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RESUMO

“USO DOS TEORES DE GORDURA EM CHOCOLATE
DETERMINADOS POR ESTUDANTES DE ENSINO MEDIO NA
UNIVERSIDADE PARA ELABORACAO DE UM METODO RAPIDO,
SIMPLES E VERDE: PROPOSTA COM ASPECTOS DIDATICOS E
ANALITICOS”

O chocolate € um dos alimentos processados mais consumidos no mundo,
apresentando importancia nado sé econbémica como também nutricional e
medicinal, podendo ser consumido por todas as faixas etarias. Nos rétulos de
alimentos sao apresentadas varias informacdes nutricionais, entre elas, o teor de
gordura. A determinacao deste parametro geralmente é feita pelo método Bligh-
Dyer, um procedimento lento, que requer o uso de reagentes toéxicos, sendo
gerador de residuo. Visando reduzir ou eliminar estes aspectos negativos, foram
desenvolvidos modelos de calibracdo e validacdo para determinar o teor de
gorduras totais em chocolates a partir da alianga entre a fluorescéncia de raios X e
a quimiometria. Apesar de tais aspectos, o metodo Bligh-Dyer é simples, nao
requerer equipamento sofisticado e apresenta um elevado potencial didatico.
Portanto, para a construgdo dos modelos quimiométricos, os valores considerados
como de referéncia foram determinados pelo método de Bligh-Dyer por alunos de
ensino médio de escolas publicas da regiao de Campinas, depois de estudos
estatisticos dos mesmos. Desta forma, utilizando um alimento muito consumido
pelo publico jovem, foi possivel integrar alunos do ensino meédio com a
universidade e propor uma alternativa ao método analitico convencional, sendo
muito atraente para analises de rotina, com erros inferiores ao estabelecidos pela

legislacao brasileira vigente.
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ABSTRACT

"USE OF FAT CHOCOLATE CONTENTS OBTAINED BY HIGH
SCHOOL STUDENTS IN THE UNIVERSITY FOR THE
DEVELOPMENT OF A FAST, SIMPLE AND GREEN METHOD: A
PROPOSITION WITH EDUCATIONAL AND ANALYTICAL
ASPECTS"

Chocolate is one of the most processed foods consumed in the world, presenting
not only economic but also nutritional and medicinal importance, being consumed
by all age groups. Nutritional data are presented at food labels, including fat
contents. The determination of this parameter is based on Bligh-Dyer method,
considered time-consuming, laborious and producing residues. These methods
involve the use of reagents (some toxic) besides destroying the samples. In order
to reduce or eliminate these negative aspects, calibration and validation models
have been developed to determine the total fat content in chocolates from the
alliance between X-ray fluorescence and chemometrics. Despite these aspects,
the Bligh-Dyer method is simple, does not require sophisticated apparatus and
shows a high didactic potential. Therefore, reference fat values were determined
by the method of Bligh-Dyer by high school students from public schools in the
region of Campinas and were used to construct chemometric models. Thus, using
a attractive food consumed by young students, it was possible to integrate high
school to the university and to propose an alternative to conventional analytical
method. It is very attractive for routine analysis, with errors lower than those
established by Brazilian legislation.
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l. INTRODUCAO







1.1 INTRODUCAO GERAL

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a ANVISA, todos os
produtos obtidos a partir da mistura de derivados de cacau (massa de cacau,
cacau em p6é e ou manteiga de cacau) com outros ingredientes, contendo no
minimo 25% de sélidos de cacau, sdo chamados de chocolate. O produto pode
apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados (Brasil, 2005).

A fabricagdo de chocolate segue as normas internacionais recomendadas
pela FAO (Food and Agricultural Organization) e ICCO (International Cocoa
Organization) que englobam diversos tipos de produtos homogéneos, preparados
a partir de raspas, farelo, massa, manteiga ou pasta de cacau; além do préprio
cacau em po. A adicao de agucares, leite, castanhas e outros ingredientes podem
ser realizadas, conforme os tipos de chocolates desejados, afetando diretamente o
rendimento de gordura do produto final (Minin e Cecchi, 1998; Minin et al., 1999).

Legislacdes de diversos paises exigem que os alimentos pré-embalados
apresentem rotulo com informacgdes sobre as propriedades nutricionais, permitindo
que o consumidor possa adequar sua dieta (Agarwal et al.,, 2006; Kays et al.,
1996).

Embora as informagbes variem conforme o tipo de alimento, os rétulos
devem apresentar dados referentes ao valor energético, teores de proteina, de
carboidrato, de gordura e de fibras alimentares (Kays et al., 1996; Celeste, 2001).

As gorduras sado biomoléculas orgéanicas insollveis em agua, que podem
ser extraidas de células e tecidos por solventes organicos nao polares. Entre os
métodos encontrados na literatura para a quantificacdo do teor de gordura, o de
Bligh-Dyer (Bligh e Dyer, 1959) € o menos complexo, pois utiliza apenas vidraria
simples, ndo dependendo de nenhum equipamento especifico ou sofisticado. Por
outro lado, para sua execugao, sdo necessarios solventes organicos téxicos, uma
vez que o procedimento utiliza uma mistura de cloroférmio-metanol-agua e o
procedimento € lento, laborioso e gerador de uma grande quantidade de residuos
(Terra, 2009).



Apesar de ser o método oficial empregado atualmente na industria
alimenticia, os aspectos negativos do método Bligh-Dyer citados comprovam a
necessidade de se desenvolver um método alternativo para determinacdo de
teores de gordura em alimentos.

Devido ao seu carater oficial, o método Bligh-Dyer foi utilizado como
sendo o de referéncia para obtencdo e validacdo do método proposto.
Paralelamente, cabe ressaltar que a sua realizacdo envolve etapas de elevado
potencial didatico, representado pelos diversos conceitos quimicos e técnicas de
laboratério que podem ser explorados; em especial para as aulas de Quimica do
ensino médio (Forchetti et al., 2011).

E fato que, entre os estudantes do ensino médio existe uma imagem muito
negativa da Quimica, ja que se associa a disciplina uma grande complexidade e
dificuldade. Muitas vezes ainda, estes estudantes chegam a considerar que essa
ciéncia nao faz parte de suas vidas (Terra e Bueno, 2011). Com o intuito de
despertar o interesse e a importancia dos conceitos presentes nos curriculos
escolares verifica-se, portanto, a necessidade da utilizacdo de propostas
alternativas. Uma possivel forma de ampliar a percepcao publica da importancia
da Quimica é a interacdo entre a escola e a universidade. A realizagdo de um
método oficial (Bligh-Dyer) em um ambiente de ensino universitario, envolvendo
um produto atrativo e muito consumido pelo publico juvenil foi comprovada como
sendo uma ferramenta para estimular o interesse pela pesquisa e por projetos
cientificos (Forchetti et al., 2011).

Visando minimizar aspectos relacionados ao consumo de reagentes e
geracao de residuos, além de tempo reduzido de andlise e utilizando os teores de
gordura obtidos pelos estudantes, como valores de referéncia, foram
desenvolvidos métodos de calibracdo e validagdo. Aliando a fluorescéncia de raios
X e a quimiometria, foi possivel estabelecer um modelo robusto de previsao de
amostras variadas de chocolates quanto ao teor de gordura.



.2 ROTULAGEM DE ALIMENTOS

Os consumidores esperam e acreditam na veracidade de informacodes
contidas nas embalagens de alimentos, principalmente para aqueles que
necessitam de uma dieta mais controlada. Os excessos ou deficiéncias quanto
aos nutrientes podem ocasionar doencas cardiacas, obesidade, osteoporose,
entre outros problemas. As informag6es nutricionais sdo obrigatorias para valor
energético (VE), teores de proteinas, carboidrato, gordura, fibra alimentar; e o
cumprimento da legislacao ocorre através de um controle analitico (Kays et al.,
1996).

A ANVISA é o 6rgao brasileiro que, entre outras funcdes, estabelece as
legislagbes e seus cumprimentos relacionados com a rotulagem nutricional que
deve estar presente nos alimentos pré-embalados. A resolucdo RDC 360 de 23 de
dezembro de 2003 institui uma tolerdncia de 20% nos valores nutricionais
declarados no rotulo (Brasil, 2003).

Segundo esta resolucao, o valor energético e o teor de nutrientes devem
aparecer no rétulo. Também devem ser apresentadas as chamadas informacdes
nutricionais complementares, que consistem de quaisquer representagbes que
afirme, sugira ou implique que um produto possui propriedades nutricionais
particulares, especialmente, mas nao somente, em relacdo ao seu valor
energético e conteudo de proteinas, gorduras, carboidratos e fibra alimentar,
assim como ao seu conteudo de vitaminas e minerais (Brasil, 2003).

Estudos realizados por Bryant e Atwater relacionam o valor energético
(VE) com os teores de carboidrato (C), proteina (P) e gordura (G) de um
determinado alimento (Harris, 2001).

VE=4C+4P +9G Equacao 1

A determinacao do teor de cada um dos macronutientes envolvidos na
equacao de Atwater € realizada por métodos analiticos distintos. Para a

quantificacdo de gordura, varios sdo os métodos encontrados na literatura, sendo



o método proposto por Bligh e Dyer (Bligh e Dyer, 1959) o mais utilizado pela

industria de alimentos.

1.3 CHOCOLATES

A utilizacao de chocolate pelos humanos data do periodo pré-classico (de
900 aC até 250 dC). Foram detectados residuos de cacau em ceramicas maia que
datam de 600 aC. Em varias delas e em murais, € possivel visualizar hierdglifos
que simbolizam a oferta de chocolate a governantes e deuses. Segundo Hurst e
colaboradores, esta é a |justificativa da designacao latina para cacaueiro,
Theobromacacao, significar “alimento dos deuses” (Hurst et al., 2002).

Estudos sobre a histéria, fabricacao e divulgagao do chocolate (McFadden
e France, 2003) descrevem que Don Cortez, apds a conquista do México em
1520, levou a bebida a base de favas de cacau para a Espanha. Amarga e
adstringente, a bebida ganhou nova versdao quando os espanhéis adicionaram
acucar. Apenas em 1727, Nicholas Sanders propbs a adicao de leite a bebida,
aumentando o teor de gordura da mesma.

Em 1828, o holandés Conrad Van Houtten desenvolveu uma técnica de
prensagem do cacau moido para extrair a manteiga de cacau. A partir de entao,
surgiram as primeiras ideias de chocolate comestivel, associando a mistura moida
de favas de cacau, agucar e manteiga de cacau. Em 1847, na Inglaterra, Joseph
Storrs Fry comercializou as primeiras barras de chocolate, seguido rapidamente
pelos irmaos Cadbury (McFadden e France, 2003).

Com o desenvolvimento das barras de chocolate, este produto foi se
difundindo ainda mais pelo mundo, adquirindo cada vez mais consumidores, assim

como atraindo novos empreendedores.

1.4 GORDURAS

Os lipidios sao biomoléculas orgéanicas insoluveis em dgua que podem ser
extraidas de células e tecidos por solventes organicos ndo polares. Os lipidios
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possuem varias fungdes biolégicas importantes: sdo componentes estruturais de
membranas e estdo relacionados ao armazenamento e transporte de combustivel
metabdlico (Lehninger, 1990).

A importancia nutritiva/fisiolégica das gorduras estd associada
principalmente ao seu poder energético, uma vez que nas reacbes de
transformacao do organismo, para cada grama de gordura sao fornecidas 9 kcal,
enquanto carboidratos e proteinas resultam em 4 kcal (Equacao 1). Uma ingestao
excessiva de gordura provoca doencas cardiovasculares e a reducao de lipideos
pode resultar em deficiéncia de acidos graxos polinsaturados essenciais e
caréncia em vitaminas lipossolluveis. Simultaneamente, os lipideos possuem
funcbes indispensaveis no processamento dos alimentos, que incluem textura
agradavel, capacidade de solubilizar muitos constituintes aromaticos, aroma e
sabor especificos (Belitz e Grosch, 1987; Terra, 2009).

