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DESCRIPCION

Reactivos, agentes caotropicos, kits y métodos para aislar acidos nucleicos basados en materiales de celulosa
magnéticos

Antecedentes de la invencion
1. Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a un método de aislamiento. Mas en particular, la presente divulgacion se refiere a
un método para aislar un acido nucleico que comprende un agente caotrépico.

2. Descripcion del estado de la técnica

Convencionalmente, un acido nucleico se aisla a partir de una muestra que contiene acidos nucleicos y se purifica
desnaturalizando las proteinas y otras sustancias de la muestra mediante el uso de un disolvente organico tal como
fenol y cloroformo, y efectuando después una centrifugacion de modo que las sustancias y las proteinas
desnaturalizadas se separan del acido nucleico. Sin embargo, puesto que tanto el fenol como el cloroformo son
sustancias altamente corrosivas, altamente volatiles, y altamente toxicas, la operacion mencionada debe efectuarse
con mucho cuidado; de otro modo, es muy probable que la persona que los manipula sufra alguna lesién. Ademas,
el proceso de purificacion de este método convencional consume mucho tiempo y, por tanto, plantea dificultades en
cuanto a su uso comercial. Actualmente, los métodos de aislamiento de acidos nucleicos usados en aplicaciones
comerciales se basan la mayoria de ellos en la técnica patentada de aislamiento con particulas (patente de Estados
Unidos US 5.234.809) desarrollada por Willem R. Boom et al. y cedida a Akzo Nobel N.V. En la patente de Estados
Unidos anteriormente mencionada, conocida también como "Patente de Boom", se aisla un acido nucleico de
sustancias que no son acidos nucleicos en una muestra mediante un agente caotrépico. El acido nucleico aislado se
une a particulas de silice y después se eluye de las misma mediante un tampon de lavado de modo que se recupera
el acido nucleico. No obstante, la tendencia en el desarrollo de técnicas de aislamiento de acidos nucleicos tras la
"patente de Boom" es hacia el uso de particulas magnéticas, que son mas eficaces en la separaciéon de un acido
nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos, tal y como se divulga en la patente de Estados Unidos US
6.855.499, o hacia una mejora adicional de la composicion de agentes caotrépicos.

Por ejemplo, la patente de Estados Unidos US 5.990.302 divulga un método para aislar un acido nucleico de
sustancias que no son acidos nucleicos mediante un agente caotrépico que contiene una sal de guanidina y un
vehiculo que se une al acido nucleico. Sin embargo, no se puede conseguir un aislamiento eficaz a menos que se
controle adecuadamente la proporcion de la sal de guanidina con respecto a los disolventes usados. Asimismo,
puesto que la fabricacién de la sal de guanidina se complica y requiere una linea de produccion separada, el agente
caotropico que contiene una sal de guanidina puede ser dificil de preparar en la practica.

El documento WO 2005/058933 divulga reactivos, métodos vy kits para la desnaturalizacién de proteinas.

Por tanto, el desarrollo de un agente caotropico que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico, una
operacion segura, un uso conveniente, y una facil fabricacion, asi como de un kit de reactivos que contenga tal
agente caotropico, sigue siendo un problema sin resolver.

Sumario de la invencion
Este objeto se resuelve mediante un método para aislar un acido nucleico ADN de acuerdo con la reivindicacion 1.

Para superar los inconvenientes del estado de la técnica mencionados anteriormente, la presente divulgacion
proporciona un método que usa un agente caotrépico para su uso junto con un vehiculo en fase sélida para aislar un
acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos. Cuando se afiade el vehiculo en fase solida con el agente
caotrépico y se mezcla con una muestra que contiene el acido nucleico, el agente caotrépico proporciona el
aislamiento del acido nucleico de las sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra y promueve la unién y la
adsorcion del acido nucleico al vehiculo en fase sdlida. El agente caotrdpico se caracteriza por que el vehiculo en
fase soélida usado con el agente caotropico comprende celulosa magnética. Y el agente caotropico comprende una
sustancia alcohdlica y una solucion sustrato. La solucién sustrato ajusta la sal metalica y la sustancia alcohdlica a
concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la union del acido nucleico al material de celulosa magnético. La
sustancia alcohdlica puede ser etanol, isopropanol, o una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un reactivo para su uso junto con un vehiculo en fase solida para aislar
un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos. Cuando se afiade el vehiculo en fase soélida con el
reactivo y se mezcla con una muestra que contiene el acido nucleico, el reactivo proporciona el aislamiento del acido
nucleico de las sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra y promueve la union y la adsorcion del acido
nucleico al vehiculo en fase sélida. El reactivo se caracteriza por que el vehiculo en fase sélida usado con el reactivo
comprende celulosa magnética. Y el reactivo comprende una sal metalica y un agente caotropico. El agente

