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RESUMO – A nanoencapsulação é uma técnica promissora para garantir a 
proteção de compostos voláteis e misturas de lipídeos naturais como óleo de café 
torrado. Neste trabalho nanocápsulas de poli(L-ácido lático) (PLLA) contendo 
óleo de café torrado foram obtidas pela técnica de miniemulsificação/evaporação 
do solvente. Óleo presente na formulação foi quantificado em termos de 
rendimento de recuperação por Espectrofotometria UV-Vis. O método foi 
validado pelas seguintes figuras de mérito: linearidade, limite de detecção, limite 
de quantificação, precisão, exatidão e especificidade. Os resultados obtidos 
permitiram concluir que a recuperação do óleo total encapsulado nas nanocápsulas 
de PLLA pode ser determinada na faixa de 0,500 a 0,100 mg/mL. 

1. INTRODUÇÃO 

A fração oleosa de café torrado é composta principalmente por ácidos graxos livres e 
esterificados, diterpenos, esteróis e compostos voláteis. As propriedades funcionais do café e 
de seus subprodutos foram extensivamente avaliadas já que estes são amplamente utilizados 
pela indústria de alimentos (Clarke, 2001). Além disso, tem havido interesse na utilização do 
óleo de café torrado para melhorar as propriedades sensoriais de preparações de café solúvel 
já que o aroma é o principal fator na decisão de compra pelos consumidores (Bhumiratana et 
al., 2011). O aroma do café solúvel (instantâneo) difere do café torrado e moído devido às 
condições severas utilizadas durante os processos de extração e de secagem (Farah, 2009). 
Madene et al. (2006) destacam que a incorporação de pequenas quantidades de flavors em 
alimentos pode influenciar de forma efetiva o produto acabado e sua qualidade, reforçando a 
necessidade do fornecimento de produtos altamente aromáticos. O desenvolvimento de 
metodologias de nanoencapsulação tem aberto possibilidades promissoras para a indústria 
alimentícia, destacando-se a miniemulsificação/evaporação do solvente. Diferentes estudos 
mostram que a técnica de miniemulsificação é efetiva para encapsular compostos lipídicos ou 
lipossolúveis (da Silva-Buzanello et al., 2015). O poli(L-ácido lático) (PLLA) é um polímero 
biocompatível e biodegradável que durante a degradação in vivo tem sua cadeia polimérica 
quebrada em unidades monoméricas de ácido láctico que é convertido em glicose pelo fígado, 



que por sua vez é usada como fonte de energia para o corpo. O uso de nanopartículas de 
PLLA é, portanto, seguro e desprovida de qualquer toxicidade grave (Mahapatro e Singh, 
2011). O PLLA tem sido largamente aplicado em embalagens de alimentos(Tawakkal et al., 
2014) e para encapsular diferentes compostos para aplicação em alimentos como a vitamina E 
(Chaiyasat et al., 2013). Durante o processo de encapsulação os compostos aromáticos podem 
ser degradados ou perdidos sendo necessário realizar a quantificação do óleo efetivamente 
presente na formulação (da Silva-Buzanello et al, 2015). De acordo com Chorny et al. (2002) 
o rendimento de recuperação do composto encapsulado pode ser definido com a relação entre 
a quantidade do composto inicialmente adicionada à formulação e a quantidade real 
determinada após o procedimento de encapsulação. A validação de um procedimento analítico 
pode ser atestada através da determinação de parâmetros conhecidos como figuras de mérito. 
Esses parâmetros, dependendo de onde o método será aplicado, do seu propósito e ou do 
órgão de fiscalização a que estará sujeito podem variar, sendo as principais: exatidão, 
precisão, sensibilidade, seletividade (ou especificidade), linearidade e limites de detecção e de 
quantificação (Valderrama et al., 2009). Somente a partir da análise destas figuras de mérito é 
possível garantir que o método proposto é válido para quantificar o composto de interesse nas 
condições de encapsulação a que foi submetido. Desta forma o objetivo do presente trabalho é 
a validação da metodologia de rendimento de recuperação do óleo de café torrado 
nanoencapsulado em poli(L-ácido lático) (PLLA).

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Materiais

L-lactídeo (Purac), octanoato de estanho (Sigma-Aldrich): síntese do PLLA. 
Diclorometano (Vetec, 99,5% de pureza), metanol (Pró-Quimios, 99,5% de pureza), lecitina 
de soja (Alfa Aesar) para produção e análise das nanocápsulas. O óleo de café torrado foi 
gentilmente cedido pela Café Iguaçu Ltda, de Cornélio Procópio, Paraná. 