Os 6leos e gorduras sdo compostos de triglicerdis sendo obtidos pela
reacdo quimica entre o glicerol e acido graxo, podendo conter ligacées duplas, o
que torna a molécula insaturada, ou ligacdes simples, molécula saturada. Em
ocasides de ocorréncia de insaturacdes o fenbmeno de isomeria geométrica pode

acontecer nas formas cis e trans, conforme a Figura 1.
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Figura 1: Representagéo de isdbmeros geomeétricos Cis-Trans

A formagéo de acido graxo trans tem como vantagem um ponto de fusdo
superior ao isbmero cis, possibilitando um aumento do teor de sdlidos na gordura
hidrogenada (Ribeiro et al., 2007), porém seu efeito para a saude humana é

preocupante.



Alimentos que apresentam gorduras saturadas em sua composicao, como
carnes, leite e derivados, possuem um aumento no indice de LDL-colesterol,
podendo provocar doencgas cardiacas, acumulo de gordura no sangue, obesidade,
entre outros. No entanto, os processos de hidrogenacgao total ou parcial de éleos
vegetais comuns em industrias, pelo fato de promover a retirada de odores e
sabores indesejaveis, bem como a reutilizacdo de O6leos em frituras, tem
proporcionado a formacdo de 4&cidos graxos trans (Feuge et al, 1962;
Glushenkova e Markman, 1968; Raju et al., 1968). Aspectos relatados por Martin e
colaboradores revelam que a ingestao de gorduras frans, em média, € de 80 a
90% referente ao consumo de alimentos com hidrogenagéo parcial (Martin et al.,
2004).

Os acidos graxos trans sdo considerados os grandes vildes da saude
porque alteram a relacdo LDL-colesterol/HDL-colesterol, aumentando o nivel de
‘mau colesterol” (LDL) e diminuindo o “bom colesterol” (HDL) no organismo. Tal
fato acentua os problemas gerados pelo consumo de qualquer tipo de gordura
(Willett e Ascherio, 1995; Mozaffarian et al., 2006).

Devido a inumeros problemas provocados pelo consumo de gorduras
trans, a ANVISA determina que o rétulo apresente o teor dessa gordura em
mg/porcdo de alimento. Dessa forma, varios produtos foram reformulados
inserindo gordura saturada para manter suas caracteristicas (Gagliardi et al.,
2009; Brasil, 2010).

A manteiga de cacau é a principal forma de gordura presente nos
chocolates. Ela possui caracteristicas proprias, sendo obtida por processo
tecnoldgico adequado da massa de améndoas do cacau (Brasil, 2005).

A manteiga do cacau é composta predominantemente (75%) de triglicerdis
simétricos como o acido oleico, possuindo apenas tracos de triglicerdis
assimétricos. Apresenta aproximadamente 20% de triglicerdis na fase liquida a
temperatura ambiente, possuindo faixa de fusado entre 32-35 °C e amolecimento
ao redor de 30-32 °C. Acidos graxos saturados e monoinsaturados também s&o



encontrados na manteiga de cacau, em especial, o acido palmitico, estearico e
oleico (Shukla, 1995; Afoakwa et al., 2007).

A escolha do tipo do triglicerol e do acido graxo utilizado na massa do
chocolate pode influenciar no polimorfismo da cristalizagdo da gordura na etapa de
temperagem, possibilitando a estabilidade mesmo diante de alteracées de
temperatura e evitando efeitos de “fat bloom” com formagdo de uma camada
esbranquigcada na superficie (Feuge et al., 1962; Minifie, 1989).

Para substituicao total ou parcial da manteiga de cacau, a industria e
pesquisadores tém trabalhado no desenvolvimento de sucedaneos, produzindo
gorduras que atendam as necessidades dos consumidores, as exigéncias legais e
melhorando a qualidade da gordura do chocolate. Entre estas gorduras, estdo as
obtidas a partir de carocos de palma, coco ou babacu, as chamadas de lauricas,
que sao liguidas em temperatura ambiente e de facil cristalizacdo, melhorando a
consisténcia do chocolate e efeito de derretimento na boca (Lannes, 1993; Lannes
e Gioielli, 1996; Richter e Lannes, 2007).

1.5 METODO DE EXTRACAO DE GORDURA

A extracao de 6leo/gordura € um processo fisico que consiste na retirada
deste composto de uma determinada amostra com uso de solvente e recuperado
sem ocorréncia de qualquer reagao quimica (Regitano-d'Arce e Lima, 1987).

O primeiro aparelho para extracao de lipidios em matrizes organicas foi
desenvolvido por Franz Von Soxhlet, em 1879 (Schneider, 1980), com a vantagem
da amostra permanecer em contato com o solvente durante o processo,
possibilitando maior obtengdo de gordura e apresentar metodologia simples (De
Castro e Garcia-Ayuso, 1998). Por outro lado, a quantificagdo de alguns
componentes lipidicos pode ser comprometida, ja que o solvente permanece em
refluxo por muitas horas, o que favorecem as reacdes de peroxidacéo e hidrélise
(Kates, 1972).

Uma alternativa para eliminar os aspectos negativos da proposta de
Soxhlet € usar o método de Bligh-Dyer. Este método é de simples realizacdo, sem



uso de equipamentos sofisticados e ha extracao eficiente de lipidios neutros e
polares, sustentada pela teoria do equilibrio liquido-liquido de trés componentes
(cloroférmio, metanol e agua), cuja solubilidade pode ser verificada pelo diagrama
ternario (Bligh e Dyer, 1959).

A amostra € misturada com metanol e cloroférmio numa proporcao em
que formam uma fase. A adicdo de mais cloroférmio e agua, apo6s agitacao,
promove a formacdo de duas fases distintas, uma de cloroférmio, contendo
lipidios, e a outra de metanol e agua, fase aquosa. A fase do cloroférmio com a
gordura é separada e, apds a evaporacao do solvente, obtém-se a pesagem

quantitativa de gordura (Terra, 2009).

1.6 FLUORESCENCIA DE RAIOS X

A fluorescéncia de raios X (FRX) é uma técnica de andlise relacionada
com a medida de energia e intensidade caracteristicas da radiagcdo X emitida por
uma amostra irradiada com radiacao eletromagnética (IUPAC, 2013). A resposta
analitica gerada é obtida pela medida das intensidades dos raios X emitidos pelos
elementos presentes na amostra em seus comprimentos de onda
correspondentes.

Para os elementos ditos pesados (Z>11) € o efeito fotoelétrico que permite
obter as informagdes quali e quantitativas. Quando um elemento recebe alta
energia, um elétron é foto-ejetado com energia cinética equivalente a diferenca
entre a energia inicial da particula e a energia de ligagdo do elétron com o atomo,
gerando uma vacancia e deixando o atomo instavel (Skoog et al., 2002). Para
reestabelecer a estabilidade do atomo, € possivel que um elétron de camada mais
externa ocupe a vacancia, sendo que a diferenca de energia entre 0s niveis

eletrdnicos sera emitida na forma de fétons de raios X (Figura 2):
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Figura 2: Representagéo do efeito fotoelétrico e processo de estabilizagdo

do atomo envolvendo elétrons externos.

A camada a ser preenchida pelo féton determina a nomenclatura da emisséo
de raios X, sendo a (a mais proxima), B, y, 0, etc, segundo o diagrama (Jenkins,
1970).
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Figura 3: Diagrama de transigbes de raios X e suas respectivas denominagoes.
A energia liberada do deslocamento eletronico dos atomos da amostra
irradiada pela radiagdo X € caracteristica de cada elemento, enquanto a
intensidade da energia emitida € proporcional a quantidade do elemento na
amostra (Jenkins e De Vries, 1970; Skoog et al., 2002).
Embora o efeito fotoelétrico ndo tenha os mesmos resultados para os
elementos considerados leves, pois estes promovem o espalhamento excessivo
da FRX, informag¢des importantes podem ser obtidas sobre eles quando séo

aplicadas ferramentas quimiométricas. Isto porque, o perfil do espectro
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dependente de varias caracteristicas da amostra como composicdo, estrutura
cristalina e concentracdes relativas de seus componentes (Terra et al., 2010a).

Sendo assim, as ja conhecidas vantagens da FRX como rapidez,
realizacdo de pouco ou nenhum pré-tratamento da amostra, baixo custo
operacional e ndo necessidade de uso de reagentes, pode ser acrescida a
obtencdo de resultados qualitativos e quantitativos, tanto da parte inorganica
quanto organica da amostra (Terra et al., 2010b).

Na FRX, todos os atomos espalham fétons de raios X do feixe incidente
simultaneamente ao efeito fotoelétrico, sdo os denominados efeitos Rayleigh,
Compton e Raman. A intensidade do espalhamento depende do niumero atémico,
principalmente para elementos ditos leves (Z<11) e da composicao organica da
amostra (Jenkins, 1970).
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Figura 4: Representagéo dos efeitos Compton e Rayleigh

Atualmente, para andlises qualitativas ou quantitativas utilizando a técnica
de FRX paras amostras que apresentam muito espalhamento, o uso de
ferramentas quimiométricas pode revelar diversas informagbes quimicas

relevantes.
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1.7 QUIMIOMETRIA

A quimiometria, segundo a Sociedade Internacional de Quimiometria, € a
area da quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos para planejar
ou selecionar experimentos fornecendo o maximo de informagdes quimicas com a
analise dos dados (ICS, 2013). Ela vem demonstrando ser uma ferramenta
importante para a quimica analitica, pois pode trazer informacdes através de
variaveis espectrais determinadas pelos diversos tipos de instrumentos, facilitando
a interpretacao de resultados (Ferreira et al., 1999).

Uma das limitagdes da técnica de FRX era a obtencao de informacodes
quimicas em amostras complexas e de matriz organica devido ao alto grau de
espalhamento gerado por atomos leves de carbono e hidrogénio, porém a
associacdo com a quimiometria permitiu um avancgo significativo para analises
quali e quantitativas. Unindo FRX e quimiometria, De Oliveira e colaboradores
(2010) desenvolveram, a partir de espectros de FRX, uma metodologia capaz de
determinar quantitativamente espécies de Cr** e Cr®* em solugao, diretamente por
calibracao multivariada. A principal explicacdo para o método desenvolvido esta
relacionada a combinagdo dos picos de cromo e da regido de espalhamento do
tubo de raios X conterem informacoes especificas para cada espécie analisada.
Terra e colaboradores (2010a) quantificaram a partir do método PLS (do inglés,
Partial Least Squares), teores de carboidratos, proteinas, gorduras e valores
energéticos de alimentos industrializados, de maneira rapida e sem uso de
reagentes, por EDXRF. Os erros apresentados foram menores que 14%. Em FRX,
as analises exploratérias também podem ser feitas por uso de ferramentas
quimiométricas, como proposto por Custo et al. (2002) para classificacdo de solos.

As principais ferramentas quimiométricas utilizadas sdo a analise por
componentes principais (PCA — do inglés, Principal Component Analysis) e a
regressao por quadrados minimos parciais, o PLS. Ambas consistem na reducao
da dimensionalidade do conjunto de dados a partir de combinacdes lineares das
variaveis originais (Moita Neto e Moita, 1998; Martens e Naes, 1996; Beebe,
1998).
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A base fundamental da maioria dos métodos modernos para tratamento
de dados multivariados € a PCA. Este método consiste numa manipulacdo da
matriz de dados com objetivo de representar as variacbes presentes em muitas
variaveis, através de um numero menor de "fatores", construindo um sistema de
eixos para representar as amostras, no qual a natureza multivariada dos dados
pode ser visualizada em poucas dimensdes (Malinowski, 1991).

PCA é um método que projeta os dados multivariados num espaco de
dimensdo menor e, como resultado, as informacées mais relevantes se tornam
mais “Obvias”. Esta analise também pode ser usada para detectar amostras com
comportamento atipico (anémalo), ou seja, diferenciado do restante do conjunto
(Martens e Naes, 1996).

