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Microchip de Poliéstetoner (PT)

Microchip de PT para SPE e PCR
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Cada camada de toner: fm
Cada poliéster filme: 100m

etapas do
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1) filme de poliéster (1) filme de poliéter recoberto com tenbisitados (Ilf)

canal cortado com a cortadora a laser, (V) alinhamento e laminagéo das quatro camadas de poliéster (base, tampa compéparauos.
reservatrios e os dois filmes do meio com os canais ).

Laser Cutting

Extracdo dindmica de DNA em fase sOl{d&PE
Microchip: — 4 filmes de poliéster

Profundidade do canal: 278m

volume:4m.

Preparodasamostras Sangue6 nide sangue5 ni_de proteinaseK,9 nide GuHCB
mol/L 1%triton ¢ 56 Cpor 10 min

dSPEmesmoprincipiodadSPEm microchip devidro
- Particulasnagnéticagle silica
- fasesélidadinamica




Extracéo dindmica de DNA em fase s§{dBPE)
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Extracdo dinamica de DNA em fase sol{d8PE

Perfil de elui¢do da extragdo de DNA em sangue

Elution Profile of Blood in a Toner Chip

~ 35% ¢é eluido na
primeirafracédo

~ 75% é eluido nas
trés primeiras
fracdes

ovA ()

Volume (uL)

Eficiéncia de Extracédo: 6%5.7%

Extrag@omultiplexadade DNA em fase solida

Microchip com 8 canais para extragédo multiplexada de DNA
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Perfil de elui¢do das 8 extragdes em um microhip multicanal
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Extracdo dindmica de DNA em fase sélida
(dSPE

Avaliagéoda qualidadedo DNAextraido por dSPEem microchip de PT

Amplificacdo do fragmento do geheglobin na primeira fracdo de DNA purificado a
partir de sangue por dSPE em microchip de PT

1500 bp
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Extrac@o dindmica de DNA em fase sélida
(dSPE

Comparagé@ntre dSPEem microchipde PTe dSPEem microchipde vidro

Método de extragdo Eficiéncia de extrago (%) | Concentragéo de DNA (ng/m.)*
dSPE em microchip de PT 69,7£57 32008
dSPE em microchip de vidro 639£60 17£04
silicaempacotada no microchip de vidro 225£56 2305
Qiagen 654£30 0101

Reacdo em Cadeia da Polimerase (P{

Envolve a sintese enzimaticain vitro de milhdes de cépias de um segmento
especificade DNAna presengada enzimaDNApolimerasee de primersespecificos

Envolvetrés etapas
- desnaturag@o
- pareamento
- extenséo
[T DNA dupla fita
[T A 95°C a dupla fita se abe
PR
T A SSYC 0s primers se ligam nas
T o regides
p ; .
A PCR ¢é feita Bt T b
| A 720C a enzima taq
trad|C|onaImenteem tubos de FTTPTIIITIITITT  inerase sintetiza
polipropileno em s yma nova fita Al
termocicladorese utilizam um g gy complementar duuy @
e AL

volumeentre 25-100>L




PCR em microchip de PT

PCRem termocicladoresconvencionais

e _

4filmes de poliéster
22mmx24mmx272mm
Volume~101.

Mistura reacional da PCR:
10 mM de Tris /50 mM KCI (PCR buffer)

Programa:
g': m g: cMagd%rimer 95C (2min)
0.2mM de dNTP 30 ciclos: 95 (30's) 6B(30's)
' 72°C(2 mim)

1 ng/it del DNA
0,24 mg/mL de BSA
0,1 unidadesfi. de Taq polimerase
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PCR em microchip de PT

PCRem termocicladoresconvencionais

Amplificagéo do fragmento de 520 pb HBNA em microchip de PT

t §20bp
1500 bp
15bp |
T - B R T T TR R

PCR com aquecimento Infravermelho em microchip de PT

Sistema homemade desenvolvido pelo grupo do Prof. James P. Landers

Ampiiicador

Termopar miniatizado

Fonte
sunzv. Lampada de Tungsténio




PCR coraquecimentolnfravermelhoem microchip de PT
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PCR conaquecimentolnfravermelhoem chip de PT

reference

Chip: 4 filmes de poliéster
Volume de cada camara:.

Master Mix:
10 mM Tris /50 mM KCI

2,4 mM MgGl

0,4 mM de cada primer

0,2 mM de dNTP Programa:

1ng dd DNA 95°C (2 min)

0,24 mg/mL de BSA 30 ciclos: 95C (30 s) 68C(30 s)
1,5% (viv) de PEG 72°C(2 min)

0,2 unitshii. de Taq polimerase

IV-PCRem microchip de PT

‘Thermocycte Profie

1500 bp
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Integracdoentre dSPEe IV\PCRem chip de PT

Chip: 4 filmes de poliéster
Volume de cada camara: L

Particulas Particulas em Particulas
(mohill; movimento  imobilizadas
Introdugio == —.— _._ _._
daamostra
e =~ - - -@-
isopropanol =%
Introdugho —y TN T e
paculas de tampdo o T .
Introdugdoda _, _ === Z@ P
misturada | e ==
Pronto para
IV-PCR
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Integracdo entre dSPE ePCR em microchip de PT

1500 bp

15bp
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Separacao de DNA em microchip de H

Eletroforese em microchip Ferramenta poderosa para separagéo de DN.