2.2. Produção e caracterização das nanocápsulas

O poli(L-ácido lático) (PLLA) foi sintetizado pelo método de polimerização por 
abertura de anel de L-lactídeo utilizando octanoato de estanho como catalisador, de acordo 
com da Silva-Buzanello et al. (2015). Este foi utilizado como polímero encapsulante. A 
técnica de miniemulsificação/evaporação do solvente foi utilizada de acordo com a descrição 
de Leimann et al. (2013). O óleo de café torrado (131 mg) foi encapsulado em PLLA (262 
mg), lecitina (89,6 mg) foi utilizada como surfactante, diclorometano (11,56 g) como solvente 
orgânico e água destilada (22,44 g) como meio contínuo. Nanopartículas sem óleo foram 
preparadas para servirem como branco na análise de UV-Vis. A miniemulsificação foi 
realizada nas seguintes condições: sonicação de 180 s e amplitude de 100% (30 s sonicação, 
10 s pausa) (Fisher-Scientific – Ultrasonic Dismembrator 120 W com ponta de 1/8’’). Após a 
preparação a miniemulsão o solvente foi evaporado (18 h a 40 °C em shaker). O diâmetro 
médio em intensidade (Dz) e índice de polidispersão (IPD) das nanocápsulas foram 
determinados por Espalhamento Dinâmico de Luz (Malvern – Nanosizer, Nano Series) 
(Malvern Instruments, 2011). A determinação do rendimento de recuperação do óleo 
nanoencapsulado foi realizada por Espectrofotometria de Ultravioleta-Visível (UV-Vis, PG 
Instruments e Hitachi U-1900). Uma alíquota de 1 mL de dispersão de nanocápsulas foi seca 



em estufa (40 °C, 2 h). Adicionou-se 1 mL de diclorometano e 1 mL de metanol. Filtrou-se a 
solução com filtros de seringa de nylon (0,45 µm, Maxcrom) e então diluiu-se 10 vezes e a 
amostra foi analisada no UV-Vis. O mesmo procedimento foi utilizado para as nanopartículas 
sem óleo, sendo utilizadas como branco na análise. O cálculo do rendimento de recuperação 
(R(%)) foi realizado com o uso da Equação 1, onde Creal representa a concentração de óleo de 
café torrado determinada na análise por Uv-Vis (mg/mL) e Cteórica representa a concentração 
de óleo de café torrado inicialmente adicionado à formulação (mg/mL). A análise foi 
realizada em duplicata.

100(%) x
C
CR

teórica

real                                         (1)

2.3. Figuras de mérito

Especificidade: espectros dos componentes da formulação das nanocápsulas foram 
obtidos por varredura de 600 a 200 nm em um espectrofotômetro. Foi determinado o 
comprimento de onda onde o óleo de café torrado apresentasse maior absorbância sem 
sobreposição dos demais componentes da formulação. Linearidade: foram preparadas 
soluções, com concentrações de 0,500; 0,300; 0,170; 0,100; 0,040 e 0,020 mg/mL, de óleo de 
café torrado em uma mistura de diclorometano e metanol (1:1) em triplicata. As soluções 
foram avaliadas via espectrofotometria UV-Vis (absorbância determinada na análise de 
especificidade). Limites de detecção (LD) de quantificação (LQ): foram determinados pelas 
Equações 2 e 3, onde: b, representa o coeficiente angular da curva de calibração e S, a 
variância residual calculada a partir do desvio padrão da leitura de amostras em branco (em 
média sete análises).

b
SLD 3,3.                                          (2)

b
SLQ 10.                                             (3)

Precisão: A precisão foi estimada em dois níveis: 1) Precisão intermediária: os desvios 
padrões relativos (DPR%) de três soluções (0,500; 0,100 e 0,020 mg/mL) foram determinados 
com o mesmo equipamento em dias diferentes (inter-dia); 2) Reprodutibilidade: a mesma 
metodologia foi realizada porém em laboratórios diferentes (intra-laboratório) (Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná-Campus Campo Mourão-Laboratório de Análise Instrumental 
I e Universidade Federal de Santa Catarina-Laboratório de Controle de Processos). Exatidão: 
foram realizados ensaios em triplicata em três níveis de concentração conhecida (0,500; 0,100 
e 0,020 mg/mL). A exatidão (E(%)) foi determinada com a Equação 4, onde Cexp (mg/mL) é a 
concentração experimentalmente obtida (calibração) e Cteórica (mg/mL) é a concentração 
teórica correspondente.

100(%) exp x
C
C

E
teórica

 (4)

3. RESULTADOS

Os espectros normalizados dos componentes puros da formulação de nanocápsulas 
estão apresentados na Figura 1. Comparando os espectros é possível concluir que o 
comprimento de onda de absorção máxima para análises de óleo de café, onde há menos 



interferências dos demais componentes da formulação fica em 285 nm. Sendo assim este 
comprimento de onda foi utilizado para determinar a concentração de óleo nas demais 
análises. As três curvas de calibração obtidas a 285 nm estão apresentadas na Figura 2 (a), 
juntamente com as respectivas equações de reta e coeficientes de correlação. Para avaliação 
estatística do ajuste linear das curvas, analisou-se o gráfico de valores preditos em função dos 
valores encontrados, considerando um intervalo de confiança de 95% (Figura 2 (b)), bem 
como o gráfico dos resíduos do sinal analítico (Figura 2 (c)).

