores abriu muitas oportunidades no mercado global. Algumas empresas 

pioneiras, como Stumptown, Grady’s e Chameleon ColdBrew e grandes redes como a 

Starbucks lançaram versões de café gelado extraído a frio, estimulando o crescimento 

mundial (GUIMARÃES et al., 2016). É importante ressaltar que a preferência do 

consumidor por cafés especiais e exclusivos fez com que, em 2018, as pequenas 

cafeterias passassem a deter mais de 50% do mercado (GRAND VIEW RESEARCH, 

2019). No Brasil não é diferente. Dados divulgados pela Associação Brasileira das 

Indústrias de Café (ABIC, 2021) mostraram que a busca dos consumidores por café 

torrado em grão passou de 3,4% para 15% e a compra de cafés realizada diretamente 

com o produtor foi de 25,4 para 71% no período de 2000 a 2021. 

 

2.4 Café: a planta  

 

O café é a semente do fruto do cafeeiro, arbusto do gênero Coffea, que pertence 

à família Rubiaceae. Das 124 espécies atualmente catalogadas nesse gênero, Coffea 
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arabica e Coffea canephora são as mais importantes economicamente 

(RAZAFINARIVO et al., 2013; FARAH, 2019). C. arabica, conhecida popularmente 

como café arábica, foi umas das primeiras a ser cultivada. Natural da Etiópia, ela produz 

cafés de qualidade, com aroma intenso e os mais diversos sabores, com inúmeras 

variações de corpo e acidez (FARAH, 2015; 2017).  

De plantio mais fácil em comparação com as outras espécies, C. canephora é 

originária da África Ocidental, sendo cultivada na África, no Sudeste Asiático e no 

Brasil, onde recebe o nome de conilon, que é a variedade cultivada no país. Com 

produção de menor custo, o café conilon é mais resistente a pragas e doenças e, em 

geral, considerado de qualidade inferior, sendo direcionado aos consumidores menos 

exigentes (FARAH, 2017). Com cerca de duas vezes mais cafeína, o conilon tem menor 

acidez, aroma e sabor menos ricos e, por vezes, é mais amargo que o café arábica, 

podendo apresentar sabor terroso/queimado, após a torrefação (LEROY et al., 2006, 

FARAH, 2012; 2019). Contudo, é importante destacar que esse cenário vem mudando e, 

nos últimos anos, um mercado produtor e consumidor de café conilon especial tem se 

desenvolvido, com alegações de bebida de maior complexidade, dulçor, sabor e aroma 

agradáveis. (THE PERFECT DAILY GRIND, 2021). 

 

2.5 Microbiota associada ao café 

 

A microbiota associada ao café, consiste na diversidade de microrganismos que 

podem estar presentes nos grãos de café verde e variar de acordo com fatores ambientais 

(umidade, temperatura, estação do ano, microrganismos presentes no solo, espécie de 

café e formas de cultivo) (SILVA et al., 2000; DUONG et al., 2020). Naturalmente 

estão presentes bactérias, fungos e leveduras em todas as etapas de beneficiamento do 

café (SILVA et al., 2000; BATISTA, 2016). Na etapa de secagem natural, ocorre 

fermentação espontânea frente à presença da microbiota majoritariamente composta por 

bactérias. Conforme a secagem ocorre, a umidade e a atividade de água diminuem, 

modificando a composição da microbiota que passa, então, a ser predominantemente 

composta por fungos e leveduras (SILVA et al., 2008; DUONG et al., 2020). 

Vilela et al. (2010), isolaram e identificaram em amostras de grãos de café 

arábica, os gêneros de bactérias Aeromonas, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, 

Bacillus, Klebsiella, Arthrobacter, Microbacterium, Acinetobacter e Escherichia, de 
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levedura Pichia, Candida, Arxula, Saccharomycopsis, Torulaspora, Debaryomyces e 

Rhodotorula e de fungos Aspergillus. Dentre as espécies predominantes, destacam-se, 

as bactérias, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Bacillus 

cereus e Klebsiella pneumoniae e as leveduras Pichia anomala e Rhodotorula 

mucilaginosa. Silva et al. (2000), encontraram em amostras de café arábica os gêneros 

de bactérias Aeromonas, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Lactobacillus e 

Bacillus, além das leveduras Pichia, Cândida e Arxula e fungos dos gêneros 

Cladosporium, Fusarium e Penicillium. 

No café robusta, foram identificadas as espécies de bactérias Microbacterium e 

Enterobacter e os fungos Aspergillus e Wallemia (HAMDOUCHE et al., 2016). Cabe 

ressaltar que esses microrganismos não sobrevivem às altas temperaturas da etapa de 

torrefação do café (170 a 230 ºC) (ILLY; VIANI, 2005). Assim, a presença de 

microrganismos nos grãos de café torrados pode ser um indicativo de contaminação 

microbiológica do produto após a etapa de torrefação, pelo contato direto com solo, 

utensílios que manipulem grãos verdes e torrados, proximidade aos grãos de café verde 

ou do próprio meio ambiente (ENTRINGER et al., 2020). 

Em relação aos fungos, Aspergillus ochraceus, produtor da micotoxina 

ocratoxina A (OTA), possui grande relevância no cultivo de café, pois pode infectar a 

planta com esta toxina durante a colheita, a secagem e o armazenamento (TANIWAKI 

et al., 2003). A OTA é um metabólito altamente nefrotóxico, resistente ao tratamento 

térmico e amplamente distribuída em plantações de café e cereais como trigo, centeio e 

cevada (KRUGER, 2006; CODEX ALIMENTARIUS, 2009). Os limites estabelecidos 

para a presença de OTA em café torrado são de 10 μg/kg no Brasil (ANVISA, 2011) e 5 

μg/kg na União Europeia (COMISSION REGULATION, 2005) 

 

2.6 Composição química do café 

 

Em relação à composição química dos grãos de café, alterações podem ocorrer 

durante seu processamento, principalmente, no processo de torrefação (FARAH, 2012). 

Durante a torrefação, ocorrem as reações de Maillard e pirólise, que degradam a maior 

parte dos açúcares simples e proteínas (FARAH, 2017). Quanto aos teores de 

macronutrientes, o café não é considerado um alimento fonte de carboidratos, proteínas 

e lipídios à exceção de bebidas de café não filtradas que contém maior teor de lipídios, 
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incluindo os diterpenos cafestol e kahweol, em teores entre 3 e 6 mg por xícara (DE 

ROOS et al., 2001; USDA, 2015; REN et al., 2019).  

Em contrapartida, o café torrado contém quantidades consideráveis de vitaminas 

como a niacina e pequenas quantidades de outras vitaminas do complexo B como a 

tiamina, a riboflavina, a piridoxina, o ácido fólico e, também, o ácido ascórbico 

(vitamina C) e a vitamina K (MACRAE E CLARKE, 1985; FARAH, 2102). Oliveira et 

al. (2015) estimaram que uma xícara de café expresso continha 5,2 a 7,0% das 

recomendações de ingestão diária para potássio, 2,8 a 7,2% para fósforo, 1,4 a 2,2% 

magnésio, 1,4 a 1,9% para manganês, 0,14 a 0,28% para cálcio e 0,07 a 0,15% para 

ferro. A Tabela 01 apresenta a composição de bebidas de café, preparadas a partir de 

blends de C. arabica e C. canephora, extraídas a quente. 

 

Tabela 1: Composição química de bebidas de café. 

Teor em blends de C. arabica e C. canephora (mg/100 mL) 

 

Macronutrientes Micronutrientes Compostos bioativos 

 

Água 94-98,5 Vitaminas: Cafeína 50-380 

Açúcares 

simples 

0-100 Tiamina 0,001 Trigonelina 12-50 

Proteínas 120-400 Niacina 8-10 Diterpenos 

 

0,2-1,5 (filtro de papel) 

2,6-10 (fervidos) 

Lipídios 180-400 Riboflavina 0,177 Ácidos 

clorogênicos 

32-500 

Fibras solúveis 200-700 Piridoxina 0,002 Melanoidinas 500-1500 

Ácidos 692-2140 Ácido fólico     1,0   

alifáticos  Vitamina C 0,2   

e quínicos  Vitamina E 0,01   

  Vitamina K 0,1   

  Minerais:   

  Potássio 115-320   

  Sódio 1-14   

  Cálcio 2-4   

  Fósforo 3-7   

  Ferro 0,02-0,13   

  Zinco 0,01-0,05   

  Manganês 0,02-0,05   

Adaptado de FARAH, 2017. Nota: Vitamina C (ácido ascórbico); Vitamina E (alfa-tocoferol); 

Vitamina K (filoquinona); Diterpenos (cafestol e kahweol). 
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Devido ao interesse em alimentos promotores de saúde, há grande foco nos 

efeitos fisiológicos do café. Além da ação estimulante, o consumo de café está 

relacionado a benefícios à saúde, tais como propriedades antioxidante, anti-inflamatória, 

anti-mutagênica, redução do risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares, 

doenças reumatológicas, doença de Parkinson, mal de Alzheimer, regulação da insulina 

e peso corporal, além de propriedades antimicrobianas (MARTÍNEZ-TOMÉ et al., 

2011; CRIPPA et al., 2014; FOLMER et al., 2017; FARAH E dePAULA, 2019). Essas 

propriedades devem-se a um conjunto de compostos bioativos, principalmente os ácidos 

clorogênicos, a trigonelina e a cafeína (FARAH, 2015).  

 

2.7 Potencial antimicrobiano dos compostos bioativos do café 

 

2.7.1 Ácidos clorogênicos 

 

São os principais compostos fenólicos presentes no café (OLTHOF et al., 2003; 

FARAH, 2017). Trata-se de uma família de compostos formados pela esterificação de 

uma molécula de ácido quínico e uma a três moléculas de ácidos hidroxinâmicos 

(ácidos cafeico, ferúlico e p-cumárico), que incluem ácidos cafeoilquínicos, 

dicafeoilquínicos, feruloilquínicos, ácidos p-cumaroilquínicos e diésteres mistos de 

ácidos cafeoilferuloilquínicos (Figura 1) (FARAH et al., 2005; FARAH E 

DONANGELO, 2006; FARAH, 2012). O teor de ácidos clorogênicos no café conilon 

pode ser até duas vezes maior do que no café arábica. Além disso, eles são parcialmente 

degradados ou transformados durante o processo de torrefação e torras mais escuras 

contém menores teores de ácidos clorogênicos (FARAH, 2017). 

Esses compostos possuem propriedades antioxidantes, desempenhando papel 

importante na neutralização ou sequestro de radicais livres, quelação de metais de 

transição e ação anti-inflamatória (TORRES E FARAH, 2016; FOLMER et al., 2017; 

FARAH E dePAULA, 2019). O potencial antimicrobiano de cafés deve-se, dentre 

outros, aos ácidos ferúlico, cinâmico, p-cumárico e cafeico, os quais exibem efeito 

inibitório ao crescimento de diversos microrganismos, como a E. coli, S. enterica e 

Staphylococcus aureus (MARTÍNEZ-TOMÉ et al., 2011). Também foi demonstrada 

atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans e Stenotrophomona smaltophilia 



 

34 

 

(KARUNANIDHI et al., 2013), Helicobacter pylori (FARZAEI et al., 2015), 

Staphylococcus epidermidis (FU et al., 2016), Streptococcus pneumoniae, S. aureus, 

Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium (LOU et al., 2011) e Klebsiella 

pneumonia (BAJKO et al., 2016).  

O mecanismo de ação proposto seria a capacidade do ácido cafeico e dos ácidos 

clorogênicos, especialmente o ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA), o composto majoritário 

dentre os ácidos clorogênicos do café, se ligarem à membrana celular do 

microrganismo, aumentando a permeabilidade celular e promovendo despolarização, 

uma vez que a célula perde a capacidade de manter o potencial de membrana, levando a 

liberação de nucleotídeos com dano ao material genético e provocando a ruptura e 

morte celular (LOU et al., 2011; CAI et al., 2019). Duangjai et al. (2016), testaram 

extratos da polpa de café arábica e verificaram que as zonas de inibição de bactérias 

Gram-positivas (S. aureus) foram significativamente maiores (a partir de 4,69 mg/mL 

dos extratos de café) do que de bactérias Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa) (a 

partir de 37,50 mg/mL dos extratos de café). Os autores propõem que muitos fatores, 

como a estrutura dos microrganismos e a própria composição química dos extratos de 

café, seriam responsáveis pela atividade antimicrobiana demonstrada. Isso porque 

compostos relativamente hidrofóbicos, como os ácidos clorogênicos, possuem 

dificuldade de atravessar a membrana celular de bactérias Gram-negativas. Por outro 

lado, bactérias Gram-positivas que não apresentam essa estrutura celular, seriam mais 

susceptíveis à ação desses compostos, podendo provocar alterações de permeabilidade 

que levam à ruptura da membrana celular (LOU et al., 2011). 

O efeito tóxico dos ácidos clorogênicos aos microrganismos pode ser em virtude 

da inibição enzimática, reações com grupamentos sulfidril das proteínas que levam a 

alterações no material genético (MASON E WHARSSON, 1987; COWAN, 1999), ou 

por meio de interações mais específicas, como a inibição das vias de reparo celular 

(GRIGG et al., 1972). Além disso, os ácidos clorogênicos também exercem efeito 

antifúngico contra Candida albicans, por ruptura da membrana celular e tanto o ácido 

caféico quanto o 5-CQA são conhecidos por suas propriedades antivirais, especialmente 

frente ao vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 (KHAN et al., 2005; FARAH E dePAULA, 

2019). 
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Figura 01: Estrutura dos principais ácidos clorogênicos (adaptado de CLIFFORD et al., 

2017). 

 

2.7.2 Cafeína 

 

A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) atua no organismo humano como um 

antagonista do receptor de adenosina e exerce efeito diurético (Figura 3) (SHLONSKY 

et al., 2003; SAAB et al., 2014). É o componente mais conhecido do café, em virtude 

das suas propriedades fisiológicas e farmacológicas (MONTEIRO; TRUGO, 2005). 

Pertencente ao grupo das xantinas, possui efeito estimulante sobre o sistema nervoso 

central e sobre o músculo cardíaco (NEHLIG, 2016). Desde a década de 70, a ação 

antimicrobiana da cafeína vem sendo estudada. Em 1978, Buchanan e Fletcher 

observaram efeito inibidor da cafeína sobre fungos produtores de micotoxinas. 

Buchanan et al. (1981) e Chaufoun; Corrêa (2002), também observaram efeito inibidor 

da cafeína sobre o crescimento micelial de fungos associados ao grão de café. 

Ibrahim et al. (2006), estudaram a eficácia da cafeína na inativação de E. coli 

O157:H7, uma bactéria Gram-negativa capaz de provocar intoxicação alimentar com 

colite hemorrágica. Cepas desse microrganismo foram inoculadas em meio de cultura 
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rico em nutrientes contendo cafeína em diferentes concentrações (0,25 a 2%). As 

amostras foram incubadas a 37 °C por 24 horas e o crescimento microbiológico foi 

monitorado em diferentes intervalos de tempo. Foi observado que a adição de cafeína ao 

meio de cultura foi capaz de inibir o crescimento de E. coli O157:H7 e que essa inibição 

foi mais significativa em concentrações superiores a 0,50%. Os autores concluíram que 

a cafeína é um potencial agente antimicrobiano para o tratamento da infecção por E. coli 

O157:H7 e pode ser utilizada na indústria de alimentos como aditivo, aumentando a 

segurança microbiológica de diversos produtos (sucos, bebidas prontas para o consumo, 

dentre outros). 

Dash e Gummadi (2008), investigaram o efeito da cafeína no crescimento, 

morfologia e viabilidade de diferentes microrganismos. A cafeína retardou o 

crescimento de E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas 

aeruginosa e B. subtilis. Por outro lado, Pseudomonas sp. apresentaram aumento no 

crescimento após a adição de cafeína ao meio de cultura. De acordo com os autores, a 

cafeína também afetou a viabilidade das cepas bacterianas. Fato que parece estar 

associado a alterações na morfologia celular. A E. coli, por exemplo, perdeu viabilidade 

em razão do alongamento anormal das células, enquanto as outras cepas bacterianas 

Gram-negativas estudadas, como E. aerogenes e P. aeruginosa, se tornaram inviáveis, 

devido à completa lise celular que ocorreu após a adição de cafeína. No entanto, as 

bactérias Gram-positivas (B. subtilis e o S. aureus) mantiveram a viabilidade celular 

após a exposição à cafeína. 

 

Figura 02: Estrutura da cafeína (ZAKIR et al., 2013). 

 

2.7.3 Trigonelina 

 

A trigonelina é um composto nitrogenado presente nos grãos de café, 

especialmente, nos ainda verdes (Figura 2). Após a torrefação, cerca de 70% desse 
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alcalóide é transformado em compostos voláteis (MONTEIRO E TRUGO, 2005) e 10 a 

20% é convertido a niacina, uma vitamina do complexo B (FARAH, 2017). Com sua 

degradação térmica, há formação de pirróis e piridinas, que são importantes para o 

aroma do café (DE MARIA et al., 1999; CASAL et al., 2000). Segundo Farah (2017), o 

café arábica possui maiores teores de trigonelina quando comparado ao café conilon. 

A niacina exerce importante papel sobre o metabolismo energético celular e na 

reparação do DNA. Além disso, auxilia na remoção de substâncias tóxicas, possui efeito 

sobre o SNC, na secreção da bile, na motilidade intestinal e apresenta propriedades 

antimicrobianas (CLARKE E MACRAE, 1985; ALMEIDA et al., 2012). A trigonelina 

foi capaz de inibir o potencial invasivo de células cancerosas in vitro (HIRAKAWA et 

al., 2005) e exerceu efeito antimicrobiano, impedindo o crescimento de S. mutans, 

maior causador de cáries em humanos (ALMEIDA et al., 2012). Da Silva et al. (2014), 

testaram o efeito antimicrobiano de extratos de café conilon a 20% contra 

microrganismos cariogênicos e observaram que a trigonelina exerceu atividade 

bacteriostática e bactericida contra todas as estirpes testadas, exceto para Lactobacillus 

rhamnosus ATCC 9595. 

Almeida et al. (2006) estudaram a ação antimicrobiana dos ácidos clorogênicos, 

da cafeína e da trigonelina sobre nove espécies de enterobactérias (Citrobacter freundii, 

E. aerogenes, Enterobacter cloacea, E. coli, Klebsiela oxytoca, Proteus mirabilis, 

Proteus hauseri, Salmonella enterica e Serratia marcescens). Os autores observaram 

que, dentre os compostos bioativos avaliados, a cafeína, a trigonelina e o ácido cafeico 

foram os que apresentaram maior efeito antimicrobiano nas concentrações de 2,0 a 8,0 

mg/mL, após 24 horas de contato. Frente a isso, eles concluíram que esses compostos 

bioativos possuem ação antimicrobiana efetiva sobre enterobactérias.  

O mecanismo de ação da trigonelina ainda não foi completamente elucidado 

(MOHAMADI et al., 2017). Contudo, este composto já demonstrou atividade 

antimicrobiana contra E. coli, S. enterica, Enterococcus faecalis, B. subtilis (ÖZÇELIK 

et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; DA SILVA et al., 2014) e propriedades antivirais e 

antifúngicas contra o vírus H. simplex (tipo 1) e os fungos C. albicans e Candida 

parapsilosis (ÖZÇELIK et al., 2011). 
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Figura 03: Estrutura da trigonelina (FARAH, 2012). 

 

2.7.4 Melanoidinas 

 

Melanoidinas são pigmentos escuros (castanhos/marrons), formados durante a 

torrefação do café pela reação de Maillard (MOREIRA et al., 2012), que consiste no 

escurecimento não enzimático devido à reação entre os grupos carbonila de açúcares 

redutores e o grupamento amino de aminoácidos durante o processamento térmico 

(HODGE et al., 1953). Correspondem a aproximadamente 25% do peso seco dos grãos 

de café torrados (BELITZ et al., 2009) e também, estão presentes em cervejas, biscoitos, 

mel, malte e produtos de panificação. As melanoidinas possuem a capacidade de quelar 

metais (NUNES E COIMBRA, 2007) e sobre a sua constituição, é proposto que 

principalmente polissacarídeos como as galactomananas e arabinogalactanas, 

aminoácidos, compostos fenólicos (especialmente ácidos clorogênicos) e compostos 

desconhecidos estejam presentes em sua estrutura (BEKEDAM et al., 2006; FARAH et 

al., 2006; 2012). Já foi demonstrada a presença de 5-CQA, ácido cafeico, ferúlico e 

quínico em frações de melanoidinas (BORRELLI et al., 2002; BEKEDAM et al., 2008).  

As melanoidinas podem ser divididas em frações de baixo, intermediário e alto 

peso molecular. Aminas heterocíclicas, furanos como o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) 

e alfa-dicarbonil são os principais compostos das frações de baixo peso molecular das 

melanoidinas (BEKEDAM et al., 2008; RUFIAN-HENARES, 2008). Vale destacar que 

o alfa-dicarbonil e o 5-HMF, produtos da degradação de açúcares durante a reação de 

Maillard, demonstraram importante atividade antimicrobiana (DAGLIA et al., 2007). 

Segundo Moreira et al. (2012), as melanoidinas apresentam propriedade antioxidante, 

principalmente devido à presença de ácidos clorogênicos incorporados à sua estrutura 

(DELGADO-ANDRADE et al., 2005; FARAH, 2012; VIGNOLI et al., 2014), atividade 
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antinflamatória, especialmente a nível hepático, onde poderiam atuar na neutralização 

da progressão de doenças hepáticas (OHFUJI et al., 2006) e efeito antimicrobiano em 

concentrações de 2 a 10 mg/mL contra bactérias Gram-positivas como S. aureus e B. 

cereus e Gram-negativas como E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, e S. typhymurium 

(RUFIAN-HENARES et al., 2008; 2009).  

Observou-se que bactérias Gram-positivas foram mais sensíveis à atividade 

antimicrobiana de frações de melanoidinas de alto peso molecular (>10kDa) do que as 

Gram-negativas. Segundo Rufian-Henares et al. (2008) em baixas concentrações (2,50 

mg/mL), as melanoidinas poderiam exercer atividade bacteriostática mediada pela 

quelação de cobre, zinco e ferro, minerais essenciais ao crescimento e sobrevivência de 

microrganismos patogênicos (EINARSSON et al., 1983) ou poderiam exercer atividade 

bactericida em altas concentrações (> 30-35mg/mL ou 5mg/mL para as frações de peso 

molecular superior a 10kDa), provocando alterações de membrana irreversíveis, 

removendo íons Mg2+ da membrana externa e levando à desestabilização e perda de 

integridade da parede celular. Também parecem interferir na inibição do transporte de 

nutrientes (NUNES E COIMBRA, 2007; MORALES et al., 2004). Os mecanismos 

pelos quais bactérias Gram-positivas parecem ser mais sensíveis às melanoidinas do que 

bactérias Gram-negativas não estão completamente elucidados (LOU et al., 2011; 

MOREIRA et al., 2012).  

O potencial antimicrobiano das frações de melanoidinas do café contra oito 

estirpes bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas incluindo B. cereus e E. coli, foi 

avaliado por Rufian-Henares et al. (2009). As bactérias Gram-positivas como o B. 

cereus foram mais sensíveis à atividade antimicrobiana das melanoidinas do que as 

Gram-negativas como E. coli, o que foi atribuído à ausência da membrana externa em 

microrganismos Gram-positivos, tornando-os mais vulneráveis aos compostos 

antimicrobianos presentes nas frações de melanoidinas como, por exemplo, os ácidos 

clorogênicos.  

Canci et al. (2020), conduziram estudo de atividade antimicrobiana de extratos 

de café arábica e conilon (0,5%, 2,5% e 5%) frente ao crescimento de E. coli. Os 

autores concluíram que extratos de conilon a concentração de 2,5%, foram suficientes 

para inibir o crescimento da estirpe testada e os extratos com maiores teores de 

melanoidinas (0,638 para café arábica e 0,686 para café conilon) foram correlacionados 
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negativamente com a velocidade de crescimento do microrganismo, isto é, quanto maior 

o teor de melanoidinas, maior a inibição de E. coli. É importante ressaltar que 

microrganismos Gram-negativos possuem membrana externa e as melanoidinas 

precisam primeiro penetrar através dessa estrutura celular para que possam atingir a 

membrana citoplasmática e exercer atividade bactericida ou bacteriostática a depender 

da concentração. Portanto, esse processo requer mais tempo em bactérias Gram-

negativas quando comparado às Gram-positivas que, na ausência de membrana externa, 

possuem apenas uma parede celular composta por peptídeoglicanos na qual as 

melanoidinas podem facilmente atuar (RUFIAN-HENARES et al., 2009). 