Em uma PCA, o agrupamento das amostras define a estrutura dos dados
através de gréficos de scores e loadings, cujos eixos sd0 componentes principais,
nos quais os dados sdo projetados. Como as componentes principais (PC) sao
ortogonais, é possivel estabelecer relagdes entre as amostras e variaveis. Este
método esta fundamentado no conceito de correlacao entre as variaveis originais,
gerando nova variavel (PC) direcionada ao longo do eixo de maior espalhamento
dos dados. A sua aplicacado implica em decompor a matriz de dados (X) em duas
outras matrizes: a de scores (T) e a de loadings transposta (P’), conforme a
Equacéo 2, onde E é a matriz de erros ao realizar esta decomposicao (Ferreira et
al., 1999; Wold et al., 1987).

X=TP'+E Equacao 2

A matriz de scores expressa a relagdo entre as amostras, apresentando
as suas coordenadas em um novo sistema de eixos. J& a matriz de loadings
expressa a relagdo entre as variaveis, identificando o quanto cada uma delas
contribuiu na formacao das componentes principais (Ferreira et al., 1999; Wold et
al., 1987).
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Para se estabelecer uma relacdo quantitativa entre as variaveis e as
informacdes de interesse, cria-se um modelo matematico ou de calibracao através
do método PLS.

O método PLS é uma ferramenta quimiométrica muito importante para
ajustar um modelo robusto e que promove pouca alteracdo na inclusdo de
amostras externas no conjunto de calibracdo. A regressado PLS estabelece uma
relacdo quantitativa entre o conjunto das respostas instrumentais (por exemplo,
dados espectrais) e uma ou mais propriedades fisicas ou quimicas das amostras
de interesse. A primeira etapa consiste em montar uma matriz de dados X a partir
de dados espectrais (variaveis independentes) e Y as propriedades de interesse
(variaveis dependentes). A segunda etapa € eliminar informag¢des que ndo sao
relevantes ao sistema, através de combinacdes lineares das colunas da matriz X
realizada pela PCA. Na terceira etapa, relaciona-se a matriz X (reduzida na PCA)
com a matriz Y que possui a propriedade de interesse. Nesse processo, €
importante a escolha correta do nimero de variaveis latentes que ira fornecer a
melhor previsdo de novas amostras e com o menor erro de previsdo. Um numero
muito grande de variaveis latentes leva a incorporagao de ruidos (“overfitting”); por
outro lado, um numero reduzido de variaveis latentes resulta em um modelo pouco
ajustado (Ferreira et al., 1999; Wold et al., 1987).

Os valores previstos pelo modelo sdo comparados com os valores de
referéncia e os erros sdo calculados. A partir destes, é obtida a soma dos
quadrados dos erros de previsdo (PRESS, Predicted Residual Error Sum of
Squares) para cada variavel latente. Apos a construcdo do modelo de calibragéo,
amostras sdo utilizadas para verificar a capacidade de previsdo do modelo
(Martens e Naes, 1996).

Através das figuras de meérito, € possivel verificar a adequacédo do modelo.
A sensibilidade (SEN) é dada pela Equacdo 3, na qual bx é o vetor dos
coeficientes de regressdo estimado pelo modelo PLS. Os limites de deteccao
(LOD) e de quantificacdo (LOQ) pelas Equagbes 4 e 5, respectivamente, nas quais
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Ox € uma estimativa do desvio padrao da flutuacado do sinal analitico (Valderrama
et al., 2009):

SEN = — Equagéo 3
1
LOD=36.|b. || =35, —— Equacio 4
.oy BN quagéo
1
LOOQ =105 |b. | =105, —— Equacao 5
Q byl BN quagéo

Em termos estatisticos, erros aleatérios e sistematicos podem estar
associados as andlises quimicas. Uma das formas de se averiguar se os erros
sistematicos presentes em um modelo multivariado possui significancia estatistica
€ calcular o tyas, conforme Equacao 6, considerando SDV (do inglés, Standard
Deviation of Validation) como sendo o desvio padrao para os erros de validacao e

n o numero de amostras do conjunto de previséo.

| bigs|Am

thias = —pn Equacao 6

Caso o valor de fpss calculado seja maior que o valor t critico (tiapelado), para
n-1 graus de liberdade a 95% de confianca, ha evidéncias de que erros
sistematicos sao significativos. Se tpias < tiabelado, 0S €rros sistematicos incluidos no
modelo podem ser considerados insignificantes e desprezados (Valderrama et al,
2009).

Segundo a IUPAC (Currie, 1999), o bias da Equacéo 6 corresponde a
diferenca entre a média da populagéo e o valor verdadeiro para verificacao do erro

significativo. Sendo assim, na Equacéo 7, y; e #: correspondem aos valores de

referéncias e aos valores previstos pelo modelo:

=SS Equagdo 7

bias =
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O desvio padrao para os erros de validacao (Valderrama et al., 2009),
SDV, é obtido através da Equacao 8:

[T [yi=5)—bias)®

8 n—1

SDV = Equacéao 8

1.8 PARAMETROS CURRICULARES NACIONAL DO ENSINO
MEDIO (PCNEM) DE QUIMICA

Na escola, de modo geral, o individuo interage com um conhecimento
essencialmente académico, principalmente através da transmissdo de
informacgdes, supondo que o estudante, memorizando-as passivamente, adquira o
“conhecimento acumulado”. E importante apresentar ao aluno fatos concretos,
observaveis e mensuraveis, uma vez que 0s conceitos que o aluno traz para a
sala de aula advém principalmente de sua leitura do mundo macroscépico
(Pereira, 2009).

No nivel médio de ensino, a atividade experimental precisa ser programada,
seja ela demonstrativa ou ndo, para que se tenha objetivos claros a serem
alcancados, visando sempre o aprendizado significativo de conceitos,
desenvolvimento de habilidades cognitivas, como transposicdo de linguagem
quimica de simbolos, férmulas e reagdes para algo mais proximo a sua realidade,
interpretacdo de tabelas, graficos, elaboracdo de resolucbes de problemas e
contribuicdes nas tarefas do grupo (Silva e Bandeira, 2006).

As habilidades e competéncias podem ser trabalhadas no Ensino de
Quimica de maneira ludica, para que se tenha maior participacdo e interesse da
turma no processo de ensino e aprendizagem (Silva e Uchda, 2009).

Os Parametros Curriculares Nacional do Ensino Médio (PCNEM) foram
criados por especialistas e educadores de todo o Brasil para auxiliar os
profissionais da educacao na elaboracéo do curriculo escolar e planejamento de

aulas, tendo em vista uma nova vida contemporanea com muitas informacoes e
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conteudos interdisciplinares. Os PCNEM enfatizam a importancia de se trabalhar a
experimentacao, pois, além de aspectos pedagdgicos, ela permite estabelecer
habilidades cognitivas. Paralelamente, a exploracdo de conceitos de forma
contextualizada favorece o processo de ensino e aprendizagem (Brasil, 1999).
Seguindo estas colocacbes, a proposta deste trabalho envolveu uma
atividade experimental em laboratérios de ensino universitario e a vivéncia de um
experimento tal como ele ocorre em um ambiente industrial envolvendo uma

amostra de grande conhecimento do publico alvo, isto &, alunos de ensino médio.

1.9 QUESTIONARIO

A quimica € uma disciplina geralmente “renegada” pelos estudantes de
ensino médio por varios aspectos. Possivelmente um deles esteja associado a
imagem popular da quimica, visto que, em geral, a midia apresenta esta ciéncia
como grande vila. A divulgacao de agbes de grande importancia e interesse para a
populagdo pode quebrar este “senso comum”, como a demonstragdo de analise
quimica para o controle de qualidade de diversos materiais, alimentos, etc ou
ainda a criagao de novos medicamentos, produtos e técnicas instrumentais.

Com o objetivo de mapear as impressdes dos estudantes sobre a ciéncia
Quimica, assim como criar um instrumento para averiguar se a proposta atingiu os
objetivos propostos com relagdo a parte didatica, utilizou-se um questionario para
coleta de dados.

O questionario € uma técnica estruturada para coleta de dados por
amostragem, que consiste de uma série de perguntas que um entrevistado deve
responder (Gunther, 2003; Trujillo, 1998; Malhotra, 2001). Em uma pesquisa de
opinido, de modo geral, pode-se classificar 2 categorias, de acordo com a forma
de obtencdo e tratamento dos dados. Usualmente, essas categorias sao
conhecidas como: Pesquisa Qualitativa e Pesquisa Quantitativa (Trujillo, 1998).

Neste trabalho, optamos pela realizagcdo de uma pesquisa quantitativa,
tendo como instrumento de pesquisa um questionario. A opcado em se fazer uso

desta técnica esté relacionada a algumas de suas vantagens, como: economia de
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tempo; abrangéncia simultdnea de um maior nUmero de pessoas; obtencao de
respostas mais rapidamente; maior liberdade ao entrevistado em razdao do
anonimato; menor risco de distor¢cdo das respostas por influéncia do pesquisador;
etc. Cabe ressaltar que o uso de questionarios numa pesquisa quantitativa € um
instrumento de auto aplicacdo e, como tal, apresenta alguns aspectos negativos
como, por exemplo, grande niumero de perguntas sem respostas; impossibilidade
de explicacdes de questdes mal compreendidas; efc (Best e Kahn, 1998).

A pesquisa quantitativa utiliza-se de tratamento estatistico para que o
publico-alvo atinja a representatividade de um universo que resulta na
quantificacdo dos dados (Malhotra, 2001; Best e Kahn, 1998). Também é
necessario que o tratamento dos dados seja feito de maneira adequada, uma vez
que, assim como para os dados experimentais instrumentais, existem sistematicas
muito bem estabelecidas para obtencéo e tratamento de dados investigados por
meio de pesquisa de opinidao (Trujillo, 2001).
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PARTE I: ASPECTOS DIDATICOS
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Il. OBJETIVOS DIDATICOS - PARTE |
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I.1 OBJETIVOS DIDATICOS

Promover uma aproximagdo do estudante da escola publica a uma
Universidade publica.

Propor, otimizar e realizar proposta experimental em laboratério de quimica
universitario envolvendo estudantes do ensino médio para estimular a pesquisa
neste nivel de ensino e promover aprendizagem efetiva e interativa de diversos
conceitos e procedimentos da Ciéncia Quimica, com a participacao de estudantes,
monitores de graduacao e pds-graduacao, bem como de professores.

Elaborar e validar questionarios de opiniao para verificar o potencial didatico
da proposta.

Quantificar os valores de gorduras totais em amostras de chocolate para
serem usados como referéncia para um método alternativo que nao gere residuos
e, portanto, venha de encontro com as necessidades ambientais.

“Quebrar” o senso comum de que os valores apresentados em rétulos de
embalagens correspondem ao valor real e, portanto, alertar aos consumidores
quanto a confianga absoluta nas informagbes nutricionais dos produtos

industrializados.
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lll. EXPERIMENTAL - PARTE |
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.1 CONSIDERACOES GERAIS

O publico alvo selecionado era composto de estudantes do ensino médio
publico que possuem em sua grade curricular a disciplina de Quimica. A
integracao Universidade-Escola ocorreu em 3 momentos distintos: nas atividades
do ano internacional da Quimica realizadas pelo IQ-UNICAMP em 2011 (AIQM),
no Il Programa Quimica em Acado em 2011 e no IV Programa Quimica em Acao
em 2012.

A proposta aplicada dentro das atividades do Ano Internacional da
Quimica (AIQM, 2013) teve auxilio da diretoria do Instituto de Quimica que cedeu
0 espaco fisico e materiais, além de auxilio financeiro para compra de reagentes e
alimentacao dos estudantes (Anexo I). A Escola Técnica de Monte Mor (ETEC)
também apoiou a proposta, permitindo a divulgacdo da mesma em sua unidade
junto aos seus alunos e patrocinando o transporte destes para a UNICAMP
(Anexo II).