Figura 1. Espectros (UV-Vis): (a) óleo de café torrado (0,4 mg/mL), (b) lecitina de soja 
(0,2 mg/mL), (c) PLLA (0,4 mg/mL)

(a) (b) (c)

Figura 2 – (a) Curvas de calibração (triplicata); (b) Relação entre os valores observados 
e preditos (intervalo de confiança de 95%); (c) Gráfico dos resíduos para os valores preditos

(a) (b) (c)

A análise de variância dos resultados obtidos na regressão linear apresentou p<4.10-5 a 
um nível de confiança de 95%. Este resultado demostra que o modelo linear é altamente 
significativo para descrição dos dados (Milagres et al., 2012). As três curvas de calibração 
obtidas apresentaram coeficientes de correlação dentro dos limites exigidos pela legislação 
específica e pelas agências reguladoras (Anvisa, 2003, Inmetro, 2003). Através da análise da 
Figura 2 (b) é possível concluir que há uma distribuição normal entre os valores previstos 
pelo modelo linear de ajuste para os dados obtidos em laboratório. Esta hipótese é confirmada 
pela avaliação da Figura 2 (c), obtida pelo delineamento do comportamento de distribuição 
dos resíduos, que representam a estimativa de erro e dos valores que não são explicados pelo 
modelo. Os valores de limite de quantificação (LQ) e limite de detecção (LD) encontrados 
foram, 0,0050 e 0,0016 mg/mL, respectivamente. Sendo assim, o método permite analisar 
amostras com concentração de até 0,0016 mg/mL, porém a quantificação é feita somente a 
partir de 0,0050 mg/mL. Na Tabela 1 são apresentados os valores obtidos na avaliação da 



exatidão para validação do método proposto. Foram avaliadas três concentrações da curva de 
calibração nesta análise: mínima (0,020 mg/mL), intermediária (0,100 mg/mL) e máxima 
(0,500 mg/mL). As concentrações máxima e intermediária apresentaram valores de exatidão 
superiores a 98% de recuperação percentual. A concentração mínima, porém, apresentou 
baixa exatidão (75,47%). A precisão intermediária e a reprodutibilidade têm seus dados 
apresentados na Tabela 2.

Tabela 1 – Avaliação da exatidão do método 
Cteórica (mg/mL) Cexp (mg/mL) E (%)

0,500 0,492 ± 0,008 98,49
0,100 0,099 ± 0,041 98,99
0,020 0,015 ± 0,062 75,47

Tabela 2 – Avaliação precisão intermediária (inter-dia) e reprodutibilidade (intra-laboratório) 
Laboratório 1 Laboratório 2

Coléo(mg/mL) Dia 1 Dia 2
Precisão 

intermediária 
(DPR%)

Dia 1
Reprodutibilidade 

(DPR%)

0,500 1,308 0,715 1,011 1,002 1,007
0,100 1,963 0,527 1,245 1,349 1,297
0,020 2,830 3,928 3,379 12,60 7,99

Todos os valores de DPR% estão dentro da faixa de 5%, estabelecido como aceitável 
para metodologias analíticas, pela ANVISA (Anvisa, 2003). Apenas o desvio padrão relativo 
para reprodutibilidade de análise da determinação do menor nível de concentração de óleo de 
café torrado (0,020 mg/mL), foi considerado como fora da faixa de aceitação. Como já foi 
verificado na avaliação da exatidão esta concentração apresentou os mais baixos valores de 
exatidão para o método, assim era esperado que as demais avaliações nesta concentração 
pudessem apresentar diferenças significativas. As nanocápsulas de óleo de café torrado 
produzidas foram caracterizadas quanto ao Dz sendo encontrado valor igual a 290 ± 63 nm. O 
IPD das mesmas foi de 0,34 ± 0,16, indicando uma ampla faixa de distribuição de tamanhos, 
o que de acordo com Leimann et al. (2013) ocorre em função da viscosidade da fase orgânica 
que afeta o quebramento das gotas da fase orgânica durante o processo de dispersão ou 
miniemulsificação. O rendimento de recuperação determinado foi de 104,5 ± 2,1 %. O 
resultado mostra que não houveram perdas por volatilização do óleo durante o procedimento 
de encapsulação, ou seja, todo o óleo adicionado à formulação no início do procedimento de 
encapsulação (etapa de dispersão da fase orgânica na fase aquosa) permaneceu até o momento 
da análise.  

4. CONCLUSÕES

Pode-se concluir que a metodologia analítica desenvolvida para quantificação do óleo de café 
torrado presente na formulação de nanocápsulas é adequado. Tendo em vista o resultado 
obtido para o rendimento de recuperação em conjunto com a validação do método também 
pode-se concluir que o método de miniemulsificação/evaporação do solvente é apropriado 
para encapsular óleo de café torrado.
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