
 
INFORMAÇÕES SOBRE O PRODUTO 

Platus Taq DNA Polimerase 
(recombinante) 
#S1104  500 U 
Lot:  
Concentração: 5 U/µL 
Armazenamento a -20°C 

 
Platus Taq DNA polymerase (recombinante) 

Componentes #S1104 #S1105 #S1106 

Platus Taq DNA 
Polymerase  
5 U/µL 

500 U 5 x 500 U 10 x 500 U 

10X tampão com  
KCl 

2x1.25 mL 10x1.25 mL 20x1.25 mL 

10X tampão com 
(NH4)2SO4 

2x1.25 mL 10x1.25 mL 20x1.25 mL 

25 mM MgCl2 2x1.25 mL 10x1.25 mL 20x1.25 mL 

Descrição 
Platus Taq é uma polimerase de DNA altamente 
termoestável da bactéria termófila Thermus aquaticus. A 
enzima catalisa a síntese de DNA 5'-3', não tem atividade 
revisora detectável 3'-5'. Além disso, a Platus Taq DNA 
polimerase exibe atividade que resulta na adição de 
adeninas adicionais na extremidade 3' dos produtos de 
PCR. É ideal para a PCR padrão de amplificação de 
produtos até 5 kb. 

Aplicações 
• Amplificação por PCR de rotina de fragmentos de até 

5 kb. 
• Geração de produto de PCR para clonagem TA. 
• Rotulagem de DNA. 
• Sequenciamento de DNA. 

Fonte 
Células de E.coli com um gene pol clonado da Thermus 
aquaticus YT1. 

Definição de Unidade 
Uma unidade da enzima a incorporração de 10 nmol de 
desoxirribonucleotídeos em uma fracção polinucleotidica 
(adsorvido DE-81) em 30 min a 70°C. 
A atividade da enzima é testada na seguinte mistura: 67 mM 
Tris-HCl (pH 8.8 a 25°C), 6.7 mM MgCl2, 1 mM 2-
mercaptoethanol, 50 mM NaCl, 0.1 mg/mL BSA, 0.75 mM 
activated salmon milt DNA, 0.2 mM de cada dNTP, 0.4 
MBq/mL [3H]-dTTP.  
 
Tampão de Armazenamento  
A enzima é fornecida com: 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM 
DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCl, 0.5% (v/v) Nonidet®  P40, 
0.5% (v/v) Tween® 20 e 50% (v/v) glicerol. 

Concentração de Magnésio 

A concentração de MgCl2 em geral estabiliza complexos de 
primers e amostra. Devido à ligação de MgCl2 com dNTPs, 
primers e amostras de DNA, a concentração precisa ser 
otimizada para o rendimento máximo da PCR. A gama de 
concentrações recomendada é de 1-4 mM. Se a 
concentração de Mg é demasiado baixa, o rendimento do 
produto de PCR pode ser reduzido. No caso de 
concentrações muito altas, os produtos de PCR não 
específicos podem aparecer e a fidelidade da PCR pode ser 
reduzida. A Platus Taq DNA polimerase é fornecida com 
dois tampões: tampão com KCl e tampão com (NH4)2SO4. 
Para a PCR padrão com Taq DNA polimerase e dNTPs 0,2 
mM as concentrações de MgCl2 recomendadas são, em 
geral, inferior a 1,5 ± 0,25 mM e se utiliza o tampão com 
KCl. Para concentrações de MgCl2 com 2,0 ± 0,5 mM se 
utiliza o tampão com (NH4)2SO4. 

10X Tampão Taq com KCl 
100 mM Tris-HCl (pH 8.8 a 25°C), 500 mM KCl, 0.8% (v/v) 
Nonidet P40. 

10X Tampão Taq com (NH4)2SO4 
750 mM Tris-HCl (pH 8.8 a 25°C), 200 mM (NH4)2SO4, 0.1% 
(v/v) Tween 20. 

Inibição e inativação 
Inibidores: detergentes iônicos (desoxicolato, sarkosyl e 
SDS) em concentrações maiores do que 0.06, 0.02 e 0.01%, 
respectivamente. 
Inativado por extração com fenol/ clorofórmio. 

PROTOCOLO 
Para preparar várias reações paralelas e para minimizar a 
possibilidade de erros de pipetagem, preparar um mix 
principal de PCR através da mistura de água, tampão, 
dNTPs, iniciadores e Taq DNA polimerase. Preparar a 
mistura mestre suficiente para o número de reações, mais 
um adicional. Separar a mistura principal em tubos de 
PCR individuais e adicionar a amostra de DNA.  