Embora o café tenha grande potencial antimicrobiano, medidas de controle 

precisam ser adotadas durante a colheita e beneficiamento dos grãos de café com o 

objetivo de minimizar o risco de contaminação microbiológica (ENTRINGER et al., 

2020). Considerando que o processamento ocorre em diversas etapas e alguns 

microrganismos podem ser resistentes às altas temperaturas da torrefação ou contaminar 

os grãos de café já torrados nas fases subsequentes, é imprescindível que a devida 

atenção seja dada às condições higiênico-sanitárias durante o processamento da cadeia 

do café. 

2.8 Cadeia produtiva do café: etapas de processamento, pontos críticos de controle 

e boas práticas agrícolas e de fabricação 

 

Os cuidados na cadeia do café começam ainda na pré-colheita, com a remoção 

de folhas, impurezas e a realização da limpeza dos equipamentos e dos locais de 

armazenamento dos frutos, eliminando qualquer resíduo que tenha ficado da safra 

anterior para evitar possível foco de contaminação (NASCIMENTO, 2006; BOREM, 

2008). A colheita manual do café pode ser feita a dedo (catação) ou por derriça, sendo 

que a primeira permite melhor seleção dos frutos. A colheita por derriça, por sua vez, 

pode ser feita no pano ou no chão e medidas de controle devem ser adotadas para 

diminuir o risco de contaminação nesta fase, como por exemplo limpeza adequada do 

local destinado à catação, que deve ser livre de vetores e pragas (EMBRAPA, 2016; 

GUIMARÃES et al., 2019). Máquina colhedeiras podem também ser usadas no 

processo. 
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2.8.1 Processamento 

 

Após a colheita, os frutos de café são limpos e, em seguida, se inicia o 

processamento, cujo objetivo é o controle das impurezas, dos microrganismos e das 

fermentações indesejáveis (ILLY E VIANI, 2005; HEEGER et al., 2017). Esse 

processamento pode ser feito pela via seca, pela via úmida ou pela via semiúmida 

(EMBRAPA, 2016; FARAH, 2019). Na via seca o produto (com casca) ao ser colhido, 

sai direto da lavoura para secagem, que é tradicionalmente realizada ao sol e, com 

menos frequência, em secadores. A secagem mista é também comum, especialmente em 

caso de chuvas. Na via úmida, os frutos sem a polpa passam pelo processo de 

fermentação em tanques, que ocorre naturalmente com a remoção da mucilagem, 

degradada por microrganismos que a dissolvem através de reações enzimáticas 

(AVALLONE et al., 2002; MASSOUD E KALTOFT, 2006). Na via semi-úmida, os 

frutos são lavados e posteriormente prosseguem à secagem que pode ser feita ao natural 

ou por meio de secadores mecânicos (OSORIO-HERNANDEZ et al., 2015), podendo 

haver fermentação parcial.  

É importante destacar que a mucilagem pode favorecer o crescimento de fungos 

e bactérias, o que poderia alterar negativamente a qualidade e segurança dos grãos. 

Assim, sua eliminação reduz o risco de contaminação por microrganismos (EMBRAPA, 

2016). A via seca tem sido tradicionalmente mais utilizada em países ensolarados nos 

quais as propriedades possuem espaço para espalhamento dos frutos como no Brasil e 

em países da África (EMBRAPA, 2016). Porém, a via semiúmida, criada no Brasil, 

ganha vez mais adeptos devido a questões sanitárias e ao desenvolvimento de sabor pela 

fermentação parcial. 

Após a secagem, o grão de café deve apresentar umidade de 10 a 12%, o que 

impede o crescimento de fungos, a exemplo, Aspergillus ochraceus e Penicillium 

verrucosum, produtores de micotoxinas (CHAUFOUN E CORRÊA, 2002; FOLMER, 

2017). Os grãos passam pelos seguintes equipamentos: ‘’bica de jogo’’, composto por 

um sistema de peneiras para separá-los das impurezas, catador de pedras e metais, 

descascador (composto por um conjunto de navalhas giratórias) e o classificador que 

separa o café por tamanho, forma e densidade (ENTRINGER et al., 2020). Finalmente, 

o grão de café é armazenado a temperatura máxima de 21 ºC, umidade relativa do ar 



 

42 

 

máxima de 70%, ventilação adequada e proteção contra a incidência de luz solar 

diretamente sobre o grão (FAGANELLO, 2006). 

 

2.8.2 Torrefação 

A torrefação transforma os grãos verdes em grãos secos prontos para a moagem. 

Essa transformação é essencial para que o café adquira características sensoriais 

desejáveis, uma vez que os grãos verdes dão origem a uma bebida de sabor e aroma 

desagradáveis (ANUNCIAÇÃO E SILVA, 2016). Na torrefação do café, os grãos 

atingem temperaturas entre 170 e 230 ºC (ILLY E VIANI, 2005) o que faz com que a 

água contida no grão seja convertida em vapor e uma série de reações de escurecimento 

não enzimático como Maillard e caramelização, e pirólise, dentre outras ocorram, 

formando vasta gama de compostos voláteis (ANUNCIAÇÃO E SILVA, 2016). 

Após a torrefação, o teor de água presente no grão deve ser inferior a 3% 

(LAVAZZA et al., 2018), o que minimiza o risco de contaminação do grão torrado 

quando comparado ao grão verde, devido a baixa umidade e baixa atividade de água 

(inferior a 0,6) (ANUNCIAÇÃO E SILVA, 2016). A presença de compostos 

antimicrobianos no café como os ácidos clorogênicos, a cafeína e as melanoidinas 

também pode impedir e/ou dificultar o crescimento microbiológico (CANCI et al., 

2020). 

Após a torrefação, os grãos de café passarão por uma etapa de resfriamento que 

tem como objetivo reduzir rapidamente a temperatura dos grãos para que eles parem de 

absorver o calor, cessando as reações endotérmicas e exotérmicas. Este procedimento 

pode ocorrer por meio da aplicação de ar frio durante 5 minutos (GONZALEZ, 2004) 

ou pela técnica de resfriamento denominada quenching. A maioria dos torradores de 

médio e grande porte que utilizam transferência de calor principalmente por condução 

(superfície de contato aquecida), possuem um dispositivo que borrifa pequena 

quantidade de água nos grãos após a torrefação, para acelerar o processo de 

resfriamento (BAGGENSTOSS et al., 2008; FOLMER, 2017). Os torradores mais 

modernos, que utilizam condução (ar quente) ou sistema misto, utilizam ar frio para 

reduzir a temperatura dos grãos. É importante ressaltar que em pequenas quantidades, 

não há impacto negativo da água na qualidade dos grãos, já que ocorre evaporação 

imediata. Porém, se elevada quantidade de água for borrifada nos grãos, pode favorecer 
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o crescimento de microrganismos pelo aumento de umidade (CARDELLI E LABUZA, 

2001). Além disso, deve-se garantir a limpeza e adequada calibração dos dispositivos 

borrifadores de água dos torradores assim como da caixa d’água e de todos os 

equipamentos e/ou utensílios utilizados para evitar possíveis pontos de contaminação no 

café já torrado (ENTRINGER et al., 2020). 

2.8.3 Moagem 

 

Nesta etapa, os grãos de café são reduzidos a partículas menores. A 

granulometria pode variar de extrafina, a fina, média e grossa e o modo de preparo da 

bebida define o tamanho mais adequado das partículas (ANDUEZA et al., 2003; ABIC, 

2012). Cabe destacar que embora o consumo de café em grãos para moagem nos lares 

venha aumentando nos últimos anos, no Brasil a maior parte da população ainda 

consome café torrado e moído (85%) (ABIC, 2021). Assim, o estado de conservação e 

limpeza do moedor e utensílios utilizados durante a moagem nas torrefadoras devem 

estar adequados de forma a evitar a contaminação do café torrado com microrganismos, 

impurezas, resíduos e pêlos de animais (BRASIL, 2016; ENTRINGER et al., 2020). 

Segundo Alves et al. (2003), o café torrado e moído é mais vulnerável à perda de 

qualidade pela exposição ao oxigênio, à luz, à umidade e a temperaturas elevadas, 

porque a granulometria tem influência direta na capacidade de absorção de água. 

Quanto menor o tamanho das partículas, maior é a absorção. A partir de determinado 

teor de água há aumento da atividade microbiológica e, consequentemente, maior risco 

de deterioração do produto (ANUNCIAÇÃO E SILVA, 2016). Outro fator responsável 

pela perda de qualidade da bebida relacionado à granulometria é a oxidação, uma vez 

que partículas menores são mais susceptíveis à ação do oxigênio (CARDELLI E 

LABUZA, 2001). A oxidação das substâncias responsáveis pelo aroma e sabor e dos 

lipídios presentes nos grãos de café, levam a perda das características sensoriais 

agradáveis da bebida (FOLMER, 2017). 

 

2.8.4 Envase e transporte 

 

O envase do café é uma etapa de extrema importância no que diz respeito à 

qualidade e segurança microbiológica do produto. A embalagem tem como objetivo 



 

44 

 

minimizar a perda de qualidade e reduzir o risco de transmissão de doenças (ALVES et 

al., 2003). De acordo com Allarcon e Hotchkiss (1993), fatores como a composição do 

produto, condições de estocagem e propriedade das embalagens são os principais 

responsáveis pela perda de qualidade do café com o passar do tempo. 

No Brasil, a embalagem tipo “almofada” e a embalagem a vácuo são as mais 

comuns, em virtude do baixo custo de produção (ABIC, 2020). Na primeira, o café é 

acondicionado na embalagem logo após a torrefação e moagem. Para evitar o 

abaulamento devido à liberação de gás carbônico, a embalagem era frequentemente 

furada, o que acabava reduzindo a validade do produto, uma vez que ocorria o contato 

do café com o oxigênio (ALVES et al., 2003). Atualmente a maior parte das indústrias 

utiliza uma válvula que permite apenas a saída do gás exalado pelos grãos, evitando o 

estufamento, sem deixar que o ar externo penetre nas embalagens (FARAH, 2012), 

porém, indústrias menores podem ainda utilizar técnicas mais primitivas como furar as 

embalagens. Na embalagem a vácuo, o café torrado e moído passa pela remoção de ar 

antes de ser acondicionado. Esse tipo de embalagem, age como uma barreira de 

proteção contra o oxigênio e a umidade, aumentando a vida útil do café (de 1 a 1,5 anos 

no mercado brasileiro) e desfavorecendo a proliferação de microrganismos que 

necessitam de oxigênio para a sua sobrevivência (HOFFMAN et al., 2001; ALVES et 

al., 2003). 

Tão importante quanto o tipo de embalagem a ser utilizada, são os cuidados no 

transporte e distribuição do café, garantindo que em todas as etapas do processamento 

sejam adotadas medidas higiênico-sanitárias seguras. Durante o transporte, o café deve 

ficar protegido da umidade e das altas temperaturas. Uma atenção especial deve ser 

dada aos veículos, garantindo adequado estado de limpeza e conservação, ausência de 

vetores e pragas e evitando a ruptura das embalagens. Essas medidas são importantes, 

uma vez que a contaminação microbiológica dos grãos de café ou café já moído após a 

etapa de torrefação pode colocar em risco a saúde do consumidor, especialmente se o 

café for destinado ao preparo de bebidas extraídas a frio como os coldbrews (BRASIL, 

2020). A Figura 04 resume as principais etapas do processamento e beneficiamento do 

café e possíveis focos de contaminação do produto baseado nas legislações brasileiras 

vigentes (EMBRAPA, 2016; BRASIL, 2019). 
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Figura 04: Fluxograma das etapas de processamento e beneficiamento do café e possíveis 

focos de contaminação microbiológica (Adaptado de FAGANELLO, 2006; FARAH, 2012; 

ANUNCIAÇÃO E SILVA, 2016; EMBRAPA, 2016; LAVAZZA, 2018; BRASIL, 2019; 

ENTRINGER et al., 2020). 

 

2.9 Pontos críticos na cadeia produtiva do café 

 

Embora a contaminação do café por fungos, especialmente aqueles produtores 

de micotoxinas como a OTA (LEITÃO, 2019), seja a que causa maior preocupação por 

parte dos produtores e consumidores, a contaminação por bactérias patogênicas, como 
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as enterobactérias, não é incomum e está associada, principalmente, ao descumprimento 

das normas sanitárias vigentes (SOUZA E ABRANTES, 2012). Em relação à 

contaminação por fungos, a preocupação com a temperatura e a umidade parece ser um 

ponto bastante relevante em quase todas as etapas de produção, pois condições de altas 

temperaturas e umidade tornam o café mais susceptível à proliferação de 

microrganismos, especialmente, fungos. Assim, o controle dessas duas variáveis é 

essencial para a qualidade e segurança microbiológica da bebida (TANIWAKI et al., 

2003; VIEGAS et al., 2017). 

Além disso, a temperatura necessária para torrar os grãos de café, em torno de 

170 a 230 oC, é suficiente para eliminar a maioria dos microrganismos (ILLY E VIANI, 

2005; SOUZA E ABRANTES, 2012). Portanto, os procedimentos pós-torrefação devem 

ser realizados com cautela, estando em conformidade com as Boas Práticas de 

Fabricação (BPF) e outros programas de controle de qualidade (PADILHA et al., 2019). 

As BPF são um grupo de atividades predefinidas com o intuito de assegurar as 

condições higiênico-sanitárias básicas dos estabelecimentos envolvidos em toda a 

cadeia produtiva de alimentos, prevenindo danos à saúde do consumidor e garantindo a 

inocuidade dos alimentos (BRASIL, 2020). 

Infelizmente, de acordo com Souza; Abrantes (2012), as BPF vêm sendo 

negligenciadas na cadeia do café. Esses autores detectaram a presença de Enterococcus 

em 88,1% de 10 amostras de café torrado e moído comercializados na cidade do Rio de 

Janeiro. Em 2009, os mesmos autores identificaram a presença de B. cereus em 13 de 23 

(56,5%) amostras comerciais de café torrado e moído analisadas (SOUZA E 

ABRANTES, 2009). Apesar das limitações do uso desses microrganismos como 

indicadores de contaminação fecal, sua presença em números elevados em alimentos 

indica práticas sanitárias inadequadas ou exposição do alimento a condições que 

permitiram a multiplicação de microrganismos indesejáveis, o que poderia levar ao 

acometimento por Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) (SOUZA E 

ABRANTES, 2009; 2012). 

DTA são provocadas pela ingestão de alimentos ou água contaminados por 

agentes biológicos, químicos ou físicos, sendo potencialmente prejudiciais à saúde e 

causa frequente de morbidade e mortalidade no mundo (BRASIL, 2010; BRASIL, 

2019). No Brasil, de 2009 a 2018 foram registrados 6.903 surtos alimentares pelo 
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Ministério da Saúde com 99 óbitos (0,08% de letalidade), 672.873 indivíduos expostos 

e 122.187 acometidos. Esses surtos foram provocados principalmente por E. coli (24% 

dos casos), Salmonella sp. (11,2%), S. aureus (9,5%), B. cereus (2,6%) (BRASIL, 

2021). Em relação à distribuição, o principal local de ocorrência dos surtos foi 

residencial (36,9% dos casos), seguido de restaurantes e padarias (15,9%) e os 

principais alimentos reportados foram alimentos mistos (25,5%) e água (21,2%). A 

Tabela 02 apresenta os principais microrganismos causadores de DTA e suas 

características, assim como as formas de transmissão, principais alimentos fonte de 

contaminação e estudos que tenham registrado a ocorrência desses microrganismos em 

cafés torrados comerciais (em grãos ou moídos) ou bebidas de café extraídas a frio 

(BRASIL, 2021). 
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Tabela 02: Principais agentes causadores de doenças transmitidas por alimentos e suas características. 
Microrganismo 

 

Características Forma de transmissão Principais alimentos 

fonte de 

contaminação 

Contaminação de cafés 

Salmonella sp. Bactéria da família 

Enterobacteriaceae, Gram-negativa, 

não encapsuladas e em formato de 

bacilos, anaeróbias facultativas e 

não esporulam. 

 

Via fecal-oral, pelo consumo de água 

e/ou alimentos contaminados. 

Ovos, leite, aves, carnes 

bovina e suína. 

15 de 59 amostras de 

Coldbrews comerciais no 

Canadá (CANADIAN 

FOOD INSPECTION 

AGENCY, 2020). 

Escherichia coli Bactéria da família 

Enterobacteriaceae, Gram-negativa, 

em formato de cocos, anaeróbias 

facultativas com maior crescimento 

em condições aeróbias. 

 

Contato direto com animais ou 

indivíduos acometidos ou através do 

consumo de alimentos contaminados. 

Carnes, salsicha, leite 

cru, queijo, alface e 

água.  

9 de 10 amostras 

comerciais de café 

torrado e moído no Rio 

de Janeiro com presença 

de E. faecalis (SOUZA; 

ABRANTES, 2012). 

Staphylococcus 

aureus 

Bactéria da família Micrococcaceae, 

Gram-positiva e em formato de 

bastonete, anaeróbias facultativas e 

não esporulam. 

Ingestão de toxinas e/ou manipulação 

de alimentos por indivíduos 

contaminados com ferimentos nas 

mãos, produtos de origem animal mal-

cozidos ou refrigerados incorretamente 

e superfícies, equipamentos e 

utensílios contaminados.  

 

Leites e derivados, 

carnes, aves e peixes, 

molhos para salada, 

produtos enlatados e de 

panificação. 

Não foram encontrados 

estudos que tenham 

detectado a presença de 

S. aureus em amostras 

comerciais de café ou 

bebidas de café prontas 

para consumo. 

Bacillus cereus Bactéria da família Bacilaceae, 

Gram-positiva, em formato de 

bacilos, anaeróbia facultativa, 

esporula e produz 2 tipos de 

enterotoxinas: diarreica e emética, 

agentes responsáveis pela 

intoxicação alimentar. 

B. cereus encontra-se distribuído na 

natureza, no solo, nas colheitas de 

cereais, vegetação, pêlos de animais, 

água e matéria em decomposição.  

Ingestão de alimentos contaminados 

com o microrganismo e/ou com 

asenterotoxinasproduzidas durante o 

seu crescimento. 

Alimentos frescos 

(hortifrutigranjeiros 

e derivados de 

animais).  

13 de 23 amostras 

comerciais de café 

torrado e moído no Rio 

de Janeiro (SOUZA; 

ABRANTES, 2009).  

Adaptado de: FORSYTHE et al., 2013; MELO et al., 2018; ASAE, 2021; Brasil, 2021; PEROTTO et al., 2021.
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2.10 Boas Práticas de Fabricação na cadeia do café 

 

Desde 1997, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

por meio da portaria 368/97, estabelece os princípios das BPF nos quais se definem 

como partes do processo produtivo: área de procedência das matérias-primas, condições 

higiênico-sanitárias, requisitos de higiene como limpeza e sanitização dos 

estabelecimentos, na manipulação dos alimentos, nas condições de armazenamento e 

transporte de matérias primas ou produtos acabados. Segundo a EMBRAPA (2004), 

devem ser aplicadas as Boas Práticas Agrícolas (BPA) na cadeia produtiva do café de 

forma a garantir a segurança do produto e a reduzir ou mitigar pontos que ofereçam 

perigos à saúde do consumidor. 

Outro documento importante no que diz respeito à segurança dos alimentos no 

Brasil é a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº. 331/2019, que estabelece novos 

padrões microbiológicos de alimentos. Nesta RDC ficou definido que os setores 

envolvidos na cadeia produtiva de alimentos devem realizar análises periódicas e 

assegurar que, durante todo o prazo de validade, os alimentos cumpram com os novos 

padrões microbiológicos definidos na Instrução Normativa nº. 60/2019 (BRASIL, 

2019). Desta forma, ficam estabelecidos que na categoria ‘’cafés, chás e produtos para 

infusão’’ não devem conter mais do que 102 unidades formadoras de colônias por grama 

(UFC/g) de E. coli e ausência de Salmonella sp. em 25g do produto. Infelizmente, não 

há nesta categoria parâmetro estabelecido para B. cereus, apesar de já ter sido 

demonstrada a contaminação de amostras comerciais de café torrado e moído com esse 

microrganismo (SOUZA E ABRANTES, 2009). 

Recentemente, foi apontada a necessidade de um passo a passo de preparo 

seguro de bebidas de café, especialmente as extraídas a frio da categoria coldbrew, uma 

vez que estão com alta popularidade e elevado consumo a nível doméstico e comercial 

(NORTHROP et al., 2018; por CLAANSSEN et al., 2021; LACHENMEIER et al., 

2021). Para a elaboração desse passo a passo, os autores sugerem a utilização do sistema 

de Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) que consiste em um 

sistema de levantamento de perigos biológicos, químicos e físicos na cadeia produtiva 

do café com o objetivo de controlá-los, nos chamados Pontos Críticos de Controle 

(PCCs), durante a sua produção, processamento e/ou beneficiamento (PADILHA et al., 

2019). É importante ressaltar que tanto o sistema de BPF quanto o APPCC atendem aos 

requisitos de qualidade do International Organization for Standardization (ISO) como, 
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por exemplo, a ISO 22.000 específica para a segurança microbiológica de alimentos 

(BRASIL, 2019). Assim, a aplicação do sistema de BPF na extração e comercialização 

de coldbrews atenderia, a nível nacional, o proposto a nível internacional por Claanssen 

et al. (2021). 

 

2.11 Coldbrews: técnicas de preparo, caracterização físico-química e riscos de 

contaminação microbiológica 

 

2.11.1 Técnicas de preparo das bebidas de café da categoria coldbrew 

 

A extração do café a frio é feita em temperaturas muito baixas e isso gera 

problemas específicos. Um deles é o longo tempo para concluir a extração, que pode 

levar até 36 horas, dependendo da granulometria e das características desejadas 

(BODNARIUC, 2020; CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et al., 2020; CORDOBA et al., 

2019; 2021). A extração a frio pode ser realizada por imersão com ou sem filtro, por 

gotejamento ou a vácuo. 

A extração a frio por imersão é o método mais popular, simples e barato 

(BODNARIUC, 2020), que consiste em embeber o pó de café em água gelada ou em 

temperatura ambiente por um período de 12 a 24 horas, podendo chegar a 36 horas (OH 

et al., 2014). Essa técnica pode apresentar variações como a utilização de filtros de 

algodão ou nylon (CORDOBA et al., 2019). A extração a frio por imersão depende dos 

fenômenos físicos de dispersão e difusão para extrair os compostos solúveis do café. 

Como o processo de dispersão é muito lento, o tempo para concluir a extração é longo. 

Portanto, algumas vezes, opta-se por fabricar um concentrado de café, também chamado 

de xarope de café que é diluído em água no momento do consumo (COFFEE 

BREWING METHODS, 2017). Após o período de imersão, a solução é filtrada e a 

bebida é servida ou armazenada sob refrigeração, podendo chegar até sete dias de 

armazenamento (CLAANSSEN et al., 2021).  

Existem alguns sistemas comerciais para extração de coldbrews através do 

método de imersão como o Toddy®, um equipamento patenteado que alega produzir 

extratos de chás e coldbrews aromáticos e encorpados garantindo maior rendimento 

final da bebida. Neste dispositivo é utilizado um filtro de papel e, segundo as instruções 

do fabricante, 2 kg de pó de café devem ser acondicionados sobre o filtro, em seguida 

11,2 L de água devem ser adicionados ao recipiente (sem misturar) e aguardar o período 
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de 12 a 24 horas sob infusão. O rendimento final será de aproximadamente 8 L de 

coldbrew conforme ilustrado na Figura 05 (TODDY, 2021). 

 

Figura 05: Etapas de utilização do sistema comercial Toddy® (Fonte: O próprio 

fabricante). 

 

A extração a frio por gotejamento é o método de preparo no qual a água gelada é 

lentamente gotejada sobre o café moído. Também é conhecido como café holandês 

(Deutch coffee) ou Kyoto-Style. Na extração a frio por gotejamento, a água ‘’lava’’ os 

compostos solúveis do café e é passada através de um filtro para um recipiente coletor. 