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2574129 T3

caotrépico comprende una sustancia alcohdlica y una solucién sustrato. La solucidn sustrato ajusta la sal metalica y
la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la unién del acido nucleico al material
de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal formada con cationes univalentes. Son preferentes la sal de
litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una combinacién arbitraria de
etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un kit de reactivos para aislar un acido nucleico de sustancias que no
son acidos nucleicos. El kit de reactivos comprende un reactivo, un vehiculo en fase sélida para su uso con el
reactivo, un tampoén de lavado y un tampén de elucion. El kit de reactivos se caracteriza por que el vehiculo en fase
soélida comprende celulosa magnética. Y el reactivo comprende una sal metalica y un agente caotrépico. El agente
caotrépico comprende una sustancia alcohdlica y una solucion sustrato. La solucién sustrato ajusta la sal metalica y
la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la unién del acido nucleico al material
de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal formada con cationes univalentes. Son preferentes la sal de
litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una combinacién arbitraria de
etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un agente caotrépico para aislar un acido nucleico mediante el uso de
un material de celulosa magnético. Cuando se afiade el material de celulosa magnético con el agente caotrépico y
se mezcla con una muestra que contiene el acido nucleico, el agente caotrépico proporciona el aislamiento del acido
nucleico de las sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra. El agente caotrépico se caracteriza por que el
agente caotrépico comprende una sustancia alcohdlica y una solucion sustrato. La solucion sustrato ajusta la sal
metdlica y la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la union del acido nucleico al
material de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal formada con cationes univalentes. Son preferentes
la sal de litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una combinacién
arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgaciéon proporciona también un reactivo para aislar un acido nucleico mediante el uso de un
material de celulosa magnético. Cuando se afiade el material de celulosa magnético con el reactivo y se mezcla con
una muestra que contiene el acido nucleico, el reactivo proporciona el aislamiento del acido nucleico de las
sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra. El reactivo se caracteriza por que el reactivo comprende una
sal metalica y un agente caotrdpico. El agente caotropico comprende una sustancia alcohdlica y una solucion
sustrato. La solucién sustrato ajusta la sal metalica y la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por
tanto, promueve la unién del acido nucleico al material de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal
formada con cationes univalentes. Son preferentes la sal de litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede
ser etanol, isopropanol, o una combinacién arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un kit de reactivos para aislar un acido nucleico mediante el uso de un
material de celulosa magnético. El kit de reactivos se caracteriza por que el kit de reactivos comprende un reactivo,
el material de celulosa magnético, un tampon de lavado y un tampén de elucion. El reactivo comprende una sal
metdlica y un agente caotrépico. El agente caotrépico comprende una sustancia alcohdlica y una solucién sustrato.
La solucién sustrato ajusta la sal metalica y la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por tanto,
promueve la union del acido nucleico al material de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal formada
con cationes univalentes. Son preferentes la sal de litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede ser
etanol, isopropanol, o una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un método para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material
de celulosa magnético. EI método comprende las etapas de: proporcionar una muestra que contiene el acido
nucleico, y preparar un reactivo y el material de celulosa magnético para su uso con el reactivo. El método se
caracteriza por que comprende adicionalmente afadir el reactivo a la muestra que contiene el acido nucleico y
mezclarlos. El reactivo comprende una sal metalica y un agente caotrépico. El agente caotrépico comprende una
sustancia alcohdlica y una solucion sustrato. La solucién sustrato ajusta la sal metalica y la sustancia alcohdlica a
concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la unién del acido nucleico al material de celulosa magnético. La
sal metalica puede ser la sal formada con cationes univalentes. Son preferentes la sal de litio, la sal de sodio o la sal
de potasio. El alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una combinacién arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un método para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material
de celulosa magnético. EI método comprende las etapas de: proporcionar una muestra que contiene el acido
nucleico, y preparar un reactivo, el material de celulosa magnético para su uso con el reactivo, un tampon de lavado,
y un tampén de eluciéon. El método se caracteriza por que comprende adicionalmente las etapas de: afadir el
reactivo a la muestra que contiene el acido nucleico y mezclarlos. El reactivo comprende una sal metalica, una
sustancia alcohdlica, y una soluciéon sustrato. La solucion sustrato ajusta la sal metalica y la sustancia alcohdlica a
concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la unién del acido nucleico al material de celulosa magnético. La
sal metalica puede ser de cationes univalentes. Son preferentes la sal de litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El
alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una combinacioén arbitraria de etanol e isopropanol. El método comprende
adicionalmente las etapas de lavar el material de celulosa magnético con el tampén de lavado para eliminar las
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sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra, y aislar el acido nucleico del material de celulosa magnético
al que se ha unido el acido nucleico con el tampoén de elucién.

La presente divulgacion proporciona también un método para unir un acido nucleico a un material de celulosa
magnético. El método comprende las etapas de: proporcionar una muestra que contiene el acido nucleico, y
preparar un reactivo y el material de celulosa magnético para su uso con el reactivo. El método se caracteriza por
que comprende adicionalmente: afiadir el reactivo a la muestra que contiene el acido nucleico y mezclarlos. El
reactivo comprende una sal metdlica, una sustancia alcohdlica, y una solucion sustrato. La solucién sustrato ajusta
la sal metalica y la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la unién del acido
nucleico al material de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal formada con cationes univalentes. Son
preferentes la sal de litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una
combinacién arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un método para unir un acido nucleico a un material de celulosa
magnético. El método comprende las etapas de: proporcionar una muestra que contiene el acido nucleico, y
preparar un reactivo y el material de celulosa magnético para su uso con el reactivo. El método se caracteriza por
que comprende adicionalmente: afiadir el reactivo a la muestra que contiene el acido nucleico y mezclarlos. El
reactivo comprende una sal metdlica, una sustancia alcohdlica, y una solucion sustrato. La solucién sustrato ajusta
la sal metalica y la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas y, por tanto, promueve la unién del acido
nucleico al material de celulosa magnético. La sal metalica puede ser la sal formada con cationes univalentes. Son
preferentes la sal de litio, la sal de sodio o la sal de potasio. El alcohol puede ser etanol, isopropanol, o una
combinacién arbitraria de etanol e isopropanol.

La presente divulgacion proporciona también un método para aislar un acido nucleico. EI método comprende las
etapas de: proporcionar una muestra que contiene el acido nucleico, y preparar un tampoén de lavado y un tampén
de elucién. El método se caracteriza por que comprende adicionalmente:

(a) proporcionar un vehiculo en fase sélida, y el vehiculo en fase sélida comprende celulosa magnética;

(b) proporcionar un reactivo, y el reactivo comprende una sal metalica, una sustancia alcohdlica y una solucion
sustrato, la solucién sustrato ajustando la sal metalica y la sustancia alcohdlica a concentraciones apropiadas vy,
por tanto, promoviendo la unién del acido nucleico de la muestra al vehiculo en fase sélida, teniendo la sal
metdlica un cation univalente, seleccionandose la sustancia alcohdlica del grupo que consiste en etanol,
isopropanol y una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol; y

(c) mezclar el reactivo con el vehiculo en fase sélida y la muestra que contiene el acido nucleico, lavar el vehiculo
en fase solida con el tampdn de lavado para eliminar las sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra, y
aislar el acido nucleico del vehiculo en fase sélida al que se ha unido el acido nucleico, con el tampdn de elucion.