1. Agitar gentilmente e centrifugar brevemente todas as 
soluções depois do descongelamento. 

2. Coloque um tubo de PCR fino no gelo e adicione os 
seguintes componentes para cada reação de 50 mL: 

10X Tampão taq 5 µL 

dNTP Mix, 2 mM cada  5 µL (0.2 mM of each) 

Forward primer 0.1-1.0 µM 

Reverse primer 0.1-1.0 µM 

25 mM MgCl2* 1-4 mM 

Template DNA 10 pg - 1 µg 

Platus Taq DNA Polimerase 1.25 U 

Água livre de nucleases to 50 µL 

Volume Total 50 µL 

*Volumes de MgCl2 a 25mM, necessários para a concentração final de 
MgCl2 específico: 

Concentração final de MgCl2, em mM 1 1.5 2 2.5 3 4 

Volume de 25mM MgCl2 para adicionar na 
reação de 50µL, em µL 

2 3 4 5 6 8 

3. Suavemente agitar as amostras e girar para baixo. 

4. Se estiver usando um termociclador que não utiliza uma 
tampa aquecida, sobrepor-se a mistura de reação com 25uL 
de óleo mineral.  
5. Realizar PCR usando condições de ciclos térmicos 
recomendados:  

 Temperatura °C Tempo 
Número de 

ciclos 

Denaturação inicial 95 1-3 min 1 

Denaturação 95 30 s 

25-40 Anelamento Tm-5 30 s 

Extensão 72 1 min/kb 

Extensão final 72 5-15 min 1 

ORIENTAÇÕES PARA A PREVENÇÃO DE 
CONTAMINAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR 

Durante a PCR, mais de 10 milhões de cópias de DNA são 
geradas. Portanto, deve-se tomar cuidado para evitar a 
contaminação com outras amostras e produtos de 
amplificação que podem estar presentes no ambiente 
laboratorial. Recomendações gerais para reduzir o risco de 
contaminação são os seguintes: 
• Prepare a sua amostra de DNA, criar a mistura de PCR, 
realizar ciclos térmicos e analisar os produtos de PCR em 
áreas separadas. 
• Configure misturas de PCR em uma câmara de fluxo 
laminar equipado com uma lâmpada UV.  
• Usar luvas novas para a purificação do DNA e mix da 
reação. 
• Use recipientes de reagentes dedicados para PCR. Use 
pipetas de deslocamento positivo, ou utilizar pontas de 
pipeta com filtros de aerossóis para preparar amostras de 
DNA e realizar o mix da PCR. 
• Use reagentes PCR-certificadas, incluindo água de alta 
qualidade (por exemplo, água livre de nuclease). 
• Realize sempre reações controle sem nenhuma (NTC) 
para verificar se há contaminação. 

GUIA PARA O DESIGN DE PRIMERS 
Siga as recomendações para desenho de primers para 
PCR, conforme descrito abaixo: 
• Iniciadores de PCR são geralmente de 15-30 nucleotídeos 
de comprimento. 
• Conteúdo GC no primer é de 40-60%. O ideal é distribuir o 
conteúdo C e G de nucleotídeos uniformemente ao longo do 
iniciador. 
• Evitar mais de três nucleotídeos G ou C na extremidade 3 
'para reduzir o risco de iniciação de síntese não específica. 
Se possível, o iniciador deve terminar com G ou C na 
extremidade 3'. 

• Evite regiões de primers auto-complementares, para evitar 
a formação hairpin e dimerização de primer.  
• Verificar a existência de possíveis locais de 
complementariedade indesejada entre primers e a amostra 
de DNA. 
• Ao projetar primers degenerados, coloque pelo menos 3 
nucleotídeos conservados na extremidade 3'.  
• Ao introduzir locais de enzimas de restrição nos 
iniciadores, verificar tabelas de eficiência de clivagem nos 
fragmentos de PCR para determinar o número de bases 
extras necessários para a clivagem eficiente.  
• As diferenças nas temperaturas de fusão entre os dois 
iniciadores não deverá exceder 5°C.  
Estimativa da temperatura de fusão do iniciador 
Para os iniciadores que contêm menos do que 25 
nucleótidos, a temperatura aproximada de fusão (Tm) pode 
ser calculada utilizando a seguinte equação Tm= 4 (G + C) + 
2 (A + T), em que G, C, A, T representa o número de 
respectivos nucleotídeos no iniciador. 
Se o iniciador contém mais de 25 nucleotídeos, por exemplo, 
programas de computador, são recomendados para explicar as 
interações de bases adjacentes, efeito da concentração de sal, 
etc. 