Para a otimizacao do experimento, 4 estudantes da ETEC realizaram a
proposta no laboratério de pesquisa da Prof. Dra. Maria Izabel, GERX. Feitos
todos os ajustes necessarios, durante os dias 14 e 21 de maio de 2011, 80
estudantes do ensino médio da ETEC, local em que a autora deste trabalho
atuava como professora, realizaram a atividade pratica e responderam aos
questionarios solicitados. A selecao destes alunos teve inicio com uma divulgagéao
da proposta na escola selecionada, a fim de verificar os estudantes interessados
em participar. Para a participagéo efetiva, os interessados passaram por entrevista
prévia com a mestranda, com a finalidade de explicar a proposta e no que
consistiria a participacdo do estudante. A sua participacdo ainda implicou no
preenchimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo
aluno ou responsavel legal no caso de estudante menor de idade (Anexos lll e 1V)

O Programa Quimica em Agédo que aconteceu no Instituto de Quimica da
UNICAMP, nas férias escolares de julho, financiado pela Capes, contou com a
participacdo de estudantes da rede publica de ensino de Campinas e regido, com
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atividades diversificadas como palestras, teatro, experimentos, visita ao museu
exploratério de ciéncias, entre outras. Para os alunos que participaram do
Programa Quimica em Acdo, o0 processo de selecdo obedeceu aquele
estabelecido pelo programa, envolvendo os dirigentes de ensino das regides Leste
e Oeste de Campinas.

1.2 ELABORACAO E VALIDACAO DOS QUESTIONARIOS

Os questionarios foram estruturados com perguntas sistematizadas em
uma escala de alternativas, visando alcancar a uniformidade do entendimento dos
entrevistados (Best e Kahn, 1998; Hair et al., 1998).

Foram elaborados dois questionarios contendo, cada um, dez questbes
objetivas, com 5 alternativas, com uso de linguagem acessivel para um publico de
estudantes de Ensino Médio, aos quais chamamos de pré e pos-questionarios.
Antes de serem aplicados para o publico alvo, os questionarios foram testados
para uma pequena amostra de entrevistados, com o objetivo de identificar e
eliminar eventuais problemas ou ambiguidade de interpretacdo. A partir da
validacao, foram elaboradas as versdes finais dos questionarios.

Para aplicacdo dos questionarios e divulgacao de informacdes neste
trabalho, foi necessario solicitar o parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP).
Foi encaminhado um projeto para llmo Sr. Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
(presidente do Comité de Etica em Pesquisa - FCM/UNICAMP) contendo todo o
contexto do projeto, além da declaragado de parceria do Instituto de Quimica da
UNICAMP e da ETEC, os termos de consentimento livre e esclarecido e os
questionarios propostos (em anexo). O parecer favoravel a proposta foi registrado
pelo CEP como processo n® 716/2011 (ANEXO V).
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1.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL: METODO BLIGH-DYER

A realizagdo do método Bligh-Dyer pelos estudantes ocorreu em
laboratorios de ensino do Instituto de Quimica da UNICAMP. Todos os envolvidos
receberam equipamentos de protecao individual e instrucées prévias sobre as
normas de conduta e seguranca dentro do laboratério.

Antes dos estudantes iniciarem a parte pratica, e ap6s terem respondido o
pré-questionario, foi entregue uma apostila contendo o procedimento detalhado e
foi realizada uma aula sobre cada etapa da parte pratica a ser executada pelos
estudantes.

No laboratério, os estudantes trabalharam em trio e, para auxiliar os
estudantes durante as atividades praticas, graduandos e pdés-graduandos de
quimica atuaram como monitores.

Cabe ressaltar que, para a construcao dos modelos pelo método proposto
(PARTE 1l - Aplicagbes Analiticas) foram utilizados apenas os resultados dos
teores de gordura obtidos pelos alunos que participaram das atividades realizadas
no ano de 2011.

I) Reagentes e Equipamentos

Para o preparo das solugdes, foi utilizada agua destilada (destilador de
vidro) e todos os reagentes (cloroférmio, metanol e sulfato de sédio Anidro)
apresentavam pureza analitica e eram da marca Synth.

Para pesagem foram usadas balancas analiticas, marca Quimis, modelo
Q500L210C e série rs232; e, para derretimento das amostras e evaporagdo de

solventes, a estufa da marca Fanem, modelo 315SE.

1) Medidas Analiticas

Primeiramente, os estudantes fizeram o reconhecimento das amostras,

listando as informacdes trazidas nos rétulos das mesmas (marca, nome “fantasia”,

tipo do chocolate, quantidade por embalagem, teor de gorduras totais).
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Cada grupo de 3 alunos recebeu uma amostra e fez quantificacdo da
gordura em duplicata. Portanto, eram esperadas 6 medidas por grupo.

Medidos em balanga analitica (£ 0,1 mg), 2 g de amostra foram
adicionados em um tubo de ensaio de 70 mL com tampa de rosca. A este tubo
foram transferidos, com auxilio de buretas, 10 mL de cloroférmio, 20 mL de
metanol e 8 mL de agua destilada.

O tubo tampado foi entdo agitado manualmente por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados, com buretas, 10 mL de cloroférmio e 10 mL de
solucdo de sulfato de sédio 15 g L. O tubo foi agitado por mais 2 minutos e o
conteudo transferido para funil de separacao.

Apébs separacao visual das fases, a que continha metanol e agua foi
devidamente descartada e a com cloroformio foi recolhida em um béquer. O
conteudo do béquer foi entdo filtrado, utilizando funil de vidro e papel de filtro
contendo aproximadamente 1 g de sulfato de sodio anidro.

Com o auxilio de pipeta volumétrica, 5 mL do filtrado foram transferidos
para um béquer de 50 mL previamente, limpo, seco e pesado. O béquer foi
colocado em estufa a 105 °C, até evaporacgao total do solvente. Neste momento,
todos os estudantes foram retirados do laborat6rio para evitar contatos com o
vapor do cloroférmio e, posteriormente, pessoas habilitadas (monitores e técnicos
do laboratério) retiraram os recipientes da estufa e colocaram em dissecadores
para serem resfriados.

Em temperatura adequada, o béquer foi novamente pesado e o teor de
gordura na amostra (% gordura) foi calculado conforme a Equacdo 9, onde
Velorotérmio € 0 volume de cloroférmio utilizado para a extracdo da gordura (20,00
mL), Vpipeta € 0 volume da pipeta (5,00 mL), mi, a massa de chocolate inicialmente
pesada e mf, a massa de gordura pesada apos evaporacao do solvente.

| A r . (%)
Veloro farmipmf.100

Equacao 9

% gordura =
Mi.¥pipeta
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I11) Tratamento de dados

Os questionarios foram analisados levando-se em consideracédo apenas
as questoes respondidas.

Os teores de gordura determinados pelos estudantes das atividades de
2011 foram comparados pelo teste Q com 95% de confianga (Baccan et al., 2001;
Miller e Miller, 2000) para verificar a precisdo dos mesmos. Na sequéncia, a partir
das replicatas nao excluidas, foram calculados os valores médios e a estimativa
do desvio padrdo, valores considerados como sendo o de referéncia para a
amostra. Tais valores foram comparados com aqueles apresentados no rétulo pelo

fabricante para verificar adequagéao a legislacédo brasileira vigente.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO -
PARTE |
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IV.1 QUESTIONARIOS

A aplicacdo dos questionarios teve como objetivo especifico verificar
possiveis alteragbes nas concepcdes de diversos conceitos quimicos por
estudantes de ensino médio e suas opinides sobre a ciéncia Quimica, apdés uma
vivéncia de interacao em laboratério do Instituto de Quimica da UNICAMP.

Para isso, foram criados e validados dois instrumentos de pesquisa que
fossem capazes de verificar, com confiabilidade estatistica, a opinido e o
conhecimento prévio dos estudantes e os conhecimentos adquiridos pds-vivéncia.

Os questionarios foram testados (validados) aplicando-se a uma pequena
amostra de entrevistados, com o objetivo de identificar e eliminar eventuais
problemas. Neste trabalho, isto foi feito com a aplicagdo do questionario para um
total de 16 pessoas.

Os questionéarios foram respondidos de forma anénima e espontanea. O
estudante teve a opgcdo de nado responder tais questionarios, o qué nao
ocasionaria qualquer puni¢cdo; conforme “assegurado” no Termo de
Consentimento Livre Estabelecido assinado pelo estudante ou responsavel (em
caso de menor de idade). No entanto, todos os estudantes responderam aos
questionarios, nao necessariamente a todas as questoes.

Analisando de forma mais criteriosa os questionarios, depois da aplicagéao
dos mesmos, foi possivel constatar que algumas questdes talvez ndo estivessem
tao objetivas, proporcionando duvidas. Por exemplo, o termo utilizado “precisao de
vidraria volumétrica”, talvez ndo fosse adequado para o publico, proporcionando
um falso erro em relacdo ao conhecimento de vidraria. Neste caso uma pesquisa
qualitativa poderia corrigir as falhas do questionario e proporcionar um
aprofundamento em assuntos nao abordados no questionario, mas que poderiam
ser de extrema importancia para compreender a linha de pensamento dos
estudantes. Infelizmente, como a constatag@o desta caracteristica do questionario
s6 ocorreu apos a atividade, nao foi possivel enriquecer os dados com a pesquisa
qualitativa.
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LIMIEA kAR

Pré-Questionario para alunos do ensino médio

' EL,
H"-\. --'-‘l

A elaboracio deste questionario foi feita levando em consideragdo as normas e sugesttes encontradas na
literatura espedalizada. N3o tem objetivo de atribuir notas, apenas faz parte de uma pesguisa que esta sendo
desenvolvida no Instituto de Quimica. Agradecemos a colaboragao de todos

1) vocé gosta de quimica?

a) Adoro &, com certeza , faria um cursc de guimica

b) Sosta, mas n@o faria um curss de quimica

c] Gosto apenas de alguns topicos

d] M3o gosto porgue ndo vejo nenhuma utilidade da
quirnica

&) N3o gosto porque acha muito dificl

2) Se vocé spubesse como € o trabalho de um
gquimico, como ficaria a imagem da guimica para
woCE?

a) M3o mudaria porque ja sei da importancia da
Cwimica

b} melhoraria muito porgque eu descobriria uma
utilidade para a quirnica

c] Melhoraria um pouwco porque eu descobriria uma
utilidade para @ Quimica

d] N3o mudaria porque ndo tenho interesse am saber
] M3o mudaria porque o trabalho do quimico n3o &
importante

3) viocé acha que, entre outras coisas, o5 qQuimMicos
trabalham para atestar a qualidade de warios
produtos de seu uso diario?

a) Sim, para muitos produtos

b) 5im, mas s para produtos especiais

c) Sim, mas s para produtos perigosos

d] N3o, acho que ndo & fungio de quimicos

2] M3o sei

4) Vood teria curiosidade em saber mais sobre o
trabalho de um quimico?

a) Sim, tenho muita curiosidade

b} sim, tenho um pouco de curiosidade

c) N30, porque acho isso muito complicado

d] N3o porque acho isso desnecessario

2] Mao sei

5] Vocé sabe o que & a ANVISA?

a) 5im, trata-se de um drgdo povernamental naconal

b) 5im, trata-se de uma empresa privada de prestagbes
de servigos

c) Sim, trata-se de wuwm drgdo  governamental
internacional

d) 12 ouvi falar, mas ndo s=i do que se trata

el Nio sei

GERX - Grupo de Espectroscopia de Raios X

&) Como voce analisaria uma mistura de agua e oleo?
a) & 3gua se mistura 3o dleo, porque as densidades s3o
parecidas

b) & 3gua se mistura ac olec porgque o grau de
solubilidade € alto

) & dgua n3o se mistura ao cleo porgue a dgua & polar
& o oleo apolar

d) & dgua ndo se mistura a0 oleo porque a 3gua &
apolar e o oleo & polar

&) & agua ndo se mistura ao dleo devido a diferenga de
densidade

7) Das vidrarias abaixo, indique a mais precisa para
transferéncia de volumes :

a) Proveta

b) Bureta

) Béguer

d) Erlenmeyer

&) Nio sei

8) Mo preparo de cha de “saguinho™, gqual o
procedimanto quimico envolvido?

a) Filtragdo

b) Evaporacio

c) Destilagao

d) Extracio

&) Flotagdo

49) Ao se adicdonar em um recipiente agua, alcool e
gasolina, nesta ordem, guantas fases e quantos
componentes havera?