La presente divulgacion proporciona también un método para purificar un ADN cromosémico, que comprende las
etapas de: proporcionar una muestra que contiene el ADN cromosémico, y preparar un tampoén de lavado y un
tampodn de elucién, estando caracterizado el método por que comprende ademas:

(a) proporcionar un vehiculo en fase sélida, en el que el vehiculo en fase comprende celulosa magnética;

(b) proporcionar un reactivo, en el que el reactivo comprende una sal metalica, una sustancia alcohdlica y una
solucion sustrato, la solucidon sustrato ajustando la sal metadlica y la sustancia alcohdlica a concentraciones
apropiadas y, por tanto, promoviendo la uniéon del ADN cromosémico de la muestra al vehiculo en fase sdlida,
teniendo la sal metalica un catidon univalente, seleccionandose la sustancia alcohdlica del grupo que consiste en
etanol, isopropanol y una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol; y

(c) mezclar el reactivo con el vehiculo en fase sdlida y la muestra que contiene el ADN cromosoémico, lavar el
vehiculo en fase sélida con el tampoén de lavado para eliminar las sustancias que no son acidos nucleicos de la
muestra, y aislar el ADN cromosomico del vehiculo en fase sélida al que se ha unido el ADN cromosémico, con el
tampodn de elucion.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un agente caotropico que presente un aislamiento eficaz de un acido
nucleico para su uso junto con un vehiculo en fase sdlida para aislar un acido nucleico de sustancias que no son
acidos nucleicos.

Otro objeto es proporcionar un agente caotrépico que presente una operacion segura y un uso conveniente para su
uso junto con un vehiculo en fase sélida para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos.

Otro objeto adicional es proporcionar un agente caotrépico que presente una facil fabricacion para su uso junto con
un vehiculo en fase sdlida para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un reactivo que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico
para su uso junto con un vehiculo en fase sélida para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos
nucleicos.
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Otro objeto adicional es proporcionar un reactivo que presente una operacion segura y un uso conveniente para su
uso junto con un vehiculo en fase sélida para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos.

Otro objeto adicional es proporcionar un reactivo que presente una facil fabricacién para su uso junto con un
vehiculo en fase sélida para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un kit de reactivos que presente un aislamiento eficaz de un acido
nucleico.

Otro objeto es proporcionar un kit de reactivos que presente una operacion segura y un uso conveniente.
Otro objeto adicional es proporcionar un kit de reactivos que presente una facil fabricacion.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un agente caotropico que presente un aislamiento eficaz de un acido
nucleico para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto es proporcionar un agente caotropico que presente una operacidon segura y un uso conveniente para
aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto adicional es proporcionar un agente caotrépico que presente una facil fabricacion para aislar un acido
nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un reactivo que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico
para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto es proporcionar un reactivo que presente una operacion segura y un uso conveniente para aislar un
acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto adicional es proporcionar un reactivo que presente una facil fabricacion para aislar un acido nucleico
mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un kit de reactivos que presente un aislamiento eficaz de un acido
nucleico para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto es proporcionar un kit de reactivos que presente una operacion segura y un uso conveniente para aislar
un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto adicional es proporcionar un kit de reactivos que presente una facil fabricacion para aislar un acido
nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un método que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico
para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto es proporcionar un método que presente una operaciéon segura y un uso conveniente para aislar un
acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Otro objeto adicional es proporcionar un método que presente una facil fabricacion para aislar un acido nucleico
mediante el uso de un material de celulosa magnético.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un método que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico
para unir un acido nucleico a un material de celulosa magnético.

Otro objeto es proporcionar un método que presente una operacion segura y un uso conveniente para unir un acido
nucleico a un material de celulosa magnético.

Otro objeto adicional es proporcionar un método que presente una facil fabricacion para unir un acido nucleico a un
material de celulosa magnético.

Por tanto, el objeto principal es proporcionar un método que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico
para aislar un acido nucleico.

Otro objeto es proporcionar un método que presente una operaciéon segura y un uso conveniente para aislar un
acido nucleico.

Otro objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un método que presente una facil fabricacion para
aislar un acido nucleico.
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Por tanto, el objeto principal es proporcionar un método que presente un aislamiento eficaz de un acido nucleico
para purificar un ADN cromosoémico.

Otro objeto es proporcionar un método que presente una operacion segura y un uso conveniente para purificar un
ADN cromosémico.

Otro objeto adicional es proporcionar un método que presente una facil fabricacion para purificar un ADN
cromosomico.

Descripcion detallada de la invencion

La presente divulgacion proporciona un agente caotropico, un reactivo, un kit de reactivos, un agente caotropico
para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético, un reactivo para aislar un acido
nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético, un kit de reactivos para aislar un acido nucleico
mediante el uso de un material de celulosa magnético, un método para aislar un acido nucleico mediante el uso de
un material de celulosa magnético, un método para unir un acido nucleico a un material de celulosa magnético, y un
método para purificar un ADN cromosémico, tal y como se describe en adelante en el presente documento con
referencia a algunas realizaciones ilustrativas. Puesto que los principios y esquemas basicos de la etapa de union
vehiculo/acido nucleico, la etapa de aislamiento del acido nucleico, la etapa de lavado, y el programa de elucion de
la presente invencion son bien conocidos por el experto en la materia, en el presente documento se omite una
descripcion detallada de tales principios y esquemas.