O gotejamento depende da difusão e da gravidade para extrair os compostos solúveis. 

Nesse método, coldbrews são fabricados em aproximadamente 3,5 horas, isto é, uma 

extração mais rápida do que os métodos de imersão (COFFEE BREWING METHODS, 

2017; ANGELONI et al., 2019a). Entretanto o tempo de extração varia de acordo com o 

volume de água utilizado. 

Também existem sistemas comerciais de extração de coldbrews a partir da 

técnica de gotejamento como o ColdBruer® e a Nispira®, equipamentos patenteados 

que produzem bebidas de café extraídas a frio e possuem três compartimentos: um 

recipiente onde deve ser acondicionada a água gelada, um recipiente intermediário com 

um porta-filtro e um filtro de papel onde é depositado o pó de café, uma torneira 

gotejadora que irá permitir a passagem lenta e constante da água sobre o pó de café e, 

finalmente, um recipiente coletor do coldbrew conforme ilustrado na Figura 06 

(COLDBRUER, 2021; NISPIRA, 2021). 
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Figura 06: Sistemas comerciais ColdBruer® e Nispira® (Fonte: Os próprios 

fabricantes). 

 

Na extração a frio a vácuo, utiliza-se a pressão para acelerar o processo de 

extração da bebida, cujo tempo é consideravelmente mais rápido, cerca de 35 a 60 

segundos. Para tanto, utiliza-se um equipamento de extração adaptado a partir de uma 

bomba a vácuo conectada a um recipiente com o pó de café sobre um filtro de papel 

(BODNARIC, 2020). O objetivo da aplicação de vácuo neste caso, é acelerar a difusão 

dos compostos e sólidos solúveis do café forçando a passagem de água pelas partículas 

de café torrado e moído. Em 2016, foi divulgada pelo barista Martin Lersch uma 

maneira alternativa de preparo de coldbrews a vácuo, utilizando um aspirador de pó, 

porta-filtros especiais como Hario V60® ou Kalita®, filtro de papel, pó de café e água 

em temperatura ambiente (Figura 7).  

Segundo Martin Lersch: 

‘’Quando a pressão do aspirador de pó é liberada, ocorre dissolução dos 

gases e formação de bolhas que se expandem levando à ruptura das células e 

liberação dos compostos do café para a bebida’’. 

 

 

       .  

Figura 07: Protocolo de extração a vácuo de coldbrews com aspirador de pó (Fonte: 

LERSCH, 2016). 
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Até o presente momento, foram encontrados dois sistemas comerciais que 

utilizam vácuo associado a infusão (quantidade de ar/vácuo não informada pelos 

fabricantes) para extração de bebidas de café a frio: o Gourmia GCM7800 Brewdini® e 

o VacOne Air Brewer® (Figura 8), que alegam produzir coldbrews menos amargos, 

intensos e com menor acidez. (GOURMIA, 2020; VACCOFFEE, 2021).  

 

 

Figura 08: Sistemas comerciais Gourmia GCM7800 Brewdini® e VacOne Air 

Brewer® (Fonte: Os próprios fabricantes). 

 

2.11.2 Caracterização físico-química e segurança microbiológica de coldbrews 

 

 

Apesar do crescimento e popularidade de cafés extraídos a frio (HEO et al., 

2019) e do grande consumo de cafés extraídos por métodos tradicionais a quente 

(DUARTE et al., 2010; BASTOS, 2012; FARAH, 2017), há poucos estudos que 

avaliam a composição química da bebida, especialmente coldbrews. Especialistas 

(baristas) e apreciadores apontam inúmeras vantagens das técnicas de extração de café a 

frio em relação aos métodos tradicionais. Segundo eles, coldbrews apresentam menor 

acidez, sabor mais leve e adocicado e aroma intenso, além de ter maior quantidade de 

substâncias antioxidantes e menor teor de cafeína (FULLER E RAO, 2017; PANOFF, 

2019).  

Durante o preparo de coldbrews, atenção especial deve ser dada à água utilizada 

na produção do ponto de vista sensorial, físico-químico e microbiológico. A água deve 

ser isenta de sabores e odores. Além disso, sua dureza, a quantidade de íons magnésio e 

cálcio presentes na água, não deve prejudicar o processo de difusão dos sólidos do café. 

Isso porque esses íons podem se precipitar na forma de sais insolúveis e atrapalhar o 

processo de extração das bebidas a quente e a frio (PETRACCO, 2005; ANGELONI et 

al., 2019a). A nível doméstico, a maior parte dos indivíduos preparam coldbrews com 
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água filtrada que, dependendo da composição química, pH e dureza, pode interferir nas 

propriedades químicas e sensoriais e ser um possível foco de contaminação 

microbiológica da bebida (NAVARINI et al., 2010; FARAH, 2017; CLAANSSEN et 

al., 2021). 

A composição das bebidas de café obtidas por diferentes métodos é variável, 

uma vez que a temperatura da água, a concentração, a pressão aplicada, a granulometria 

do pó e o tempo de extração variam (ANGELONI et al., 2019b). Considerando os 

resultados de estudos prévios, os graus de torrefação mais utilizados vão do médio claro 

ao médio escuro, dependendo do país. Em alguns lugares, porém, o café ainda é muito 

torrado, o que tende a reduzir sua capacidade antioxidante e o teor de compostos 

bioativos importantes (FARAH, 2009; 2012; GLOESS et al., 2013; CORDOBA et al., 

2019).  

Com relação à granulometria, embora o tamanho da partícula seja 

frequentemente negligenciado pela maioria dos consumidores, este é um passo 

importante na extração da bebida, uma vez que existe um tamanho padrão de partícula 

apropriado para cada método de extração a quente. Porém, ainda não há um protocolo 

oficial que define a granulometria mais apropriada para os coldbrews (ABIC, 2010; 

BASTOS, 2012; CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et al., 2020). Portanto, recomenda-se 

ajustar o tamanho da partícula à temperatura, à pressão e ao tempo de contato entre a 

água e o pó de café (BASTOS, 2012; FARAH, 2017). A Tabela 03 resume a 

caracterização físico-química de coldbrews a partir de dados disponíveis na literatura. 

A maioria dos estudos realizados até o presente momento avaliou coldbrews 

apenas na proporção de pó de café para água de 8 a 10% (FULLER; RAO, 2017; 

ANGELONI et al., 2019a; RAO E FULLER, 2018; CORDOBA et al., 2019; 

CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et al., 2020; RAO et al., 2020) e nenhum trabalho 

encontrado utilizou café conilon ou robusta no preparo de coldbrews para posterior 

caracterização físico-química. Entretanto, Claanssen et al. (2021), relataram existir 

grande diversidade nas espécies de café utilizadas pelos apreciadores de coldbrews (C. 

arabica. C. canephora, C. liberica ou blends) e concentrações (5%, 5 a 10%, 10 a 15%, 

15 a 20% e superior a 20%) utilizadas para o preparo de bebidas extraídas a frio, 

principalmente a nível doméstico. Nesse sentido, torna-se importante investigar a 

influência e o efeito de diferentes espécies de café e concentrações nas cinéticas de 
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extração dos compostos bioativos e se essas variáveis poderiam, por exemplo, conferir 

maior ou menor segurança microbiológica de bebidas da categoria coldbrew. 

 

Tabela 03: Caracterização físico-química de coldbrews quanto aos teores de ácidos clorogênicos, trigonelina, 

cafeína, melanoidinas, acidez titulável, pH e sólidos solúveis* (mg/L). 

 TA (20-25 ºC) TA (20-25ºC) TR (4-5 ºC)  

Referências Granulometria  

Média 

Granulometria 

Grossa 

Granulometria  

Média 
5-7h 12-14h 22-24h 5-7h 12-14h 22-24h 5-7h 12-14h 22-24h  

AT 

(mLNaOH/mL) 

2,13-

8,04 

 

4,83 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

FULLER E RAO, 2017; RAO E 

FULLER, 2018; ANGELONI et 

al., 2019b; CASTAÑEDA-
RODRIGUEZ et al., 2020. 

 
 

 

pH 
 

4,96- 

5,54 

4,90- 

5,47 

4,86-

5,60 

5,47 5,40 5,12 - - 5,70 FULLER E  RAO, 2017; RAO E 

FULLER, 2018; ANGELONI et 
al., 2019a; 2019b; 

CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et 

al., 2020. 

SS  
(ºBrix) 

2,32 2,18 1,09 - - 1,54 - - - RAO E FULLER, 2018; 

ANGELONI et al., 2019b; 

CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et 
al., 2020. 

CGA  
(mg/L) 

1730-

2200 

- - - - 2080 - - - RAO E FULLER, 2018; 
ANGELONI et al., 2019b; RAO 

et al., 2020; 

 

5-CQA  
(mg/L) 

480- 

1120 

510 282-

354 

490 520 1390 - - 244-

272 

FULLER E RAO, 2017; RAO; E 
FULLER, 2018; ANGELONI et 

al., 2019a; 2019b. 

 

TG  
(mg/L) 

 

- - - - - 450 - - - CLAANSSEN et al., 2021. 

Cafeína  
(mg/L) 

1060 1180 784-

973 

1130 1230 - - - 761-

893 

FULLER E RAO, 2017; 

ANGELONI et al., 2019a; 

 

MEL 
(Abs. 420nm) 

0,386 - - - - - - - - RAO et al., 2020. 

*Bebidas de café arábica extraídas a frio, na proporção de pó para água de 8 a 10%. 

Nota: TA – Temperatura ambiente; TR – Temperatura refrigerada; Abs. – Absorbância; CGA – Ácidos clorogênicos totais; TG – 

Trigonelina; SS – Sólidos solúveis; AT – Acidez titulável; - Não analisado. 

 

Em relação à temperatura da água, a maioria dos trabalhos utilizam temperatura 

ambiente (20-25 ºC) no preparo de coldbrews. Porém há relatos da utilizaçãode água em 

diferentes temperaturas (inferior a 4 ºC, entre 4-8 ºC, 10-20 ºC, acima de 20-30 ºC) e, de 

acordo com alguns autores, à medida que há o aumento da temperatura da água, há  o 

aumento da solubilidade e da taxa de extração e/ou velocidade de difusão de compostos 

do café para a bebida (CORDOBA et al., 2019; CLAANSSEN et al., 2021), o que 

poderia explicar o perfil químico e sensorial diferenciado de coldbrews extraídos em 

diferentes temperaturas (ANGELONI et al., 2019a). 
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Quanto aos teores de compostos bioativos, alguns estudos verificaram que a 

quantidade de cafeína, ácidos clorogênicos e 5-CQA em bebidas a frio e a quente são 

semelhantes (LANE et al., 2017; FULLER E RAO, 2017; ANGELONI et al., 2019a; 

RAO et al., 2020), ao contrário das alegações feitas por fabricantes, de que coldbrews 

teriam menor teor de cafeína e maior teor de compostos antioxidantes. O pH e o teor de 

sólidos solúveis de coldbrews foi maior quando comparado às bebidas a quente, 

conferindo menor acidez aos coldbrews (RAO E FULLER, 2018; RAO et al., 2020). 

Segundo Gloess et al. (2013), a eficiência de extração dos compostos é influenciada 

pela solubilidade em água e quanto maior a quantidade de água, maior a extração de 

compostos dos grãos de café, como, por exemplo, o 5-CQA e a cafeína. Além disso, a 

solubilidade aumenta conforme aumenta a temperatura e, segundo Rao et al. (2020), 

alguns compostos formados durante a torrefação não são solúveis em água à 

temperatura ambiente, como as melanoidinas, por exemplo. 

 

2.11.3 Segurança microbiológica de bebidas da categoria coldbrew 

 

 

Em 2017, o FDA (Food and Drug Administration), solicitou que o Nitro Brew®, 

café da marca Death Wish Coffee, extraído a frio e acrescido de nitrogênio, fosse 

recolhido do mercado, devido ao risco de contaminação por Clostridium botulinum. 

Segundo o FDA, a acidez do produto associada à atmosfera modificada e à ausência de 

oxigênio poderia favorecer o crescimento do microrganismo. Por isso, um relatório do 

Center for Disease Control (CDC, 2017), alertou sobre a importância de avaliar a 

segurança microbiológica de cafés preparados a partir dos métodos inovadores da 

categoria nitro coldbrewing, por estes apresentarem maiores riscos no processamento. 

Como os coldbrews em geral não são pasteurizados, os microrganismos viáveis após a 

torrefação não são controlados. O fato do tempo de extração ser estendido poderia 

favorecer o crescimento microbiológico das bebidas que não são consumidas de forma 

imediata. 

Do plantio até o consumo, o café passa por diversas etapas de processamento, o 

que aumenta consideravelmente o risco de contaminação do produto por fungos e 

bactérias, como a E. coli, que seria um indicativo de práticas higiênico-sanitárias 

insatisfatórias e o B. cereus, microrganismo naturalmente presente no solo, com 

capacidade de formar esporos e provocar surtos de DTA. Essas contaminações, além de 
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prejudicar a qualidade do café ao produzir odores e sabores desagradáveis, poderiam 

colocar em risco a saúde do consumidor (VIEGAS et al., 2017). Viegas et al. (2017), 

avaliaram a contaminação por fungos em 28 amostras de café de diferentes países e 

isolaram 15 espécies de fungos, sendo as espécies Aspergillus nigri e Aspergillus 

fumigatti as mais predominantes. Os autores concluíram que a presença de fungos 

toxigênicos nos grãos de café verde é um achado frequente e, como algumas 

micotoxinas são resistentes à torrefação, existe a possibilidade dos indivíduos se 

exporem a elas ao consumir a bebida de café. 

Na ausência de processamento térmico, a diminuição do risco de contaminação 

de coldbrews depende, exclusivamente, da refrigeração e da presença de compostos 

antimicrobianos do próprio café como a cafeína, a trigonelina, os ácidos clorogênicos e, 

até mesmo, as melanoidinas (DAESCHEL et al., 2017; LOPEZ, 2020). Daeschel et al. 

(2017) inocularam cepas de E. coli O15:H7, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes 

em amostras comerciais de coldbrews mantidas sob refrigeração a 4 ºC. Os autores 

verificaram que não houve multiplicação bacteriana em nenhuma das amostras 

estudadas. Além disso, após 7 dias, não foram detectadas células viáveis de Salmonella 

sp. nas amostras. O mesmo ocorreu em relação à E. coli e à L. monocytogenes após 11 e 

14 dias, respectivamente. Por fim, eles concluíram que a falta de nutrientes e/ou a 

presenças de substâncias com atividade antimicrobiana fazem do café extraído a frio um 

meio desfavorável ao crescimento microbiológico. 

Mais recentemente, em relatório divulgado pela Agência de Inspeção Alimentar 

Canadense (CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY, 2020), foram analisadas 59 

amostras comerciais de coldbrews para verificar a presença de Salmonella sp. e E. coli 

O.157. Foi detectada Salmonella sp. Em 15 das 59 amostras (25,4%). Segundo o 

documento, os resultados indicam que coldbrews são seguros para o consumo. Porém, a 

presença de microrganismos patogênicos poderia provocar um surto de DTA em 

potencial, uma vez que existem muitos pontos críticos no processo de fabricação dessas 

bebidas relacionados à matéria-prima, qualidade da água, condições de higiene e estado 

de conservação dos equipamentos, utensílios e boas práticas dos manipuladores. 

De modo geral, o risco de contaminação do café, especialmente por bactérias 

patogênicas é baixo. Isso se deve principalmente, à presença de substâncias 

antimicrobianas na bebida (DUANGJAI et al., 2016). Como essas substâncias estão 

presentes em maior ou menor grau, a depender das variáveis envolvidas no processo de 
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extração (espécie de café, temperatura da água, nível de torrefação, granulometria e 

proporção de pó para água), tanto as bebidas de café extraídas a frio quanto a quente 

constituem meio pouco favorável à multiplicação microbiológica (PURO et al., 2016; 

DAESCHEL et al., 2017; LOPEZ, 2020). Contudo, o risco de contaminação por 

bactérias e fungos não deve ser subestimado ao longo da cadeia de processamento do 

café e da produção de coldbrews. A Figura 09 apresenta os principais PCCs 

identificados no processo produtivo de bebidas de café da categoria coldbrew, a nível 

doméstico, comercial e industrial. 

 

 
Figura 09: Principais pontos críticos de controle no processo de fabricação de coldbrews a 

nível doméstico, comercial e industrial (Adaptado de PORTARIA CVS-5, 2013; BRASIL, 

2016; 2019; PADILHA et al., 2019; 2020; KWOK et al., 2020; LOPEZ, 2020; CLAANSSEN 

et al., 2021). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Apesar do crescimento no mercado global de coldbrews, e do grande consumo 

de cafés extraídos a quente, há poucos estudos que avaliam de forma sistemática a 

composição química das bebidas, especialmente os coldbrews, o que torna difícil 

confirmar a série de alegações a elas atribuídas, tendo em vista a grande diversidade de 

variáveis envolvidas no processo de produção  (espécie e tipo de café, proporção de pó 

de café para água, granulometria, tipo e temperatura da água, método e tempo de 

extração, tempo de armazenamento e forma de consumo). Não há, também, estudos 

correlacionando esta composição com contaminação microbiológica e são escassos os 

trabalhos sobre a segurança microbiológica em si e o risco de contaminação e 

proliferação de microrganismos em bebidas de café a frio. 

Independentemente do método de preparo, coldbrews geralmente não recebem 

nenhum processamento térmico, o que, em tese, aumenta a suscetibilidade à 

contaminação microbiológica, a despeito do efeito antimicrobiano de alguns 

componentes do café. Além disso, ao longo de toda cadeia produtiva, o café passa por 

diversas etapas de processamento, o que aumenta consideravelmente o risco de 

contaminação do produto por fungos e bactérias, que poderiam prejudicar a qualidade 

do café e colocar em risco a saúde do consumidor.  

Considerando as especificidades e características da técnica de cold brewing e 

seu crescente consumo, é de grande importância investigar o risco de contaminação das 

bebidas desta categoria por microrganismos patogênicos, considerando que o binômio 

tempo x temperatura poderia ser um facilitador de contaminação e/ ou proliferação 

microbiológica. Desta forma, estudos que elucidem as questões relacionadas com a 

cinética de contaminação de métodos de extração a frio das bebidas de café, em relação 

aos métodos extraídos a quente, são necessários para que se possa entender melhor o 

risco inerente à ingestão dessas bebidas. É de importância, também, relacionar o risco 

potencial de crescimento microbiano à composição de compostos bioativos da bebida, a 

fim de adequar a metodologia de extração de acordo com a composição química 

desejada, garantindo segurança microbiológica ao consumidor. 
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4. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a suscetibilidade de bebidas de café extraídas a frio à inativação de 

microrganismos, em comparação com bebidas extraídas a quente, e relacionar os 

resultados com parâmetros físicos, químicos e físico-químicos das mesmas. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

▪ Caracterizar microbiologicamente, bebidas preparadas a partir de grãos moídos das 

espécies Coffea arabica e Coffea canephora, em diferentes concentrações, por métodos 

a quente e a frio, extraídas em temperatura ambiente e refrigerada e por tempos 

diferentes; 

▪ Avaliar os teores de compostos bioativos (ácidos clorogênicos, cafeína, trigonelina e 

melanoidinas), pH e sólidos solúveis das bebidas de café em diferentes concentrações, 

por métodos extraídos a quente e a frio, em temperatura ambiente e refrigerada; 

▪ Avaliar o efeito das bebidas de café produzidas a frio e a quente sobre a 

viabilidade/multiplicação de Escherichia coli e Bacillus cereus, em diferentes tempos 

de incubação;  

▪ Determinar as melhores condições de preparo do coldbrew a fim de garantir condições 

higiênico-sanitárias satisfatórias, especialmente face a Escherichia coli e Bacillus 

cereus.  

 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Amostras de café 

 

Para o presente estudo foram adquiridas e utilizadas amostras já torradas de 

Coffea arabica obtida em fazenda localizada na região da Mogiana, no estado de São 

Paulo, e Coffea canephora, cultivar conilon, obtida em fazenda da Serra do Caparaó, no 

estado do Espírito Santo. Foram escolhidas amostras comerciais de café por se tratar de 

uma versão mais fidedigna à realidade dos consumidores. As amostras foram torradas 

por 15 minutos a 223ºC, em torrador Pinhalense® (modelo T1BL, São Paulo, Brasil) até 

atingir o grau de torrefação médio (#55 escala Agtron-SCAA), visto que este é o mais 

consumido no mundo devido ao aroma e sabor mais acentuados. Além disso, os cafés de 
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grau de torrefação médio possuem, em geral, características mais desejáveis em relação 

ao teor de compostos bioativos do que os mais escuros (FARAH, 2017).  

As amostras foram armazenadas sob refrigeração a 4 ºC. Durante os 

experimentos, os grãos de café foram moídos separadamente em moedor LEOGAP® 

(modelo de bancada A11 basic, São Paulo, Brasil) para alcançar a granulometria média. 

Com base em dados da indústria fornecidos pela ABIC, o café em pó foi considerado de 

granulometria média quando comportou partículas com tamanhos majoritariamente 

entre 0,71mm e 0,85mm (ABIC, 2012). Foram utilizadas peneiras com a classificação 

de Mesh 20. A escolha pela granulometria média se deu em função das formas mais 

utilizadas de extração a frio (colbrew) serem realizadas com granulometria de média a 

grossa (CORDOBA et al., 2019; ANGELONI et al., 2019a; CASTAÑEDA-

RODRIGUEZ et al., 2020; RAO et al, 2020; CLAASSEN et al., 2021), ao passo que 

nos métodos extraídos a quente, o tamanho da partícula varia de fino a grossa (FARAH, 

2017; ANGELONI et al., 2019b). 

 

6.2 Obtenção das bebidas de café 

 

Todas as bebidas foram preparadas a partir de grãos de café arábica e café 

conilon, na granulometria média, nas proporções de 5%, 10% e 15% de pó de café para 

água. A escolha destes valores reflete as principais formas de preparo de bebidas de café 

quentes e frias no mundo (FARAH, 2017). Foi utilizada água mineral (sem gás, 

Minalba® com pH de 7.76 e lote L20C0143) esterilizada em autoclave PHOENIX® 

(modelo AV50, São Paulo, Brasil) a 121ºC, por 15 minutos, refrigerada a 4ºC (TR) e à 

temperatura ambiente de 25 ºC (TA) para os métodos a frio, e aquecida a 92,5 ºC em 

placa aquecedora digital CORNING® (modelo PC420D, São Paulo, Brasil) para os 

métodos extraídos a quente (SCA, 2016). 

Optou-se pela utilização de água mineral com pH superior a 7.0 conforme 

recomendado pelo protocolo Water for Brewing Specialty Coffee (SCA, 2009) e 

Angeloni et al. (2019a), que utilizaram água com pH de 8.10 na extração de coldbrews 

por imersão e gotejamento a 5 e 22 ºC. Além disso, a água com pH de 7.76 também foi 

utilizada para evitar possíveis interferências desta variável nos experimentos de 

contaminação intencional, uma vez que o café já possui natureza mais ácida e a 

utilização de água com pH inferior a 6.0 (por exemplo, água mineral de várias marcas 

comerciais com pH inferiores à 5.81), poderia exercer algum grau de influência nos 
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experimentos de cinética de 24 horas das bebidas de café (ANGELONI et al., 2019a). 

As extrações foram realizadas em triplicatas técnicas. As bebidas foram consideradas 

prontas após toda água passar pelo pó de café de acordo com a especificidade de cada 

método.  

 

6.3 Extração à quente 

 

Para comparação com os métodos a frio, foram realizados dois métodos de 

extração a quente (os mais comumente utilizados no país), descritos a seguir: 

 

 

6.3.1 Extração a quente por filtro de papel (FPP) 

 

As bebidas foram preparadas de acordo com o protocolo do Best Brewing 

Practices (SCA, 2016). O pó de café foi acondicionado em filtro de papel (Melitta®, 

número 102) e, posteriormente, foi adicionada água à temperatura de 92,5 ºC em 

movimentos lentos e circulares, conforme o esquema demonstrado na Figura 14. Após 

a filtração com duração de aproximadamente 2 minutos, as bebidas de café foram 

armazenadas a 75 ºC pelas 6 horas de duração do experimento, que tinha como objetivo 

simular a extração a quente e armazenamento da bebida em uma garrafa térmica 

(SCHENEIDER et al., 2011).  

 

 
Figura 10: Esquema do método de extração a quente com filtro de papel. 

