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Microfluídica

Aplicações:

Microchips descartáveis de poliéster-

toner para análises genéticas
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Microchip de Poliéster-toner (PT)

Microchip de PT para SPE e PCR

(I) (II)

(III )
(IV)

Cada camada de toner: 6 mm
Cada poliéster filme: 100 mm

Representação das etapas do processo de microfabricação, (I) filme de poliéster (II) filme de poliéter recoberto com toner nos dois lados (III) 
canal cortado com a cortadora a laser, (IV) alinhamento e laminação das quatro camadas de poliéster (base, tampa com dois furos para os 
reservatórios e os dois filmes do meio com os canais ).

5

Laser Cutting

Extração dinâmica de DNA em fase sólida (dSPE)

Microchip: 4 filmes de poliéster
Profundidade do canal: 272 mm 
volume:4 mL

Preparodasamostras: Sangue: 6mLde sangue,5mLde proteinaseK,9mLde GuHCl8
mol/L 1%triton ς56 C̄por 10 min

dSPE: mesmoprincípioda dSPEemmicrochip de vidro
- Partículasmagnéticasde sílica
- fasesólidadinâmica

cm
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Extração dinâmica de DNA em fase sólida (dSPE)
Preenchimento o canal com 8M GuHCl, pH 7.6 Adição de 1.2ml de Magnesil Adição de 2 ml de amostra 

!Ǝƛǘŀœńƻ ǇƻǊ рΩ ƴƻ ŀƎƛǘŀŘƻǊ ƳŀƎƴŞǘƛŎƻLavagem com 6 ml 80% IPA
Lavagem  com 4x 2 mL 0.1X TE

9ƭǳƛœńƻ ŎƻƳ лΦмȄ ¢9 ŎƻƳ нΩ 
agitatação para cada fração

Recolhimento de 8 frações após 
o início do movimento

Extração dinâmica de DNA em fase sólida (dSPE)

Perfil de eluição da extração de DNA em sangue

Eficiência de Extração: 69.7 ± 5.7%

~ 35% é eluído na
primeirafração

~ 75% é eluído nas 
três primeiras 
frações

Elution Profile of Blood in a Toner Chip
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Extração multiplexadade DNA em fase sólida
Microchip com 8 canais para extração multiplexada de DNA
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Extração dinâmica de DNA em fase sólida 
(dSPE)

R
F

U

Time (s)

15 bp

1500 bp

Avaliaçãodaqualidadedo DNA extraídopor dSPEem microchip de PT

Amplificação do fragmento do gene b-globin na primeira fração de DNA purificado a 
partir de sangue por dSPE em microchip de PT

Comparaçãoentre dSPEem microchipdePTe dSPEem microchipde vidro

Extração dinâmica de DNA em fase sólida 
(dSPE)

Método de extração Eficiência de extração (%) Concentração de DNA (ng/mL)* 

dSPE em microchip de PT 69,7 ± 5,7 3,2 ± 0,08

dSPE em microchip de vidro 63,9 ± 6,0 1,7 ± 0,4

sílica empacotada no microchip de vidro 42,5 ± 5,6 2,3 ± 0,5

Qiagen 65,4 ± 3,0 0,1 ± 0,1

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)

Envolve a síntese enzimática in vitro de milhões de cópias de um segmento
específicode DNAnapresençadaenzimaDNApolimerasee de primersespecíficos

Envolvetrês etapas:
- desnaturação
- pareamento
- extensão

A PCR é feita
tradicionalmenteem tubos de
polipropileno em
termocicladorese utilizam um
volumeentre 25-100 L˃
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PCR em microchip de PT

PCRem termocicladoresconvencionais

Microchip:

4 filmes de poliéster
22 mm x 2.4 mm x 272mm
Volume~10mL

Mistura reacional da PCR:
10 mM de Tris /50 mM KCl (PCR buffer)
2,4 mM de MgCl2

0,4 mM de cada primer
0,2 mM de dNTP
1 ng/mL de lDNA
0,24 mg/mL de BSA
0,1 unidades/mL de Taq polimerase

Programa:
95̄ C (2min)
30 ciclos:  95̄C (30 s) 68̄C(30 s)
72̄ C(2 mim)

PCR em microchip de PT

PCRem termocicladoresconvencionais

15 bp

1500 bp

Amplificação do fragmento de 520 pb do lDNA em microchip de PT 

PCR com aquecimento Infravermelho em microchip de PT 

Lâmpada de Tungstênio

Microchip

Amplificador

Fonte 
5V/12V

Termopar  miniaturizado

Circulador de ar

Sistema home-made desenvolvido pelo grupo do Prof. James P. Landers



01/05/2016

6

PCR com aquecimentoInfravermelhoemmicrochip de PT 

reference

PCR 

Chip: 4 filmes de poliéster
Volume de cada câmara: 2 mL

Programa:
95̄ C (2 min)
30 ciclos: 95̄C (30 s) 68̄C(30 s)
72̄ C(2 min)