a) 3 fases e 3 componentes

b) 3 fases e 2 componentas

c) 2 fases & 3 componenteas

d] 3 fazes & 1 components

e} 1 fase e 3 componentes

10) Gual a maneira mais adequada de se descartar
reagentes solidos que n3o serdo mais utilizados em
um experimento:

a) Jogar na pia

b) Jogar na terra

] armazenar em frasco apropriade ou no  lixo,
conforme as caracteristicas do reagente

d) Devolver ao frasco de onde foi retirado o reagente
el Nio sei

Figura 5: Pré-questionario aplicado aos alunos que participaram da

atividade de interagéo entre Universidade-Escola

38



Pos-Questionario para alunos do ensino médio {

LA A R

& elaboracio deste questionario foi feita levando em considerac3o as normas & supesties encontradas na
literatura especializada. M3o tem objetivo de atribuir notas, apenas faz parte de uma pesquisa que est3 sendo
desenvolvida no Instituto de Quimica. Agradecemos a colaborag3o de todos

1} Depois de ter “wivenciado um dia de quimico™,
VDS

a] Passou a gostar mais de Quimica

b) Continucu gestando da mesma forma
cjContinuou indiferente a Quimica

d) Continuou nao gostando de Quimica

£} Passou a ndo gostar de Quimica

2) com relacde a analise da gqualidade de um
determinado produte feita por um quimico:

a] Deve ser feita de maneira rigorosa para todos os
tipos de produtos

b) Deve ser feita de maneira rigorosa apenas para
alguns produtos

c] Dewe ser feita de maneira superficial para
gualquer produto

d] M3o precisa ser feita, pois nenhum produto
necessita de analises quimicas

&) Mo sai

3} 0 trabalho de um quimico € importante para a
sociedade?

a) Sim, em muitos Casos

b 5im, em poucos casos

] Mao, porgue a quimica & desnecessaria

d) N30, porque a quimica & prejudicial

2) Ndo sai

4) Numa escala de 1 a 5, qual 2 nota que vocé daria
para a atividade experimental com chocolates,
realizada no laboratdrio de quimica da UNICAMP?
a)s

b)a

cl3

djz

e}l

5} Mo Brasil, a elaboracdo de rotulos de produtos
alimenticios possui normas padronizadas?

a)sim, & empresa que faz o produto é que alabora as
NOrMmas

b} 5im, o Governo Estadual gue elabora as normas.
) 5im, a ANVISA gue elabora as normas

d} Nao possui normas padronizadas

2] N3o sai

GERY - Srupo de Espectroscopia de Raios X

6] Com base no experimento realizado para
guantificar a gordura no chocolate, & possivel
afirmar que:

a] & gordura € polar & se mistura ao metancl

b} & gordura € polar e s& mistura ao clorofdrmio

¢} & gordura € apolar e se mistura ao metanol

d} & gordura € apolar & s mistura ao clorafdrmio

e] A& pordwa ndo & polar & nem apolar, ndo se
misturando nem ao cdoroformio & nem ao metanol
7] O funil de separacio deve ser utilizado gquando
52 QUEr SEparar uma mistura:

a) Homogeénea liguido-liguido.

b} Homogénes solido-liquido.

) Homogénea solido-salido.

d} Heterogénea liguido-liguido.

&} Heterogenea solido-liguido.

8] owual foi a técnica utilizada para separar a
gordura do chocolate?

a) Filtracio.

b} Evaporacio.

c] Destilagdo.

d} Extragao.

e} Flotagao.

9] Ma realizacio do método Bligh-Dyer, 3 fase
:H'gra‘n'lca & composta de:

2} Agua & matanol.

b} fgua e clorofdrmio.

c)dgua & gordura.

d} metanol & clorofcrmio.

e} Gordura & dlorofdérmio.

10} Qual a maneira adequada de se descartar os
reagentes figuidos do meétodo Bligh-Dyer [com
excecao da agua)

a) bogar na pia.

b} logar na terra.

¢) armazenar todos os reagentes em um dnico
recipianta.

d} Armazenar cada reagents em um frasco individual
com rotulos de identificac3o.

ge] Devolver ao frasco de onde foi retiredo o
reagente

Figura 6: Pos-questionario aplicado aos alunos que participaram da atividade de

interac&o entre Universidade-Escola
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Os dados obtidos da tabulacdo dos questionarios podem ser Uteis para
reflexdes sobre a real necessidade de aprimorar a divulgacado cientifica da
Quimica e assim, fortalecer a conscientizacdo social. Paralelamente, reflexdes
sobre o aprimoramento do aprendizado de conceitos quimicos a partir da
interagao entre a pratica experimental e a teoria podem ser realizadas.

O questionario é uma técnica estruturada para coleta de dados por
amostragem, que consiste de uma série de perguntas que um entrevistado deve
responder (Trujillo, 1998).

Foi observado grande entusiasmo dos estudantes durante a atividade e o
seu impacto também foi constatado pelas respostas ao questionario de pés-
experimentacdo. Observou-se que os alunos puderam aplicar conhecimentos
prévios sobre conceitos quimicos e outros novos foram adquiridos no decorrer da
atividade.

Ao todo, foram respondidos 120 questionarios (80 dos estudantes que
participaram das atividades do AIQM e 40 do Ill Quimica em Acao). Levando em
consideracao apenas as questdes respondidas, diversas constatacées puderam
ser feitas como, por exemplo:

e 90% dos estudantes responderam ter aumentado seu interesse pela
quimica;

e 08% afirmaram que a atividade favoreceu o aprendizado de
conteudos;

e 61% passaram a (re) conhecer aspectos do trabalho de um quimico;

e 23% tiveram interesse em direcionar seus estudos para um curso
superior de quimica;

e 85% entenderam alguns critérios com que séo feitas as andlises
quimicas para quaisquer tipos de substancias;

e 25% assimilaram nomes e utilidades de vidraria no laboratorio;

e 60% entenderam formas corretas de descartes de reagentes;

e 58% dos estudantes passaram a entender corretamente processos

de extracao, visto que 42% das respostas do pré-quetionario direcionavam
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para uma concepg¢ao equivocada no processo de preparo de cha de

“saquinho”.

Através das respostas aos questionarios, foi possivel verificar a
necessidade de se explorar mais os conceitos de densidade e de polaridade com
os alunos. Estudo realizado por uma equipe de professores (Rossi et al., 2008)
também comprovaram que estes temas sdao complicados para os alunos
assimilarem, em especial quando nao estao associados ao cotidiano dos mesmos,
atendo-se exclusivamente as formulas apresentadas.

No entanto, mesmo apds o experimento, por constatacao visual, verificou-
se que as concepgdes equivocadas dos estudantes permaneceram, o que deve
refletir a complexidade dos temas e a necessidade de maior enfoque a eles.
Paralelamente, os estudantes também apresentaram dificuldades relacionadas a
nomenclatura de vidraria e a aplicagdo destes instrumentos, o que deve ser
reflexo do nimero extremamente insuficiente de aulas praticas nas escolas
publicas, ja que foram utilizados instrumentos comuns de laboratérios de ensino e
de pesquisa. Em relacdo a expectativa dos alunos quanto aos valores calculados
e comparados com o rétulo, houve sentimento de frustragdo para os grupos que
obtiveram valores fora do permitido pela ANVISA, provavelmente pela ideia que se
tem de que o rétulo traz as “informagdes verdadeiras”, permitindo abertura para
uma discussao sobre o assunto.

O Il Quimica em Agao aplicou um questionario proprio para averiguar a
opinido dos estudantes com relagao as atividades desenvolvidas. No ano de 2011,
78% dos estudantes consideraram a quantificagdo de gorduras totais em amostras
de chocolate a atividade mais interessante e, por esta razdo, a proposta foi
inserida também no IV Quimica em acdo, em 2012. Neste ano, 73% dos 78
questionarios respondidos pelos participantes do programa afirmaram que a
proposta foi a que mais gostaram entre todas oferecidas durante o evento.
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IV.2 METODO BLIGH-DYER

A maioria dos estudantes ndo apresentava conhecimentos prévios em
praticas de laboratérios, necessitando maior intervencdo dos monitores durante
todas as etapas. Porém, apesar de diversas acdes simultaneas que os estudantes
precisavam executar, a pratica ocorreu de maneira tranquila, sem qualquer
registro de ocorréncias.

As etapas foram realizadas seguindo exatamente a descricdo do método
oficial, apesar dos perigos associados a uma evaporacao do solvente cloroférmio
em estufa, devido ao seu alto grau de toxidade. Todo cuidado foi tomado para que
nenhum estudante permanecesse nesse periodo no laboratério, embora seja
importante ressaltar que nas industrias os técnicos quimicos ou até mesmo outros
funcionarios estao sendo expostos a estes riscos de contaminacao.

O tempo necessario para que os estudantes obtivessem seus resultados
foi em torno de 7 horas, ja que o processo é laborioso. Neste periodo em que os
alunos estiveram na Universidade, em varios momentos alunos, monitores e
professores se reuniram em rodas para discutir sobre as etapas ja realizadas e as
seqguintes, verificando o acompanhamento dos estudantes, suas opinides e
expectativas. As rodas de conversa também contribuiram muito no processo
ensino-aprendizado visto que os estudantes discutiam os aspectos positivos e
negativos do método Bligh-Dyer relacionados ao tempo, gasto de reagentes e
geracao de residuos, conceitos quimicos, bem como a funcdo da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) na fiscalizacdo dos rétulos de
embalagens quanto aos valores energéticos. Também durante o intervalo para o
almocgo, os estudantes puderam conversar com os monitores graduandos e pos-
graduandos sobre os programas e cursos ministrados na Universidade, enquanto
passeavam pelo campus conhecendo as faculdades e os institutos que o compée.
“A transformacdo da educacédo como objetivo de formacado de um cidaddao mais
autébnomo, livre para se expressar e mais responsavel pela transformacao da
sociedade”, um sonho de grande expectativa declarado por Freinet (Freinet,
1996), foi concretizado em alguns momentos na realizacdo deste trabalho,
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quando, por exemplo, se discutiu a veracidade das informacgdes de rétulo versus o
valor experimental e a capacidade de cada um em atingir resultados plausiveis de
questionamento da fiscalizagdo da ANVISA quanto aos valores nutricionais nos
rétulos de embalagens de chocolates e outros alimentos e bebidas. Impulsionado
pelas propostas de Bakhtin (Bakhtin, 1975) de calar-se e escutar ou dialogar,
professores, monitores e estudantes se igualavam em seus saberes e
aprendizados durante as rodas de conversa, proporcionando momentos de
compreensao comum e partilha. Os monitores graduandos e pés-graduandos de
quimica que, em sua maioria, ndo haviam experimentado o prazer do
envolvimento com ensino, também ganharam muito com a vivéncia além de
contribuir para o desenvolvimento da atividade. Como professora da rede estadual
de ensino, a autora deste trabalho confirma que suas aulas nunca mais foram
iguais, pois seus olhos e ouvidos estavam travados diante de uma pedagogia mais
tradicional. A escuta dos alunos mostrou o quanto & importante elaborar e discutir
situagdes diversas para um aprendizado significativo principalmente diante de uma
realidade cruel de apenas 2 aulas semanais (50 minutos cada) de quimica com
um conteudo extensivo a ser cumprido, desta forma, trabalhar uma nova proposta
pedagogica com aulas experimentais e discussdes de maneira que o individuo se
sinta participante ativo da construcdo do seu conhecimento e, portanto,
proporcionando momentos prazerosos, resgatando a autoestima e aumento o
aprendizado. Como ja dito anteriormente, o método Bligh-Dyer possui aspectos
negativos, principalmente no que se refere ao consumo de reagentes e geracao

de residuos, 0 que é contrario a chamada Quimica Verde (Terra, 2009).
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Tabela 1: Numero de replicatas aceitas pelo Teste Q com 95% de confianca e consideradas no

calculo do teor médio de gordura (replicatas) das amostras de chocolate. (*Replicatas eliminadas)

Pesquisadora Estudantes do AlQ Estudantes do AlQ Es?uc_iantes do !II
14/05/2011 21/05/2011 Quimica em Acao
Amostra | Replicatas | Amostra | Replicatas | Amostra | Replicatas | Amostra | Replicatas
78 3 2 3 10 6 5 6
79 3 4 2" 11 3 18 5
81 3 6 6 16 4 22 5
82 3 14 3 17 5 43 3*
83 3 34 3 21 4 45 5
84 3 36 3 31 3 46 6
85 3 37 3 32 6 47 6
86 3 38 5 33 3 57 5
87 3 40 3 41 2* 64 3
88 3 58 6 48 3 65 3
90 3 61 4 51 4 68 3
91 3 62 3 56 3 73 3
92 3 59 2" 75 6
93 3 63 2" 76 3
94 3 77 3
95 3
96 3
97 3
98 3
929 3
100 3
101 3
102 3
103 3
104 3
105 3
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Estima-se, por exemplo, que para a realizacdo do método na quantificacao
de gordura das 65 amostras de chocolates e suas respectivas replicata, foram
consumidos aproximadamente 10 litros de metanol e 10 litros de cloroférmio.