 

6.3.2 Extração a quente por filtro de pano (FPN) 

 

As bebidas foram preparadas de acordo com o protocolo do Best Brewing 

Practices (SCA, 2016). O pó de café foi acondicionado em filtro de pano (algodão) e 

posteriormente foi adicionada água à temperatura de 92,5 ºC em movimentos lentos e 
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circulares, conforme o esquema demonstrado na Figura 15. Após a filtração, com 

duração de aproximadamente 2 minutos, as bebidas de café foram armazenadas a 75 ºC 

pelas 6 horas de duração do experimento, que tinha como objetivo simular a extração a 

quente e armazenamento da bebida em uma garrafa térmica (SCHENEIDER et al., 

2011).  

 

 
Figura 11: Esquema do método de extração a quente com filtro de pano. 

 

6.4 Extração à frio (coldbrew) 

 

Foram realizados quatro métodos de extração a frio, descritos a seguir: 

 

6.4.1 Extração a frio por imersão sem filtro (ISF) 

 

As bebidas foram preparadas segundo o protocolo adaptado do COFFEE 

BREWING METHODS (2017). Neste método, o pó de café foi colocado em recipiente 

de vidro com tampa estéril e foi imerso em água mineral estéril, nas temperaturas de 4 

ºC e 25 ºC, por período de 24 horas, conforme esquema demonstrado na Figura 10.  

 

 
Figura 12: Esquema do método de extração a frio, por imersão sem filtro. 
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6.4.2 Extração a frio por imersão com filtro de algodão (ICF) 

 

As bebidas foram preparadas segundo o protocolo adaptado do COFFEE 

BREWING METHODS (2017). Neste método o pó de café foi depositado dentro de um 

‘’saco de queijo’’ (filtro de algodão) (AUXIN® NutMilk Bag/Cheese Cloth Bags, 

China) estéril, colocado em recipiente de vidro com tampa e foi imerso em água mineral 

estéril nas temperaturas de 4 ºC e 25 ºC, por período de 24 horas, conforme esquema 

demonstrado na Figura 11. 

 

 
Figura 13: Esquema do método de extração a frio por imersão com filtro. 

 

 

6.4.3 Extração a frio por gotejamento (Got) 

 

Este método de extração foi realizado a partir do protocolo do COFFEE 

BREWING METHODS (2017) com adaptações. Neste método utilizou-se um sistema 

estéril de funil de decantação de 125 mL (RONI ALZI, Rio de Janeiro, Brasil) acoplado 

a um suporte para filtro de papel (Melitta®, número 102) e béquer graduado. A água 

nas temperaturas de 4 ºC e 25 ºC, foi gotejada sobre o pó de café a uma velocidade de 

gotejamento de, aproximadamente, 1-2 gotas por segundo (ANGELONI et al., 2019a), 

conforme esquema demonstrado na Figura 12. Após o gotejamento, as bebidas de café 

foram armazenadas pelas 24 horas de experimento. 
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Figura 14: Esquema do método de extração a frio por gotejamento. 

 

 

6.4.4 Extração a frio a vácuo (Vac) 

 

Para a produção de bebidas desse tipo foi utilizada uma bomba a vácuo 

FALBE® (modelo 141, Indústria Mecânica Primar Ltda., São Paulo, Brasil) a 0,25 

kgf/cm2, acoplada a dois kitassatos com mangueiras de silicone, sendo um dos 

kitassatos o recipiente coletor e contendo um funil de porcelana onde foi adicionado 

filtro de papel (Melitta®, número 102) e o pó de café. O segundo kitassato foi utilizado 

para vedação do sistema de vácuo, conforme o esquema demonstrado na Figura 13. 

Esse sistema permitiu que o vácuo forçasse o ar para fora da bebida, forçando também a 

entrada de água. O café foi aspirado e após a pressão normal ser restabelecida, o café foi 

filtrado e as bebidas de café foram armazenadas pelas 24 horas de experimento 

(COFFEE BREWING METHODS, 2017).  

 

 
Figura 15: Esquema do método de extração a frio por vácuo. 
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6.5 Determinação de sólidos solúveis e pH 

 

O pH das bebidas de café foi determinado por meio de potenciômetro digital 

(Babyboomersbr®, Brasil), calibrado com soluções tampão de 4.0 e 7.0. Foram aferidos 

os valores de pH no tempo final de extração de todas as bebidas extraídas em triplicatas 

técnicas. As bebidas produzidas foram filtradas em papel Whatman número 1 e 

analisadas quanto ao teor de sólidos solúveis por meio de refratômetro específico Pocket 

Refractometer ATAGO® (modelo PAL-1, Japão). Foram quantificados os teores de 

sólidos solúveis nos tempos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas para os métodos extraídos a frio 

(inovadores) e 0,3 e 6 horas para os métodos extraídos a quente (tradicionais). Os 

resultados foram expressos em ºBrix.  

 

6.6 Análise de compostos bioativos 

 

As bebidas foram clarificadas, com precipitação de proteínas e outros 

compostos de elevado peso molecular, utilizando 1% de cada solução de Carrez (Carrez 

I [K2Fe(CN)6 - 0,3 M] e Carrez II [Zn(OAc)2 - 1,0 M) para análise de ácidos 

clorogênicos e cafeína, e acetato de chumbo (60%) para análise de trigonelina. Os 

extratos das amostras foram analisados por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE), com detector de feixe de diodos (DAD) – sistema de fase reversa (Shimadzu, 

LC-10-AD, Japão) e coluna C18 (Phenomenex, 5µm, 250 x 4.6 mm, Estados Unidos). 

Padrões de cafeína, trigonelina e 5-CQA, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, 

MO, Estados Unidos). Ácidos clorogênicos foram analisados utilizando as seguintes 

condições cromatográficas: ácido fórmico a 0.3% (eluente A) e metanol 100% (eluente 

B) como fase móvel, em fluxo de 1mL/min, volume de injeção de 50µL; DAD 

operando a 325 nanômetros (nm) (FARAH et al., 2006). As informações 

cromatográficas foram gravadas e integradas no software LC Solution (Shimadzu). Os 

picos cromatográficos foram confirmados pelo espectro ultravioleta visível (UV/Vis) de 

cada composto. O limite de quantificação para ácidos clorogênicos foi 3 µg/100g nessas 

condições.  

Cafeína e trigonelina também foram analisadas em HPLC-DAD, sistema 

isocrático, operando a 272 nm e 264 nm, respectivamente, em condições 

cromatográficas consistindo em metanol 40% e 5% como fase móvel, respectivamente, 
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com limite de quantificação de 5µg/100g nessas condições. Todas as análises foram 

realizadas em duplicatas técnicas e à temperatura de 15 ºC. 

 

6.7 Análise de melanoidinas (Kmix 405nm) 

 

Os teores de melanoidinas foram medidos indiretamente, usando o coeficiente de 

extinção das bebidas de café em 405 nm de absorbância, conforme descrito por 

Bekedam et al. (2006) com adaptações. As soluções aquosas de café foram preparadas 

dissolvendo 0,01 mL das bebidas de café extraídas a quente e a frio em 100 mL de água 

desmineralizada (água MilliQ). Cada solução foi preparada imediatamente antes da 

análise. Os espectros de absorção foram aferidos em espectrofotômetro (Shimadzu UV-

2700, Kyoto, Japão). Os coeficientes de extinção específicos (Kmix) foram calculados 

usando a lei de Lambert-Beer: Absorbância (-) = Kmix× concentração (g.L-1) × 

comprimento de luz (cm). Segundo Bekedam et al. (2006), o uso do coeficiente de 

extinção específico (Kmix) é preferível ao coeficiente de extinção molar, uma vez que os 

pesos moleculares das melanoidinas são desconhecidos e variáveis. As análises foram 

realizadas em triplicatas técnicas e os resultados foram expressos em Kmix 405nm. 

 

6.8 Meios de cultura utilizados 

 

Foram utilizados os meios de cultura ágar Infusão de Cérebro e Coração (BHI™ 

Brain Heart Infusion Agar, Kasvi) e ágar Triptona de Soja (TSA™ Tryptic Soy Agar, 

Kasvi) para os experimentos de contaminação dos métodos extraídos a frio; meio de 

cultura Ágar Batata Dextrose (ABD™ Potato Dextrose Agar, Kasvi) para análise de 

fungos e leveduras; meio de cultura Ágar Eosina Azul de Metileno (EMB™ Eosin 

Methylene Blue Agar, Kasvi) para confirmação das colônias de E. coli; caldo lactose 

(Lactose Broth™, Kasvi) para a análise dos métodos extraídos a quente; Colilert-18® 

(IDEXX, Maine, EUA) para confirmação das colônias de E. coli nos métodos de 

extração a quente e Ágar Base Bacillus cereus (Mossel) (Bacillus cereus Agar Base 

Mossel™, Kasvi) para confirmação das colônias de B. cereus nos métodos extraídos a 

frio e a quente.  
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6.9 Avaliação dos microrganismos da matéria-prima cultiváveis na matéria-prima 

 

6.9.1 Contagens de bactérias aeróbias cultiváveis 

Foram preparadas bebidas de café a partir de grãos torrados e moídos de café 

arábica e conilon a 5%, 10% e 15% (proporção de pó de café para água), 4 ºC, 25 ºC e 

92,5 ºC e diferentes métodos de extração a quente e a frio. Uma alíquota de 1 mL de 

cada bebida de café foi semeada em meio de cultura Ágar Triptona de Soja (TSA™ 

Tryptic Soy Agar, Kasvi) pela técnica de semeadura em profundidade (SILVA et al., 

1997) e incubada a 25 ºC e a 37 ºC por 72 horas, em aerobiose. As colônias obtidas das 

bebidas de café foram isoladas através da técnica de esgotamento e as colônias viáveis 

foram submetidas à coloração de Gram e observadas em microscópio óptico, usando 

lente objetiva de imersão de 100x (MORETTI, 2008). Em seguida, as colônias foram 

submetidas à identificação a partir da técnica de espectrometria de massas. 

Estas foram inoculadas em meio de cultura Ágar Infusão de Cérebro e Coração 

(BHI™ Brain Heart Infusion Agar, Kasvi) para realização da análise dos perfis 

protéicos das amostras e caracterização microbiológica a partir da espectrometria de 

massas Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectometry 

(MALDI-Tof). Os perfis protéicos foram obtidos de acordo com o protocolo de 

extração, conforme descrito por Carvalho et al. (2016). Essas análises foram realizadas 

em parceria com o Laboratório de Epidemiologia Molecular das Infecções Bacterianas 

(LEMIB), no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro. 

 

6.10 Análise de fungos e leveduras cultiváveis 

 

Foram preparadas bebidas de café a partir dos métodos de extração a quente e a 

frio, dessa vez, sem a contaminação intencional. Três alíquotas de 300 µL, 300 µL e 

400 µL, totalizando 1 mL de amostra, foram semeadas em placas de Petri contendo 

meio de cultura ABD, seletivo para o crescimento de fungos e leveduras, acidificado 

com ácido tartárico a 10% para ajuste do pH em 3,5. As amostras foram armazenadas 

em temperatura de 25 ºC por 7 dias em aerobiose. No terceiro e sétimo dias foi realizada 

a contagem de unidades formadoras de colônias de fungos e leveduras na placa de Petri. 

Os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e a partir da técnica de 

contagem padrão em placa foi possível quantificar o número de microrganismos viáveis 
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em Unidades Formadoras de Colônias (UFC/mL) (SILVA, 1996; SILVA et al., 1997; 

FOWLER, 2013; DINIZ E CEBALLOS, 2017). 

 

6.11 Estirpes utilizadas para inóculo intencional do café 

 

Foram utilizadas as estirpes Escherichia coli do American Type Culture 

Collection (ATCC) 25922 e Bacillus cereus FF4433, preservadas em meio inclinado 

BHI e glicerol a 20% (volume/volume), obtidas no Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos do Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro. Através da técnica de esgotamento, parte do inóculo presente no meio ágar 

BHI foi inoculado, com auxílio de alça de Drigalski, na superfície da placa de Petri, 

contendo ágar BHI e incubada a 37 ºC, por 24 horas, em aerobiose. 

 

6.12 Preparo dos inóculos para os experimentos de contaminação intencional da 

água de preparo de bebidas de café extraídas a frio e a quente 

 

A partir do cultivo da E. coli e do B. cereus em meio de cultura BHI em fase 

logarítmica de crescimento, foram realizadas diluições decimais em solução salina 

(cloreto de sódio) a 0,85%, de modo a obter concentração inicial de 108 UFC/mL, 

utilizando-se, para isso, a escala nefelométrica de McFarland 1,0 (MCFARLAND, 

1907). Os testes foram realizados em triplicatas técnicas e os resultados expressos em 

log UFC/mL.  

 

6.13 Confirmação da contagem dos inóculos por cultivo e contagem em placa 

 

Para garantir que as estirpes utilizadas estavam em condições viáveis de 

multiplicação, foram realizados testes de viabilidade adicionando 100 µL do inóculo 

previamente preparado em uma amostra de 100 mL de solução salina estéril a 0,85% e 

em 100 mL de caldo triptona de soja (rico em nutrientes). A solução salina a 0,85% foi 

incubada à temperatura de 25 ºC, em aerobiose, durante as 24 horas de experimento e o 

caldo triptona de soja foi incubado a 37 ºC, por 24 horas, em aerobiose. Foram 

semeadas alíquotas de 100 µL das respectivas soluções em placas de Petri com meio de 

cultura TSA nos tempos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas de incubação, homogeneizando as 

soluções antes de semeá-las em meio de cultura. Os experimentos foram realizados em 



 

70 

 

triplicatas técnicas e a partir da técnica contagem padrão em placa, foi possível 

quantificar o número de microrganismos viáveis em log UFC/mL (SILVA, 1996; 

SILVA et al., 1997; DINIZ E CEBALLOS, 2017). 

 

6.14 Efeito da utilização de filtros na extração de bebidas de café preparadas com 

água intencionalmente contaminada com Escherichia coli e Bacillus cereus 

 

Este controle foi realizado para quantificar a retenção de microrganismos pelos 

filtros de papel e de pano e os impactos desta retenção nas análises microbiológicas com 

as bebidas de café intencionalmente contaminadas. Foram adicionados 100 µL do 

inóculo previamente preparado com E. coli e B. cereus em uma amostra de 100 mL de 

água mineral estéril a 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC. A água contendo os microrganismos na 

grandeza de 105 UFC/mL, foi adicionada sobre os filtros de papel Melitta® número 

102, filtro de pano (algodão) e saco para queijo (filtro de algodão) (AUXIN® NutMilk 

Bag/Cheese Cloth Bags, China). Em seguida, foram semeadas alíquotas de 100 µL da 

solução em placas de Petri com meio de cultura TSA, incubadas a 37 ºC por 24 horas 

em aerobiose e os microrganismos viáveis foram quantificados através da técnica de 

contagem padrão em placa (FOWLER, 2013; CEBALLOS E DINIZ, 2017). As análises 

foram realizadas em triplicatas técnicas e os resultados expressos em log UFC/mL.  

 

6.15 Contaminação intencional da água de preparo de bebidas de café extraídas a 

quente com Escherichia coli e Bacillus cereus 

 

Para avaliar a sobrevivência da E. coli em bebidas de café extraídas a quente,

foram adicionados 100 µL do inóculo previamente preparado em uma amostra de 100 

mL de água mineral estéril a 92,5 ºC. A água contendo o microrganismo na grandeza de 

105 UFC/mL, foi utilizada para o preparo das bebidas de café extraídas a quente. Foi 

utilizada a metodologia do Número Mais Provável (NMP), que consistiu em retirar 

alíquotas de 10 mL, 1,0 mL e 0,1 mL, das bebidas de cafés (CEBALLOS E DINIZ, 

2017) e semeá-las em tubo de ensaio contendo um tubo de Durhan invertido e 10mL de 

caldo lactose nas concentrações simples e dupla (preparado de acordo com as instruções 

do fabricante e com apenas 50% do volume de água para as concentrações simples e 

dupla, respectivamente). Após a inoculação, as amostras foram incubadas a 37 ºC por 
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24 horas em aerobiose. Quando houve formação de gás no tubo de Durhan, o teste foi 

considerado presumível positivo para a presença do microrganismo pesquisado 

(CEBALLOS E DINIZ, 2017; CETESB, 2018). Posteriormente, uma alíquota foi 

transferida para um tubo contendo meio Colilert-18 e incubada a 37 ºC por 24 horas em 

aerobiose. Foram considerados como positivos para E. coli os poços de cor amarela que 

perante a luz ultravioleta (366 nm) adquiriram fluorescência azul. 

Para células vegetativas de B. cereus, foram adicionados 100 µL do inóculo 

previamente preparado em uma amostra de 100 mL de água mineral estéril a 92,5 ºC. A 

água contendo o microrganismo na grandeza de 105 UFC/mL foi utilizada para o 

preparo das bebidas de café. Após o preparo da bebida utilizando a extração a quente 

por filtro de pano ou de papel, foram semeadas alíquotas de 1 mL da bebida em placas 

de Petri com meio de cultura TSA, pela técnica de semeadura em profundidade, nos 

tempos de 0, 3 e 6 horas de extração. As bebidas de café foram armazenadas a 75 ºC 

pelas 6 horas de duração do experimento, que tinha como objetivo simular a extração a 

quente e armazenamento da bebida em uma garrafa térmica (SCHENEIDER et al., 

2011). As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas em aerobiose e quantificadas 

pela técnica de contagem padrão em placa dos microrganismos viáveis (FOWLER, 

2013; CEBALLOS E DINIZ, 2017).  

Tanto para E. coli quanto para B. cereus, a diluição do inóculo a 10-2, 10-4 e 10-6 

foi realizada para confirmar que a concentração inicial de microrganismos inoculados 

nas bebidas de café encontrava-se na grandeza de 105 UFC/mL (SILVA, 1996; SILVA 

et al., 1997). Os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e, a partir da 

técnica de contagem padrão em placa, foi possível quantificar o número de 

microrganismos viáveis em log UFC/mL. 

 

6.16 Contaminação intencional da água de preparo de coldbrews com Escherichia 

coli e Bacillus cereus 

 

Para avaliar a sobrevivência dos microrganismos testados em bebidas da 

categoria coldbrews, foram adicionados 100 µL do inóculo previamente preparado em 

uma amostra de 100 mL de água mineral estéril a 4 ºC e 25 ºC. A água contendo o 

microrganismo na grandeza de 105 UFC/mL foi utilizada para o preparo das bebidas de 

café. Após o preparo dos coldbrews, foram semeadas alíquotas de 100 µL da bebida em 
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placas de Petri com meio de cultura TSA, nos tempos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas de 

extração, homogeneizando as bebidas de café antes de semeá-las no meio de cultura. As 

bebidas de café foram armazenadas sob temperatura de 4 ºC e 25 ºC pelas 24 horas de 

experimento, as placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas em aerobiose e 

quantificadas através da técnica de contagem padrão em placa dos microrganismos 

viáveis (FOWLER, 2013; CEBALLOS E DINIZ, 2017).  

Para aumentar o limite de detecção, nos experimentos realizados com 

coldbrews intencionalmente contaminados com células vegetativas de B. cereus, 

adicionalmente foram semeadas alíquotas de 1 mL da bebida em placa de Petri com 

meio de cultura TSA através da técnica de semeadura em profundidade (CEBALLOS E 

DINIZ, 2017). As placas foram incubadas a 37 ºC, por 24 horas, em aerobiose. Os 

experimentos foram conduzidos em triplicatas técnicas e foi realizada a diluição do 

inóculo a 10-2, 10-4 e 10-6 para confirmar que a concentração inicial de microrganismos 

inoculados nas bebidas de café encontrava-se na grandeza de 105 UFC/mL (SILVA, 

1996; SILVA et al., 1997).  

 

6.17 Análises estatísticas 

 

Os resultados das análises foram tratados por ANOVA seguida de pós teste de 

Tukey no software GraphPadPrism®, versão 8.4.3 (San Diego, CA, USA) para as 

análises químicas e físico-químicas das bebidas de café extraídas a quente e a frio e 

ANOVA seguida de pós teste de Fisher no software STATISTICA®, versão 13.4.0.14, 

para os experimentos de contaminação intencional e análise de melanoidinas. Foram 

considerados significativos resultados com nível de significância de 95% ou maiores. 

Os resultados foram apresentados no formato de médias dos valores obtidos e desvio-

padrão. 

 

7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1 Determinação de pH e sólidos solúveis totais 

 

Até o momento, este foi o primeiro trabalho que avaliou sistematicamente 

bebidas de café extraídas a frio produzidas a partir de café arábica e conilon, em 

diferentes concentrações e temperaturas de água e os teores dos principais compostos 
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bioativos, bem como o efeito na multiplicação de microrganismos potencialmente 

danosos à saúde humana, o que torna difícil estabelecer comparações específicas. 

Os valores de pH das bebidas de café obtidas por métodos tradicionais e 

inovadores estão apresentados nas Tabelas 04 e 05 e os teores de sólidos solúveis nas 

Figuras 16 a 21. De forma geral, bebidas de café extraídas a frio e a quente exibiram 

teores semelhantes de pH. Esses resultados estão de acordo com os reportados na 

literatura para torra média (ANGELONI et al., 2019a; 2019b; RAO et al., 2020). Cabe 

destacar, que nesta dissertação foi utilizada água mineral com pH de 7,76 para a 

produção das bebidas de café, assim como no estudo de Angeloni et al. (2019a), que 

utilizou água com pH de 8,10 e obteve coldbrews com pH de 5,40 a 5,80 para bebidas 

extraídas a 22 ºC e 5 ºC, respectivamente.  

Os valores de pH obtidos foram superiores aos encontrados por Cordoba et al. 

(2019) (4,36 ± 0,09 e 4,92 ± 0,01 para bebidas a quente e a frio, respectivamente), 

entretanto esses autores não especificaram o pH da água utilizada. Rao e Fuller (2018), 

após avaliarem o grau de acidez e a atividade antioxidante do café extraído a frio e a 

quente concluíram que o grau de acidez da bebida a frio é menor, diferentemente dos 

achados no presente estudo. Outros autores também relataram que compostos como os 

ácidos acético, cítrico, málico, láctico, fosfórico, quínico e clorogênicos (5-CQA), 

poderiam ser responsáveis pela maior acidez observada em bebidas a quente, pois são 

extraídos rapidamente devido à alta solubilidade em temperaturas mais elevadas 

(BÄHRE E MAIER, 1999; ILLY E VIANI, 2005; RAO et al., 2020).  No presente 

estudo, no entanto, os valores foram variáveis, não sendo observada diferença entre os 

valores médios das bebidas semelhantes extraídas a quente e a frio. 

Em geral, bebidas de café conilon exibiram teores de sólidos solúveis superiores 

quando comparadas às bebidas de café arábica. Comparativamente, bebidas de café a 

frio apresentaram teores superiores de sólidos solúveis do que bebidas extraídas a 

quente, exceto para o método Vac que exibiu os menores teores de sólidos solúveis em 

todas as concentrações (Figura 18), temperaturas de água e espécies de café utilizadas. 

Esses resultados são consistentes com os obtidos por Rao et al. (2020) (2,06 ºBrix para 

o coldbrew a 25 ºC e 2,12 ºBrix para o café a quente), Castañeda-Rodriguez et al. 

(2020) (2,32 ºBrix para coldbrews a 25 ºC e 2,18 ºBrix para coldbrews a 10 ºC) todos a 

10% e Cordoba et al. (2019) (1,87 ºBrix para bebidas de café a 8,5% extraídas a quente) 
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No caso de coldbrews, apesar das baixas temperaturas da água (4 ºC e 25 ºC) 

dificultarem a difusão dos compostos do pó de café, o longo tempo de contato entre o 

pó e a água permitiu extrair os sólidos de forma mais eficiente do que nas bebidas a 

quente (tempo de extração inferior a 2 minutos). De acordo com Nicoli et al. (1991), 

essa cinética de extração dos compostos é regulada pela espécie de café, grau de 

torrefação, proporção de água para pó de café (concentração), tamanho das partículas 

(granulometria), método e temperatura de extração.  

 

 

Tabela 04: Valores de pH após o preparo de bebidas de café arábica extraídas a frio (4 ºC e 

25 ºC) e a quente (92,5 ºC). 