Realizacion 1

La Realizaciéon 1 es un agente caotropico que se debe usar junto con un vehiculo en fase sélida a fin de aislar un
acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos, de modo que se aisle un ADN plasmidico, un ADN
gendmico, un ADNc, o sustancias de ADN similares a partir de un lisado celular, en el que el lisado celular puede
provenir de una solucion de cultivo que contiene células o bacterias, una muestra de tejido, una muestra de sangre
completa, etcétera.

El vehiculo en fase sdélida para su uso con el agente caotropico es papel de celulosa magnético o esferas de
celulosa magnéticas elaborados con celulosa magnética. El método para elaborar el papel de celulosa magnético o
las esferas de celulosa magnéticas se basa en el método propuesto por M. Pourfarzaneh et al. ("The Use of
Magnetizable Particles in Solid Phase Immunoassay”, M. Pourfarzaneh, R. S. Kamel, J. Landon, y C. C. Dawes,
Methods of Biochemical Analysis. Volumen 28, Paginas 267-295).

El agente caotrdpico incluye una sustancia alcohdlica y una solucidon sustrato. La sustancia alcohdlica puede ser
etanol, isopropanol, y una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol. La solucion sustrato contiene una sal de
litio, una sal de sodio, o una sal de potasio que tiene una concentraciéon de 0,05 M a 2,0 M. Ademas, la solucién
sustrato tiene un valor de pH que varia aproximadamente de 5,0 a 7,5. Se puede conseguir un buen efecto de
aislamiento cuando la concentracion de la sustancia alcohdlica esta entre aproximadamente un 10 % y un 80 % en
volumen.

Para aislar un ADN de sustancias que no son acidos nucleicos de una muestra, el agente caotropico y el vehiculo en
fase solida (es decir, el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas elaborados con celulosa
magnética) se afiaden a la muestra de modo que la muestra se mezcla con el vehiculo en fase sélida. Puesto que la
solucion sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, el agente caotrépico rompe
los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidrofobos entre el acido nucleico y el
entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de las sustancias que no son acidos
nucleicos de la muestra y permitiendo que el ADN de la muestra se una y sea adsorbido sobre el papel de celulosa
magnético o las esferas de celulosa magnéticas. Los resultados detallados del experimento se presentan mas
adelante en el Ejemplo Comparativo 1 y el Ejemplo Comparativo 2.

Realizacion 2

La Realizacién 2 es un reactivo que, cuando se usa en el aislamiento de acidos nucleicos, puede aislar eficazmente
un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos y que da como resultado la adsorcion del acido
nucleico sobre el vehiculo en fase sdlida. El reactivo incluye una sal de litio, una sal de sodio, o una sal de potasio
de una concentracion predeterminada y un agente caotropico, en el que la sal de litio, la sal de sodio, o la sal de
potasio tiene una concentracién que varia de 0,05 M a 2,0 M.

El reactivo se puede usar junto con un vehiculo en fase soélida a fin de aislar un acido nucleico de sustancias que no
son acidos nucleicos, de modo que aisla un ADN plasmidico, un ADN genémico, un ADNc o sustancias de ADN
similares a partir de un lisado celular, en el que el lisado celular puede provenir de una solucién de cultivo que
contiene células o bacterias, una muestra de tejido, una muestra de sangre completa, etcétera.
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El vehiculo en fase soélida para su uso con el reactivo es papel de celulosa magnético o esferas de celulosa
magnética elaborados con celulosa magnética mediante el método descrito en la Realizacion 1.

El agente caotrdpico incluye una sustancia alcohdlica y una solucion sustrato. La sustancia alcohdlica puede ser
etanol, isopropanol, y una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol. Ademas, la solucién sustrato tiene un valor
de pH que varia aproximadamente de 5,0 a 7,5. La solucién sustrato contiene una sal de litio, una sal de sodio, o
una sal de potasio que tiene una concentracion de 0,05M a 2,0 M. Se puede conseguir un buen efecto de
aislamiento cuando la concentracion de la sustancia alcohdlica esta entre aproximadamente un 10 % y un 80 % en
volumen.

Para aislar un ADN de sustancias que no son acidos nucleicos de una muestra, el agente caotrépico y el vehiculo en
fase solida (es decir, el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas elaborados con celulosa
magnética) se afiaden a la muestra de modo que la muestra se mezcla con el vehiculo en fase sélida. Puesto que la
solucion sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, el agente caotrépico rompe
los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidrofobos entre el acido nucleico y el
entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de las sustancias que no son acidos
nucleicos de la muestra y permitiendo que el ADN de la muestra se una y sea adsorbido sobre el papel de celulosa
magnético o las esferas de celulosa magnéticas. Los resultados detallados del experimento se presentan mas
adelante en el Ejemplo Comparativo 1 y el Ejemplo Comparativo 2.

Realizacion 3

La Realizacion 3 es un kit de reactivos para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos y
recuperar de este modo el acido nucleico. Por ejemplo, el kit de reactivos es adecuado para aislar un ADN
plasmidico, un ADN genémico, un ADNc o sustancias de ADN similares a partir de un lisado celular de modo que se
recuperan las sustancias de ADN.

El kit de reactivos incluye un reactivo, un vehiculo en fase soélida para su uso con el reactivo, un tampon de lavado y
un tampon de elucion. El kit de reactivos se caracteriza por que el vehiculo en fase sélida para su uso con el reactivo
es papel de celulosa magnético o esferas de celulosa magnéticas elaboradas con celulosa magnética. Ademas, el
reactivo del kit de reactivos incluye una sal metalica que tiene un catién univalente (por ejemplo, una sal de litio, una
sal de sodio, o una sal de potasio) y un agente caotropico. El agente caotrépico incluye una sustancia alcohdlica y
una solucion sustrato. La sustancia alcohdlica puede ser etanol, isopropanol, y una combinacion arbitraria de etanol
e isopropanol. La concentracion de la sal de litio, la sal de sodio, o la sal de potasio, asi como las concentraciones y
los valores de pH de la sustancia alcohdlica y de la solucion sustrato, son los mismos que los de la Realizacion 2 y,
por tanto, no se repiten en esta. Los dos parrafos siguientes describen sélo las caracteristicas Unicas de la presente
realizacion.