O calculo do teor de gordura do chocolate foi realizado conforme Equacao
2 pelos préprios alunos, tendo estes sido auxiliados pelos monitores. Os valores
obtidos foram comparados com os valores de rétulo. A partir dos valores obtidos
das replicatas de cada amostra, foi calculado o valor médio do teor de gordura
presente nas amostras, levando em consideracdo apenas as medidas que néo
diferiram significativamente segundo o teste Q com 95% de confianca (Baccan et
al., 2001).

Em virtude de perdas de amostras ao longo da realizacdo do
procedimento oficial, em especial na etapa de derretimento, ao todo foram
consideradas a quantificacdo do teor de gordura em 65 amostras cujos valores
médios, usados como referéncia para a constru¢ao dos modelos quimiométricos,
correspondem aos VR apresentados nas Tabelas 2 e 3.

As médias obtidas foram comparadas com os valores apresentados nos
rétulos das amostras. Esta comparacao permitiu verificar que o teor de gordura de
7,7% das 65 amostras analisadas estavam fora da tolerancia da ANVISA. Em 20%
destas amostras, os valores de rétulo estavam menores do que os obtidos
experimentalmente. Esta informagdo pode ocasionar em sérios problemas de
saude aos consumidores que precisam de um controle mais rigoroso de gorduras.
Paralelamente, as demais amostras divulgavam possuir teores superiores de
gordura aos que foram obtidos experimentalmente. Embora tal informagdo néo
proporcione danos aos consumidores, leva ao questionamento das outras
informacdes da tabela nutricional presente no alimento. E interessante relatar que
os alunos se sentiam frustrados quando ocorria um distanciamento dos valores, o
que mostra a confianga do consumidor sobre informacdes de rétulo. Em funcéo
desta expectativa dos alunos, foi trabalhada a questdo do que é realmente

“correto” e confiavel.
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Os estudantes nao participaram da etapa da construcdo da proposta
analitica utilizando FRX e quimiometria, mas puderam entender o significado da
importancia de se desenvolver a Quimica Verde através de discussbes sobre o

assunto.
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V. CONCLUSAO - PARTE |
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V.1 CONCLUSAO

Com a integracao de estudantes do ensino médio com a Universidade, foi
possivel promover um dos importantes papéis que cabe a esta instituicao de
ensino: a extensao.

Vendo-se capaz de realizar atividades dentro de um laboratério
universitario, os estudantes da escola publica constataram sua capacidade,
habilidade e competéncia. Além disso, estar na universidade superou a
expectativa de muitos para os quais tal ambiente era considerado como algo
impossivel.

A aplicacao do método Bligh-Dyer em um ambiente universitario despertou
a curiosidade de alunos, aumentando o interesse pela quimica. O método permitiu
abordar a forma adequada de se fazer a pesagem de uma amostra, a
manipulacdo de vidraria, além da apresentacdo exata e precisa dos resultados
obtidos. Processos de extragdo e filtragdo também foram abordados com o
método.

As rodas de conversa e interagbes entre os estudantes e monitores
proporcionaram momentos de grande aprendizado, trocas de experiéncias.

Os questionarios confirmaram que os conceitos de densidade e polaridade
séo relativamente complexos para estudantes deste nivel de ensino, necessitando
de maior enfoque e contextualizacéo.

Com relagdo aos teores de gordura obtidos para as amostras, apesar da
ANVISA possuir diversas normas e procedimentos que devem ser seguidos pelos
fabricantes de produtos alimenticios, verificou-se que ainda faltam controle e
fiscalizacdo efetivos quanto as informacgdes fornecidas nos rotulos destes
produtos. Possivelmente, a fiscalizacdo seja feita em relagdo a apresentagcéo do
rotulo com todas as informagdes nutricionais, e ndo na fidedignidade dos valores,
o que justificaria o indice de amostras encontrado de chocolates que nao

obedecem as normas de rotulagem.
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VI. PERSPECTIVAS - PARTE |
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VI1.1 - PERSPECTIVAS

Com relagdo as questdes didaticas, a proposta estimula que se facam
novas interagdes entre a universidade e a escola publica, envolvendo a
contextualizacdo e a experimentacdo, especialmente a partir de adaptacdes de
métodos oficiais e ou usuais na industria, pesquisa ou ensino superior.

O tema “chocolate” também poderéa ser abordado em aulas, proporcionando
a interdisciplinaridade com fatores histéricos da producédo de chocolate, regides
geogréficas de plantio de cacau envolvendo clima e solo favoraveis, o tipo de
gordura no chocolate (trans, saturada, insaturada), o risco na saude por excessos

ou faltas de macro e micronutrientes, entre outros assuntos.
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PARTE Il: ASPECTOS ANALITICOS
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VIIl. OBJETIVOS ANALITICOS -
PARTE Il
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VIIl.1 OBJETIVOS ANALITICOS

Considerando os aspectos analiticos, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento, através da alianca da FRX e da quimiometria, de um novo
procedimento para quantificar o teor de gorduras totais de amostras de chocolate,
visando minimizar os aspectos negativos do método Bligh-Dyer. Também foi
objetivo do trabalho obter resultados que se enquadrassem na legislagao vigente
no Brasil, isto é, com erro maximo de 20% (RDC 360, portaria 42, de 23 de
dezembro de 2003 - ANVISA).
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IX. EXPERIMENTAL - PARTE I
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IX.1 CONSIDERACOES GERAIS

Para a construcdo do modelo proposto foram utilizadas 66 amostras
comerciais de chocolates em barra obtidas em supermercados brasileiros e casas
do ramo. As amostras variavam conforme o “‘nome fantasia”, caracteristicas
indicadas pelo fabricante (diet, light, amargo, meio amargo, ao leite, etc) e marca,
sendo, em alguns casos, mais de uma amostra pertencente ao mesmo fabricante.

Os valores utilizados como de referéncia para o teor de gordura das
amostras de chocolate foram aqueles determinados pelo método Bligh-Dyer,
conforme descrito nos capitulos Il e IV.

IX.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL — METODO PROPOSTO

I) Equipamento

Para a obtencdo dos espectros foi utilizado o espectrometro de
fluorescéncia de raios X por dispersdao de energia (EDXRF) marca Shimadzu,
modelo EDX-700, constituido por um tubo de Rh e um detector semi-condutor de
Si(Li).

1) Medidas analiticas

Celas de FRX (Chemplex 1300) foram montadas, tendo seu fundo
sustentado por um filme de Mylar® (Chemplex 100) de espessura de 2,5 pum.

Trés celas, no minimo, foram preenchidas totalmente com a amostra de
chocolate derretido, garantindo completa absorcao do feixe de raios X (modo de
espessura infinita). Esta etapa foi feita no mesmo dia em que foi realizado o
método Bligh-Dyer para a amostra.

Espectros sequenciais de 0 a 40 keV foram obtidos para as amostras,
aplicando-se voltagem no tubo de raios X de 50 kV e tempo de irradiagdo de 300

S.

1) Tratamento de dados
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Os espectros foram submetidos a tratamento quimiométrico (PCA e PLS),
tendo sido utilizado o programa computacional Pirouette® 3.11 (Infometrix Co.,
2003).

O pré-processamento aplicado foi a centragem na média ou Mean
Centering.

Todos os espectros foram usados para verificar a presenca de amostras
andémalas (outliers), assim como a possibilidade de agrupamentos das amostras
conforme suas caracteristicas através da PCA.

ApGs a escolha do numero de componentes principais, foram verificadas
as amostras anO6malas pelo grafico que correlaciona leverage e residuo de
Student. Os modelos PLS foram construidos com todas as amostras nao

excluidas (“n&o outliers”).

64



X. RESULTADOS E DISCUSSAO -
PARTE Il
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X.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

As regides de espalhamento do feixe incidente conservam informacoes
dos elementos leves das amostras, geralmente associadas a parte orgénica das
mesmas. As quase imperceptiveis variacbes destas regides de amostra para
amostra requer o uso de ferramentas quimiométricas para identificar e aproveitar
as informacdes a elas associadas (Bortoleto et al., 2007; Pereira e Bueno, 2008).

Na Figura 7 estdo expostos os espectros sobrepostos de algumas

amostras de chocolate, selecionados aleatoriamente.
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40
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Figura 7: Espectros de FRX sobrepostos de amostras de chocolate
Observa-se nos espectros da Figura 7 que a regido de espalhamento

(faixa ao redor de 19,2 keV) apresenta alta intensidade relativa. Os efeitos de

espalhamento dos raios X sdo observados, especialmente quando a matriz é
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composta por elementos de baixo numero atémico. O chocolate € o produto obtido
a partir da mistura de derivados de cacau sendo, portanto, composto
principalmente de matéria organica (Richter e Lannes, 2007).

O célcio é destacado nos espectros de FRX (KaCa 3,7 keV), o que deve
refletir a contribuicdo de leite presente em todas as amostras estudadas. O leite
em p6 usado nos chocolates aumenta o valor nutritivo do alimento e influencia na
viscosidade e textura, contribuindo, também, para diminuicAo da umidade e
aumento da vida de prateleira (Richter e Lannes, 2007).

O pico correspondente do Fe (KaFe 6,4 keV) é justificado pelo alto teor
deste elemento no cacau. O ferro tem extensa utilizacdo em funcdes biolégicas,
sendo capaz de existir em diferentes estados de oxidagado, formar muitos
complexos, além de agir como centro catalitico para diversas funcées metabdlicas
(Carpenter e Mahoney, 1992).

E possivel visualizar picos de bromo em algumas amostras, o que causa
certa preocupacdo devido a sua toxidade. Uma possivel explicagdo € a
contaminagdo do cacau por deltametrina (C22H19BroNOg3), o principio ativo de
defensivos agricolas frequentemente aplicados em lavouras de cacau (Braibante e
Zappe, 2012).

O grafico da analise de componentes principais envolvendo a PC1 e PC2
(Figura 8) nédo permitiu verificar separagao ou agrupamento das amostras com
base nas informagbes disponiveis sobre elas. Ja o grafico de scores (Figura 9)
entre PC2 e PC3 permitiu verificar uma tendéncia das amostras em se agruparem
em dois grandes grupos; o que foi confirmado na Figura 10 envolvendo a PC1 e
PC3, que explicaram juntas 95.01% da variancia.
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Figura 9: Grafico de scores para PC2 x PC3
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Os dois grandes grupos que se formaram estdo associados ao teor de
cacau presente nas amostras: teor de cacau > 35% e teor de cacau < 35%.
Os gréficos de loadings para PC1, PC2 e PC3 estao apresentados nas

Figuras 11, 12 e 13 respectivamente.
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Figura 11: Gréfico de loadings para PC1
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Figura 13: Grafico de loadings para PC3

Esses graficos permitiram identificar que as principais faixas de energia
que contribuiram para esta separacao foram as associadas as regides do Ka do
calcio (3,7 keV), Ka do ferro (6,4 keV) e dos espalhamentos de raios X da fonte de
rodio (ao redor de 19,2 keV).