Amostra Concentração 

(%) 

pH Amostra Concentração 

(%) 

pH 

ISF TA 5  5,67 ± 0,06aA Vac TA 5  5,87 ± 0,06bB 

ISF TA 10  5,56 ± 0,06aA Vac TA 10  5,76 ± 0,06bB 

ISF TA 15  5,53 ± 0,06aA Vac TA 15  5,56 ± 0,06aA 

ISF TR 5  5,86 ± 0,06bB Vac TR 5  5,90 ± 0,00bB 

ISF TR 10  5,66 ± 0,06aA Vac TR 10  5,83 ± 0,06bB 

ISF TR 15  5,54 ± 0,06aA Vac TR 15  5,76 ± 0,06bB 

ICF TA 5  5,74 ± 0,06aA Got TA 5  5,63 ± 0,06aA 

ICF TA 10  5,63 ± 0,06aA Got TA 10 5,43 ± 0,06aA 

ICF TA 15  5,46 ± 0,06aA Got TA 15 5,13 ± 0,06cC 

ICF TR 5  5,83 ± 0,06bB Got TR 5  5,76 ± 0,06bB 

ICF TR 10  5,77 ± 0,06bB Got TR 10  5,56 ± 0,06aA 

ICF TR 15  5,64 ± 0,06aA Got TR 15  5,33 ± 0,06aA 

FPP 5 5,86 ± 0,06bB FPN  5  5,76 ± 0,06bB 

FPP 10 5,77 ± 0,06bB FPN  10  5,63 ± 0,06bA 

FPP 15  5,66 ± 0,06bA FPN  15  5,46 ± 0,06aA 

Nota: ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco de queijo); 

Vac – coldbrew a vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – Extração a quente por filtro de papel; FPN – 

Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente (25 ºC); TR – Temperatura refrigerada (4 ºC). 

Letras maiúsculas diferentes para um mesmo composto significam diferença estatística entre métodos diferentes 

pelo pós teste de Tukey (p<0,05) e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística em um mesmo 

método. 
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Tabela 05: Valores de pH após o preparo de bebidas de café conilon extraídas a frio (4 ºC e 

25 ºC) e a quente (92,5 ºC). 

Amostra Concentração 

(%) 

pH Amostra Concentração 

(%) 

pH 

ISF TA 5  5,33 ± 0,06aA Vac TA 5  5,56 ± 0,06aA 

ISF TA 10  5,24 ± 0,06aA Vac TA 10  5,37 ± 0,06aA 

ISF TA 15  5,14 ± 0,06bB Vac TA 15  5,30 ± 0,00aA 

ISF TR 5  5,43 ± 0,06aA Vac TR 5  5,77 ± 0,06cC 

ISF TR 10  5,30 ± 0,00aA Vac TR 10  5,67 ± 0,06cC 

ISF TR 15  5,24 ± 0,06aA Vac TR 15  5,57 ± 0,06aA 

ICF TA 5  5,24 ± 0,06aA Got TA 5  5,33 ± 0,06aA 

ICF TA 10  5,13 ± 0,06bB Got TA 10  5,46 ± 0,06aA 

ICF TA 15  5,03 ± 0,06dD Got TA 15  5,06 ± 0,06dD 

ICF TR 5  5,27 ± 0,06aA Got TR 5  5,23 ± 0,06aA 

ICF TR 10  5,33 ± 0,06aA Got TR 10  5,13 ± 0,06bB 

ICF TR 15  5,24 ± 0,06aA Got TR 15 5,06 ± 0,06dD 

FPP 5  5,33 ± 0,06aA FPN  5  5,33 ± 0,06aA 

FPP 10  5,13 ± 0,06bB FPN  10  5,41± 0,06aA 

FPP 15  5,03 ± 0,06dD FPN  15  5,16± 0,00bB 

Nota: ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco de 

queijo); Vac – coldbrew a vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – Extração a quente por filtro de papel; 

FPN – Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente (25 ºC); TR – Temperatura 

refrigerada (4 ºC). Letras maiúsculas diferentes para um mesmo composto significam diferença estatística entre 

métodos diferentes pelo pós teste de Tukey (p<0,05) e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística 

em um mesmo método. 
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Figura 16: Teor de sólidos solúveis nas bebidas de (a) Café arábica e (b) Café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC e 25 

ºC, por imersão sem filtro (ISF), ao longo de 24 horas. Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos diferentes e letras 

minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo tempo pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 17: Teor de sólidos solúveis nas bebidas de a) Café arábica e (b) Café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC e 25 

ºC, por imersão com filtro de algodão (saco de queijo) (ICF), ao longo de 24 horas. Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística 

entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo tempo pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 18: Teor de sólidos solúveis nas bebidas de a) Café arábica e (b) Café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC e 25 ºC, 

por vácuo (Vac), ao longo de 24 horas. Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas 

diferentes indicam diferença estatística no mesmo tempo pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 19: Teor de sólidos solúveis nas bebidas de a) Café arábica e (b) Café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC e 25 ºC, 

por gotejamento (Got), ao longo de 24 horas. Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas 

diferentes indicam diferença estatística no mesmo tempo pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 20: Teor de sólidos solúveis nas bebidas de café arábica e conilon, nas 

concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 92,5 ºC, através dos métodos (a) filtração 

por filtro de papel (b) filtração por filtro de pano. Letras maiúsculas diferentes significam 

diferença estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística no mesmo tempo pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 21: Teor de sólidos solúveis nas bebidas de a) Café arábica e (b) Café conilon extraídas 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC, extraídas pelos métodos de 

imersão sem filtro, imersão com filtro, vácuo, gotejamento, filtro de papel e filtro de pano, na concentração de 10%. Nota: ISF - coldbrew por imersão 

sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco de queijo); Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por Gotejamento; FPP – 

Extração a quente com filtro de papel; FPN – Extração a quente com filtro de pano; TA – temperatura ambiente (25 ºC); TR – temperatura refrigerada 

(4 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística 

no mesmo tempo pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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7.2 Análise de compostos bioativos  

 

Os teores de ácidos clorogênico totais (CGA), cafeína e trigonelina dos grãos de 

café arábica e conilon estão apresentados na Tabela 06. A caracterização dos 

compostos bioativos em comparação com os sólidos solúveis no tempo final de extração 

de bebidas de café arábica e conilon a quente e a frio estão apresentados nas Tabelas 07 

e 08, respectivamente. Os teores de melanoidinas (Kmix 405nm) das bebidas de café a frio e 

a quente estão apresentados nas Figuras 22 a 27 e as correlações entre os teores de 

sólidos solúveis e os compostos bioativos nas Figuras 28 a 35. 

O café arábica torrado e moído apresentou teores superiores de trigonelina (0,89 

± 0,06 g/100g) em relação ao café conilon (0,67 ± 0,10 g/100 g) que, por sua vez, 

apresentou maiores teores de CGA (2,70± 0,34 g/100 g) e cafeína (2,17 ± 0,04 g/100 g), 

em comparação ao café arábica (tabela 06). Esses valores estão de acordo com os 

reportados por Sualeh et al. (2020) para café arábica na torra média (1,96, 1,29 e 0,87 

g/100g para CGA, cafeína e trigonelina, respectivamente) e Pinheiro et al. (2019) para o 

café conilon na torra média (2,60 a 3,65, 2,20 e 0,84 g/100 g, respectivamente) 

Sobre as bebidas de café, à medida que a proporção de pó de café para água 

aumentou, também aumentaram os teores de compostos bioativos (15% > 10% > 5%) 

extraídas. De modo geral, os métodos de imersão e gotejamento foram mais eficientes 

na extração de compostos bioativos. Enquanto os métodos de imersão e gotejamento a 

frio extraíram melhor os CGA, cafeína e trigonelina foram melhor extraídas a quente. 

Coldbrews (métodos de imersão e gotejamento) em TA, na concentração de 15%, 

extraíram de 9 a 15% a mais CGA em relação a TR (Tabelas 07 e 08). Esses resultados 

estão de acordo com os apresentados por Angeloni et al. (2019a).  

Houve forte correlação entre os teores de sólidos solúveis e compostos bioativos 

(r = 0,9045 a 0,9996, incluindo as duas espécies). No método Vac, embora com 

diferença significativa, as correlações foram mais fracas entre os teores de sólidos 

solúveis e cafeína (r = 0.7298 para arábica e r = 0.7934 para conilon), trigonelina (r = 

0.7079 para arábica e r = 0.7715 para conilon) e melanoidinas (r = 0.9578 para arábica e 

r = 0.9922 para conilon) (Figuras 22 a 29) quando comparados aos outros métodos de 

extração a frio e a quente. 

Angeloni et al. (2019a), compararam os métodos de imersão e gotejamento em 

diferentes temperaturas e verificaram que a 22 ºC houve aumento nos teores de sólidos 
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solúveis, cafeína e 5-CQA e que o método de gotejamento foi mais eficiente do que o 

método de imersão. Segundo os autores, isso deve-se ao fato de que no gotejamento há 

uma constante renovação do solvente (água) aumentando a eficiência de extração dos 

compostos, diferentemente do método de imersão, um sistema estático que pode resultar 

em saturação do solvente. Infelizmente, não foram encontrados trabalhos que utilizaram 

café conilon no preparo de coldbrews e que tenham caracterizado quimicamente essas 

bebidas para fins de comparação.  

No presente estudo, coldbrews de café arábica e conilon (métodos ISF e ICF a 

5% e 10%), exibiram teores de CGA superiores quando comparados ao método Got (a 

5% e 10%) e Vac (5%, 10% e 15%) (Tabelas 07 e 08). Por outro lado, na concentração 

de 15% no café conilon, não houve diferença entre os métodos Got e ISF/ICF quando 

extraídos com água em TA, indicando que pode ter ocorrido, sob estas condições,  

extração de compostos bioativos na mesma taxa do que os métodos que mantém o pó de 

café em contato com a água por 24 horas ou que, sistemas estáticos como os de imersão, 

podem ter levado à saturação do solvente em altas concentrações reduzindo a taxa de 

difusão e extração dos compostos do café para a bebida (ANGELONI et al., 2019a). 

Em relação às bebidas extraídas a quente, os teores de compostos bioativos estão 

de acordo com os obtidos por Bravo et al. (2012) e Kalschne et al. (2019). Alguns 

autores sugerem que a quantidade média de cafeína presente no café extraído a frio é 

semelhante à bebida extraída a quente (LANE et al., 2017; RAO et al., 2020), enquanto 

outros apontam que bebidas extraídas a frio possuem menores teores de cafeína apenas 

quando comparadas ao café expresso, mas não quando comparadas a outros métodos de 

extração a quente como a prensa francesa, o Aeropress®, o HarioV60® e a cafeteira 

italiana (ANGELONI et al., 2019b). Muitas alegações feitas acerca dos coldbrews são 

exatamente sobre as bebidas desta categoria possuírem menores teores de cafeína, 

considerando que este composto possui solubilidade limitada a 16 mg/mL em 

temperatura ambiente (BUDAVARI et al., 1996; CALDERONI et al., 2015). Esta 

tendência foi observada na presente dissertação, pois coldbrews mais concentrados 

exibiram teores semelhantes de cafeína às bebidas de café a quente menos concentradas 

(coldbrews a 10% e 15% semelhantes às bebidas de café quente a 5% e 10%, 

respectivamente).  

Quanto à cinética de extração dos compostos bioativos em coldbrews, alguns 

estudos de caracterização química, alegam que não seriam necessários longos períodos 

de extração (superiores a 12 horas), pois a cafeína e o 5-CQA atingem um equilíbrio de 
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extração por volta de 6 a 7 horas (FULLER E RAO, 2017; 2018) e o teor de compostos 

fenólicos e flavonóides em torno de 7 horas para a granulometria média 

(CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et al., 2020). Mais recentemente, foi demonstrado por 

Claanssen et al. (2021), por meio de de análises de ressonância magnética nuclear, que 

após 120 minutos para CGA, 140 minutos para cafeína e 40 minutos para trigonelina, 

não ocorreram modificações significativas nos teores desses compostos, avaliados até 7 

horas em coldbrews de café arábica, produzidos com água em temperatura ambiente (23 

ºC), granulometria grossa e na proporção de pó de café para água de 8%. Contudo, a 

partir de dados obtidos nesta dissertação, foi demonstrado que, ao longo de 24 horas de 

extração dos coldbrews, houve variação no teor de sólidos solúveis que se 

correlacionaram fortemente com o teor de compostos bioativos (r = 0.9045 a 0.9884 

para os métodos ISF, ICF e Got e r = 0.7079 a 0.9321 para o método Vac). Desta forma, 

mais estudos são necessários para investigar a cinética de extração desses compostos em 

função do tempo considerando as diversas variáveis envolvidas na produção de 

coldbrews. 

Em relação às melanoidinas, em bebidas extraídas a frio por vácuo e a quente, 

não houve diferença entre os Kmix 405nm nos tempos inicial e final dos experimentos. 

Para os coldbrews de café arábica e conilon extraídos a 25 ºC, o método ISF foi o que 

exibiu os maiores Kmix 405nm no tempo de 24 horas, seguido por ICF e Got (Figuras 22 

e 24). Já os coldbrews extraídos a 4 ºC, exibiram teores inferiores de Kmix 405nm quando 

comparados às bebidas produzidas em temperatura ambiente (Figuras 23 e 25). Foram 

obtidos Kmix 405nm de 0,119 a 0,759 para café arábica e 0,129 a 0,875 para café conilon 

nos métodos a quente e Kmix405nm de 0,332 a 0,731 para café arábica a 10% e 0,367 a 

0,884 para café conilon em coldbrews a 10%. Os resultados obtidos são consistentes 

com os reportados por Rao et al. (2020), que encontraram Kmix 420nm de 0,572 a 0,777 

para melanoidinas de bebidas de café a quente e de 0,386 a 0,422 para coldbrews de 

café arábica a 10%.  

Quanto à solubilidade, compostos de alto peso molecular como as melanoidinas 

tendem a ser mais solúveis em água aquecida (a partir de 80 ºC) (SPIRO et al., 1985). 

No entanto, à exceção do método Vac, os outros métodos de extração a frio exibiram 

Kmix 405nm superiores nas bebidas a frio do que nas bebidas a quente (Figuras 22 a 27). 

É possível que o longo tempo de extração tenha compensado as baixas temperaturas da 

água (ANGELONI et al., 2019a; 2019b; CORDOBA et al., 2019). Além disso, 

Bekedam et al. (2008), isolaram e analisaram as frações de baixo, intermediário e alto 
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peso molecular da melanoidinas. Os autores demonstraram que, na torra média, havia 

13% de compostos fenólicos e 5-CQA incorporados às frações de alto peso molecular, 

19% nas frações intermediárias e 23% nas frações de baixo peso molecular. Assim, 

ainda que a solubilidade das frações de alto peso molecular das melanoidinas fique 

prejudicada nos coldbrews devido à baixa temperatura da água, é possível que as 

frações intermediárias e de baixo peso molecular sejam eficientemente extraídas 

considerando a alta solubilidade do 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, dentre outros (RAO et al., 

2020), o que poderia, mais provavelmente, explicar os valores de Kmix405nm obtidos 

nesta dissertação. 

Bebidas de café conilon exibiram teores superiores de Kmix405nm quando 

comparadas às bebidas de café arábica (Kmix405nm de 0,025 a 1,446 para café arábica e 

0,055 a 1,690 para café conilon, p<0,01), resultados consistentes com os reportados na 

literatura (KALSCHNE et al., 2019; CANCI et al., 2020; SALES et al., 2020). 

 

Tabela 06: Teores de ácidos clorogênicos, cafeína e trigonelina em grãos torrados e 

moídos de café arábica e conilon (g/100 g, base seca). 

Amostra CGA*  Cafeína  Trigonelina 

Arábica 1,94 ± 0,31A 1,06 ± 0,02A 0,89 ± 0,06A 

Conilon 2,70 ± 0,34B 2,17 ± 0,04B 0,67 ± 0,10B 

*Somatório dos teores de nove ácidos clorogênicos (ácidos 3-cafeoilquínico, 4-cafeoilquínico, 5-

cafeoilquínico, 3-feruloilquínico, 4-feruloilquínico, 5-feruloilquínico, 3,4-dicafeoilquínico, 3,5-

dicafeoilquínico, 4,5-dicafeoilquínico) e duas lactonas (ácido 3-cafeoilquínico-y-lactona, ácido 4-

cafeoilquínico-y-lactona). 

Nota: CGA - ácidos clorogênicos totais. Letras diferentes para um mesmo composto, indicam 

diferença estatística entre as espécies de café pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 
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Tabela 07: Teores de ácidos clorogênicos, cafeína, trigonelina e sólidos solúveis em bebidas de 

café arábica extraídas a frio (4 ºC e 25 ºC) e a quente (92,5 ºC). 
Trata-

mento 

Concentração 

(%) 

CGA* 

 (mg) 

Cafeína  

(mg) 

Trigonelina 

(mg) 

Sólidos solúveis 

(ºBrix) 

ISF TA 5 82,30 ± 2,57 aA 39,87 ± 0,20aA 22,50 ± 0,41aA 1,63 ± 0,06aA 

ISF TA 10 280,30 ± 4,89bE 65,88 ± 0,41bDE 57,91 ± 0,66bC 2,80 ± 0,00bB 

ISF TA 15 356,81 ± 3,97cF 116,68 ± 0,79cG 78,68 ± 0,62cD 4,50 ± 0,00cC 

ISF TR 5 79,22 ± 1,92 aABC 30,00 ± 0,13aAB 20,52 ± 0,55aA 1,40 ± 0,06aA 

ISF TR 10 277,26 ± 4,49bE 60,17 ± 0,98bE 55,04 ± 0,10bC 2,66 ± 0,07bB 

ISF TR 15 324,77 ± 3,09cG 105,06 ± 0,04cFH 73,60 ± 0,72cD 3,86 ± 0,06dD 

ICF TA 5 81,05 ± 0,86 aA 25,59 ± 0,15aBC 17,44 ± 0,16aA 1,80 ± 0,00aA 

ICF TA 10 293,12 ± 1,20bE 58,04 ± 0,01bDE 50,31 ± 0,09bBC 3,10 ± 0,00bE 

ICF TA 15 339,01 ± 4,96cF 106,82 ± 0,64cGH 65,64 ± 0,84cC 4,40 ± 0,00cC 

ICF TR 5 70,84 ± 1,71aAC 23,18 ± 0,30aC 16,11 ± 1,08aA 1,50 ± 0,00dA 

ICF TR 10 278,66 ± 0,45bE 56,16 ± 0,40bE 48,50 ± 0,38bBC 2,70 ± 0,00eB 

ICF TR 15 303,73 ± 0,30bG 103,30 ± 0,06cGHI 64,62 ± 0,81cC 3,70 ± 0,00fD 

Vac TA 5 18,28 ± 0,25aJ 12,38 ± 0,18aC 8,33 ± 0,06aA 0,77 ± 0,06aG 

Vac TA 10 33,00 ± 0,25bK 23,61 ± 0,01aC 14,94 ± 0,87bA 1,03 ± 0,05bH 

Vac TA 15 57,65 ± 0,91cK 28,39 ± 0,05aBC 20,91 ± 0,69bA 1,10 ± 0,00bH 

Vac TR 5 13,27 ± 0,12aJ 11,70 ± 0,37aC 7,67 ± 0,13aA 0,60 ± 0,00aG 

Vac TR 10 16,44 ± 0,06aJ 22,62 ± 0,18aC 12,16 ± 1,16bA 0,67 ± 0,05aG 

Vac TR 15 18,21 ± 0,10aJ 19,94 ± 0,69aC 16,83 ± 0,69bA 0,70 ± 0,00aG 

Got TA 5 71,09 ± 1,49aBC 45,64 ± 0,11aA 41,79 ± 0,08aB 1,20 ± 0,00aA 

Got TA 10 164,03 ± 0,21bD 71,47 ± 0,16bDE 59,02 ± 0,36bC 2,30 ± 0,00bB 

Got TA 15 271,46 ± 0,23cE 126,95 ± 0,77cI 86,91 ± 0,83cD 3,70 ± 0,00cD 

Got TR 5 38,73 ± 0,16aK 43,63 ± 0,47aA 39,80 ± 0,25aB 0,60 ± 0,00dG 

Got TR 10 136,13 ± 0,18bD 64,66 ± 0,67bDE 52,15 ± 0,06bC 1,70 ± 0,00eA 

Got TR 15 231,83 ± 0,16cH 114,37 ± 0,25cGI 84,28 ± 0,09cD 2,80 ± 0,00fB 

FPP 5 97,35 ± 0,08 aA 63,75 ± 0,09aE 43,74 ± 0,67aB 1,10 ± 0,00aH 

FPP 10 149,55 ± 0,81bD 103,96 ± 0,54bFG 88,19 ± 0,78bD 1,70 ± 0,00bA 

FPP 15 178,90 ± 0,41cI 162,86 ± 0,17cJ 135,51 ± 1,63cE 2,10 ± 0,00cB 

FPN  5 88,14 ± 0,22 aA 65,87 ± 0,13aE 45,25 ± 0,76aB 1,00 ± 0,00aH 

FPN  10 147,22 ± 1,77bD 108,42 ± 1,63bFG 95,71 ± 0,54bD 1,76 ± 0,05bA 

FPN  15 173,89 ± 0,04cI 167,62 ± 1,89cJ 138,11 ± 0,80cE 2,13 ± 0,06cB 

*Somatório dos teores de nove ácidos clorogênicos (ácidos 3-cafeoilquínico, 4-cafeoilquínico, 5-cafeoilquínico, 

3-feruloilquínico, 4-feruloilquínico, 5-feruloilquínico, 3,4-dicafeoilquínico, 3,5-dicafeoilquínico, 4,5-

dicafeoilquínico) e duas lactonas (ácido 3-cafeoilquínico-y-lactona, ácido 4-cafeoilquínico-y-lactona). 

