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CALIBRATION MODEL OF METHYLMETACRYLATE CONCENTRATION IN AQUEOUS SOLUTION USING
ULTRAVIOLET ABSORPTION SPECTROSCOPY. Dilutions of methylmetacrylate ranging between 1 and 50 ppm were obtained
from a stock solution of 1 ml of monomer in 100 ml of deionised water, and were analyzed by an absorption spectrophotometer
in the UV-visible. Absorbance values were used to develop a calibration model based on the PLS, with the aim to determine new

sample concentrations. The number of latent variables used was 6, with the standard errors of calibration and prediction found to

be 0,048 ml/100 ml and 0,058 ml/100 ml. The calibration model was successfully used to calculate the concentration of monomer

released in water, where complete dentures were kept for one hour after polymerization.
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INTRODUCAO

O metilmetacrilato (MMA), comumente denominado mondmero,
€ um liquido incolor componente do sistema pd:liquido das resinas
acrilicas de uso odontoldgico. Estas resinas acrilicas sdo utilizadas
em uma série de procedimentos odontolégicos e também médicos,
dentre os quais cimento 6sseo, reparos e reembasamentos de préteses
e aparelhos ortoddnticos'?, confec¢@o de bases para préteses totais,
proteses oculares, faciais e cranianas’, lentes de contato®, guia cirtr-
gico em préteses imediatas®, moldeiras e coroas provisérias®. Como
o processo de polimerizagdo raramente é completo, quantidades va-
riadas de MMA residual estardo presentes dos dispositivos confeccio-
nados**7, tendo como principais conseqiiéncias rea¢oes alérgicas
na pele e mucosa e alteracdes nas propriedades fisicas das resinas,
como o aumento da contra¢do volumétrica, diminui¢ao da resistén-
cia e aumento da porosidade, dentre outras>®.

A diminui¢cdo do MMA residual nos dispositivos confecciona-
dos ocorre por difusdo do mondmero para a saliva' e polimerizagdo
adicional, onde moléculas de MMA se unem aos radicais livres pre-
sentes, aumentando o entrelagamento da cadeia polimérica’.

Dentre os métodos de andlise do MMA residual pode-se citar
técnicas quimicas (reagentes)’, cromatografia a gds (GLC)',
cromatografia de alta resolugdo (HPLC)’, espectroscopia de absor-
¢do no ultravioleta e espectroscopia Raman'#.

Alguns trabalhos demonstraram o uso da espectroscopia de ab-
sor¢do no ultravioleta (EAUV) para a quantificacio de MMA libera-
do em solucdo aquosa, sendo que o espectro de absorcio do MMA
apresenta uma banda intensa em 210 nm', o que a torna interessante
para a aplicagdo de um modelo de regressdo univariado. Entretanto,
a andlise das intensidades dos picos de absor¢do em um modelo
univariado apresenta a desvantagem de que a maior parte da infor-
macdo espectral é desprezada. O desenvolvimento de um modelo
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baseado na técnica multivariada PLS (“Partial Least Square™) per-
mite utilizar toda a informac@o espectral disponivel, melhorando a
previsdo, jd que variagdes podem ocorrer ndo somente no pico, mas
também em larguras de banda, por exemplo.

O método PLS ¢ consideravelmente eficiente para lidar com rui-
dos experimentais, colinearidades e néo linearidades nos dados. To-
das as varidveis relevantes sdo incluidas no modelo, o que implica
que a calibracdo pode ser realizada eficientemente mesmo na pre-
senga de interferentes (ruido, por exemplo), ndo havendo necessida-
de do conhecimento do nimero e natureza dos mesmos. Os métodos
sdo robustos pois seus pardmetros praticamente nio se alteram com
a inclusdo de novas amostras no conjunto de calibracdo. Desta for-
ma, o método PLS tem se tornado uma ferramenta extremamente
util em muitos campos da quimica e engenharia'!.

A base fundamental do método PLS é a PCA (“Principal
Component Analysis”), que consiste em uma manipulacio da matriz
de dados visando representar as variacdes presentes em muitas varia-
veis, através de um nimero menor de fatores. Constréi-se um novo
sistema de eixos (denominados componentes principais, varidveis
latentes ou ainda autovetores) para representar as amostras, no qual
a natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas
dimensdes!'".