Para usar el kit de reactivos, el reactivo, que contiene la sal metalica con un catién univalente y el agente caotropico,
se afiade a la muestra, junto con el vehiculo en fase sélida, que esta en forma de papel de celulosa magnético o de
esferas de celulosa magnéticas, de modo que la muestra se mezcla con el vehiculo en fase sélida. La solucion
sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, permitiendo que el agente
caotropico del reactivo rompa los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidréfobos
entre el acido nucleico y el entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de las
sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra. Como resultado, el ADN de la muestra se une y es adsorbido
sobre el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas para formar un complejo.

El complejo formado por el ADN vy el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas se lava con
el tampodn de lavado para eliminar las impurezas unidas al complejo. Una vez completado el lavado, el ADN es
separado del papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas por el tampon de elucion y se eluye
en el tampdén de elucion. De este modo, se recupera el ADN de la muestra. Los resultados detallados del
experimento se presentan mas adelante en el Ejemplo Comparativo 1y el Ejemplo Comparativo 2.

Realizacion 4

La Realizacién 4 es un agente caotrépico para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa
magnético, de modo que aisla un ADN plasmidico, un ADN gendmico, un ADNc o sustancias de ADN similares a
partir de un lisado celular, en el que el lisado celular puede provenir de una solucién de cultivo que contiene células
o bacterias, una muestra de tejido, una muestra de sangre completa, etcétera. El agente caotrépico incluye una
sustancia alcohdlica y una solucion sustrato. La sustancia alcohdlica puede ser etanol, isopropanol, y una
combinacion arbitraria de etanol e isopropanol. La solucién sustrato contiene una sal de litio, una sal de sodio, o una
sal de potasio que tiene una concentracion de 0,05 M a 2,0 M. Ademas, la solucién sustrato tiene un valor de pH que
varia aproximadamente de 5,0 a 7,5. Se puede conseguir un buen efecto de aislamiento cuando la concentracién de
la sustancia alcohdlica esta entre aproximadamente un 10 % y un 80 % en volumen.
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Para aislar un ADN de sustancias que no son acidos nucleicos de una muestra, el agente caotrépico y el vehiculo en
fase solida (es decir, el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas elaborados con celulosa
magnética) se afiaden a la muestra de modo que la muestra se mezcla con el vehiculo en fase sélida. Puesto que la
solucion sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, el agente caotrépico rompe
los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidrofobos entre el acido nucleico y el
entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de las sustancias que no son acidos
nucleicos de la muestra y permitiendo que el ADN de la muestra se una y sea adsorbido sobre el papel de celulosa
magnético o las esferas de celulosa magnéticas. Los resultados detallados del experimento se presentan mas
adelante en el Ejemplo Comparativo 1 y el Ejemplo Comparativo 2.

Realizacion 5

La Realizacion 5 es un reactivo para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.
Cuando se usa en el aislamiento de acidos nucleicos, el reactivo puede aislar eficazmente un acido nucleico de
sustancias que no son acidos nucleicos y provocar la adsorcidon del acido nucleico sobre el material de celulosa
magnético. El reactivo incluye una sal metalica que tiene un catién univalente (por ejemplo, una sal de litio, una sal
de sodio, o una sal de potasio) y un agente caotrdpico, en el que la sal de litio, la sal de sodio, o la sal de potasio
tiene una concentracion que varia de 0,05 Ma 2,0 M.

El reactivo es para aislar un ADN plasmidico, un ADN gendmico, un ADNc o sustancias de ADN similares a partir de
un lisado celular, en el que el lisado celular puede provenir de una solucidon de cultivo que contiene células o
bacterias, una muestra de tejido, una muestra de sangre completa, etcétera.

El agente caotropico mencionado anteriormente incluye una sustancia alcohdlica y una solucién sustrato. La
solucioén sustrato contiene una sal de litio, una sal de sal de sodio o una sal de potasio. Se puede conseguir un buen
efecto de aislamiento cuando la concentracion de la sustancia alcohdlica esta entre aproximadamente un 10 % y un
80 % en volumen. La composicion de la sustancia alcohdlica y el valor de pH de la solucién sustrato son los mismos
que en la Realizacion 2 y, por tanto, no se repiten en esta.

Para aislar un ADN de sustancias que no son acidos nucleicos de una muestra, el agente caotropico y el vehiculo en
fase solida (es decir, el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas elaborados con celulosa
magnética) se afiaden a la muestra de modo que la muestra se mezcla con el vehiculo en fase sélida. Puesto que la
solucion sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, el agente caotrépico rompe
los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidrofobos entre el acido nucleico y el
entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de las sustancias que no son acidos
nucleicos de la muestra y permitiendo que el ADN de la muestra se una y sea adsorbido sobre el papel de celulosa
magnético o las esferas de celulosa magnéticas. Los resultados detallados del experimento se presentan mas
adelante en el Ejemplo Comparativo 1 y el Ejemplo Comparativo 2.

Realizacion 6

La Realizacién 6 es un kit de reactivos para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa
magnético. El kit de reactivos se disefia para aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos vy,
de este modo, recuperar el acido nucleico.

El kit de reactivos se caracteriza por que incluye un reactivo, un material de celulosa magnético, un tampoén de
lavado, y un tampon de elucion. El reactivo del kit de reactivos incluye una sal metalica metal que tiene un cation
univalente (por ejemplo, una sal de litio, una sal de sodio, o una sal de potasio) y un agente caotrépico. El agente
caotrépico incluye una sustancia alcohdlica y una solucion sustrato, en el que la sustancia alcohdlica se selecciona
del grupo que consiste en etanol, isopropanol, y una combinacion arbitraria de etanol e isopropanol. La
concentracion de la sal metalica, asi como las concentraciones y los valores de pH de la sustancia alcohdlica y de la
solucion sustrato, son los mismos que los de la Realizacién 2 y, por tanto, no se repiten en esta. A continuacién se
describen las caracteristicas Unicas de la presente realizacion.