Nota: CGA* - Ácidos clorogênicos totais; ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão 

com filtro de algodão (saco de queijo); Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – 

Extração a quente por filtro de papel; FPN – Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente 

(25 ºC); TR – Temperatura refrigerada (4 ºC). Letras maiúsculas diferentes para um mesmo composto significam 

diferença estatística entre métodos diferentes pelo pós teste de Tukey (p<0,05) e letras minúsculas diferentes 

indicam diferença estatística em um mesmo método. 
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Tabela 08:Teores de ácidos clorogênicos, cafeína, trigonelina e sólidos solúveis em bebidas 

de café conilon extraídas a frio (4 ºC e 25 ºC) e a quente (92,5 ºC). 
Trata-

mento 

Concentração 

(%) 

CGA* 

 (mg) 

Cafeína  

(mg) 

Trigonelina 

(mg) 

Sólidos solúveis 

(ºBrix) 

ISF TA 5 103,40 ± 0,75aA 68,59 ± 0,35aA 18,68 ± 0,21aA 1,56 ± 0,06aA 

ISF TA 10 292,95 ± 0,98bD 137,83 ± 0,16bC 44,72 ± 0,58bBC 2,90 ± 0,00bB 

ISF TA 15 365,03 ± 1,00cI 192,91 ± 0,56cE 68,45 ± 0,16cD 4,80 ± 0,00cC 

ISF TR 5 98,39 ± 1,07aAB 65,20 ± 0,74aA 15,56 ± 0,16aA 1,40 ± 0,00aA 

ISF TR 10 281,07 ± 0,39bD 125,56 ± 0,19bC 42,66 ± 0,33bBC 2,70 ± 0,00bB 

ISF TR 15 346,33 ± 1,57cJ 164,65 ± 1,47cH 65,18 ± 0,05cD 4,20 ± 0,00cD 

ICF TA 5 107,66 ± 0,82aA 54,08 ± 0,16aA 14,67 ± 0,45aA 1,56 ± 0,06aA 

ICF TA 10 306,92 ± 0,83bE 110,05 ± 0,08bB 42,00 ± 0,21bBC 3,17 ± 0,06bE 

ICF TA 15 346,83 ± 2,20bJ 208,68 ± 1,31cE 58,90 ± 1,10bC 4,76 ± 0,05cC 

ICF TR 5 98,96 ± 1,14aAB 45,15 ± 0,11aAJ 13,08 ± 0,19aA 1,36 ± 0,05aA 

ICF TR 10 286,88 ± 1,91bD 102,58 ± 0,28bB 39,54 ± 0,30bBC 2,67 ± 0,06dB 

ICF TR 15 338,64 ± 0,14cJ 193,43 ± 0,07cE 55,99 ± 0,16bC 3,34 ± 0,06eF 

Vac TA 5 22,89 ± 0,11aK 14,32 ± 0,05aI 7,50 ± 0,59aA 0,77 ± 0,05aG 

Vac TA 10 34,37 ± 0,20aK 37,26 ± 0,03bJ 12,29 ± 0,06aA 0,94 ± 0,05bH 

Vac TA 15 61,79 ± 0,69bL 55,62 ± 0,05cA 17,05 ± 1,03aA 1,10 ± 0,00bH 

Vac TR 5 12,86 ± 0,07aK 12,82 ± 0,10aI 6,33 ± 0,17aA 0,50 ± 0,00aG 

Vac TR 10 19,65 ± 0,28aK 26,87 ± 0,16aI 11,05 ± 0,40aA 0,60 ± 0,00aG 

Vac TR 15 26,05 ± 0,05aK 41,31 ± 0,10bJ 13,60 ± 0,54aA 0,74 ± 0,05aG 

Got TA 5 82,19 ± 0,09aB 61,87 ± 0,11aA 36,06 ± 0,13aB 1,50 ± 0,00aA 

Got TA 10 170,40 ± 0,44bF 122,12 ± 0,57bBC 51,82 ± 1,00bC 2,30 ± 0,00bB 

Got TA 15 363,71 ± 0,49cI 186,11 ± 0,72cDE 79,39 ± 1,17cD 4,90 ± 0,00cC 

Got TR 5 58,57 ± 0,26aM 55,77 ± 0,83aA 25,27 ± 7,04aA 1,10 ± 0,00aH 

Got TR 10 154,91 ± 0,16bG 115,98 ± 0,80bB 50,23 ± 0,02bC 1,97 ± 0,06dI 

Got TR 15 309,20 ± 0,58cE 174,28 ± 0,41cEH 73,81 ± 0,68cD 3,07 ± 0,06eE 

FPP 5 128,34 ± 0,42aC 104,22 ± 0,93aB 36,76 ± 0,74aB 1,20 ± 0,00aH 

FPP 10 193,22 ± 0,88bH 183,05 ± 0,74bD 68,97 ± 0,38bD 1,60 ± 0,00bA 

FPP 15 281,41 ± 0,94cD 230,53 ± 0,06cG 103,40 ± 1,47cE 2,20 ± 0,00cB 

FPN  5 103,28 ± 0,83aAC 113,85 ± 1,15aB 34,68 ± 0,87aB 1,10 ± 0,00aH 

FPN  10 170,87 ± 1,17bFGH 177,62 ± 1,39bD 77,64 ± 1,41bD 1,60 ± 0,00bA 

FPN  15 256,86 ± 0,76cD 285,10 ± 2,55cF 113,34 ± 0,91cE 2,40 ± 0,00cB 

*Somatório dos teores de nove ácidos clorogênicos (ácidos 3-cafeoilquínico, 4-cafeoilquínico, 5-cafeoilquínico, 

3-feruloilquínico, 4-feruloilquínico, 5-feruloilquínico, 3,4-dicafeoilquínico, 3,5-dicafeoilquínico, 4,5-

dicafeoilquínico) e duas lactonas (ácido 3-cafeoilquínico-y-lactona, ácido 4-cafeoilquínico-y-lactona). 

Nota: CGA* - Ácidos clorogênicos totais; ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão 

com filtro de algodão (saco de queijo); Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – 

Extração a quente por filtro de papel; FPN – Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente 

(25 ºC); TR – Temperatura refrigerada (4 ºC). Letras maiúsculas diferentes para um mesmo composto significam 

diferença estatística entre métodos diferentes pelo pós teste de Tukey (p<0,05) e letras minúsculas diferentes 

indicam diferença estatística em um mesmo método. 
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Figura 22: Teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) em coldbrews de café arábica 

obtidos por (a) imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) 

vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos a 25 °C. Nota: 

TA – temperatura ambiente (25 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença 

estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estática 

no mesmo tempo pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 23: Teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) em coldbrews de café arábica 

obtidos por (a) imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) 

vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos a 4 °C. Nota: 

TR – temperatura refrigerada (4 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença 

estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença 

estática no mesmo tempo pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 24: Teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) em coldbrews de café conilon 

obtidos por (a) imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) 

vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos a 25 °C. Nota: 

TA – temperatura ambiente (25 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença 

estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estática 

no mesmo tempo pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 25: Teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) em coldbrews de café conilon 

obtidos por (a) imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) 

vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos a 4 °C. Nota: TR 

– temperatura refrigerada (4 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença 

estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estática 

no mesmo tempo pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 26: Teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) em bebidas com café arábica obtidas 

por (a) filtração com filtro de papel e (b) filtração com filtro de algodão, nas concentrações de 

5%, 10% e 15%, imediatamente após e 6h após extração a 92,5 ºC. Letras maiúsculas 

diferentes significam diferença estatística entre tempos diferentes e letras minúsculas 

diferentes indicam diferença estática no mesmo tempo pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 27: Teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) em bebidas com café conilon, 

obtidas por (a) filtração com filtro de papel e (b) filtração com filtro de algodão, nas 

concentrações de 5%, 10% e 15%, imediatamente após e 6h após extração a 92,5 ºC. Letras 

maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos diferentes e letras 

minúsculas diferentes indicam diferença estática no mesmo tempo pelo pós teste de Fisher 

(p<0,05). 
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Figura 28: Correlação entre os teores de ácidos clorogênicos totais e de sólidos solúveis 

em bebidas de café arábica, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC, 25 

ºC e 92,5 ºC nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por imersão 

com filtro de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por 

gotejamento, (e) filtração a quente por filtro de papel; (f) filtração a quente por filtro de 

pano. 
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Figura 29: Correlação entre os teores de cafeínae de sólidos solúveis em bebidas de 

café arábica, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC 

nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por imersão com filtro 

de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por gotejamento, (e) 

filtração a quente por filtro de papel; (f) filtração a quente por filtro de pano. 
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Figura 30: Correlação entre os teores de trigonelina e de sólidos solúveis em bebidas de 

café arábica, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC 

nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por imersão com filtro 

de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por gotejamento, (e) 

filtração a quente por filtro de papel; (f) filtração a quente por filtro de pano. 



 

94 

 

0 1 2 3 4 5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

(a)

Sólidos solúveis (ºBrix)

K
m

ix
 4

0
5

n
m

Pearson r = 0.9587

   

0 1 2 3 4 5

0.0

0.5

1.0

1.5

(b)

Sólidos solúveis (ºBrix)

K
m

ix
 4

0
5

n
m

Pearson r = 0.9498

 

 

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

0.1

0.2

0.3

(c)

Sólidos solúveis (ºBrix)

K
m

ix
 4

0
5

n
m

Pearson r = 0.6185

   

0 1 2 3 4

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

(d)

Sólidos solúveis (ºBrix)

K
m

ix
 4

0
5

n
m

Pearson r = 0.9529

 

 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

(e)

Sólidos solúveis (ºBrix)

K
m

ix
 4

0
5

n
m

Pearson r = 0.9938

   

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

(f)

Sólidos solúveis (ºBrix)

K
m

ix
 4

0
5

n
m

Pearson r  = 0.9543

 

 

Figura 31: Correlação entre os teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) e de sólidos 

solúveis de bebidas de café arábica, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 

ºC, 25 ºC e 92,5 ºC nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por 

imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por 

gotejamento, (e) filtração a quente por filtro de papel e (f) filtração a quente por filtro de 

pano. 
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Figura 32: Correlação entre os teores de ácidos clorogênicos totais e de sólidos solúveis 

em bebidas de café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC, 25 

ºC e 92,5 ºC nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por imersão 

com filtro de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por 

gotejamento, (e) filtração a quente por filtro de papel; (f) filtração a quente por filtro de 

pano. 
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Figura 33: Correlação entre os teores de cafeína e de sólidos solúveis em bebidas de 

café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC 

nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por imersão com filtro 

de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por gotejamento, (e) 

filtração a quente por filtro de papel; (f) filtração a quente por filtro de pano. 
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Figura 34: Correlação entre os teores de trigonelina e de sólidos solúveis em bebidas de 

café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC 

nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) coldbrew por imersão com filtro 

de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; (d) coldbrew por gotejamento, (e) 

filtração a quente por filtro de papel; (f) filtração a quente por filtro de pano. 
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Figura 35: Correlação entre os teores de melanoidinas totais (Kmix 405nm) e de 

sólidos solúveis de bebidas de café conilon, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, 

extraídas a 4 ºC, 25 ºC e 92,5 ºC nos métodos (a) coldbrew por imersão sem filtro, (b) 

coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) coldbrew por vácuo; 

(d) coldbrew por gotejamento, (e) filtração a quente por filtro. 
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7.3 Avaliação dos microrganismos cultiváveis na matéria-prima e bebidas de café 

extraídas a quente e a frio 

 

O crescimento microbiano nas bebidas de cafés arábica e conilon produzidas 

com água não contaminada, a frio e a quente, e incubadas por até 72 horas a 37 ºC, estão 

apresentados nas Tabelas 09 e 10. A 25 ºC não foram detectados microrganismos ao 

longo das 72 horas de incubação. 

 

Tabela 09: Quantificação de bactérias aeróbias cultiváveis (UFC/mL) em bebidas de 

café arábica extraídas a frio (4 ºC e 25 ºC) e a quente (92,5 ºC).  

Amostra  

(0h - 37 ºC) 

Concentração 

(%) 

Microrganismo 

 (UFC/mL) 

Amostra 

(72h – 37 ºC) 

Concentração 

(%) 

Microrganismo 

 (UFC/mL) 

ISF TA 5 ND ISF TA 5 ND 

ISF TA 10 ND ISF TA 10 1,00± 0,00aA 

ISF TA 15 ND ISF TA 15 0,67± 0,57aA 

ISF TR 5 ND ISF TR 5 ND 

ISF TR 10 ND ISF TR 10 0,67± 0,57aA 

ISF TR 15 ND ISF TR 15 0,67± 0,57aA 

ICF TA 5 ND ICF TA 5  0,33± 0,57aA 

ICF TA 10 ND ICF TA 10  0,33± 0,57aA 

ICF TA 15  ND ICF TA 15 1,00 ± 0,00aA 

ICF TR 5 ND ICF TR 5 ND 

ICF TR 10 ND ICF TR 10  0,67± 0,57aA 

ICF TR 15 ND ICF TR 15 1,00 ± 0,00aA 

Vac TA 5 ND Vac TA 5  0,33± 0,57aA 

Vac TA 10 ND Vac TA 10 0,67± 0,57aA 

Vac TA 15  ND Vac TA 15 ND 

Vac TR 5 ND Vac TR 5 ND 

Vac TR 10 ND Vac TR 10 1,00± 0,00aA 

Vac TR 15 ND Vac TR 15 ND 

Got TA 5 ND Got TA 5  ND 

Got TA 10 ND Got TA 10 0,33± 0,57aA 

Got TA 15 ND Got TA 15  ND 

Got TR 5 ND Got TR 5 ND 

Got TR 10 ND Got TR 10 0,33± 0,57aA 
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Got TR 15 ND Got TR 15 ND 

FPP 5 ND FPP 5 ND 

FPP 10  ND FPP 10  ND 

FPP 15 ND FPP 15 0,33± 0,57aA 

FPN  5 ND FPN  5 ND 

FPN  10 ND FPN  10 ND 

FPN  15 ND FPN  15 0,67± 0,57aA 

Nota: ISF – coldbrewpor imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco de 

queijo); Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – Extração a quente por filtro 

de papel; FPN – Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente (25 ºC); TR – 

Temperatura refrigerada (4 ºC); ND – Não detectado. Letras maiúsculas indicam diferença estatística 

entre métodos diferentes e letras minúsculas indicam diferença estatística no mesmo método pelo pós 

teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

Tabela 10: Quantificação de bactérias aeróbias cultiváveis (UFC/mL) em bebidas de café 

conilon extraídas a frio (4 ºC e 25 ºC) e a quente (92,5 ºC). 
Amostra 

(0h – 37 ºC) 

Concentração 

(%) 

Microrganismo 

 (UFC/mL) 

Amostra 

(72h - 37 ºC) 

Concentração 

(%) 

Microrganismo 

 (UFC/mL) 

ISF TA 5 ND ISF TA 5 ND 

ISF TA 10 ND ISF TA 10 ND 

ISF TA 15 ND ISF TA 15 0,33± 0,57aA 

ISF TR 5 ND ISF TR 5 ND 

ISF TR 10 ND ISF TR 10 ND 

ISF TR 15 ND ISF TR 15 0,33± 0,57aA 

ICF TA 5 ND ICF TA 5 0,33± 0,57aA 

ICF TA 10 ND ICF TA 10 ND 

ICF TA 15  ND ICF TA 15 ND 

ICF TR 5 ND ICF TR 5 1,00± 0,00aA 

ICF TR 10 ND ICF TR 10 ND 

ICF TR 15 ND ICF TR 15 0,33± 0,57aA 

Vac TA 5 ND Vac TA 5 ND 

Vac TA 10 ND Vac TA 10 ND 

Vac TA 15  ND Vac TA 15 ND 

Vac TR 5 ND Vac TR 5 ND 

Vac TR 10 ND Vac TR 10 ND 

Vac TR 15 ND Vac TR 15 ND 

Got TA 5 ND Got TA 5 ND 

Got TA 10 ND Got TA 10 ND 
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Got TA 15 ND Got TA 15 ND 

Got TR 5 ND Got TR 5 ND 

Got TR 10 ND Got TR 10 ND 

Got TR 15 ND Got TR 15 ND 

FPP 5 ND FPP 5 ND 

FPP 10  ND FPP 10 ND 

FPP 15 ND FPP 15 ND 

FPN  5 ND FPN  5 0,33± 0,57aA 

FPN  10 ND FPN  10 ND 

FPN  15 ND FPN  15 ND 

Nota: ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco 

de queijo); Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – Extração a quente por 

filtro de papel; FPN – Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente (25 ºC); TR – 

Temperatura refrigerada (4 ºC); ND – Não detectado. Letras maiúsculas indicam diferença estatística 

entre métodos diferentes e letras minúsculas indicam diferença estatística no mesmo método pelo pós 

teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

A partir da coloração de Gram, as bactérias isoladas nas bebidas preparadas por 

todos os métodos incubadas por 72 horas a 37°C apresentaram forma de bastão 

(bacilos) e coloração positiva conforme exemplificado na Figura 36 para os métodos a 

quente de filtração com filtro de papel e a frio por imersão sem filtro. 

 

(a)                                                         (b) 
 

  
 

Figura 36: Microscopia ótica de microrganismos corados pela técnica de Gram 

encontrados naturalmente em bebidas de café arábica e conilon extraídas a quente e a 

frio pelas técnicas de (a) quente por filtração com filtro de papel (café arábica) e (b) 

coldbrew por imersão sem filtro (café conilon). 

 
 

Com auxílio de um espectrômetro de massas (Maldi-tof), foi possível analisar 

os perfis protéicos e caracterizar microbiologicamente as colônias com características 
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morfotinturiais distintas das bebidas de cafés arábica e conilon extraídas a quente e a 

frio. Os microorganismos foram identificados como Bacillus subtillis (score>2.0) e 

Bacillus lincheniformis (scores de 1.784 e 1.810). A interpretação dos resultados foi 

realizada de acordo com as recomendações do fabricante, que indicam que valores de 

score ≥ 1.7 e < 2.0 são confiáveis a nível de gênero e score ≥ 2.0 são confiáveis a nível 

de gênero e espécie para o equipamento da marca Bruker® (SCHULTHESS et al., 

2014). O resultado da análise de espectrometria de massas está apresentado na Tabela 

11. As contagens médias de fungos das bebidas de café ao longo de 7 dias de incubação 

estão descritas na Tabela 12. 

 

Tabela 11: Microrganismos encontrados nas bebidas de café arábica e conilon 

extraídas a frio (4 ºC e 25 ºC) e a quente (92,5 ºC), por espectrometria de massas. 

      Amostra      Microrganismo          Score 

CB café arábica Bacillus subtilis 2.156 

CB café arábica Bacillus subtilis 1.873 

CB café arábica Bacillus subtilis 1.971 

CB café conilon Bacillus lincheniformis 1.810 

CB café conilon Bacillus subtilis 2.039 

CB café conilon Bacillus lincheniformis 1.784 

FPP café arábica Bacillus subtilis 2.154 

FPP café conilon ND ND 

FPN café arábica Bacillus subtilis 2.211 

FPN café conilon ND ND 

Nota: CB – Coldbrew; FPP – Extração a quente por filtro de papel; FPN – Extração a quente 

por filtro de pano; ND – Não detectado.  

 

De fato, a presença do gênero Bacillus e de B. subtillis em grãos de café verde já 

havia sido identificada por alguns autores (SILVA et al., 2000; VILELA et al., 2010; 

MIGUEL, 2011; DUONG et al., 2020). B. subtilis é uma bactéria Gram-positiva e não 

patogênica, amplamente distribuída no solo. Algumas cepas (DE111, PLSSC ATCC SD 

7280, BS-MB40 PTA-122264, DSM 32444, dentre outras) receberam do FDA o status 

GRAS (Generally Regarded as Safe) (FDA, 2021). Em condições de falta de nutrientes 

ou temperaturas extremas, esse microrganismo é capaz de formar esporos (WANG et 

al., 2017; ALVES et al., 2018). Os esporos de B. subtilis são utilizados como 
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probióticos na Ásia e na África (DE SOUZA, 2014), como adjuvantes vacinais 

(BARNES et al., 2007) e como suplemento para a alimentação animal (LIU et al., 

2017). 

A relação entre B. subtilis e os grãos de café verde parece ser de simbiose, onde 

este microrganismo atua de forma eficaz no controle de nematóides como Meloidogyne 

exigua e da ferrugem, praga provocada pelo fungo Hemileia vastatrix (DUONG et al., 

2020). Ele age secretando metabólitos que podem levar à lise e destruição da estrutura 

celular do fungo (BETTIOL E GHINI, 1995). Além disso, alguns autores sugerem que 

B. subtillis melhora a disponibilidade de nutrientes, fixação de nitrogênio e estimula a 

produção de fitormônios promotores de crescimento na planta (MANJULA E PODILE, 

2005; OLANREWAJU et al., 2017). Por isso, existem produtos comerciais para 

lavouras de café que contém B. subtillis em suas formulações, chamados de 

bionematicidas, por exemplo, Quartzo® (ARPINI et al., 2018). 

Mais recentemente, um documento do FDA (2019), constatou que B. subtillis 

DE111 é um componente natural de alimentos destinados ao consumo humano, 

podendo ser adicionado até 1x 106 UFC/porção e até 1x 109 UFC/porção para produtos 

infantis (crianças de 2 a 12 anos), como ingrediente probiótico. Esta cepa pode ser 

adicionada a diversas categorias de alimentos como produtos de panificação, cereais 

matinais, chicletes, condimentos, óleos e gorduras, sucos de fruta, leites e derivados, 

castanhas, vegetais processados, misturas para sopa, syrups, chás e café, dentre outros 

(FDA, 2019). 

Contudo, a presença de B. subtillis no café já torrado, é indicativo de 

contaminação do produto nas etapas subsequentes à torrefação, podendo ter ocorrido o 

contato dos grãos já torrados com grãos verdes ou acondicionamento inadequado e 

contato do café com o solo, que é o habitat natural desta estirpe (ARPINI et al., 2018; 

ENTRINGER et al., 2020). A despeito dos efeitos potencialmente benéficos da 

aplicação de B. subtillis nas lavouras de café (OLANREWAJU et al., 2017; DUONG et 

al., 2020), a presença deste microrganismo em grãos de café torrados e moídos e/ou em 

bebidas de café pode representar risco à segurança microbiológicar do produto, a 

depender da cepa de B. subtillis, uma vez que algumas cepas com status GRAS podem 

ser adicionadas ao café já torrado (FDA, 2019).  

Miyai et al. (2012), avaliaram o comportamento de B. subtillis, B. cereus e 

Bacillus coagulans durante o armazenamento de bebidas de café, chá verde e chá preto. 

Os esporos desses microrganismos foram inoculados nas bebidas e, em seguida, as 
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mesmas foram pasteurizadas (85 ºC por 30 minutos) e armazenadas por 2 semanas. Os 

microrganismos viáveis foram quantificados diariamente por 14 dias. Todas as estirpes 

testadas reduziram seu crescimento nas bebidas de café, chá preto e verde, porém 

quando o café e o chá preto foram adicionados de leite, B. cereus e B. subtillis se 

multiplicaram nas bebidas. A partir destes resultados, os autores sugerem que bebidas 

pasteurizadas de café, chá preto e chá verde, sem adição de leite, podem ser 

armazenadas por até 2 semanas mesmo se o gênero Bacillus estiver presente nas 

bebidas. Nesse sentido, destaca-se que algumas bebidas de café da categoria coldbrew 

são comercializadas com leite e que essas bebidas não passam pelo processo de 

pasteurização, o que poderia representar um risco à saúde do consumidor especialmente 

frente à contaminação por B. cereus. 

A virulência de B. subtillis ainda é pouco conhecida (BAIS, 1927; GU et al., 

2019). Gu et al. (2019), isolaram a cepa G7 que apresentou genes de virulência 

associados com adesão, invasão, disseminação, antifagocitose e sobrevivência 

intracelular. Esta cepa foi capaz de provocar mortalidade em peixes e camundongos e se 

replicar em macrófagos de camundongos e leucócitos de peixes. Em suma, esses 

achados sugerem potencial efeito patogênico de B. subtillis (cepa G7). Bais (1927) e 

Weinstein et al. (1950), descreveram casos de pacientes com febre, tosse, infecção 

pulmonar, meningite e bacteremia provocados por B. subtillis, sugerindo possível 

patogeneicidade desta estirpe em humanos (cepas não especificadas pelos autores). 

Também já foi descrita a capacidade de B. subtillis provocar infecções oculares 

(FRAÇOIS, 1934) e infecções do trato urinário (SHULTZ, 1938). 