- Curto tempo de andlise

- alta resolucéo

- baixo consumo de amostra e reagentes

- facil automagéo

- grande versatilidade tanto para aplicagdes de rotina quanto para pesquisa

- capacidade de integracéo




Separacdo de DNA em microchip de F

Eletroforese em Gel para separagédo de DNA
Baseadmo tamanhodosfragmentosde DNA
Get solugéopoliméricaque separaos fragmentosde DNAde acordocomo tamanho
Eletroforese separacdode fragmentosde DNAno gel atravésda aplicacdode um
campoelétrico

DNA Canal preenchido com gel

Introdugzo do DNA no gel

Eletroforese e separagao do DNA através do gel

_ ?.b & GO,
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Separacdo de DNA em microchip de F

Producéo do dispositivo de PT

Viséo do topo do
(1). Filmede poliéster, microdispositivo de PT

(1) reservatério da amostra,
(2) reservatério do tampéo,

(1. Filmede poliésterimpressoa camadadetoner,

(). Alinhamentodasduaspartes,basee topo, (3) reservatorio de descarte da
o amostra e

(V). Laminagao, (4) reservatério de descarte do

(V). Di i 6 atori tampéo

(b).

Separacao de DNA em microchip de H

Experimental:

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

- Tampéode corrida 0,1XTE (1 mM Trig 0,1 mM EDTApH 8,0)
- Amostraintroduzidano canalde separacaatravésda aplicagdale 300V por30s

- Aseparacdode DNAfoi realizadasob a aplicacdode um campo elétrico variavel
entre 100a300Vcnt!

- Amostra ladder100pb ¢ 25,0 ng/ni. marcadacom PicoGree®




Analisede DNAnosmicrossistemas
B descartaveis

Fluorescence

12mm ,Mvv,/\‘/\,/u\kuvw\,\

0,5%hidroxi-etil-celulose Time (s)
(HEC 9a05kDg
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Integragécentre IVPCR separaga@m microchip de PT

Dispositivo:

- Dispositivo sem vélvula para a integragéo entre a PCR e a separagao
- Profundidades diferentes para os canais em diferentes dominios:
-PCR: 4 filmes de poliéster (2i7th)

- separacéo:2 filmes de poliéster (fh)

r 4
&7

Integracao entre NPCR e separagido em microchip de PT

PCRI DNA , MM e programa: descrito anteriormente

Eletroforese:Inje¢éo (200 V por 60 segundos)
separacao (75 V cih

Amostra:marcada com Picogreen

520 pb
*

RFU
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Conclusao

Anélise genética convencional
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Anélise genética em um microchip totalmente integrado

dSPE e PCR
10) 100

(0) aimesadwa

DNA (ngt) / Intensity (a.u.)

o 4 8 12 16 20 24 8 2
Tempo total de analise (min)
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Aplicagdes: Interacdes Biomoleculares on-chip

Y Ressonancia plasménica de superficie (SPR)

Y Ondas Acusticas na Superficie (SAW)

Y Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
Y Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM)

Y Tomoscopia de Admitancia Supercapacitiva

Y Deteccdio Condutométrica sem Contato

Aplicacdes: Interacdes Biomoleculares on-chip

Fotolitografia/Sputtering/Lift-off
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Aplicacgdes: Interacdes Biomoleculares on-chip

Deposicdo Quimica em fase de vapor

assistida por plasma (PECVD)

SiH, + 2N,0 — SiO, + 2N, +2H,
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Aplicagdes: Interacdes Biomoleculares on-chip

°
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Aplicagdes: Interagcdes Biomoleculares on-chip

Sinal C*D (V)

150 300 450
Tempo (s)

Real-ti itoring of biomolecular interactions on microfluidic devices with

dual capacitively coupled contactless conductivity detection

Wendell K. Tomazells Coliro’, Carlos A

Coltro, W. K. T. ; Fracassi da Silva, J. A.; Carrillidetector Oscilométrico para Biossensores em
Microdispositivos(Process®008.1.464.75.8
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Lab on a Chip S
012 12, 1963-1
e x COMMUNICATION

Contactless conductivity biosensor in microchip containing folic acid as
bioreceptort:

Renats S, Lima,* O Plamett,” Angebe 1. Gobtd” Ubirsjars F. Stdigues-Filba* Podeo AP
Nascente.* Weadell oo™ amd Esamuel Carsilin™
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Fig. 1 Scheme for BIA-C'D. Expanded view of the layers that
compose the microchip (a) and photo of the microchip (b). o s the
excitation electrode, wnd &, and €, are the reference and working receiver
electrodes, respectively.
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Rapid prototying of tonerbased

microzone plates
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