Para usar el kit de reactivos, el reactivo, que contiene la sal metalica con un cation univalente y el agente caotropico,
se afiade a una muestra, junto con el vehiculo en fase solida, que esta en forma de papel de celulosa magnético o
de esferas de celulosa magnéticas, de modo que la muestra se mezcla con el vehiculo en fase sdlida. La solucion
sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, permitiendo que el agente
caotropico del reactivo rompa los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidréfobos
entre el acido nucleico y el entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de las
sustancias que no son acidos nucleicos de la muestra. Como resultado, el ADN de la muestra se une y es adsorbido
sobre el papel de celulosa magnético o las esferas de celulosa magnéticas para formar un complejo.
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Ejemplo Comparativo 1

Se efectuaron ensayos para evaluar la eficacia de las realizaciones anteriores (es decir, el agente caotrépico; el
reactivo y el kit de reactivos que contiene el agente caotropico; el agente caotrépico para su uso con un material de
celulosa magnético, etc.) en cuanto a aislar un acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos y
promover la union del acido nucleico al material de celulosa magnético. Mas especificamente, se us6 una cantidad
fija de acido nucleico como muestra de partida. A la muestra de partida se afadieron diferentes sales metalicas y
una sustancia alcohdlica cuyo volumen total y concentraciones eran fijos y un material de celulosa magnético. El
contenido de acidos nucleicos de la muestra se midié en cada etapa del ensayo para determinar el efecto de unién y
la tasa de recuperacion final. A continuacion se da una descripcion detallada de las etapas:

1. Se preparan 200 pl de ADN de placenta humana de 50 mg/ml (Sigma D7011).

2. Al ADN de placenta humana de la Etapa 1, se afiaden 500 ul de agente caotrépico o reactivo y 20 ul de esferas de
celulosa Cortex (Megacell®), en el que el agente caotrépico o el reactivo contienen un 72 % de etanol (EtOH) y una
sal metalica 0,05 M, variando la sal metalica de un ensayo a otro. Se mezcla por completo y se deja que la mezcla
repose a temperatura ambiente durante 10 min.

3. Se retira el sobrenadante tras la precipitacion de las esferas unidas al ADN, y se mide la absorbancia del
sobrenadante a 260 nm (es decir, D.O. 260). El valor de absorbancia se convierte en concentracion de ADN vy, por
tanto, en contenido de ADN. EIl contenido de ADN se compara con el contenido de ADN de partida para determinar
el efecto de aislamiento. (Efecto de aislamiento = 1 - Efecto de union)

4. Se lava con 500 pl de un 70 % de isopropanol como tampén de lavado. Después se separa el ADN de las esferas
mediante enjuagado con 20 pl de agua. Se mide el contenido de ADN recuperado, y se compara con el contenido de
ADN de partida para determinar la tasa de recuperacion.

Como se muestra en la Tabla 1, en las realizaciones anteriores se usaron cloruro de litio (LiCl), acetato de sodio
(NaOAc) y cloruro de sodio (NaCl) 0,05 M como solucion de sal metalica para operar en combinacién con un 72 %
de etanol. En el grupo de control (es decir, el Grupo 1-4, el experimento blanco), sin embargo, las concentraciones
de la sustancia alcohdlica y de la sal metalica eran del 0 % y de 0 M, respectivamente.

Tabla 1
Grupo |Sustancia alcohdlica| Sal metalica Efecto(g}:e) union recug:;ac%i (%)
1-1 72 % EtOH LiCI 0,05 M 81 22
1-2 72 % EtOH NaOAc 0,05 M 94 76
1-3 72 % EtOH NaCl 0,05 M 86 57
1-4 0 % EtOH sal0 M N/D* N/D*
*: No disponible

A partir de los resultados de la Tabla 1, se puede observar que el efecto de union es mayor del 90 % para todas las
combinaciones entre el 72 % de etanol y las diferentes sales metalicas 0,05 M. En particular, la combinacion de un
72 % de etanol y NaOAc 0,05 M produce el efecto éptimo.

Ejemplo Comparativo 2

Con respecto a la Tabla 2, en la que se us6 una muestra de sangre completa de un volumen fijo, se usé como
solucion de sal metalica acetato de sodio o acetato de potasio (KOAc) 0,05 M, 0,1 M, 0,5M, 1,0 M, y 2 M en las
anteriores realizaciones para operar junto con una sustancia alcohdlica cuya concentracion varia de un 10 % a un
72 % en peso (Grupos 2-1 a 2-8). Por otro lado, el Grupo 2-9 es el grupo de control (es decir, el experimento
blanco), en el que las concentraciones de la sustancia alcohdlica y del acetato de potasio son 0% y 0 M,
respectivamente.

Mas especificamente, se trataron muestras de sangre entera del mismo volumen con un tampoén de lisis para
obtener lisados celulares. Las soluciones de sal metalica con las diferentes concentraciones mencionadas
anteriormente y los agentes caotrépicos con diferentes concentraciones en peso se afiadieron a los lisados celulares
junto con un material de celulosa magnético y se mezclaron por completo con los lisados celulares. La mezcla se
lavé con un 70 % de isopropanol como tampén de lavado y después se eluyé con Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, como
tapon de elucién, recuperando de este modo el ADN de la muestra. A continuacién se midié la concentracion de
ADN de la muestra en cada grupo en unidades de ng/ul. Asimismo, se midieron las relaciones de absorbancia del
producto de ADN recuperado en cada grupo entre 260 nm y 280 nm (es decir, la relacién D.O. 260/280) y entre 260
nm y 230 nm (es decir, la relacion D.O. 260/230) para determinar la pureza del ADN recuperado en cada grupo.
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Tabla 2
Grupo Sustapf:ia Sal metalica (sal de Li, | Concentracion producto | Relacion D.O. | Relacion D.O.
alcohdlica sal de Na, o sal de K) ADN (ng/l) 260/280 260/230
2-1 50 % isopropanol KOAc 0,5 M 22,12 1,52 0,21
2-2 50 % isopropanol KOAc 1 M 28,99 1,67 0,24
2-3 72 % isopropanol NaOAc 0,05 M 60,92 1,64 0,41
2-4 25 % isopropanol KOAc 1 M 32,23 1,5 0,21
2-5 25 % isopropanol KOAc2 M 27,12 1,61 0,24
2-6 10 % isopropanol | NaOAC 0,1 M, pH 5,0 34,06 1,52 0,17
2-7 50 % isopropanol KOAc 0,05 M 19,49 1,91 0,07
2-8 25 % isopropanol KOAc 0,05 M 24,63 1,9 0,24
2-9 0 % isopropanol KOAc O M 0 N/D* N/D*
*: No disponible