 

 

Tabela 12: Quantificação de fungos de bebidas de café arábica e conilon, extraídas a 

frio (4 ºC e 25 ºC) e a quente (92,5 ºC), após incubação a 25 ºC por 7 dias em aerobiose 

em meio de cultura ágar batata dextrose acidicificado com ácido tartárico a 10%. 
Amostra Concen- 

tração (%) 

Fungos 

(UFC/mL) 

Amostra Concen- 

tração (%) 

Fungos 

(UFC/mL) 

A ISF TA 5 0,33 ± 0,57aA C ISF TA 5 1,00 ± 0,00aA 

A ISF TA 10 1,67 ± 2,88aA C ISF TA 10 3,33 ± 3,05aA 

A ISF TA 15 1,33 ± 0,57aA C ISF TA 15 0,00 ± 0,00aA 

A ISF TR 5 3,00 ± 1,73aA C ISF TR 5 1,66 ± 1,15aA 

A ISF TR 10 0,66 ± 1,15aA C ISF TR 10 ND 

A ISF TR 15 2,33 ± 0,57aA C ISF TR 15 1,66 ± 1,15aA 

A ICF TA 5 ND C ICF TA 5 ND 
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A ICF TA 10 1,66 ± 1,15aA C ICF TA 10 ND 

A ICF TA 15 1,33 ± 0,57aA C ICF TA 15 4,33 ± 1,53aA 

A ICF TR 5 1,00 ± 0,00aA C ICF TR 5 1,00 ± 0,00aA 

A ICF TR 10 4,00 ± 1,73aA C ICF TR 10 ND 

A ICF TR 15 0,67 ± 0,57aA C ICF TR 15 2,33 ± 0,57aA 

A Vac TA 5 5,67 ± 0,57bB C Vac TA 5 1,00 ± 0,00aA 

A Vac TA 10 2,66 ± 1,15aA C Vac TA 10 0,33 ± 0,57aA 

A Vac TA 15 2,00 ± 0,00aA C Vac TA 15 0,66 ± 0,57aA 

A Vac TR 5 1,66 ± 1,15aA C Vac TR 5 ND 

A Vac TR 10 1,33 ± 2,30aA C Vac TR 10 0,33 ± 0,57aA 

A Vac TR 15 2,00 ± 0,00aA C Vac TR 15 0,66 ± 0,57aA 

A Got TA 5 0,66 ± 0,57aA C Got TA 5 ND 

A Got TA 10 ND C Got TA 10 ND 

A Got TA 15 ND C Got TA 15 ND 

A Got TR 5 ND C Got TR 5 ND 

A Got TR 10 ND C Got TR 10 ND 

A Got TR 15 ND C Got TR 15 ND 

A FPP 5 1,33 ± 0,57aA C FPP 5 ND 

A FPP 10 0,67 ± 0,57aA C FPP 10 ND 

A FPP 15 2,33 ± 1,15aA C FPP 15 ND 

A FPN  5 ND C FPN  5 ND 

A FPN  10 ND C FPN  10 ND 

A FPN  15 ND C FPN  15 0,33 ± 0,57aA 

Nota: ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro (saco de queijo); 

Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; FPP – Extração a quente por filtro de papel; 

FPN – Extração a quente por filtro de pano; TA – Temperatura ambiente (25 ºC); TR – Temperatura 

refrigerada (4 ºC); A – arábica; C – conilon; ND – Não detectado. Letras maiúsculas indicam diferença 

estatística entre métodos diferentese letras minúsculas indicam diferença estatística no mesmo método 

pelo pós teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

A presença de fungos foi detectada em todas as bebidas extraídas a quente e a 

frio analisadas neste estudo após 7 dias de incubação. O coldbrew de café arábica 

(método Vac em temperatura ambiente a 5%) apresentou as maiores concentrações de 

fungos (5,67 ± 0,57 UFC/mL). No método de gotejamento, à exceção das bebidas de 

café arábica em temperatura ambiente a 5%, em todas as outras condições, a presença 

de fungos não foi detectada, sendo, portanto, o método mais eficiente em produzir 

coldbrews com presença mínima de fungos.  
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A contaminação do café por fungos é uma preocupação desde o plantio até o 

preparo final da bebida, especialmente em relação às espécies produtoras de 

micotoxinas. Segundo Alves e Castro (1998), as espécies Colletotrichum sp., Phoma 

sp., Cercospora sp., Fusarium sp., Cladosporium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., 

Colletotrichum sp. e Phoma sp. são as mais encontradas no café. Das 624 cepas 

identificadas por Silva et al. (2000) no café colhido em 15 fazendas de Minas Gerais, 

16,1% eram leveduras e 40,1% eram fungos filamentosos. Os gêneros Penicillium e 

Aspergillus já foram isolados de amostras de grãos de café torrado (com baixa umidade 

e baixa atividade de água). O grande risco se deve ao fato de que esses microrganismos 

podem sobreviver durante todo o período de armazenamento dos grãos de café e muitas 

espécies desses gêneros são capazes de produzir metabólitos secundários e micotoxinas 

como a aflatoxina e a OTA, potencialmente patogênicos (GAMBOA-GAITÁN et al., 

2012). 

Assim, o armazenamento de coldbrews por períodos superiores a 24 horas, pode 

ser um ponto crítico quanto ao risco biológico, especialmente devido à suscetibilidade 

de contaminação por fungos (KWOK et al., 2020). Já foi reportado por Claanssen et al. 

(2021), que a nível doméstico e comercial, alguns indivíduos, baristas e pequenos 

fabricantes, chegam a armazenar coldbrews por até 7 dias, o que do ponto de vista de 

controle microbiológico, estaria contraindicado. Também tem sido divulgado por meio 

de blogs e redes sociais, que é possível armazenar coldbrews por até 14 dias 

(ROSENMAN, 2020). Coldbrews de café arábica e conilon extraídos por gotejamento 

foram os mais eficientes em inibir o crescimento fúngico, especialmente em bebidas 

mais concentradas (10% e 15%). 

 

7.4 Controles de viabilidade das estirpes utilizadas para contaminação da água de 

preparo das bebidas 

Os resultados relativos à viabilidade das estirpes utilizadas estão apresentados 

nas Figuras 37 e 38, com as curvas de crescimento de E. coli e B. cereus, nos tempos de 

0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas, considerando as condições de crescimento em caldo triptona de 

soja e solução salina (cloreto de sódio) a 0,85%. 
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Figura 37: Número médio de unidades formadoras de colônias (log UFC/mL), após 24 

horas de encubação a 37 ºC em aerobiose, de Escherichia coli ATCC 25922 em (a) 

Caldo triptona de soja (TSB) e (b) Solução salina a 0,85%. Letras minúsculas diferentes 

indicam diferença estatística em tempos diferentes pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 38: Número médio de unidades formadoras de colônias (log UFC/mL), após 24 

horas de encubação a 37 ºC em aerobiose, de Bacillus cereus FF4433 em (a) Caldo 

triptona de soja (TSB) e (b) Solução salina a 0,85%. Letras minúsculas diferentes 

indicam diferença estatística em tempos diferentes pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 

 

 

Nos controles de viabilidade para E. coli e B. cereus, quando inoculados em 

meio de cultura rico em nutrientes como o caldo TSB, os microrganismos se 

multiplicaram confirmando que se encontravam em pleno potencial de crescimento. As 

médias em log UFC/mL foram diferentes nos tempos de 0 a 24 horas (p<0,000). Não 

houve diferença na curva de multiplicação de E. coli em caldo TSB entre 12 e 24 horas 

de incubação. Em contrapartida, quando inoculadas em solução salina a 0,85%, as 

estirpes se mantiveram estáveis, com pequeno decréscimo em relação à concentração 
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inicial dos inóculos. Portanto, matrizes capazes de reduzir acentuadamente o número 

médio (log UFC/mL) do microrganismo poderiam ser investigadas como potenciais 

agentes antimicrobianos frente a E. coli e B. cereus. 

 

7.5 Efeito da utilização de filtros na extração de bebidas de café preparadas com 

água contaminada intencionalmente com Escherichia coli e Bacillus cereus 

 

Os resultados do controle do efeito da utilização de filtros de papel e de pano na 

retenção de E. coli e B. cereus durante a extração de bebidas de café a quente e a frio 

está apresentado na Tabela 13. É possível observar que sob temperatura de 92,5 ºC, E. 

coli não foi detectada em todos os filtros testados. B. cereus foi detectado, porém, em 

menor concentração quando comparado a condições que utilizaram água em 

temperaturas ambiente (25 ºC) e refrigerada (4 ºC). Além disso, em ambas as 

temperaturas da água, não houve retenção dos microrganismos testados em relação aos 

filtros utilizados, considerando que a concentração inicial inoculada foi na grandeza de 

105 UFC/mL. Desta forma, os filtros (papel e pano) não retiveram os microorganismos 

presentes na água, passando integralmente para as bebidas de café. 

 

Tabela 13: Efeito da utilização de filtros de papel e de pano durante o preparo da 

bebida de café, na retenção de Escherichia coli ATCC 25922 e de células vegetativas 

de Bacillus cereus FF4433 presentes na água de preparo. 

Tipo de  

filtro 

Temperatura 

da água (ºC)  

Escherichia coli 

ATCC 25922 

(UFC/mL) 

Bacillus cereus 

FF4433 

(UFC/mL) 

Filtro de papel 4 2,88 x 105 1,41 x 105 

Filtro de papel 25 2,37 x 105 1,25 x 105 

Filtro de papel 92,5 ND 2,46 x 102 

Filtro de pano 4 2,44 x 105 2,02 x 105 

Filtro de pano 25 2,16 x 105 1,93 x 105 

Filtro de pano 92,5 ND 2,73 x 102 

Saco para queijo 4 2,73 x 105 1,82 x 105 

Saco para queijo 25 2,52 x 105 1,77 x 105 

Saco para queijo 92,5 ND 2,62 x 102 

Nota: UFC – Unidades Formadoras de Colônias; ND – Não detectado. 
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7.6 Sobrevivência de Escherichia coli e Bacillus cereus intencionalmente 

contaminados na água de preparo de bebidas de café extraídas a quente 

 

Os resultados relativos aos experimentos de contaminação intencional da água 

de preparo de bebidas de café a quente estão apresentados nas Figuras 39 e 40 com as 

curvas de multiplicação de células vegetativas de Bacillus cereus nos tempos de 0, 3 e 6 

horas.  

Escherichia coli não foi detectada nas bebidas de café arábica e conilon 

extraídas a quente e contaminadas intencionalmente com esta estirpe. De acordo com 

Fogolari et al. (2012), a resistência térmica de E. coli reduz consideravelmente em 

temperaturas acima de 50 °C. O uso de água a 92,5 ºC e o consumo imediato 

normalmente levam a contaminação insignificante do café extraído a quente (CANCI et 

al. 2020; KWOK et al., 2020; CLAANSSEN et al., 2021). Na contaminação intencional 

com Bacillus cereus, não foram detectadas células vegetativas do microrganismo a 

partir de 3 horas após a extração a quente em todas as bebidas produzidas a 5%, 10% e 

15%, conforme apresentado na Tabela 14. 

As bebidas foram armazenadas por 6 horas, a 75 ºC, em banho-maria, que tinha 

como objetivo simular o armazenamento de bebidas de café em uma garrafa térmica.  É 

importante ressaltar que as bebidas de café do presente estudo foram contaminadas com 

células vegetativas de Bacillus cereus e este microrganismo tem a capacidade de formar 

esporos diante de condições adversas de crescimento, como aplicação de altas 

temperaturas, restrição de nutrientes e a própria presença de compostos antimicrobianos 

do café (DAESCHEL et al., 2017; CHO E CHUNG, 2020; KWOK et al., 2020). 

Tratamentos térmicos acima de 100 ºC são capazes de eliminar a forma vegetativa, mas 

os esporos ou fragmentos de esporos podem resistir a essa temperatura (BATISTA et 

al., 2018). Nesse caso, a aplicação de uma técnica alternativa como a alta pressão 

hidrostática seria necessária para promover a destruição de esporos (LÓPEZ et al., 

2003; LUU-THI et al., 2014). 
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Figura 39: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log 

UFC/mL), em bebidas de café arábica obtidas por (a) filtração com filtro de papel e (b) 

filtração com filtro de pano, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a quente 

(92,5 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos 

diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo tempo 

pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 40: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log 

UFC/mL), em bebidas de café conilon obtidas por (a) filtração com filtro de papel e (b) 

filtração com filtro de pano, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídas a quente 

(92,5 ºC). Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística entre tempos 

diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo tempo 

pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Tabela 14: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log 

UFC/mL), em coldbrews de café arábica e conilon, intencionalmente 

contaminados com 102 UFC/mL, após 24 horas de extração. 

 Café arábica Café conilon 

Método Concentração 

(%) 

t0h t3h/t6h  t0h t3h/t6h  

 

FPP 

5 2,35 ±0,03aA ND  2,30 ±0,06aA ND  

10 2,05 ±0,07bB ND  2,13 ±0,08aA ND  

15 2,09 ±0,09bB ND  2,18 ±0,06aA ND  

 

FPN 

5 2,37 ±0,05aA ND  2,40 ±0,05aA ND  

10 2,49 ±0,04aA ND  2,10 ±0,04aA ND  

15 2,28 ±0,02aA ND  2,13 ±0,10aA ND  

Nota: FPP – Método de extração a quente por filtro de papel; FPN – Método de extração a 

quente por filtro de pano; ND – Não detectado. Letras maiúsculas diferentes significam 

diferença estatística entre métodos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística no mesmo método pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 

 

 

7.7 Sobrevivência de Escherichia coli e Bacillus cereus intencionalmente 

contaminados na água de preparo de coldbrews 

Os resultados relativos aos experimentos de contaminação intencional da água 

de preparo de coldbrews com E. coli e células vegetativas de B. cereus estão 

apresentados nas Figuras 41 a 48, com as curvas de crescimento nos tempos de 0, 3, 6, 

9, 12 e 24 horas. 

Para os experimentos de contaminação intencional dos coldbrews com E. coli e 

B. cereus, houve influência da espécie de café, concentração, temperatura da água e 

método de extração utilizados. Os métodos Got e ICF foram os que mais inibiram a 

multiplicação das estirpes testadas, enquanto o método Vac foi o que menos impactou 

nessa multiplicação. Em relação aos coldbrews de café arábica em temperatura 

ambiente, cuja água foi contaminada intencionalmente com E. coli, à exceção do 

método Vac a 5%, todas as bebidas reduziram em mais de 99% o número médio (log 

UFC/mL) de microrganismos ao longo de 24 horas. O método Got a 15% exerceu maior 

efeito inibitório contra E. coli, pois, no tempo de 9 horas de extração, este 

microrganismo não foi mais detectado nas bebidas de café. O mesmo ocorreu para Got a 

10% no tempo de 24 horas. Este método apresentou teores superiores de cafeína a 10% 

e a 15% (71,47 ± 0,16 e 126,95 ± 0,77 mg/100 mL) e trigonelina a 10% e a 15% (59,02 
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± 0,36 e 86,91 ± 0,83), quando comparado aos métodos ISF, ICF e Vac. Apesar dos 

métodos de imersão terem exibido os maiores teores de CGA, ressalta-se que o método 

de gotejamento também demonstrou elevados teores desses compostos (164,03 ± 0,21 e 

271,46 ± 0,23 mg/ 100 mL a 10% e 15%, respectivamente). 

Coldbrews de café conilon em temperatura ambiente, foram os mais eficientes 

na redução de E. coli (p<0,000) ao longo das 24 horas de extração, quando comparados 

às bebidas de café arábica. Nas bebidas preparadas pelo método ICF a 15%, a partir de 9 

horas de extração, e a 5% e 10% no tempo de 24 horas, o microrganismo não foi 

detectado. Bebidas extraídas por ICF a 15% apresentaram teores superiores de cafeína 

(208,68 ± 1,31 mg/100 mL) em relação aos métodos ISF e Got. O mesmo ocorreu para 

Got a 10% e 15%, a partir de 9 horas de extração (teores superiores de trigonelina em 

comparação com ISF e ICF). Ressalta-se aqui também os teores consideráveis de CGA 

(363,71 ± 0,49 e 170,40 ± 0,44 mg/ 100 mL a 10% e 15%, respectivamente).  

Em relação à contaminação intencional da água com células vegetativas de B. 

cereus, todas as bebidas produzidas reduziram a multiplicação do microrganismo ao 

longo das 24 horas de extração (p<0,000). À exceção dos métodos ISF e Vac, ambos a 

5%, ao final dos experimentos, B. cereus não foi detectado em todas as bebidas 

preparadas pelos outros métodos e demais condições de extração empregadas. Os 

métodos ISF, ICF e Got, todos a 15% exibiram teores superiores de sólidos solúveis, 

CGA e cafeína, quando comparados às bebidas a 5% e 10% nos mesmos métodos 

(Tabelas 07 e 08). B. cereus não foi detectado nas bebidas de café a partir de 3 horas de 

extração. Destaca-se que o método Vac a 5% apresentou os menores teores de CGA 

(18,28 ± 0,25 mg/100 mL), cafeína (12,38 ± 0,18 mg/100 mL) e trigonelina (8,33 ± 0,06 

mg/100 mL). Para coldbrews de café arábica e conilon em temperatura refrigerada, os 

números médios (UFC/mL) de E. coli e B. cereus, reduziram (p<0,000) em relação à 

contaminação inicial. Porém, foram maiores quando comparados às mesmas bebidas 

extraídas em temperatura ambiente (Tabelas 14 e 15).  

Se por um lado na técnica de gotejamento lento e constante ocorre a renovação 

da água que possibilita maior extração dos compostos bioativos (ANGELONI et al., 

2019a), por outro, no método de imersão (com e sem filtro) o longo tempo de contato 

pode ter compensado a possível saturação da água, possibilitando a maior extração de 

cafeína, trigonelina e CGA, havendo, portanto, maior ação antimicrobiana da bebida. Já 

no método Vac, a rápida velocidade de extração não permitiu o contato eficiente da 
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água com pó de café para que houvesse extração de compostos bioativos em quantidade 

suficiente de forma a exercer efeito antimicrobiano mais significativo. 

No método a vácuo, foi visualmente observado que a água não conseguiu 

penetrar completamente através das partículas de café. Nesse sentido, destaca-se que a 

porosidade do café torrado e moído é modificada pelo processo de encharcamento 

quando em contato com a água, ocorrendo reestruturação da matriz que permite maior 

extração de compostos químicos (MATEUS et al., 2007; FOLMER, 2017). Conforme 

demonstrado por Mateus et al. (2007), a intensidade com que ocorre o processo de 

difusão dos compostos da matriz do café para a água aumenta em função do tempo e, 

após o encharcamento dos grãos, há aumento na extração de compostos. Esses achados 

poderiam explicar por que, na técnica a vácuo, os coldbrews exibiram os menores teores 

de compostos bioativos e sólidos solúveis dentre todas as bebidas, uma vez que o tempo 

de contato do café com a água fria (4 ºC e 25 ºC) foi extremamente rápido (35-60 

segundos), impossibilitando o adequado encharcamento das partículas e, 

consequentemente, a modificação da porosidade dos grãos (de 5% na matriz seca para 

30% na matriz encharcada), necessária à extração dos compostos para a bebida. 

Em geral, coldbrews de café conilon apresentaram maior capacidade inibitória 

frente a E. coli e ao B. cereus (Figuras 47 e 48). Segundo Martínez-Tomé et al. (2011) 

e Persidou et al. (2015), conforme há aumento na concentração de bebidas de café, 

também aumenta a atividade antimicrobiana com maior efeito em bactérias Gram-

positivas do que Gram-negativas. Além disso, as frações de melanoidinas presentes nas 

bebidas, também podem ter exercido efeito antimicrobiano devido à presença de 

compostos fenólicos incorporados em sua estrutura (ácidos cafeico, quínico, 5-CQA e 

outros ácidos clorogênicos) (BEKEDAM et al., 2006; 2008; FARAH et al., 2006; 2012; 

MORAIS et al., 2012). Segundo Langner; Rzeski (2014), as melanoidinas podem inibir 

o crescimento de bactérias patogênicas como E. coli, B. cereus, S. aureus e S. 

typhimurium.  

Em microrganismos Gram-negativos, a membrana externa, composta de 

lipopolissacarídeos e proteínas, é equilibrada com a presença de cátions divalentes que 

formam pontes iônicas entre os grupos fosfatos e os fosfolipídeos. As melanoidinas 

(carga aniônica), assim como os CGA, são capazes de se ligar aos cátions divalentes 

como, íons Mg2+, promovendo perda de função da membrana externa com ruptura 

celular, impedimento do transporte de nutrientes e efeito bactericida. Essa ruptura 

também promove desequilíbrio do material genético celular (DNA e RNA) (RUFIAN-
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HENARES et al., 2008; 2009; MOREIRA et al., 2012). Após a destruição da membrana 

externa, os compostos bioativos do café conseguem acessar o interior da célula 

provocando uma descarga de enzimas citoplasmáticas que levam à dissolução de 

componentes intracelulares (NEIDHARDT et al., 1990; LANCIOTTI et al., 1999; 

STECCHINI et al., 1999; BEKEDAM et al., 2006; RUFIAN-HENARES et al., 2008). 

Sobre as bebidas de café preparadas em TA exibirem maior efeito 

antimicrobiano face a E. coli e ao B. cereus (tabelas 15 e 16 e figuras 49 e 50) ao longo 

de 24 horas, do que aquelas preparadas em TR, tal fato pode ser explicado pela 

solubilidade dos compostos bioativos. Embora o ácido clorogênico (5-CQA), apresente 

ampla solubilidade tanto na temperatura ambiente quanto na refrigerada, melanoidinas e 

cafeína são razoavelmente solúveis em temperatura ambiente, mas não em temperatura 

refrigerada, reduzindo, assim, a eficiência de extração em coldbrews (SPIRO et al., 

1985; BUDAVARI et al., 1996; ANDUEZA et al., 2003; ANGELONI et al., 2019a; 

CORDOBA et al., 2019; CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et al., 2020; RAO E FULLER, 

2020).  
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Figura 41: Quantificação de células de Escherichia coli ATCC 25922 (log UFC/mL) em coldbrews de café arábica obtidos por (a) imersão 

sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos ao 

longo de 24 horas, a 25 ºC. Nota: TA – temperatura ambiente (25 ºC). 
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Figura 42: Quantificação de células de Escherichia coli ATCC 25922 (log UFC/mL) em coldbrews de café arábica obtidos por (a) 

imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 

15%, extraídos ao longo de 24 horas, a 4 ºC. Nota: TR – temperatura refrigerada (4 ºC). 
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Figura 43: Quantificação de células de Escherichia coli ATCC 25922 (log UFC/mL) em coldbrews de café conilon obtidos por (a) imersão 

sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos ao 

longo de 24 horas, a 25 ºC. Nota: TA – temperatura ambiente (25 ºC). 
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Figura 44: Quantificação de células de Escherichia coli ATCC 25922 (log UFC/mL) em coldbrews de café conilon obtidos por (a) imersão 

sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, extraídos 

ao longo de 24 horas, a 4 ºC. Nota: TR – temperatura refrigerada (4 ºC). 
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Figura 45: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log UFC/mL) em coldbrews de café arábica obtidos por (a) 

imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, 

extraídos ao longo de 24 horas, a 25 ºC. Nota: TA – temperatura ambiente (25 ºC). 
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Figura 46: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log UFC/mL) em coldbrews de café arábica obtidos por (a) 

imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, 

extraídos ao longo de 24 horas, a 4 ºC. Nota: TR – temperatura refrigerada (4 ºC). 
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Figura 47: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log UFC/mL) em coldbrews de café conilon obtidos por (a) 

imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, 

extraídos ao longo de 24 horas, a 25 ºC. Nota: TA – temperatura ambiente (25 ºC). 
 

 



 

122 

 

 

 

 

 

Café conilon - TR

0 3 6 9 12 24

Tempo (h)

0

1

2

3

4

5

6
B

. 
c
e
re

u
s
  

(L
o
g
 U

F
C

/m
L
)

0 3 6 9 12 24

Tempo (h)

0 3 6 9 12 24

Tempo (h)

0 3 6 9 12 24

Tempo (h)

 5%

 10%

 15%

(a) (b) (c) (d)

 
 

Figura 48: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log UFC/mL) em coldbrews de café conilon obtidos por (a) 

imersão sem filtro, (b) imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) vácuo e (d) gotejamento, nas concentrações de 5%, 10% e 15%, 

extraídos ao longo de 24 horas, a 4 ºC. Nota: TR – temperatura refrigerada (4 ºC). 
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Tabela 15: Quantificação de células de Escherichia coli ATCC 25922 (log UFC/mL), em coldbrews de café arábica e conilon, 

intencionalmente contaminados com 105 UFC/mL, após 24 horas de extração. 

 

Método 

 

Concentração 

 

A TA 

 

A TR 

 

C TA 

 

C TR 

 (%) t0h t24h t0h t24h t0h t24h t0h t24h 

 

ISF 

5 5,18 ±0,03aA 3,21 ±0,02bB 5,15 ±0,05aA 4,18 ±0,03bB 5,08 ±0,05aA 3,48 ±0,06bB 5,07 ±0,01aA  4,30±0,02 aA 

10 5,11 ±0,01aA 2,62 ±0,06cC 5,21 ±0,02aA 3,29 ±0,03cC 5,04 ±0,03aA 1,00 ±0,00cC 5,08 ±0,04aA 2,66 ±0,10bB 

15 5,25 ±0,01aA 2,30 ±0,00dD 5,13 ±0,04aA 3,34 ±0,02cC 5,18 ±0,09aA ND 5,05 ±0,02aA 2,91 ±0,03cC 

 

ICF 

5 5,12 ±0,02aA 3,23 ±0,08eB 5,07 ±0,03aA 3,70 ±0,03dD 5,30 ±0,08aA ND 5,15 ±0,04aA 3,73 ±0,02dB 

10 5,14 ±0,08aA 2,85 ±0,06fC 5,03 ±0,01aA 3,67 ±0,02dD 5,13 ±0,03aA ND 5,05 ±0,03aA 3,24 ±0,04eE 

15 5,09 ±0,00aA 1,30 ±0,00gG 5,06 ±0,01aA 3,22 ±0,00eC 5,02 ±0,01aA ND 5,05 ±0,01aA 3,15 ±0,04eE 

 

Vac 

5 5,07 ±0,00aA 4,97 ±0,01hH 5,08 ±0,02aA 4,84 ±0,00fF 5,19 ±0,02aA 3,51 ±0,00dB 5,10 ±0,01aA 4,83 ±0,02fF 

10 5,14 ±0,03aA 3,56 ±0,04iI 5,13 ±0,06aA 4,40 ±0,03gG 5,14 ±0,04aA 3,81 ±0,09eE 5,13 ±0,04aA 3,75 ±0,07gB 

15 5,10 ±0,02aA 3,27 ±0,07jB 5,22 ±0,01aA 3,88 ±0,07hH 5,04 ±0,04aA ND 5,07 ±0,02aA 2,93 ±0,05hC 

 

Got 

5 5,05 ±0,01aA 2,75 ±0,02kC 5,05 ±0,01aA 4,03 ±0,02iI 5,01 ±0,01aA 2,55 ±0,02fF 5,05 ±0,05aA 4,19 ±0,03iI 

10 5,20 ±0,07aA ND 5,13 ±0,03aA 3,29 ±0,01jC 5,03 ±0,02aA ND 5,13 ±0,03aA 2,07 ±0,02jJ 

15 5,01 ±0,01aA ND 5,10 ±0,02aA 2,79 ±0,04kK 5,03 ±0,01aA ND 5,04 ±0,03aA 1,56 ±0,07kK 

Nota: A – Arábica; C – Conilon; TA – Temperatura ambiente (25ºC); TR – Temperatura refrigerada (4 ºC); ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por 

imersão com filtro de algodão (saco de queijo); Vac – coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; ND – Não detectado. Letras maiúsculas diferentes 

significam diferença estatística em métodos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo método pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Tabela 16: Quantificação de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 (log UFC/mL), em coldbrews de café arábica e conilon, 

intencionalmente contaminados com 105 UFC/mL de, após 24 horas de extração. 