A composicao precisa do chocolate varia em todo o mundo, devido a
diferenca de gostos e legislagéo, que se preocupa com as porcentagens de cacau
e solidos do leite adicionais, quantidade e tipos de gorduras vegetais permitidas.
As gorduras encontradas no chocolate incluem a manteiga de cacau, a gordura do
leite e gordura vegetal (Martin, 1994). O componente do cacau é rico em inumeros
minerais essenciais, como magnésio, cobre, potassio e manganés. No Brasil, ndo
h& determinagcédo especifica para classificar o chocolate pelo teor de cacau, os
quais sdo geralmente denominados pelos fabricantes de branco, ao leite, meio
amargo e amargo. Na Unido Europeia, o chocolate amargo deve ter pelo menos
35% de sdlidos de cacau (Hammerstone et al., 1999).
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As amostras com teor de cacau superior a 35% apresentaram mais ferro,
enquanto as de menor teor de cacau apresentavam mais célcio (Figura 13). Tal
relagéo € bastante coerente, visto que o aumento de célcio estaria associado ao
aumento do leite, enquanto o teor de ferro a quantidade de cacau. Isto justifica
também as coloragdes mais escuras encontradas em produtos com alto teor de
cacau (Rusconi e Conti, 2010).

Na aplicagdo do PLS, os valores utilizados como esperados (variaveis
independentes ou preditoras) foram aqueles obtidos através do método
convencional (Bligh-Dyer) e ndo os fornecidos pelos roétulos. Isso porque os
fabricantes ndo especificam no roétulo qual o procedimento utilizado para a
determinacao das informagdes fornecidas. Além disso, foi verificado que 7,7% das
amostras estudadas apresentavam valores fora (> [20%|) do considerado aceitavel
pela ANVISA (Forchetti et al., 2012).

Antes de iniciar a construcdo do modelo PLS, foram determinadas as
amostras anémalas (outliers), através das grandezas complementares leverage e
residuo de Student. As amostras consideradas outlier foram excluidas do conjunto
amostral.

Na sequéncia, foram construidos os modelos de calibracdo e validagao,
obtendo os valores de previsdo para as amostras externas previa e aleatoriamente
selecionadas, que correspondiam a 25% do total de amostras.

Em um procedimento quimiométrico, os pré-tratamentos possiveis tém
como objetivo eliminar ou remover variagdes sistematicas, corrigir a linha de base,
minimizar o ruido, melhorar a definicdo dos picos que se encontram sobrepostos
na mesma regido, evidenciar os parametros de interesse e, consequentemente,
aumentar a seletividade, remover informacéo irrelevante e diminuir os efeitos
causados por diferencas nos tamanhos de particula. Apesar destas correcoes, a
escolha do pré-tratamento tem que garantir que nao serao eliminadas informacoes
quimicas e fisicas importantes para o sistema em estudo. Este tratamento permite
que o desenvolvimento do método de calibracao nao seja afetado por informacdes
irrelevantes, permitindo uma maior linearidade (Kramer, 1998).
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No modelo construido, o Unico pré-processamento utilizado foi centrar os
dados na média, que consiste em subtrair o elemento de cada coluna pelo valor
médio dos elementos dessa coluna, obtendo-se como resultado uma matriz onde
todas as colunas tém médias iguais a zero. Do ponto de vista estatistico, ao se
realizar a centragem na média, busca-se evitar que pontos mais distantes do
centro dos dados tenham maior influéncia que os mais proximos, dando
importancia ndo a intensidade verificada, mas a sua distancia do valor médio. Esta
operacao geralmente diminui o niumero de fatores do modelo (Thomas, 1994).

A escolha do niumero de variaveis latentes foi baseada nos valores de
Press (do inglés, Predicted Residual Error Sum of Squares) que corresponde a
soma dos quadrados dos erros de previsdo. O valor de Press para a oitava
variavel nao apresentou diferenca significativa de valores, quando comparado com
mais variaveis latentes. Portanto, foram consideradas oito variaveis latentes para a
construcdo do modelo PLS, explicando 98,63% da varidncia acumulada,

conforme a Figura 14.
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Figura 14: Gréfico de Press de calibragdo
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O uso de um numero maior de variaveis latentes levaria a inclusdo de
ruidos presentes nos espectros, o qué, certamente, acarretaria um superajuste no
modelo. Por outro lado, o uso de um nimero menor de variaveis latentes poderia
omitir informagdes necesséarias para se obter um modelo com baixos erros de
previsao.

Para a construcao do modelo de calibracao via PLS foi utilizado o espectro
inteiro. Os valores significativos do vetor de regressdo para a maior parte das
variaveis (Figura 15) permitiu inferir que todo o espectro traria informagdes
relevantes ao modelo. Além disso, a selecdo e a eliminacdo de variaveis seria
uma etapa a mais a ser realizada e que, como comprovado posteriormente, nao

necessaria.
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Figura 15: Gréfico do coeficiente de regressao para o modelo PLS

A contribuicdo de cada variavel para a construgao do modelo € expressa
pelos pesos (loadings): quanto maior a influéncia da variavel, maior € o valor em
modulo do peso. Os graficos dos loadings das 8 variaveis latentes usadas na
construgdo do modelo estdo apresentados na Figura 16.

E possivel verificar na Figura 16 a contribuicdo significativa da parte

organica das amostras em todas as variaveis latentes, constatada pela regiao ao
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redor de 19.2 keV. Outros elementos fundamentais para o modelo foram: K, Ca,
Cl, Fe, Br, Fe e Cu.
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Figura 16: Graficos de loadings separadamente para oito variaveis latentes

usadas na construgdo do modelo PLS
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As relagbes entre os valores previstos e os valores de referéncia (obtidos
pelo método Bligh-Dyer) estao apresentadas na Figura 17, tanto para o modelo de
calibracdo quanto para o de validacdao cruzada (ou interna). Também sao
apresentados os valores dos coeficientes de correlagdao da calibragao (rcal) e da

validagao (rval).
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O Validagéo

Y
o

W
a

W
o
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(5]

Rcal = 0,981
Rval = 0,881

24 26 28 30 32 34 36 38 40 4

Valar de referéneia / teor de aordura (a/100a0)

Valor de previsao / teor de gordura (g/100g)

N
o

Figura 17: Relacéo entre os valores de referéncia e os valores previstos dos

teores de gorduras para calibragéo e validagao interna via PLS

A equacao matematica (Equacao 10) que expressa o modelo (calibracédo
interna) permite afirmar que o erro geral embutido nos resultados obtidos € de no
maximo de 5%. Isso porque o coeficiente linear do modelo é 1,2; o que significa
que, se o valor de referéncia for zero, 0 modelo prevera que o teor de gordura seja
1,2 9/100 g. Como o menor valor de referéncia do teor de gordura é igual a
25 g/100 g (amostras 10, 16, 45, 56, 94, 95), este coeficiente corresponderia aos
5%, ja que o coeficiente angular € muito proximo a 1 (0,96).

VP =12+096VR (Equagdo 10)

Nas Tabelas 2 e 3, sdo apresentadas as médias dos valores da previsao,

os valores de referéncia e os erros relativos entre estes valores, determinados
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para as amostras do modelo de calibragdo e para as amostras externas,

respectivamente.

Tabela 2: Valores de referéncia (VR) e média dos valores obtidos para o teor de

gordura (VP), ambos em g/100g, e erros relativos (Erro %) entre VR e VP para as

amostras usadas no modelo de calibragdo via PLS.

AMOSTRAS | VR | VP | Erro % | AMOSTRAS | VR | VP | Erro %
4 35,9 | 36,0 -0,3 75 31 31 0
5 33 32 3 76 32,4 | 32,3 0,3
10 25 24 4 77 27 30 -11
16 25 25 0 79 32,6 | 32,3 0,9
17 28,2 | 28,8 -2,1 81 32 32 0
21 30,2 | 30,0 0,7 82 27 27 0
22 29 29 0 83 29,8 | 29,2 -2,1
31 41 41 0 84 31,5 | 31,6 -0,3
32 26 30 -15 85 31,3 | 31,3 0
33 41 40 2 86 36 36 0
34 32 32 0 87 26,7 | 26,7 0,0
36 30 31 -3 88 26,8 | 27,5 -2,6
40 39 39 0 91 32,3 | 32,5 -0,6
41 36,8 | 36,9 -0,3 92 27,2 | 27,9 -2,6
43 30,8 | 32,2 -4,5 93 32 31 3
45 25 27 -8 94 25 27 -8
48 27,2 | 28,1 -3,3 95 25 26 -4
56 25 25 0 96 30,6 | 30,9 -1,0
58 30 30 0 97 26 28 -8
59 36 36 0 98 34 35 -3
62 34 34 0 100 31 32 -3
63 35,5 | 35,8 -0,8 102 31 31 0
65 33,8 | 32,8 3,0 103 31 31 0
68 36,9 | 34,3 7,0 105 32,9 | 324 1,5
73 37,1 | 36,7 1,1
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Tabela 3: Valores de referéncia (VR) e média dos valores obtidos para o teor de
gordura (VP), ambos em g/100g, e erros relativos (Erro %) entre VR e VP para as
amostras externas obtidas aleatoriamente.

AMOSTRAS | VR VP Erro % | AMOSTRAS | VR | VP | Erro %
2 29,5 | 31,5 -6,3 51 33 | 31 6
6 26 30 -13 57 35 | 37 -5
11 31 33 -6 61 36 | 31 14
14 259 299 -1,3 64 32,1327 -1.8
18 26 28 -7 90 32 | 30 6
38 37 32 13 99 33 | 33 0
46 30 29 3 101 28,6 | 31,0 -7,7
47 34 35 -3 104 32 | 33 -3

Observa-se que o maior erro obtido, em modulo, para o modelo de
calibracao foi igual a 15% (amostra 32), enquanto para a validagao externa foi de
14% (amostras 61), inferiores ao estabelecido pela ANVISA (|20%).

Algumas figuras de mérito, apresentadas na Tabela 4, foram determinadas
para averiguar o desempenho do método.

Tabela 4: Figuras de Mérito do modelo multivariado para o teor de gordura em
amostras de chocolate

Figuras | SEN Y y' | RMSEC | RMSEP| LOD | LOQ | Tais
de

Mérito | 0,0029% | 1,73% | 0,58° | 0,814° | 4,09° | 1,91° | 5,78° | 0,398

“(100g/9) °(9/100g)

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdao (LOQ) obtidos para o

modelo foram inferiores aos valores determinados pelo método convencional
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(valores de referéncia), o que permite afirmar que o modelo € adequado para a
proposta, ja que nenhuma amostra estudada apresenta valores de teor de gordura
tao baixos.

O tgias fOi menor que 0 trapelado (2,31) €, portanto, erros sistematicos podem
ser desconsiderados apesar do coeficiente linear ser 1,2.

O valor da raiz quadrada do erro médio quadratico de calibragdo (RMSEC)
apresenta faixa de erro de 2-3%. O valor da raiz quadrada do erro médio
quadratico de previsdao (RMSEP) permite inferir que a capacidade de previsao
também estd adequada, apresentando faixa de erro entre 10-16%, mesmo com
todas as limitacbes dos estudantes participantes da obtencdo dos dados de
referéncia. Possivelmente, por tanto, o modelo desenvolvido teria precisdo e
exatiddo ainda melhores se a etapa envolvendo o método Bligh Dyer fosse
realizada por pessoas especializadas.
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XIl. CONCLUSAO - PARTE I
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X1.1 CONCLUSAO

Os resultados permitiram verificar a potencialidade da aplicagéo da técnica
de fluorescéncia de raios X aliada a quimiometria para se determinar o teor de
gordura em amostras de chocolate. A intensidade de radiagcéao é baixa e, portanto
nao traz danos maiores do que a exposicao do analista aos regentes utilizados no
método oficial.

O tempo reduzido de andlise e a ndo necessidade de uso de solventes
tornam o método proposto uma alternativa a ser considerada em substituicdo ao
método convencional empregado atualmente (Bligh-Dyer), principalmente em
laboratérios industriais e de rotina. Além disso, os erros de previsao externa foram
inferiores ao exigido atualmente (20%) pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, o que reforga a aplicagéo da proposta.
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XIl. PERSPECTIVAS - PARTE Il
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Xll.1 PERSPECTIVAS

Encontrar tragos de bromo em amostras de chocolate foi algo
surpreendente, podendo ser averiguado de forma mais detalhada em trabalhos
futuros.