Se puede saber a partir de los resultados de la Tabla 2 que, para todas las combinaciones entre el 10 % y el 72 %
de sustancia alcohdlica y las sales metalicas 0,05 M a 2 M, los productos de ADN finales son de elevada pureza, con
un bajo contenido de proteinas (relacion D.O. 260/280 > 1,5) asi como con un bajo contenido de ARN (relacion D.O.
260/230 < 0,5) en los productos. Asimismo, mientras que este ejemplo comparativo solo muestra los resultados del
experimento que corresponden a las diferentes sales metalicas usadas en combinacion con de un 10 % a un 72 %
de sustancia alcohdlica, otros experimentos han demostrado que se consiguieron un buen efecto de aislamiento y
una elevada pureza del producto de ADN cuando la concentracion de la sustancia alcohdlica se elevo hasta el 80 %;
adicionalmente, los agentes caotrdpicos o reactivos con valores de pH que variaban entre 5,0 y 7,5 se demostré que
eran igualmente capaces de promover el aislamiento de un acido nucleico de sustancias que no son acidos
nucleicos y de promover la unién del acido nucleico al material de celulosa magnético.

Por tanto, el agente caotrépico, el reactivo que incluye un agente caotrépico y una sal metalica, el kit de reactivos
que incluye un agente caotropico, el agente caotrépico para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material
de celulosa magnético, el reactivo para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa
magneético, y el kit de reactivos para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético
tal y como se describen en el presente documento, operan eficazmente con un vehiculo en fase sdélida que contiene
un material de celulosa magnético para producir buenos efectos de aislamiento y purificacion.

Realizacion 7

La Realizacién 7 es un método para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético.
El método incluye proporcionar una muestra que contiene acidos nucleicos y preparar un reactivo y un material de
celulosa magnético para su uso con el reactivo. El reactivo incluye una sal metalica y un agente caotrépico, en el
que el agente caotropico incluye una sustancia alcohdlica y una soluciéon sustrato. La concentracion de la sal
metdlica, asi como las concentraciones y los valores de pH de la sustancia alcohdlica y de la solucién sustrato, son
los mismos que los de la Realizacion 2 y, por tanto, no se repiten en esta. Los dos parrafos siguientes describen solo
las caracteristicas Unicas de la presente realizacion.

En primer lugar, se proporciona una muestra que contiene un acido nucleico, tal como un lisado celular, en la que el
lisado celular se puede obtener a partir de una solucién de cultivo que contiene células o bacterias, una muestra de
tejido, una muestra de sangre completa, etc. Asimismo, se preparan un reactivo y un material de celulosa magnético
para su uso con el reactivo. El reactivo incluye una sal de litio, una sal de sodio, o una sal de potasio que tiene una
concentracion predeterminada y un agente caotropico, en el que el agente caotrépico incluye una sustancia
alcohdlica y una solucion sustrato. El reactivo y el material de celulosa magnético se afiaden y se mezclan con la
muestra que contiene el acido nucleico de modo que la muestra se mezcla con el material de celulosa magnético.
Puesto que la solucion sustrato ajusta la concentracion de la sustancia alcohdlica a un nivel apropiado, el agente
caotropico del reactivo rompe los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der Waals, o los efectos hidréfobos
entre el acido nucleico y el entorno en el que se localiza el acido nucleico, aislando de este modo el ADN de la
muestra de las sustancias que no son acidos nucleicos. EIl ADN de la muestra se une y es adsorbido sobre el
material de celulosa magnético para formar un complejo.

El método puede incluir adicionalmente proporcionar un tampoén de lavado para separar mediante lavado las
sustancias que no son acidos nucleicos adsorbidas sobre el complejo formado por el ADN y el material de celulosa
magnético. El método incluye también proporcionar un tampén de elucion el cual, una vez completado el proceso de
lavado mencionado previamente, separa el ADN mediante lavado del material de celulosa magnético de modo que
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el ADN se eluye en el tampon de elucion y esta listo para ser recuperado. Los resultados detallados del experimento
se dan en el Ejemplo Comparativo 3 que sigue a continuacion.

Ejemplo Comparativo 3
Las etapas efectuadas son tal como sigue:

(a) Se afnaden 200 pl de tampdn de lisis y 20 pl de Proteinasa K de 10 mg/ml en 200 pl de una muestra de sangre
completa. Se mezcla bien para producir un lisado celular.

(b) Se afiaden 500 pl de reactivo al lisado celular, en el que el reactivo incluye de un 10 % a un 72 % de isopropanol,
acetato de sodio o acetato de potasio 0,05 M a 2,0 M, y un vehiculo en fase sdlida que contiene el material de
celulosa magnético, y en el que el reactivo tiene un valor de pH menor o igual a 6,0. Como resultado, el ADN
cromosomico de la muestra se une al vehiculo en fase solida.

(c) Se separan mediante lavado las sustancias que no son acidos nucleicos, las cuales no se unen al vehiculo en
fase solida, con 1 ml de tampén de lavado. El tampdn de lavado contiene o bien un 70 % de isopropanol o bien un
20 % de PEG6000 y acetato de potasio 2 M.