 

Método 

 

Concentração 

 

A TA 

 

A TR 

 

C TA 

 

C TR 

 (%) t0h t24h t0h t24h  (%) t0h t24h 

 

ISF 

5 5,21 ±0,10aA 3,06 ±0,01bB 5,05 ±0,05aA 3,12 ±0,02bB 5,03 ±0,02aA 3,06 ±0,0bB 5,32 ±0,03aA 3,21 ±0,04bB 

10 5,17 ±0,03aA ND 5,12 ±0,05aA ND 5,07 ±0,06aA ND 5,06 ±0,05aA ND 

15 5,07 ±0,05aA ND 5,13 ±0,07aA ND 5,01 ±0,04aA ND 5,01 ±0,02aA ND 

 

ICF 

5 5,12 ±0,05aA ND 5,05 ±0,05aA ND 5,01 ±0,02aA ND 4,99 ±0,02aA ND 

10 5,15 ±0,02aA ND 5,04 ±0,07aA ND 5,05 ±0,02aA ND 5,00 ±0,02aA ND 

15 5,13 ±0,03aA ND 5,12 ±0,04aA ND 5,11 ±0,02aA ND 5,15 ±0,02aA ND 

 

Vac 

5 5,13 ±0,02aA 1,20 ±0,17bC 5,13 ±0,01aA 2,49 ±0,09bC 5,12 ±0,05aA ND 5,15 ±0,03aA 2,63 ±0,06bC 

10 5,12 ±0,01aA ND 5,13 ±0,03aA 2,92 ±0,04bD 5,06 ±0,02aA ND 5,12 ±0,03aA 3,06 ±0,03cD 

15 5,07 ±0,03aA ND 5,13 ±0,04aA ND 5,05 ±0,02aA ND 5,14 ±0,02aA ND 

 

Got 

5 5,16 ±0,02aA ND 5,10 ±0,01aA ND 5,10 ±0,02aA ND 5,11 ±0,04aA ND 

10 5,21 ±0,10aA ND 5,05 ±0,05aA ND 5,11 ±0,02aA ND 5,01 ±0,02aA ND 

15 5,17 ±0,03aA ND 5,12 ±0,05aA ND 5,00 ±0,02aA ND 5,03 ±0,02aA ND 

Nota: A –Arábica; C – Conilon; TA – Temperatura ambiente (25ºC); TR – Temperatura refrigerada (4 ºC); ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por 

imersão com filtro de algodão (saco de queijo); Vac –coldbrew por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento; ND – Não detectado. Letras maiúsculas diferentes 

significam diferença estatística em métodos diferentes e letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo método pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 49: Reduções (log UFC/mL) da população de Escherichia coli ATCC 25922 entre os tempos inicial e final de produção de 

coldbrews (a) por imersão sem filtro, (b) por imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) por vácuo, (d) por gotejamento, com café 

arábica e conilon, a 5%, 10% e 15% e em diferentes temperaturas. Nota: TA – Temperatura ambiente (25ºC); TR – Temperatura refrigerada 

(4 ºC); ND – Não detectado. Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística em métodos diferentes e letras minúsculas 

diferentes indicam diferença estatística no mesmo método pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Figura 50: Reduções (log UFC/mL) da população de células vegetativas de Bacillus cereus FF4433 entre os tempos inicial e final de 

produção de coldbrews (a) por imersão sem filtro, (b) por imersão com filtro de algodão (saco de queijo), (c) por vácuo, (d) por 

gotejamento, com café arábica e conilon, a 5%, 10% e 15% e em diferentes temperaturas. Nota: TA – Temperatura ambiente (25ºC); TR – 

Temperatura refrigerada (4 ºC); ND – Não detectado. Letras maiúsculas diferentes significam diferença estatística em métodos diferentes e 

letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística no mesmo método pelo pós teste de Fisher (p<0,05). 
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Em relação aos achados da literatura acerca do efeito antimicrobiano dos 

compostos bioativos do café, no presente estudo foram obtidos teores na mesma faixa 

de concentração de CGA (200 mg/100 mL) (CAI et al., 2019), cafeína (62,5 mg/100 

mL) (WHITNEY E WEIR, 2015) e trigonelina (69 mg/100 mL) (SILVA et al., 2014), 

especialmente em coldbrews mais concentrados (10% e 15%).   

Cai et al. (2019), investigaram os mecanismos e propriedades antibacterianas de 

5-CQA e ácido cinâmico e concluíram que a partir de 2 mg/mL de 5-CQA e 0,375 

mg/mL de ácido cinâmico houve efeito antimicrobiano contra Alicylobacillus 

acidoterrestris (VASCONCELOS et al., 2018). Herald e Davison (1983), avaliaram o 

efeito antimicrobiano dos ácidos hidroxicinâmicos (cafeico, ferúlico e p-cumárico), 

precursores e metabólitos dos CGA, contra E. coli, S. aureus e B. cereus. O ácido p-

cumárico foi o mais efetivo em inibir os microrganismos testados (inibição > 99,9%) a 

partir de 500 µg/mL para as estirpes Gram-positivas (S. aureus e B. cereus) e a partir de 

1000 µg/mL para a estirpe Gram-negativa (E. coli). De acordo com os autores, B. 

cereus foi a estirpe mais suscetível aos compostos testados com inibição de crescimento 

em mais de 99%. Esses resultados são consistentes com os observados na presente 

dissertação. 

Existem três teorias sobre os fatores que poderiam explicar a atividade 

antimicrobiana dos compostos fenólicos (HERALD E DAVISON, 1983; REGUANT et 

al., 2000): 

1.Quanto maior a cadeia e número de duplas ligações, maior a atividade 

antimicrobiana. 

2.Quanto maior o teor de ácidos não-dissociados, maior a atividade 

antimicrobiana. 

3.Quanto menor a polaridade, melhor a permeabilidade de compostos na 

membrana do microrganismo. 

 

Porém, alguns autores sugerem que apesar da menor polaridade e maior 

atividade antimicrobiana em teoria, na prática deve existir um equilíbrio na solubilidade 

das fases polares e apolares (DAGLIA et al., 2004; CAMPOS et al., 2003b). Vale 

ressaltar que entre os nove CGA avaliados no presente estudo, há diferenças de 

polaridade que serão futuramente exploradas, em especial, o fato dos ácidos 

dicafeoilquínicos, conhecidos constituintes de vários tipos de própolis coletadas no 

Brasil (MARTINS et al., 2019), terem possivelmente maior atividade antimicrobiana do 
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que os cafeoilquínicos e os feruloilquínicos. Os compostos fenólicos que possuem carga 

aniônica em geral, promovem desequilíbrio de pH na membrana externa de 

microrganismos que impede o transporte adequado de nutrientes e remove cátions 

divalentes. Sem esses cátions, os fosfolipídeos da membrana se repelem, levando a 

instabilidade da membrana celular (BASHFORD et al., 1988; RUFIAN-HENARES et 

al., 2008).  

Sales et al. (2020), investigaram a influência da espécie de café, grau de 

torrefação e o processo de descafeinação no potencial probiótico dos compostos do café. 

Após 48 horas de incubação, extratos de café arábica de torra média e escura 

aumentaram seletivamente a multiplicação de estirpes probióticas de forma dose-

dependente. Além disso, extratos de café arábica e conilon inibiram a multiplicação de 

E. coli, ao passo que extratos de café descafeinados promoveram sua multiplicação, 

reforçando o potencial antimicrobiano da cafeína. Whitney e Weir (2015), sugerem que 

a exposição de E. coli à cafeína em concentrações de 0,625 mg/mL, provoca dano 

irreversível com alterações de morfologia celular como o alongamento das células. Esse 

alongamento seria uma resposta da E. coli frente ao dano de DNA celular provocado 

pela ação da cafeína, que bloqueia a replicação do material genético do microrganismo 

(DASH E GUMMADI, 2008). Alguns autores propõem que a cafeína também poderia 

se ligar a proteínas de reparo celular do microrganismo, devido à sua estrutura química 

similar aos nucleotídeos purínicos, impedindo que as vias de reparo fossem acionadas 

(KANG et al., 2012). 

Além da presença de compostos fenólicos, a adição de cafeína com compostos 

alfa-dicarbonil (glioxal, metilglioxal e diacetil) e 5-HMF, formados durante o processo 

de torrefação a partir da fragmentação de açúcares nas reações de Maillard, agem em 

sinergia aumentado a atividade antimicrobiana da cafeína (OLASUPO et al., 2003; 

DAGLIA et al., 2007; MALETTA E WERE, 2012). Em pH ácido (especialmente 

abaixo de 5), os compostos fenólicos exercem maior atividade antimicrobiana, pois 

apresentam melhor permeabilidade e solubilidade nos fosfolipídeos da membrana do 

microrganismo (HERALD E DAVISON, 1983). Para trigonelina, Silva et al. (2014) 

testaram extratos de café conilon a 20% e observaram que dentre os compostos 

bioativos do café analisados, o composto em questão (0,69 ± 0,0014 mg/mL) exibiu 

efeito bacteriostático e bactericida contra microrganismos cariogênicos, embora não 

pudessem explicar o mecanismo de ação. 
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Embora os compostos bioativos do café apresentem atividade antimicrobiana 

individualmente, o efeito aditivo (quando a atividade antimicrobiana de compostos 

combinados é igual a soma das atividades das substâncias isoladas) e o efeito sinérgico 

(quando a atividade antimicrobiana de compostos combinados é maior do que a 

atividade da soma das substâncias isoladas), não devem ser negligenciados (DAVISON 

E PARISH, 1989). Desta forma, as propriedades do café não devem ser atribuídas a um 

composto específico, e sim, a interação de vários compostos que atuam em diversos 

alvos celulares (ALMEIDA et al., 2006; KABIR et al., 2014). Em coldbrews obtidos a 

partir dos métodos de imersão e gotejamento, parece ter ocorrido aumento da atividade 

antimicrobiana devido à sinergia entre os diferentes compostos bioativos do café face a 

E. coli e B. cereus para todos os métodos, concentrações, temperaturas e espécies de 

café testados. Esses resultados, associados à interação entre os diversos compostos 

bioativos do café com propriedades antimicrobianas, poderiam explicar o efeito 

inibitório de bebidas de café extraídas a frio frente a células de E. coli e B. cereus.  

Em coldbrews, houve maior efeito inibitório de B. cereus do que de E. coli em 

24 horas, dados consistentes com os reportados na literatura (HERALD E DAVISON, 

1983; RUFIAN-HENARES et al., 2008; 2009; MARTÍNEZ-TOMÉ et al., 2011; 

LANGNER; RZESKI, 2014; PERSIDOU et al., 2015; DUANGJAI et al., 2016). 

Embora haja essa diferença, vale destacar que ambos os microrganismos testados 

tiveram sua taxa de multiplicação reduzida no período de 24 horas (Tabelas 15 e 16). 

Alguns autores referem que extrações por períodos superiores a 7 horas seriam 

desnecessárias, dada a cinética de extração dos compostos bioativos do café (RAO E 

FULLER, 2017; FULLER E RAO, 2018; CASTAÑEDA-RODRIGUEZ et al., 2020; 

RAO et al., 2020), outros propõem que existem diferenças nos teores de sólidos solúveis 

e compostos fenólicos totais de coldbrews extraídos em 14 e 22 horas (CORDOBA et 

al., 2019). Do ponto de vista microbiológico, a partir de 9 horas de extração nos 

métodos de imersão e gotejamento, especialmente em bebidas preparadas com água em 

temperatura ambiente a 10% e 15%, houve tempo hábil para que os compostos bioativos 

presentes nos coldbrews de café arábica e conilon pudessem exercer efeito 

antimicrobiano contra E. coli e a partir de 3 horas de extração contra B. cereus, 

conforme apresentado na Figura 51. 
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                                                                                                                   (b) 

              
 

Figura 51: Efeito antimicrobiano, face a (a) Escherichia coli ATCC 25922 e (b) Bacillus cereus FF4433, de coldbrews de café arábica e conilon 

a 5%, 10% e 15%, com água a 4 ºC e 25 ºC, ao longo de 24 horas de extração. Nota: TA – Temperatura ambiente (25 ºC); TR – Temperatura 

refrigerada (4 ºC); ISF – coldbrew por imersão sem filtro; ICF – coldbrew por imersão com filtro de algodão (saco de queijo); Vac – coldbrew 

por vácuo; Got – coldbrew por gotejamento. 
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As contaminações intencionais desta dissertação foram superiores aos limites 

reportados pelas legislações vigentes (BRASIL, 2011). Porém, em situações de 

desastres ambientais, vazamentos de esgoto no sistema de água ou, até mesmo, 

deficiência no sistema de saneamento ambiental, a presença de Escherichia coli, 

bactéria abundante em fezes de animais e importante indicador microbiológico da 

qualidade da água, pode exceder as concentrações permitidas pela Resolução da 

Comissão Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) número 274/2000, que estabelece o 

limite máximo de 2 x 103 UFC/100 mL de água para este microrganismo (BRASIL, 

2000). Um exemplo disso foi a contaminação em um canal de drenagem em São Paulo, 

conforme descrito por Roveri e Muniz (2016), que encontraram em três dias de coleta, 

concentrações de E. coli de 1,5x105 a 4,5x105 UFC/100 mL de água, indicando, segundo 

os autores, elevada contaminação fecal no trecho do canal analisado e expondo a 

população consumidora desta água a um elevado risco de DTA, podendo provocar 

quadros agudos de diarréia, vômitos, dores abdominais, febre e até mesmo óbito 

(PEROTTO et al., 2021). Mais recentemente, o Rio de Janeiro passou por uma crise 

hídrica nos verões de 2020 e 2021. Bacha et al. (2021), analisaram, entre 2019 e 2020, a 

qualidade microbiológica da água na barragem do rio Guandu, que abastece a cidade do 

Rio de Janeiro, e encontraram 7 x 103 UFC de E. coli /100 mL de água (com variações 

de 1 x 104 a 5 x 104 UFC/100 mL de água), concentrações superiores às preconizadas 

nas legislações vigentes (BRASIL, 2000; 2011).  

Nesse cenário extremo, se essa água fosse utilizada para o preparo de coldbrews, 

o consumo destas bebidas poderia colocar em risco a saúde do consumidor. Por 

exemplo, coldbrews de café arábica a 10% (concentração comumente utilizada) 

extraídos com água em temperatura refrigerada (4 ºC) (temperatura comumente 

utilizada e indicada em sites e blogs para o preparo de coldbrews), exibiram 

concentrações médias de E. coli em UFC/100 mL de 1,93 x 105 para o método ISF; 4,64 

x 105 para o método ICF; 2,54 x 106 para o método Vac; e 1,96 x 105 para o método Got, 

valores bem próximos aos reportados por Roveri e Muniz (2016) e superiores aos 

apresentados por Bacha et al. (2021), indicando  risco em potencial de acometimento 

por uma DTA em decorrência do consumo dessas bebidas de café se preparadas com 

água em condições higiênico-sanitárias insatisfatórias. 

Além da escolha de bebidas mais concentradas e longo períodos de extração 

para garantir maior atividade antimicrobiana do café no preparo de coldbrews, uma 
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contribuição no preparo do produto a nível comercial, seria o emprego da técnica de 

Pasteurização por Alta Pressão (PAP), também conhecida como Alta Pressão 

Hidrostática (APH). Este recurso se destina ao processamento de produtos 

termossensíveis com a aplicação de alta pressão (100 a 1000 MPa) no intuito de 

promover a destruição microbiológica e retardar reações enzimáticas (CAMPOS et al., 

2003a). Recentemente, Bellumori et al. (2021), avaliaram diferentes técnicas de 

estabilidade ao longo de 4 meses, com o objetivo de aumentar o tempo de prateleira de 

coldbrews, preservando as características sensoriais e garantindo a segurança 

microbiológica da bebida. Foram testadas as técnicas PAP, microfiltração, radiação 

ultravioleta e ultra resfriamento. Dentre elas, a PAP exibiu o melhor desempenho, 

mantendo a estabilidade, o teor de CGA, cafeína, compostos voláteis e garantindo a 

segurança microbiológica. A PAP se mostrou como alternativa viável, ainda que de alto 

custo, às grandes redes fabricantes de coldbrews, no sentido de minimizar os riscos de 

contaminação e atender aos requisitos higiênico-sanitários necessários à confecção de 

bebidas de café extraídas a frio conforme preconizam os sistemas de BPF e APPCC 

(PADILHA et al., 2019).  

O presente estudo avaliou a segurança microbiológica de bebidas de café obtidas 

por métodos de extração a frio inovadores. Os achados reforçam a necessidade de 

padronização dos métodos de extração de coldbrews, assim como a garantia do 

adequado armazenamento dos grãos ou pó de café, da qualidade microbiológica da água 

a ser utilizada e do bom estado de limpeza e conservação dos equipamentos e utensílios 

utilizados durante a extração. O tempo de armazenamento de coldbrews por 24 horas 

em temperatura ambiente, mostrou-se potencialmente eficiente para a segurança 

microbiológica da bebida, sendo que outros microrganismos patogênicos precisam ser 

testados. Porém, é essencial que sejam garantidas as BPF e condições higiênico-

sanitárias satisfatórias ao preparo de coldbrews, tanto a nível doméstico quanto 

comercial e industrial.  

 

8. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos nesta dissertação pode-se concluir que: 
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▪ Os teores de sólidos solúveis se correlacionaram fortemente com os teores dos 

compostos bioativos quantificados nas bebidas de café extraídas a quente e a 

frio. 

▪ Não houve diferença de pH entre bebidas de café extraídas a frio e a quente ao 

longo de 24 horas. 

▪ Os grãos de café torrados e moídos apresentaram baixa contaminação 

microbiana, sendo identificada a presença de Bacillus subtillis e fungos. 

▪ Os filtros de papel e de pano não retiveram os microrganismos (Escherichia coli 

ATCC 25922 e células vegetativas de Bacillus cereus FF4433) presentes na 

água de preparo das bebidas de café. 

▪ A água de preparo a 92,5 ºC contaminada com Escherichia coli ATCC 25922 e 

células vegetativas de Bacillus cereus FF4433, eliminou o risco do consumo de 

bebidas de café quente. 

▪ O processo de extração com água em temperatura ambiente resultou em maior 

teor de compostos bioativos quando comparadas a bebidas extraídas com água 

em temperatura refrigerada. 

▪ Todas as condições das bebidas de café avaliadas reduziram na bebida final, em 

diferentes níveis, a carga microbiana intencionalmente contaminada. 

▪ Os métodos a frio que resultaram em maior extração de compostos bioativos 

(imersão e gotejamento), realizados com água em temperatura ambiente e mais 

concentrados, obtiveram os melhores resultados de redução da carga microbiana.  

▪ A extração a vácuo é desaconselhada no preparo de coldbrews, pois dentre todas 

as técnicas testadas, foi a que se mostrou menos eficiente em inibir a 

multiplicação de E. coli e B. cereus. 

▪ Considerando a água, o pó de café e os utensílios de preparo em condições 

higiênico-sanitárias satisfatórias, a técnica de cold brewing mostrou-se segura 

desde que a bebida seja consumida logo após o preparo de 24 horas. 

▪ Os resultados confirmam a atividade antimicrobiana dos compostos bioativos do 

café. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Coldbrews são bebidas de café complexas que necessitam de requisitos especiais 

de higiene em termos de segurança microbiológica. Isso se deve ao fato de que não 

ocorre nenhum processamento térmico durante a sua produção, de forma que o 

cumprimento das BPF e legislações sanitárias devem ser implementados e monitorados 

regularmente. Em geral, recomenda-se que a bebida extraída a frio seja preparada e 

consumida no mesmo dia. Longo período de armazenamento poderia aumentar o risco 

de contaminação microbiológica, afetando as características sensoriais da bebida e até 

mesmo podendo colocar em risco a saúde dos consumidores. 

Atenção deve ser dada à procedência da matéria-prima, pois podem ocorrer 

contaminações nas etapas subsequentes à torrefação, durante o processamento do café. 

A adoção de boas práticas ao longo de todo processo produtivo de coldbrews (incluindo 

aquisição e acondicionamento da matéria-prima, estado de limpeza e conservação de 

equipamentos, recipientes, utensílios, insumos e do próprio manipulador), parece ser 

uma medida muito mais importante na garantia da qualidade e segurança 

microbiológica da bebida do que confiar exclusivamente na ação antimicrobiana dos 

compostos bioativos do café. Isso porque os teores desses compostos dependem de 

inúmeras variáveis, incluindo espécie, região de origem, condições de cultivo, grau de 

torrefação, granulometria, método de preparo, nível de agitação e temperatura da água 

utilizada durante a extração. 

Uma das limitações do estudo foi a adaptação dos métodos e técnicas de 

extração a frio como, por exemplo, o gotejamento e vácuo. No gotejamento, sistemas 

comerciais como Nispira® ou Coldbruer® são utilizados na extração de bebidas de 

café, porém neste estudo, como os equipamentos e materiais necessitavam estar estéreis 

a cada ciclo de experimentos de contaminação intencional, não foi possível utilizar o 

Nispira® que poderia danificar em contato com as altas temperaturas da autoclave (121 

ºC de 15 a 30 minutos). Da mesma forma, à época do planejamento experimental, ainda 

não havia disponível no mercado os sistemas comerciais de extração a vácuo, 

VacOneCoffee® e Gourmia GCM7800® (lançados em 2020), e por isso, a metodologia 

de extração foi adaptada com um sistema de kitassatos conectados a uma bomba a 

vácuo e o gotejamento a partir de um sistema composto por funil de decantação com 

suporte para filtro de papel e um recipiente coletor da bebida. Além disso, não foram 

realizados experimentos de contaminação por tempo superior a 24 horas por não serem 
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comumente utilizados pelos consumidores, embora esta forma de preparo não seja 

impossível de ser realizada. 

São necessários estudos futuros que investiguem as cinéticas de extração de 

CGA, cafeína, trigonelina e melanoidinas em coldbrews ao longo de todo tempo de 

extração das bebidas de café arábica e conilon, em diferentes graus de torrefação, 

métodos de preparo, concentrações, granulometrias e temperaturas para aumentar o 

nível de compreensão dos processos de difusão desses compostos. Também são 

importantes estudos de contaminação intencional com outros microrganismos relevantes 

do ponto de vista da segurança alimentar como S. aureus, Salmonella sp. e L. 

monocytogenes e mais estudos que elucidem sobre o comportamento de esporos 

produzidos por microrganismos patogênicos em coldbrews.  
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331, de 23/12/2019. Regulamento técnico sobre padrões microbiológicos para 

alimentos. Diário Oficial da República Federativa do Brasil, Brasília, DF, 23 dez. 2019.  
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prevenção e controle de doenças transmitidas por alimentos. 2. ed. Brasília. 
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qualidade da água para consumo humano e seu padrão de potabilidade. Brasília. 

DF, 2011. 

https://coffee-brewing-methods.com/entity/cold-brew/
http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/doencas-transmitidas-por


 

140 
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