A PLS usa a informag@o das concentragdes na obtengdo dos fa-
tores. O primeiro fator, chamado de varidvel latente, descreve a dire-
¢do de mdxima variancia que também se correlaciona com a concen-
tragdo. Estas varidveis latentes sdo, na realidade, combinagdes linea-
res das componentes principais calculadas pelo método PCA!.

Neste trabalho, espectros de absor¢do no UV foram obtidos de
dilui¢oes seriadas de MMA, na faixa de 1 a 50 ppm, preparadas a
partir de uma solucéo estoque com o intuito de construir um modelo
de Regressdo PLS, visando a aplicagdo do modelo em um caso real.
Foram obtidos os espectros das solugdes aquosas em que ficaram
imersas por 1 h préteses totais polimerizadas por ciclo longo e dis-
cos confeccionados com resina acrilica ativada quimicamente
(RAAQ). Os dados espectrais foram inseridos no modelo de



Vol. 26, No. 6

calibragdo preestabelecido, e a quantidade de MMA calculada foi
relacionada com o tipo de procedimento adotado na confecgdo das
proteses e discos de resina.

PARTE EXPERIMENTAL

No preparo da solugdo estoque, 1 ml de MMA foi adicionado
em um baldo volumétrico e este completado com 100 ml de agua
deionisada (DI). Esta solu¢do permaneceu hermeticamente fechada
por oito dias, sendo que apds este periodo 45 amostras foram prepa-
radas com concentracdes entre 0,0001 e 0,005%, pipetando-se quan-
tidades especificas da solucdo estoque em 100 ml de dgua DI. No
preparo destas amostras foram utilizados quatro baldes volumétricos,
cuidadosamente enxaguados a cada preparo, e as ponteiras plasticas
da pipeta foram trocadas a cada manipulag@o. Estas amostras, assim
como a dgua DI utilizada e a solug@o estoque foram armazenadas em
tubos de ensaios hermeticamente fechados para a andlise
espectroscopica.

Para a obtengdo dos espectros utilizou-se o espectrofotdmetro
Cary 100 (Varian Inc., Walnut Creek, CA) da Quimlab- Quimica e
Metrologia, com varredura na faixa entre 195 e 350 nm, e duas cubetas
de quartzo (Hellma Cells, Plainview, NY) com 10 mm de caminho
optico. O espectrofotdmetro trabalha com feixe duplo, de forma que
a cubeta com a amostra é comparada com a cubeta com dgua, para
que a corregdo de linha de base (“baseline™) seja possivel. Para as
andlises das 45 amostras somente a cubeta com a solucdo foi remo-
vida do equipamento. Apds a andlise, os dados referentes a cada
espectro foram armazenados no formato texto.

Trés amostras foram eliminadas da andlise, devido a grande dis-
crepancia entre a intensidade do pico de absorcdo e a concentracio.

Com os valores das concentra¢des conhecidas das amostras e as
intensidades do pico de absorcio, foi construido um modelo de
calibracio univariado. Para tal, uma equacio de reta baseada no
método de minimos quadrados foi calculada a partir dos valores de
absorvancia (varidvel independente) e concentracio (varidvel depen-
dente). Foi também construido um modelo de calibra¢ao multivariado,
baseado na técnica PLS. No software Matlab® (The Mathworks, MA,
USA, versdo 4.2), os dados de absorvancia e concentragdo foram
considerados como varidveis independentes e dependentes, respec-
tivamente, e através da fung¢do [p,q,w,t,u,b] = pls(x,y,lv,1) construiu-
se o modelo PLS, onde os parametros de entrada sdo x: valores de
absorvancia, y: valores de concentragdes, lv: nimero de varidveis
latentes determinado pelo usudrio. Para determinar o valor da con-
centracdo prevista pelo modelo de Regressdao PLS das amostras uti-
lizadas na construciio do modelo, os espectros de absorvancia destas
amostras foram consideradas como entrada na funcdo ypred =
plspred(x,b,p,q,w,lv), onde x: espectros de absorvancia e lv: nimero
de varidveis latentes. Esta funcdo calcula o valor previsto da concen-
tragdo de uma amostra em func@o dos parametros do modelo. O ni-
mero de variaveis latentes foi estabelecido entre 1 a 10, visando es-
pecificar o melhor valor a ser adotado. Foram plotados graficos com
os valores das concentragdes conhecidas e as previstas pelo modelo
PLS, assim como o gréfico com os valores do erro padrdo de calibra-
¢do (SEC - “standard error of calibration”).

