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Objetivos

Desenvolver um sensor microfluidico em papel
(LPAD) para a determinacdo de melatonina
(MLT) em medicamentos.

Métodos e Procedimentos

Os procedimentos experimentais foram
divididos em quatro etapas: i) Construcdo do
sensor em papel, ii) otimizagdo da reacao, iii)
preparo de amostras e, iv) aquisicdo e
tratamento de dados.

Construcdo do sensor em papel: Cortou-se
circulos (spots) com auxilio de uma cortadora a
laser (Laser600, Combat Laser, Kawali,
especificagbes do corte: Power 13, Speed 50),
no qual o desenho destes foi realizado no
proprio software da maquina. Os spots foram
lavados com agua trés vezes apOs o corte,
para retirada de possiveis produtos de
combustdo das fibras de celulose. Em seguida
foram colados em uma folha sufite com o
auxilio de uma fita dupla face para fixagcdo e
manuseio.

Otimizacdo da reagdo: A reacdo envolve o
reagente “VUS”, uma solugdo que contém p-
DMAB (p-dimetilaminobenzaldeido) 0,1 M e
FeCl; (cloreto de ferro IlI) 0,01 M na proporcéo
4:1. Ambos foram preparados em solucdes
acidas, sendo p-DAMB 1 HCI:1 Etanol, e FeCl;
3 H,SO,4: 5 H,0. Aplicou-se 8 pL de solucdo de
reagente diretamente nos spots e aguardou-se
40 min para a proxima etapa. ApOs esse
periodo foi aplicado 5 pL de solugdo de
melatonina e observou-se a formacédo de cor
por 40 min para posterior aquisicdo de dados
(Figura 1)." A otimizacdo envolveu o

comparativo do procedimento de preparo do
reagente de modo padrdo (conforme a
publicacdo)*  versus a remocdo de

componentes 4cidos.
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Figura 1: Reacéo entre o reagente “VUS” e MLT
sobre a plataforma microfluidica em papel.

Preparo de amostras: As solu¢des padréo de
melatonina foram preparadas em etanol. J&
para as amostras sélidas seguiu-se o0s
seguintes passos: i) Maceragdo (dez
comprimidos para a obtencao da massa média
404 mg,), ii) Ajuste de volume para 5 mL de
etanol, iii) Banho de ultrassom por 5 min
(Especificagbes: Marca Cole-Parmer, modelo
8891,) iv) Diluicdo para concentracdo de
interesse (80 mg L‘l) e v) centrifugagéo a 5000
rom por 10 min, utilizou-se o sobrenadante
para analise. Para amostras liquidas tomou-se
200 pL para o preparo de solugdes estoques,
seguida do uso de agitador vortex.

Aquisicdo de dados: Apds as reacdes
colorimétricas nos spots, imagens digitais
foram obtidas em aparelhos celulares. A
obtencdo dos dados envolve a analise
colorimétrica das imagens pelo espaco de
cores RGB. Utilizou-se um aplicativo de
smartphone “Color Grab”, para registro da
intensidade do canal R (vermelho, red) em
cada spot seguido da correlagdo destes com a
curva analitica, obtida da mesma forma.

Resultados
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Construiu-se uma curva analitica com solucdes
padrdo de melatonina nas concentracées de 30
mg L™ a 300 mg L™ (Figura 2). O método
desenvolvido foi validado com amostras de
medicamentos soélido e liquido adquiridos em
farmacia local (Tabela 1), além de aspectos
como a recuperacdo (Tabela 2) e preciséo,
levando em conta o desvio padrdo das
medidas.
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Figura 2. Curva analitica construida através de
amostras padrdo de melatonina. O sinal analitico €
definido como a intensidade do canal R referente ao
branco analitico, subtraida da intensidade do

padréo. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 1. Desempenho inicial do sensor construido.
na determinag¢&o de melatonina em medicamentos.
DP: desvio padrdo. Fonte: Autoria propria.

as variacdes de sinal foram muito pequenas
(<5%) para ser considerados interferentes.

Tabela 2. Andlise de interferentes para a amostra
liquida. Fonte: Autoria prépria.

Variacéo de

. Variacéo de
sinal com base

sinal com base

Veiculos em amostras na interacéio
fortificadas com b
MLT 105 mg L™ VUS + veiculo
Glicerol 4% —2%
Ac. citrico 0% 0%
Mentol 3% 4%

Teor Teor esperado
Medicamento mg MLT (vide rétulo)
(xDP)
Solido 0,19 £ 0,02 021
Liquido 0,17 £0,01 '

Tabela 2. Analise de recuperagdo. A quantidade de
padrdo adicionada segue uma relacao de 50% e
100% a mais de padrao de acordo com a
concentracéo esperada da amostra. Fonte: Autoria

propria.
MLT Recuperacéo
Medicamento ac(i;:gozic;a (%) + DP (%)
Sélido 40 75% + 0,2
Liquido 99% + 0,2
Sdlido 80 89% + 0,0
Liquido 140% + 0,1

Realizou-se um teste de especificidade com os
interferentes da amostra liquida (vide rétulo),
suas concentracBes foram determinadas de
modo a replicar da melhor maneira possivel a
amostra (glicerol: 4% em volume, acido citrico
1000 mg L™, mentol: 4% em volume), porém,

O método desenvolvido apresenta potencial
para a determinacdo de melatonina em
remédios, porém precisa de ajustes. Verificou-
se possiveis otimizagbes como a reducdo de
componentes acidos do reagente (retirou-se
HCl e H;0). Verificou-se um aumento
consideravel (37%) na sensibilidade (Figura 3)
para uma curva de padrbes de melatonina.
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Figura 3: Curvas analiticas obtidas apoés as
modificagcdes dos reagentes. Fonte: Autoria propria.

Conclusoes

A reacdo escolhida e os procedimentos de
otimizacdo realizados possibilitaram a criagédo
de uma plataforma para um sensor em papel
que quantifica e detecta MLT em solucdes
padrdo de maneira satisfatéria, porém, para o
desempenho do mesmo em amostras reais,
ainda se faz necesséario a continuidade da
pesquisa.
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