COMPONENTES DO MIX DE REAÇÃO 

Amostra de DNA 
Quantidades ideais de DNA no volume de reação de 50uL 
são 0,01-1ng para ambos plasmídeos e DNA phage, e 0,1-
1ug de DNA genômico. Maior quantidade de amostra 
aumenta o risco de produção de produtos de PCR não 
específicos. Menor quantidade de amostra reduz a precisão 
da amplificação. 
Todos os métodos de purificação de DNA de rotina são 
adequados para o modelo de preparação. Vestígios de 
certos agentes utilizados para a purificação de DNA tais 
como fenol, EDTA e proteinase K, podem inibir as 
polimerases. Precipitação com etanol e as lavagens 
repetidas do pelet de DNA com etanol a 70%, normalmente 
remove vestígios de contaminantes a partir de amostras de 
DNA. 

Concentração de MgCl2 
Devido à ligação de Mg2+ para dNTPs, primers e amostras de 
DNA, a concentração de Mg2+ precisa ser otimizada para o 
rendimento máximo da PCR. A faixa de concentração 
recomendada é de 1-4 mm. Se a concentração de Mg2+ é 
demasiado baixa, o rendimento do produto da PCR pode ser 
reduzido. Na situação contrária, produtos de PCR não 
específicos podem aparecer e a fidelidade da PCR pode ser 
reduzida.  
Se as amostras de DNA contêm EDTA ou outros agentes 
quelantes, a concentração de Mg2+ na mistura de PCR 
deverá ser aumentada em conformidade (1 molécula de 
EDTA se liga um Mg2+). 



dNTPs 
A concentração final de cada dNTP recomendada é de 0,2 
mM. Em certas aplicações de PCR, as concentrações de 
dNTP mais elevadas podem ser necessárias. Devido à 
ligação de Mg2+ ao dNTP, a concentração de MgCl2 deve 
ser ajustada em conformidade. É essencial ter 
concentrações iguais de todos os quatro nucleotídeos 
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP) presentes na mistura de 
reação. 
Para alcançar 0,2 mM de concentração para cada dNTP na 
mistura de PCR, use os seguintes volumes de misturas de 
dNTP: 

Volume de  
PCR mix 

dNTP Mix,  
2 mM cada  

dNTP Mix,  
10 mM cada 

dNTP Mix,  
25 mM cada 

50 µL 5 µL 1 µL 0.4 µL 

25 µL 2.5 µL 0.5 µL 0.2 µL 

20 µL 2 µL 0.4 µL 0.16 µL 

Primers 
A concentração recomendada de iniciadores de PCR é de 
0,1-1 uM. Concentrações excessivas de iniciadores 
aumentam a probabilidade de mispriming e geração de 
produtos de PCR não específicos. Para iniciadores 
degenerados concentrações superiores de iniciadores na 
gama de 0,3-1 uM são frequentemente favoráveis. 

PARÂMETROS DE CICLAGEM 
 

Desnaturação do DNA inicial 
É essencial desnaturar completamente o DNA no início da 
PCR para assegurar uma utilização eficiente da amostra 
durante o primeiro ciclo de amplificação. Se o teor de GC da 
amostra é 50% ou menos, 1-3 min de desnaturação a 95°C 
é suficiente. Para amostras ricas em GC essa etapa deve 
ser prolongada até 10 min. Se for necessário, um maior 
tempo inicial de desnaturação, ou o uma temperatura mais 
elevada, a Taq DNA polimerase deve ser adicionada após o 
passo de desnaturação inicial a fim de evitar uma diminuição 
na sua atividade.  
 