O SEC tem a fungdo de avaliar o quanto o modelo PLS é capaz
de prever concentragdes a partir dos dados utilizados na construgio
do modelo. Um procedimento de validagdo do modelo foi realizado
utilizando amostras com concentracdes conhecidas, mas que nao
foram utilizadas na constru¢do do mesmo. Para tanto, 9 solugdes de
MMA obtidas a partir da solug@o estoque foram analisadas pelo
espectrofotometro, e os valores de absorvancia utilizados como no-
vas entradas (x) na fun¢@o ypred = plspred(x,b,p,q,w,lv) sendo o
numero de variaveis latentes utilizadas de 1 a 10. Assim, foi calcula-
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do o erro padrdo de previsdo (SEP - “standard error of prediction”)
que tem como objetivo determinar um nimero 6timo de varidveis
latentes a serem utilizadas na previsdo da concentragao de novas amos-
tras, bastando para isto encontrar o seu menor valor.

Com a finalidade de determinar as concentracdes desconhecidas
de MMA em dispositivos confeccionados com resinas acrilicas via
modelo de calibragido PLS implementado, 2 grupos de amostras fo-
ram preparados.

No primeiro grupo, foram processadas 4 préteses totais utilizan-
do a polimerizacdo por ciclo longo. Logo apds a demuflagem, 3
proteses foram mantidas em 100 ml de dgua DI por aproximada-
mente 1 h, e uma recebeu o acabamento e polimento antes de perma-
necer na dgua pelo mesmo periodo. A dgua de cada uma das amos-
tras foi armazenada em tubos de ensaio para andlise posterior.

No segundo grupo, foram confeccionados 2 discos com 10 mm
x 5 mm de resina acrilica ativada quimicamente sendo que, no pri-
meiro, a polimeriza¢do ocorreu sob pressdo de aproximadamente
60 1b/pol® por 15 min (D1) e no segundo, a polimeriza¢do ocorreu
em pressdo atmosférica (D2). Ap6s a polimerizagdo, manteve-se 0s
discos separados em baldes volumétricos com 100 ml de dgua DI e
hermeticamente fechados por 1, 5 e 8 h, sendo a dgua trocada a cada
periodo e analisada pelo espectrofotometro UV.

Com os espectros de absorvancia das solu¢des das préteses to-
tais e dos discos D1 e D2, determinou-se o valor da concentracdo
prevista pelo modelo (y-pred). Para tanto, estes valores foram consi-
derados novos valores de x na fung¢do ypred = plspred (x,b,p,q,w,1v).

RESULTADOS

Utilizando a técnica de EAUYV foi observado que o MMA apre-
senta um pico de absor¢@o muito forte em aproximadamente 200 nm,
correspondente a banda C=C. O espectro de absor¢do da solucio
estoque de MMA ¢ demonstrado na Figura la. Este espectro apre-
senta saturacio na banda em 200 nm devido a alta concentragdo de
MMA. O espectro da solug@o estoque diluida em dgua DI na propor-
¢do de 0,15 ml/100 ml, respectivamente (0,0015%) € apresentado na
Figura 1b.
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Figura 1. Espectros de absor¢do no ultravioleta de MMA: (a) solu¢do
estoque (1 ml MMA/100 ml dgua DI); (b) solugdo estoque diluida em dgua
DI (0,15 ml solugdo estoque/100 ml dgua DI — 0,0015%)