Master Mix:
10 mM Tris /50 mM KCl
2,4 mM MgCl2
0,4 mM de cada primer
0,2 mM de dNTP
1 ng  de lDNA
0,24 mg/mL de BSA
1,5% (v/v) de PEG
0,2 units/mL de Taq polimerase

PCR com aquecimentoInfravermelhoem chip de PT 

IV-PCR em microchip de PT
Thermocycle Profile
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Integraçãoentre dSPEe IV-PCR em chip de PT

dSPE and PCR

Reference

Chip: 4 filmes de poliéster 
Volume de cada câmara: 2 mL

Time (s)

R
F

U

15 bp

1500 bp

l

Integração entre dSPE e IV-PCR em microchip de PT

Separação de DNA em microchip de PT

Eletroforese em microchip Ferramenta poderosa para separação de DNA

- Curto tempo de análise

- alta resolução

- baixo consumo de amostra e reagentes

- fácil automação

- grande versatilidade tanto para aplicações de rotina quanto para pesquisa

- capacidade de integração 
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Separação de DNA em microchip de PT

Canal preenchido com gelDNA

Introdução do DNA no gel 

Eletroforese e separação do DNA  através do gel 

- +

Eletroforese em Gel para separação de DNA

Baseadono tamanhodosfragmentosde DNA
Gel: soluçãopoliméricaqueseparaosfragmentosde DNAde acordocomo tamanho
Eletroforese: separaçãode fragmentosde DNAno gel atravésda aplicaçãode um
campoelétrico

Separação de DNA em microchip de PT
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Produção do dispositivo de PT

Visão do topo do 

microdispositivo de PT. 
(1) reservatório da amostra, 
(2) reservatório do tampão,
(3) reservatório de descarte da 
amostra e
(4) reservatório de descarte do 
tampão

I

Separação de DNA em microchip de PT

Experimental:

- Preenchimentodo canal com hidroxietilcelulose 0,5% (HEC90-105 kDa) por
capilaridade

- Tampãodecorrida: 0,1XTE (1 mM Tris/0,1 mM EDTA,pH8,0)

- Amostraintroduzidano canalde separaçãoatravésda aplicaçãode 300V por 30 s

- A separaçãode DNAfoi realizadasob a aplicaçãode um campoelétrico variável
entre 100a 300Vcm-1

- Amostra: ladder100pbς25,0 ng/mLmarcadacomPicoGreen®
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200-mm-wide

0,5% hidróxi-etil-celulose
(HEC 90-105 kDa)

12 mm

Análisede DNA nosmicrossistemas
descartáveis

25

Integraçãoentre IV-PCR e separaçãoemmicrochip de PT

Dispositivo:

- Dispositivo sem válvula para a integração entre a PCR e a separação
- Profundidades diferentes para os canais em diferentes domínios:
- PCR: 4 filmes de poliéster (272 mm)
- separação:2 filmes de poliéster (12 mm)

PCR

separação

Integração entre IV-PCR e separação em microchip de PT
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PCR: lDNA , MM e programa: descrito anteriormente
Eletroforese: Injeção (200 V por 60 segundos)

separação (75 V cm-1)
Amostra:marcada com Picogreen
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Conclusão
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Análise genética convencional

Análise genética em um microchip totalmente integrado 

dSPE e PCR
separação

Aplicações: Interações Biomoleculares on-chip

ÝOndas Acústicas na Superfície (SAW)

Ý Espectroscopia de Impedância Eletroquímica

ÝMicrobalança de Cristal de Quartzo (QCM)

Ý Tomoscopia de Admitância Supercapacitiva

Ý Ressonância plasmônica de superfície (SPR)

Ý Detecção Condutométrica sem Contato

Aplicações: Interações Biomoleculares on-chip

Fotolitografia/Sputtering/Lift-off

Vidro

Eletrodos
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Aplicações: Interações Biomoleculares on-chip

Deposição Química em fase de vapor 

assistida por plasma (PECVD)

Aplicações: Interações Biomoleculares on-chip

Aplicações: Interações Biomoleculares on-chip
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Coltro, W. K. T. ; Fracassi da Silva, J. A.; Carrilho, E. . Detector Oscilométrico para Biossensores em 
Microdispositivos (Processo 2008.1.464.75.8). 
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Fig. 1
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(C)
Fitted parameters of the equivalent circuit

Electrodemodification CF
(nF cm-2) RF

(kWcm- 2)

Ti/Au (bareelectrode) 2200 0.041

Ti/Au/Ti/SiO2 1090 4.065

Ti/Au/Ti/SiO 2/APTES 990 6.550

Ti/Au/Ti/SiO
2
/APTES/biotin 161 310
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Film (SiO2, APTES, biotin)

S
u

b
s

tr
a

te

Fig. 3
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Rapid prototying of toner-based 
microzone plates

42