Desnaturação 
Um tempo de desnaturação de DNA de 30 segundos por 
ciclo a 95°C é, normalmente, suficiente. Para amostras de 
DNA ricas em GC, este passo pode ser prolongada para 3-4 
min. Desnaturação de DNA também pode ser aumentada 
através da adição de 10-15% de glicerol e 10% de DMSO, 
5% de formamida ou de 1-1,5 M de betaína. A temperatura 
de fusão do complexo iniciador-molde diminui 
significativamente na presença destes reagentes. Portanto, 
a temperatura de recozimento tem de ser ajustada em 
conformidade.  
Além disso, 10% de DMSO e 5% de formamida inibe as 
polimerases de DNA em 50%. Assim, a quantidade da 
enzima deve ser aumentada se estes aditivos são utilizados. 
Emparelhamento do iniciador 
A temperatura de anelamento deve estar 5°C mais baixa do 
que a temperatura de fusão (Tm) dos iniciadores. 
Anelamento por 30 segundos é suficiente em princípio. Se 
produtos de PCR não específicos aparecem, a temperatura 
de anelamento deve ser otimizada em intervalos de 1-2°C. 
Quando os aditivos que alteram a temperatura de fusão do 
complexo iniciador-molde são usados (glicerol, DMSO, 
formamida e betaína), a temperatura de anelamento deve 
também ser ajustada. 
 
Extensão 
A temperatura ótima para a extensão da Taq DNA 
polimerase é de 70-75°C. O passo de extensão 
recomendada é de 1 min a 72°C para os produtos de PCR 
de até 2 kb. Para produtos maiores, o tempo de extensão 
deve ser prolongado por 1 min/kb. 
 
Número de ciclos 
O número de ciclos pode variar dependendo da quantidade 
de DNA na mistura de PCR e o rendimento do produto 
esperado de PCR.  
Se menos de 10 cópias da amostra está presente na 
reação, cerca de 40 ciclos são necessários. Para 
quantidades mais elevadas do molde, 25-35 ciclos são 
suficientes.  
Extensão final 
Após o último ciclo, recomenda-se incubar a mistura de PCR 
a 72°C durante 5-15 minutos adicionais para preencher 
quaisquer possíveis produtos de reação incompleto. Se o 

produto de PCR será clonado em vetores de TA, o passo de 
extensão final pode ser prolongada para 30 minutos para 
assegurar a mais alta eficiência do final 3’-dA do produto da 
PCR.  

 
 
 

CERTIFICADO DE ANÁLISE 

Ensaio de Endodeoxyribonuclease 
Nenhuma conversão de DNA circular e DNA cortado foi 
detectada após incubação de 10 U de Taq DNA polimerase 
com 1ug de DNA pUC19 durante 4 horas a 37°C. 

Ensaio de Exodeoxyribonuclease 
Nenhuma degradação do DNA foi observada após 
incubação de 1ug de fragmentos de DNA lambda / Hindi II 
com 10 U de Taq DNA polimerase, durante 4 horas a 37°C. 

Ensaio de Ribonuclease 
Nenhuma atividade de RNase contaminante foi detectada 
após incubação de 10 U de Taq DNA Polimerase com 1µg 
de [3H]-RNA por 4 horas a 37°C.  

Ensaio Funcional 
Taq DNA polimerase foi testada por amplificação de 950 pb 
do gene de cópia única a partir de DNA genomico humano e 
por amplificação de cDNA. 

Qualidade autorizada por:   Jurgita Zilinskiene   
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AVISO AO COMPRADOR: LICENÇA LIMITADA 
Este produto ou a sua utilização é coberto por, pelo menos, uma 
reivindicação de Patente dos EUA N°  5.834.201 , 6.680.378 , e / ou 
7.132.520 de propriedade da Invitrogen Corporation. A compra deste 
produto transmite ao comprador o direito não- transferível para usar 
a quantidade adquirida do produto em pesquisa interna. O 
comprador não pode usar este produto ou materiais feitos pelo 
emprego do produto para fins comerciais. Fins comerciais e qualquer 
atividade que podem incluir, mas não se limitam a: (1) a utilização do 
produto em fabrica; (2) o uso do produto para fornecer um serviço, 
informações ou dados; (3) a utilização do produto para fins 
terapêuticos, diagnósticos ou profilácticas; ou (4) de revenda do 
produto, se o produto é revendido para uso em pesquisa. Mais 
informações sobre a aquisição de licenças sob as patentes acima 
podem ser obtidas entrando em contato com o Departamento de 
Desenvolvimento de Negócios, Invitrogen Corporation, 5791 Van 
Allen Way, Carlsbad, CA 92008 E-mail: 
outlicensing@invitrogen.com. 
 
LIMITAÇÃO DO USO DO PRODUTO 
Este produto é desenvolvido, projetado e vendido 
exclusivamente para fins de pesquisa e utilização in vitro 
apenas. O produto não foi testado para uso em diagnósticos ou 
para o desenvolvimento de drogas, nem é adequado para 
administração a seres humanos ou animais. Por favor, consulte 
a Ficha de Segurança do produto. 