O modelo de calibracdo univariado, construido utilizando a in-
tensidade do pico de absorvancia em cada concentracio, ¢ demons-
trado na Figura 2a. Este modelo segue uma equacao linear, em que a
relagdo entre a concentragio real e a prevista foi determinada como
sendo y = 4,65x, onde x é a concentracdo e y € a absorvancia. O SEC
calculado para o mesmo foi de 0,060 ml/100 ml.
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Os modelos de calibragdo multivariados obtidos a partir dos es-
pectros de absor¢do utilizando 1, 6 e 10 varidveis latentes sdo de-
monstrados na Figura 2b, 2c e 2d, respectivamente. Pode-se ob-
servar que, com um nimero maior de varidveis latentes, obtém-se
uma maior linearidade e uma correlacdo mais alta (observado pelos
valores de r?).
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Figura 2. Concentragdes reais versus previstas para cada modelo de
calibragcdo baseado no PLS usando todas as 42 amostras: (a) univariado
(P = 0,8479); (b) multivariado com uma varidvel latente (1> = 0,8464); (c)
multivariado com 6 varidveis latentes (r* = 0,9029); (d) multivariate com
10 varidveis latentes (1> = 0,9791)

Para os procedimentos de valida¢cdo, um conjunto de nove es-
pectros de absor¢do que ndo foram utilizados na constru¢do dos
modelos multivariados foram analisados dentro dos mesmos
parametros do modelo PLS pré-estabelecido e utilizando uma, 6 e
10 varidveis latentes (Figura 3).
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Figura 3. Concentragoes reais versus previstas para a validagdo do modelo
PLS usando 9 amostras com: (a) uma varidvel latente (r* = 0,8511); (b) 6
varidveis latentes (r’ = 0,8594); (c) 10 varidveis latentes (r> = 0,6563)

Os valores de SEC e SEP, em funcdo do nimero de varidveis
latentes utilizadas nos modelos multivariados, sdo demonstrados na
Figura 4. O valor minimo do erro de previsdo determina o nimero
6timo de varidveis latentes a ser utilizado no modelo PLS para andlises
prospectivas'?. No presente estudo, a curva do SEP apresentou o
menor valor, 0,058 ml/100 ml, utilizando-se 6 variaveis latentes. Este
nimero é muito préximo ao SEC com uma varidvel latente (0,061 ml/
100 ml), e do SEC do modelo univariado (0,060 m1/100 ml).

Com o valor 6timo de 6 varidveis latentes determinado pelo SEP,
o modelo PLS foi utilizado para estabelecer previsdes das concen-
tragdes desconhecidas de novas amostras. Para tanto, foi utilizada a
fungéo plspred nos espectros das solu¢des aquosas onde as préteses
totais e discos de RAAQ (D1, D2) foram armazenados, tomando
como base os parametros do modelo de calibracdo previamente de-
terminados.

Os graficos com os valores das concentragdes provaveis de MMA
liberados em dgua calculados para as respectivas amostras (proteses
e discos) sdo demonstrados nas Figuras 5 e 6. A barra de erro
aplicada aos gréficos refere-se ao valor do SEP para 6 varidveis la-
tentes.
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Figura 4. (a) SEC (erro padrao de calibragdo) calculado usando os valores
de concentragoes previstas pelo modelo de calibragdo PLS versus niimero
de varidveis latentes e (b) SEP (erro padrdo de previsdao) calculado usando
os valores de concentragoes previsitas pelo modelo de validagdo PLS versus
niimero de varidveis latentes
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Figura 5. Concentragdo prevista pelo modelo PLS do MMA liberado em
dgua DI de diferentes proteses totais imersas por 1 h

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este trabalho se propds a desenvolver uma metodologia para a
determinacdo da concentragio de MMA residual em proteses
odontoldgicas, de maneira nao destrutiva e confidvel, a partir da ana-
lise da liberagdo do MMA em solugdo aquosa. Foram construidos
modelos univariado e multivariado, este ultimo baseados no PLS.

Observando a solugdo estoque, verificou-se que esta ndo se apre-
sentava homogénea e sim, com indmeras particulas de MMA em
suspensdo, apesar desta ter permanecido por 8 dias hermeticamente

e, sendo assim, alteracdes nas concentragdes das amostras analisa-
das podem ocorrer com as conseqiientes variagdes nas absorvancias.

Apesar da instabilidade do MMA em dgua foi possivel identifi-
car o pico em 200 nm nas solucdes aquosas com concentracdes na
faixa entre 0,0001 e 0,005%, cuja intensidade de absorcdo depende
da concentracdo, com algumas variagdes decorrentes de fatores cita-
dos anteriormente.

