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Ativadores 

Ativadores, potencializadores ou aditivos, são 

moléculas que aumentam a eficiência, o 

rendimento, a especificidade e consistência 

da reação de PCR.  

Devem ser testados para cada combinação 

de molde e iniciadores. 

Muitos produtos de potencialização estão 

disponíveis no mercado.  
 



BETAINA 



Betaina: 

São aminoácidos; 

Aditivo mais comum usado para aumentar 

a amplificação de sequências ricas em 

pareamento GC; 

As vezes é comercializada com outro 

nome, sem a indicação de presença na 

composição do produto. 
 



DMSO 



DMSO: 

Facilita a separação de reações que são 

ricas em GC; 

Impede a formação de estruturas 

secundários no DNA; 

Reduzem a metade a ação da polimerase. 
 



DETERGENTES NÃO 

IÔNICOS 



Detergentes não iônicos: 

Estabilizam a taq polimerase; 

Dificultam a formação de estruturas 

secundárias no DNA. 

 

Dependendo da escolha do detergente e da 

concentração, pode inibir a taq e permite a 

formação de ligações não especificas entre 

primers e DNA. 



CLORETO 

TETRAMETILAMÔNIO 



Cloreto Tetrametilamônio: 

Melhora a união das fitas de DNA; 

Aumenta a compatibilidade de DNA e RNA; 

Diminui as ligaçãoes inadequadas no DNA. 



Etilenoglicol e 1,2-

propanodio 

São duas substâncias recentemente 

descobertas, onde estudos apontam que 

melhora a amplificação de regiões ricas em 

GC. 



Outros ativadores: 

Formamina: Tem efeito benéfica em 

concentrações entre 1-5% e diminui a 

inibição em concetrações maiores que 

10%; 

Bovine Serum Albumin: facilitam a 

amplificação de DNA mais antigos, ou que 

apresentem inibidores; 
 



Artigos de ativadores. 



Inibidor-resistente 





Inibidores 

Compostos que alteram o resultado de 

uma reação de PCR; 

Podem inibir em diversos níveis, levando a 

diferentes graus de atenuação, ou até 

mesmo a inibição completa; 

Propiciam erros na interpretação dos 

resultados. 
 



Ação 

Podem se ligar diretamente ao DNA; 

Afetar a taq-polimerase; 

Reduzir a disponibilidade de íons Mg++. 
 



Provenientes 

Do próprio material coletado para a 

amplificação; 

Dos produtos usados da etapa de 

purificação do DNA. 



Componentes do 

material da amostra: 
 Hemoglobina 

 

 Ureia 

 

 Polissacarídeos 

 

 Sais bileares 

 

 Ácidos húmicos 

 

 Cálcio 
 



Hemoglobina 

Inibidor mais usado; 

O Fe++ age na ligação do Mg++ com a Taq 

polimerase, inativando a enzima. 



Polissacarídeos 

Presentes nas amostras vegetais; 

Interferem na ação da enzima Taq-

polimerase. 



Cálcio 

Encontrado em ossos e dentes; 

Altera a concentração de Mg++, alterando 

a atividade da Taq-polimerase. 



Produtos ultilizados na 

purificação do DNA: 

 EDTA - Ácido 

etilenodiamino tetra-

acético; 

 Heparina; 

 SDS; 

 Proteinase K; 
 

Sais em excesso;  

Clorofórmio; 

Fenol; 

Pó das luvas; 

Tubos de PCR. 
 



Detergentes iônicos e 

alcóois 

SDS, etanol, fenol, isopropanol e outros 

contribuem com diversos mecanismos na 

inibição da PCR. 
 



Proteinase 

Degradam a enzima Taq-polimerase. 



Heparina e EDTA 

Anticoagulantes; 

Captam íons metálicos como o Mg e Ca 

(quelantes). 



Tubos de PCR 

Existem relatos de que esses tubos podem 

conter uma substância inibidora liberada a 

partir de poliestireno ou polipropileno após 

exposição a luz ultravioleta. 



Artigos de inibidores 



Uso de partículas 

paramagnéticas para 

retirada de inibidores. 



Romoção de inibidores com 

o uso de DNA em gel 

agarose. 



Empresas relacionadas 

Como PCR é uma técnica que é muito 

usada na ária de biotecnologia, e é 

necessário muitos produtos para sua 

realização, muitas empresas se lançaram 

no mercado para das assitência a essa 

área. 



Lucigen 

Fundada em 1998; 

Especializada em comérico online; 

Vende produtos ligado a técnicas de 

biologia molecular; 

Faz pesquisa com microorganismos para 

descoberta de novas enzimas para 

comércio. 



Zymo Research 

Fundada em 1994; 

Produtos relacionados a DNA, RNA e 

Epigenéticos; 

Comercializa kits que retiram os inibidores 

em uma reação de PCR. 