(d) Se aisla el ADN cromosomico del vehiculo en fase sélida, con 100 yl de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, como tampon
de elucion.

Después, se mide la concentracion de ADN de la muestra en cada grupo en unidades de ng/ul. Asimismo, se miden
las relaciones de absorbancia del producto de ADN recuperado en cada grupo entre 260 nm y 280 nm (es decir, la
relacion D.O. 260/280) y entre 260 nm y 230 nm (es decir, la relacion D.O. 260/230) para determinar la pureza del
ADN recuperado en cada grupo.

Tabla 3
Grupo Sustapgia Sal metalica (sal de Li, |Concentracion producto| Relacion D.O. Relacién D.O.
alcoholica sal de Na, o sal de K) ADN (ng/ul) 260/280 260/230
3-1 50 % isopropanol KOAc 0,5 M 11,31 2,93 0,17
3-2 50 % isopropanol KOAc 1 M 13,31 1,72 0,19
3-3 72 % isopropanol NaOAc 0,05 M 28,56 1,53 0,22
34 25 % isopropanol KOAc 1 M 9,42 1,58 0,12
3-5 25 % isopropanol KOAc2 M 9,76 1,77 0,17
3-6 10 % isopropanol | NaOAC 0,1 M, pH 5,0 5,75 0,96 0,06
3-7 72 % isopropanol NaOAc 0,05 M 68,19 1,71 0,42
3-8 50 % isopropanol KOAc 0,05 M 19,49 1,91 0,07
3-9 25 % isopropanol KOAc 0,05 M 24,63 1,9 0,24
3-10 |0 % isopropanol KOAc O M 0 N/D* N/D*
*: No disponible

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 3, se obtuvieron al menos 5 ng/ul de ADN cromosémico con el
10 % al 72 % de sustancia alcohdlica y las sales metalicas 0,05 M a 2 M. Asimismo, los productos de ADN son de
elevada pureza, en términos generales, el ADN cromosomico obtenido tiene un bajo contenido de proteinas (relacion
D.O. 260/280 > 1,5) asi como un bajo contenido de ARN (relacion D.O. 260/230 < 0,5). Ademas, mientras que este
ejemplo comparativo sélo muestra los resultados del experimento que corresponden a las diferentes sales metalicas
usadas en combinacion con de un 10 % a un 72 % de sustancia alcohdlica, otros experimentos han demostrado que
se consiguieron un buen efecto de aislamiento y una elevada pureza del producto de ADN cuando la concentracion
de la sustancia alcohdlica se elevé hasta el 80 %; adicionalmente, los agentes caotrépicos o reactivos con valores
de pH que variaban entre 5,0 y 7,5 se demostré que eran igualmente capaces de promover el aislamiento de un
acido nucleico de sustancias que no son acidos nucleicos y de promover la unién del acido nucleico al material de
celulosa magnético.

Por tanto el método para aislar un acido nucleico mediante el uso de un material de celulosa magnético, el método
para unir un acido nucleico a un material de celulosa magnético, el método para aislar un acido nucleico, y el método
para purificar un ADN cromosoémico, y tal y como se describen en el presente documento operan eficazmente con un
vehiculo en fase sélida que contiene un material de celulosa magnético para producir buenos efectos de aislamiento
y purificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar un ADN de una muestra promoviendo la unién del ADN contenido en la muestra con un
material de celulosa magnético, estando caracterizado el método por tener las etapas de:

(1) proporcionar un material de celulosa magnético y un reactivo que comprende:

una solucidn caotrépica de un sal metalica univalente seleccionada del grupo que consiste en cloruro de litio, acetato
de sodio y cloruro de sodio, y un alcohol seleccionado del grupo que consiste en etanol, isopropanol y una mezcla
seleccionada arbitrariamente de etanol e isopropanol, en la que la sal metdlica univalente tiene una concentracion
que varia aproximadamente de 0,05 M a 2,0 M, y el alcohol tiene una concentracidon que varia aproximadamente del
10 % al 80 % en volumen, y el valor de pH de la solucién caotrdpica varia aproximadamente entre 5,0 y 7,5;

(2) anadir el reactivo y el material de celulosa magnético a la muestra que contiene el ADN y una pluralidad de
sustancias que no son acidos nucleicos; y mezclar el reactivo, el material de celulosa magnético y la muestra,
permitiendo que la solucién caotrépica de dicho reactivo rompa los enlaces de hidrégeno, las interacciones de Van
der Waals, o los efectos hidréfobos entre el ADN y el entorno en el que se localiza el acido nucleico de la muestra,
de modo que el material de celulosa magnético se una y transporte al ADN; y

(3) eluir el ADN del material de celulosa magnético.

2. El método para aislar un ADN de una muestra de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la muestra es un
lisado celular.

3. El método para aislar un ADN de una muestra de acuerdo con la reivindicacién 1, estando caracterizado el
método por tener adicionalmente una etapa de proporcionar un tampoén de lavado para separar mediante lavado las
sustancias que no son acidos nucleicos.

4. El método para aislar un ADN de una muestra de acuerdo con la reivindicacién 3, usando el método un kit de
reactivos que comprende un tampén de lavado, un tampdn de elucion, y una solucién caotrépica de un reactivo que
comprende:

una solucidn caotrépica de un sal metalica univalente seleccionada del grupo que consiste en cloruro de litio, acetato
de sodio y cloruro de sodio, y un alcohol seleccionado del grupo que consiste en etanol, isopropanol y una mezcla
seleccionada arbitrariamente de etanol e isopropanol; en la que la sal metalica univalente tiene una concentracion
que varia aproximadamente de 0,05 M a 2,0 M; el alcohol tiene una concentracién que varia aproximadamente del
10 % al 80 % en volumen; y el valor de pH de la solucién caotrépica varia aproximadamente entre 5,0 y 7,5.
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