Analisando o SEC do modelo univariado (0,060 ml/100 ml) e
multivariado com uma varidvel latente (0,061 ml/100 ml), estes apre-
sentaram valores semelhantes. Com o aumento do nimero de varia-
veis latentes do modelo multivariado, ocorreu uma diminui¢ao deste
valor devido ao fato de que, com o maior nimero de varidveis consi-
deradas, hd a inclusdo de parametros espectrais que nao sdo gerais,
mas particulares de cada amostra, deixando o sistema muito especia-
lizado (com a conseqiiente diminui¢@o do erro).

Entretanto, com relagio aos valores do SEP, o menor valor foi
encontrado com a utilizagdo de 6 varidveis latentes (0,058 ml/
100 ml). Este nimero de variaveis deve ser considerado no modelo
em andlises subsequentes, pois 0 menor valor de SEP indica a varid-
vel Gtima a ser utilizada'®.

A confiabilidade do modelo PLS ¢é dependente do nimero de
amostras utilizadas na constru¢ao do modelo, de forma que se possa
prever concentragdes desconhecidas em um grande niimero de amos-
tras. Mas para isto faz-se necessdrio um numero alto de situacdes
experimentais, o que, as vezes, torna-se invidvel na pratica''. Varia-
¢des como poténcia da fonte de luz, tipo de amostra, alinhamento do
equipamento e posicdo da amostra também sdo fatores que interfe-
rem na eficiéncia do modelo, causando alteracdes espectrais'®. Po-
rém, se as variaveis relevantes sdo consideradas no modelo multi-
variado, o procedimento de calibracdo ¢ eficiente e preciso, mesmo
com poucas caracteristicas espectrais (picos MMA).

De acordo com os resultados obtidos na determinacdo das con-
centracdes desconhecidas das amostras das proteses totais e discos
de RAAQ, a partir do modelo PLS construido (com 6 varidveis la-
tentes), observou-se que algumas destas concentragdes estdo bem
proximas ou menores que o SEP (barra de erro).

Observando as concentragdes das solucdes aquosas em que as
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préteses totais foram imersas (Figura 5), as mesmas apresentam va-
lores pequenos, o que € esperado com o tipo de resina (resinas acrilicas
termopolimerizdveis) e o procedimento de polimerizagao (ciclo lon-
go) utilizados. De qualquer forma, a observagdo dos espectros de
absor¢do e a conseqiiente possibilidade de quantificacio do MMA
destas amostras ampliam as possibilidades da técnica na anélise tan-
to do MMA liberado das RAAQ como também nas resinas
termopolimerizdveis.

Na andlise das concentra¢des das solu¢des aquosas em que 0s
discos foram imersos (Figura 6), a quantidade de MMA liberado foi
dependente do processo de polimerizagdo e tempo pds-polimerizacao.
Em todos os tempos pés-polimerizacio (1, 5 e 8 h), o disco confec-
cionado com RAAQ em que a polimerizacdo processou-se por 15
min sob pressdo (D1) apresentou um nivel menor de MMA quando
comparado com os valores obtidos do disco de RAAQ polimerizado
em pressdo atmosférica (D2), o que confere com as afirmacgdes de
Lamb et al.' e Anusavice® especificando que a quantidade de MMA é
dependente do tipo da resina e processo de polimerizacdo. A dimi-
nuicdo do nivel de MMA liberado com o tempo também foi obser-
vada em ambos os discos, uma vez que nos instantes iniciais (pri-
meira hora, principalmente) hd maior quantidade de MMA residual,
sendo que a quantidade deste diminui devido a uma polimerizagao
adicional em sitios ativos presentes nas cadeias poliméricas’ e difu-
sdo para o meio exterior'.

Com estes resultados, pode-se afirmar que o método de andlise
de liberacdo de MMA em 4gua através do modelo PLS aplicado aos
espectros de absor¢do no UV ¢ eficiente, sendo a concentracdo de
mondmero liberado dependente do tipo de processamento da resina

Quim. Nova

e do tempo de liberagdo. Futuramente, a constru¢do de um modelo
de calibracdo com um maior nimero de amostras possibilitard a di-
minuicio do erro de previsdo e o aumento da faixa de concentracdes
possiveis de serem medidas.
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