Mobio 

Fundada em 1993; 

Oferece produtos para técnicas de biologia 

molecular além de serviços como remoção 

de certos tipos de DNA. 



Obrigada! 



 

Universidade Federal de Pelotas 

Centro de Desenvolvimento 

Tecnológico 

Curso de Graduação em 

Biotecnologia 



•PCR (Polymerase Chain Reaction) é um método 

rápido e fácil para a geração de inúmeras cópias de 

qualquer fragmento de DNA. 
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Fig. 1: Fómula da Betaína. 

Fig. 2: Amplificação de parte 

do gene codificador de um 

receptor de fator de 

crescimento. É uma região 

rica em bases CG. 



 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

• De acordo com o detergente e sua 

concentração, a Taq pode ser inibida 

por completo. 

• Podem gerar ligações inespecíficas 

entre o DNA e os primers. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 





• BSA (Bovine serum albumin): 

É eficiente em amplificações de DNAs 

antigos (ancient DNA) ou que 

apresentam inibidores, como por 

exemplo a melanina. 

 

 

 

 

 

 

 



 

• Por ser uma substância que não 

congela, ele ajuda na estabilidade 

da Taq- Polimerase, e com isso, na 

sua conservação. 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Novas enzimas Taq mutantes inibidoras-resistentes e aditivos de 

PCR feitos para a Forensis 

“O novo sistema de “enzima-aditiva” pode eliminar, em muitos 

casos, a necessidade de purificar DNA antes da PCR e acelerar, diminuir o 

custo e aumentar a eficiência 

dos testes de DNA forense.” 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um mix eficiente e econômico de aditivos para PCR 

 “Aqui foi desenhado e testado um potenciador novo, eficaz e de 

baixo custo para PCR. Uma combinação dependente da 

concentração de betaina, ditiotreitol, e sulfóxido de dimetilo, que 

largamente melhorada a saída quantitativa e / ou qualitativa dos 

PCRs.” 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amplificação direta do DNA a partir de amostras clínicas em bruto, 

utilizando um cocktail de aditivos de PCR e novos mutantes de  

Taq 



 “Estes cocktails, em combinação com dois mutantes resistentes ao 

inibidor de Taq, OmniTaq e Omni Klentaq, permitiu a amplificação 

eficiente exógena, endógena, e o alto teor de GC do ADN tem como alvo 

diretamente a partir de amostras em bruto, contendo o plasma humano, 

o soro, o sangue total e sem purificação de ADN. Na presença desses 

cocktails de aditivos, as enzimas mutantes foram capazes de tolerar pelo 

menos 25% de plasma, soro ou sangue total e tão elevada como 80% de 

conteúdo de GC em modelos de reações de PCR. Estes cocktails 

potenciadores também melhoraram o desempenho dos novos mutantes 

de Taq em tempo real a amplificação por PCR utilizando-se amostras em 

bruto, quer na SYBR Green fluorescência de detecção e ensaios de 

TaqMan.” 



 

 

 





 
 

 

 









 

 

 

 

 

 

• Anticoagulantes  com 

comportamento de agente quelante, 

pois captam ions metálicos como o 

Ca²+ e o Mg²+ 
 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 poliestireno 

1 polipropileno 

 





Extração de DNA de materiais de arquivos e fontes escassas para 

utilização em reação de polimerização em cadeia (PCR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Utilização de DNA arquivado em guthrie card, tecidos fixados e incluídos 

em parafina, bulbos capilares e células 

bucais e DNA extraído de fios de 

cabelo, resquícios salivares e outras fontes escassas” 



Remoção eficiente de Inibidores utilizando DNA em gel de agarose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“DNA em gel de agarose pode ser usado diretamente para PCR desde 

ponto de fusão baixo da agarose não interfira a reação. Este 

método simples e barato também é conveniente para 

DNAs genômicos extraídos por outros procedimentos, e é 

potencialmente útil para amostras contendo outros tipos 

de inibidores solúveis, para superar este importante 

problema de técnicas de amplificação de corrente.” 



Purificação de um PCR com partículas paramagnéticas utilizando 

um líquido hidrofóbico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Os PMPs contendo os ácidos nucleicos são magneticamente 

transportados através de um canal que contém cera líquida, que 

liga a câmara de lise para a câmara de eluição em um cartucho 

especialmente concebido. Transportar PMPs através da fase 

imiscível produziu DNA e RNA pura como a obtida após os passos 

de lavagem extensiva necessários por métodos de purificação 

comparáveis. O nosso processo de fase imiscível tem sido aplicada 

a alvos em sangue total, plasma e urina, e irá permitir o 

desenvolvimento de sistemas de purificação mais rápida e mais 

simples.” 



 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20075207 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16842759 

 

http://www.promega.com/~/media/files/resources/conference 

proceedings/ishi 20/poster abstracts/poster55.pdf?la=en 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20581047 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC147679/pdf/263309.pdf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