Os resultados obtidos permitem propor a investigacdo do cumprimento da
legislacdo nas embalagens de chocolates para os demais componentes

nutricionais.
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Xlll. TRATAMENTO DE RESIDUOS
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XII.1 TRATAMENTO DE RESIDUOS

Os residuos gerados no decorrer dos experimentos foram devidamente
separados e tratados de acordo com as normas da Comissdo de Seguranca do
IQ-UNICAMP (LQA, 2013).

e Metanol e Cloroférmio: foram separados, armazenados em frasco
adequado e submetido a comissao de Seguranca para envia-los a empresa
Essencis Solugcbes Ambientes, responsavel pela incineracdo. Cabe
ressaltar que o cloroférmio foi filtrado com sulfato de sédio anidro para
retirada de tracos de agua, conforme recomendacéao da literatura (Jardim,
1998).

e Sulfato de sddio: solucao descartada na pia e s6lido no lixo comum.

e Os restos de chocolate foram jogados em lixo comum.
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ANEXO |I: DECLARACAO DE PARCERIA COM IQ

11/07/2011 Folha de Rosto
MINISTERIO DA SAUDE

Conselho Nacional de Saiide

Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS FR-445236

Projeto de Pesquisa
Proposta de um método répido, simples e verde para determinar gorduras em amostras de chocolate com integragZo entre escola e a Universidade

Area de Conhecimento Grupo Nivel
1.00 - Ciéncias Exatas e da Terra - 1.06 - Quimica Grupo 111
Area(s) Tematica(s) Especial(s) Fase
Nao se Aplica

Unitermos
chocolate, ensino, Bligt-Dyer

Sujeitos na Pesquisa

N° de Sujeitos no Centro Total Brasil N° de Sujeitos Total Grupos Especiais A
Crianga e ou menores de 18 anos, Pessoas numa relagéo de dependéncia
150 150 150 Lo i ;
omo presididrios, militares, alunos, funcionarios, ete
Placebo H?‘;‘;‘;T;‘Se”ms Wash-out Sem Tratamento Especifico Banco de Materiais Biologicos
NAO o NAO NAO NAO
NAQ
Pesquisador Responsavel
Pesquisador Responsév el CPF Identidade
Débora de Andrade Perteado Forchetti 269.435.598-69 273532741
Area de Especializagio Maior Titulagéo Nacionalidade
QUIMICA ANALITICA MESTRANDA BRASILEIRA
Enderego Bairro Cidade
ALAMEDA DOM JOAO VI, 180 PARQUE IMPERIAL MONTE MOR - SP
Cédigo Postal Telefone Fax Email
13190-000 (019)35213424 / (019) 38791051 deboraf orchetti@y ahoo. com. br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares. Compromete-me a Utilizar os materiais e dados coletados
exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os resultados sejam eles favoréveis ou ngo.
P

Wb

Aceito as responsabilidades pela condugao cientifica do projeto acima.

deste projeto, autorizo sua execugao.

Nome:

-

Data: 4 2 1 © 1 1A Assinatura
Instituico Proponente

Nome CNPJ Nacional/Internacional
UNICAMP/Faculdade de Ciéncias Médicas - SP 04.606.842/0001-33 Nacional
Unidade/Orgao Participagéo Estrangeira Projeto Multicéntrico
Instituto de Quimica UNICAMP NAO NAO
Enderego Bairro Cidade

Rua Tessélia Vieira de Camargo 126 Bargo Geraldo Campinas - SP
Cédigo Postal Telefone Fax Email

130848970 19 35218936 19 35218936 cep@f cm. unicamp. br

Termo de Compromisso .'-m-..)

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares e como esta i'ngtituigao tem condicées para o desenvolvimento

~ a7 L Yo

Data:

Assinatura

-‘- v (\\fm,‘f Or_Antonio C{ﬂlld’w Herrerd sBmga

oot

Diretor Associadd

O Projeto devera ser enfregue no CEP em até 30 dias a partir de 07/07/2011. Nio ocorrendo a

sera INVALIDADA.

SVoliar
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ANEXO Il: DECLARACAO DE PARCERIA COM A ESCOLA

Declaragido de Parceria da Escola Técnica de Monte Mor

A Escola Técnica (ETEC) de Monte Mor declara estar ciente e apoiar a
realizacdo do projeto “DETERMINACAO DE GORDURAS TOTAIS EM
AMOSTRAS DE CHOCOLATES COM INTEGRAGCAO ENTRE A ESCOLA
PUBLICA E A UNIVERSIDADE", permitindo que seus alunos de ensino medio
vivenciem esta integracdo nas dependéncias do Instituto de Quimica da
UNICAMP sob a orientacdo da professora Débora de Andrade Penteado
Forchetti.

A ETEC se prontifica em fornecer o transporte para o traslado dos

alunos (ETEC-UNICAMP-ETEC).

DY

N My
Nome: Mmt&;_ \DUIU) It "LULLLQ(ZC,»‘)

Cargo: \DLLL'% e Sx’,}l,;,"(;gf)j iqcac&“mu@m

Renata Dias Meirelles
Diretora de Servigas Académicos
RG n° 36.394.685-3
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ANEXO IlI: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (maior de
Idade)

“DETERMINACAO DE GORDURAS TOTAIS EM AMOSTRAS DE CHOCOLATES COM
INTEGRACAO ENTRE A ESCOLA PUBLICA E A UNIVERSIDADE”

A proposta conta com a parceria entre a UNICAMP e a Escola ; visando a melhoria
na qualidade da educacado basica e fornecendo momentos de integragdo entre os
estudantes do Ensino médio e a Universidade, despertando possivelmente um maior
interesse pela Quimica. Neste contexto, o estudante do ensino médio vivenciara durante
10 (dez) horas atividades didatico pedagdgicas que deverdo favorecer a sua formacao

académica, bem como desenvolver a auto-estima, senso critico e iniciativa prépria.

Ao participante ndo cabera nenhum custo ou quaisquer compensagdes

financeiras: sera fornecido, gratuitamente, almoco e translado da Escola até a UNICAMP.

Sera solicitado ao participante o preenchimento de questionarios de forma
anbnima e espontanea, objetivando verificar a sua opinido sobre as atividades
desenvolvidas e, desta forma, poder avaliar a qualidade da proposta. O estudante pode
se recusar a responder tais questionarios, o qué nao ocasionara em qualquer punicao.

A participagao do voluntario ndo trara, a priori, qualquer beneficio direto a ele.
Neste contexto, ndo ha desconfortos ou riscos previsiveis aos voluntarios, uma vez que
tratam-se de respostas a questionarios objetivos, para os quais os voluntarios ndo se
identificardo. Desta forma também, sera garantida a protegcdo a confidencialidade dos
voluntarios, ja que dados pessoais nao serao requeridos de maneira a identifica-los nas
respectivas respostas fornecidas.

Ao longo da atividade, serdo registradas fotos coletivas para registro e divulgacéao
da mesma, sendo 0s Unicos propositos para os quais serao utilizadas estas imagens:
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Eu , RG n°
, CPF n° declaro responder

de forma espontdnea e voluntaria aos questionarios solicitados no projeto
“DETERMINACAO DE GORDURAS TOTAIS EM AMOSTRAS DE CHOCOLATES COM
INTEGRACAO ENTRE A ESCOLA PUBLICA E A UNIVERSIDADE”; estando ciente que a

minha recusa podera ocorrer a qualquer momento sem causar-me nenhum énus.

Com relacao as imagens

Autorizo a obtencdo de minhas imagens, tendo ciéncia que a sua divulgacao sera

exclusivamente para divulgar e registrar o evento.

Nao autorizo a obtengdo de minhas imagens, mesmo tendo ciéncia que a sua

divulgacao sera exclusivamente para divulgar e registrar o evento.

Campinas, de de 2011.

Participante Maria Izabel Maretti S. Bueno
(Coordenadora Geral do Projeto)

Para mais informagbes ou esclarecimentos sobre o projeto contatar Juliana Terra
pelo telefone (19) 3521-3424. Reclamagbes sobre o descumprimento das informagdes
apresentadas neste termo, entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa/FCM/UNICAMP, através do telefone 3521-8936 ou do enderego eletrbnico:
cep@fcm.unicamp.br.
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ANEXO IV: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (menor
de Idade)

“DETERMINACAO DE GORDURAS TOTAIS EM AMOSTRAS DE CHOCOLATES COM
INTEGRACAO ENTRE A ESCOLA PUBLICA E A UNIVERSIDADE”

A proposta conta com a parceria entre a UNICAMP e a Escola; visando a melhoria
na qualidade da educacao basica e fornecendo momentos de integracao entre os
estudantes do Ensino médio e a Universidade, despertando possivelmente um maior
interesse pela Quimica. Neste contexto, o estudante do ensino médio vivenciara durante
10 (dez) horas atividades didatico pedagdgicas que deverao favorecer a sua formacao

académica, bem como desenvolver a auto-estima, senso critico e iniciativa prépria.

Ao participante nao cabera nenhum custo ou quaisquer compensacoes

financeiras: sera fornecido, gratuitamente, almoco e translado da Escola até a UNICAMP

Sera solicitado ao participante o preenchimento de questionarios de forma
anbénima e espontanea, objetivando verificar a sua opiniao sobre as atividades
desenvolvidas e, desta forma, poder avaliar a qualidade da proposta. O estudante pode
se recusar a responder tais questionarios, o qué nao ocasionara em qualquer punigao.

A participagao do voluntario ndo trara, a priori, qualquer beneficio direto a ele.
Neste contexto, ndo ha desconfortos ou riscos previsiveis aos voluntarios, uma vez que
tratam-se de respostas a questionarios objetivos, para os quais 0s voluntarios ndo se
identificarao. Desta forma também, sera garantida a proteg¢éao a confidencialidade dos
voluntérios, ja que dados pessoais ndo serao requeridos de maneira a identifica-los nas
respectivas respostas fornecidas.

Ao longo da atividade, serao registradas fotos coletivas para registro e divulgacao

da mesma, sendo 0s Unicos propositos para os quais serao utilizadas estas imagens.
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Eu , RG n°

, CPF n° responsavel legal
por , RG n°

, autorizo a participacao deste no projeto
“DETERMINACAO DE GORDURAS TOTAIS EM AMOSTRAS DE CHOCOLATES COM
INTEGRACAO ENTRE A ESCOLA PUBLICA E A UNIVERSIDADE”.

Com relacao aos questionarios:

Autorizo seu posicionamento nos questionarios de opiniao solicitados tendo ciéncia

que a sua recusa nao lhe causara nenhum énus.

N&o autorizo seu posicionamento nos questionarios de opinido solicitados mesmo

tendo ciéncia que a sua recusa nao lhe causara nenhum énus.

Com relacao as imagens e filmografia

Autorizo a obtencao de suas imagens, tendo ciéncia que a sua divulgacao sera

exclusivamente para divulgar e registrar o evento.

Nao autorizo a obtencao de suas imagens, mesmo tendo ciéncia que a sua

divulgagao sera exclusivamente para divulgar e registrar o evento.

Campinas, de de 2011.

Responsavel Legal Maria Izabel Maretti S. Bueno
(Coordenador Geral do Projeto)

Para mais informagbes ou esclarecimentos sobre o projeto contatar Juliana Terra pelo
telefone (19) 3521-3424. Reclamacgdes sobre o descumprimento das informacdes
apresentadas neste termo, entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa/FCM/UNICAMP, através do telefone 3521-8936 ou do enderego eletrénico:
cep@fcm.unicamp.br
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ANEXO V: PARECER DO CEP

Qﬁ? FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

L
%\ (% www.fem.unicamp.br/fcm/pesquisa

UNIiCAMP

V - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restri¢des o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma c6pia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Ttem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagido ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢).

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAOQ.

Homologado na VII Reunio Orgin’ ia do CEP/FCM, em 26 de julho de 2011.

Profa. Dra. Fatil% Aparecida Bittcher Luiz
COORDENADORA do C ITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / ICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas—SP cep@fcm.unicamp.br
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