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@ Resumen:

Procedimiento para la caracterizacion de aceites y grasas
de origen, vegetal mediante la utilizacién de marcadores
moleculares de ADN.

Se presenta un procedimiento que permite la determina-
cion varietal y especifica de una forma fiable a partir de
muestras de aceites y grasas de origen vegetal (refina-
dos y no refinados), mediante la extraccion del ADN y la
posterior utilizacidon de marcadores moleculares de ADN
basados en la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa).

La naturaleza de este método permite su aplicacién a
cualquier aceite o grasa de origen vegetal independien-
temente de que haya sido fabricado a partir de una Unica
variedad o de varias variedades de una misma especie, 0
de la mezcla de distintas especies vegetales. La técnica
que se expone en esta patente tiene gran importancia en
las certificaciones de calidad y en los controles de fraudes
por adulteracion.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la caracterizacién de acei-
tes y grasas de origen vegetal mediante la utili-
zacién de marcadores moleculares de ADN.
Sector de la técnica

El presente procedimiento tiene su aplicacién
en la industria alimentaria (de especial inciden-
cia en Espaia es la olivarera) que desee identi-
ficar, certificar y seleccionar los aceites produci-
dos. Podria usarse esta herramienta como apoyo
a denominaciones de origen para aceites de oliva.
Tiene también esta técnica aplicacién como sis-
tema de control de aceites fabricados fraudulen-
tamente mediante la adulteracion con aceites de
distinta procedencia a aquella con la que es co-
mercializado.

Estado de la técnica

Actualmente no existe ningtin sistema para la
certificacion varietal o especifica de aceites de ori-
gen vegetal basadas en el ADN. Las técnicas exis-
tentes en la actualidad para hacer este tipo de
certificaciones estan basadas en la presencia o au-
sencia de otros compuestos quimicos tales como
acidos grasos o tocoferoles. Estos métodos son
altamente complejos y costosos y no ofrecen un
grado de fiabilidad satisfactorio.

Los criterios utilizados actualmente para de-
tectar mezclas de aceites de distintas especies,
ya sean fraudulentas o legales, se realizan igual-
mente mediante la determinacion de la presencia
o ausencia de determinados compuestos quimicos.
También se utilizan otras metodologias basadas
en la distincién de propiedades fisicas.

Existen en la actualidad estudios que han con-
seguido diferenciar variedades de olivos y de otras
especies vegetales atendiendo a su ADN mediante
la utilizacién de diversos marcadores moleculares
como RAPD, SCAR, EST o SSR. Estos estudios
siempre se han llevado a cabo a partir de tejidos
de la planta como hojas y frutos y no a partir de
los aceites obtenidos de estas especies.

En la presente patente se presenta por primera
vez un sistema basado en la utilizaciéon de mar-
cadores moleculares de ADN como criterio fiable,
rapido y barato para la determinacién de las va-
riedades y especies vegetales utilizadas para la fa-
bricacién de aceites de origen vegetal.
Explicacion

La patente que se propone es el procedimiento
para la identificacién de las variedades y especies
vegetales utilizadas en la fabricacién de aceites ve-
getales mediante la utilizaciéon de marcadores mo-
leculares de ADN basados en polimorfismos des-
critos en el genoma de estas variedades y especies.
Se trata de utilizar marcadores individuales o gru-
pos de marcadores de ADN que permitan la cer-
tificacién de origen y fabricacién de aceites vege-
tales en aceites monovarietales, monoespecificos o
mezclas de variedades y/o especies vegetales.
Explicaciéon detallada de un modo de reali-
zacién

El sistema para llevar a cabo los estudios de
determinacién objeto de la presente patente se
lleva a cabo en sucesivas fases que se describen a
continuacién como un modo de realizaciéon de la
invencién:
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1. Obtencion de ADN a partir de muestras de
aceites vegetales como: aceite de oliva en sus dis-
tintas calificaciones, y aceites de semillas (girasol,
maiz, ete. ...)

La metodologia propuesta en esta patente
para obtener ADN de las muestras anteriormente
senaladas consiste en la emulsién de una canti-
dad de 20 mililitros de una solucién de tris 100
mM, 10 mM de EDTA (etilen diamino tetraa-
cetato) y 0,1% p/v de dcido ascérbico con una
cantidad de 100 gramos de la muestra de aceite
objeto de la extraccién. La emulsién se realiza
con gran agitaciéon durante 60 minutos a tempe-
ratura ambiente (en torno a 20°C). La emulsién
es posteriormente centrifugada a 36.000 x g du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente. Du-
rante esta centrifugacion se forma una doble capa
de manera que la fase apolar (aceite) se sitia en
la parte superior y en la parte inferior se dispone
la fase polar (la solucién antes descrita).

Mediante la utilizacién de una pipeta estéril se
toma la capa superior que es descartada a conti-
nuacién. La fase acuosa es reutilizada para emul-
sionarla de nuevo con una cantidad de 100 gra-
mos de la misma muestra durante 60 minutos a
temperatura ambiente e igualmente se repite la
centrifugacién y posterior eliminacién de la fase
superior. Este proceso se repite al menos 5 veces
de forma que la fase acuosa haya sido emulsio-
nada al menos con una cantidad 500 gramos de
la muestra.

La fase acuosa resultante de los anteriores pa-
sos es agitada profusamente durante al menos 10
minutos con una cantidad igual en mililitros de
cloroformo. La emulsién resultante de esta mez-
cla con cloroformo es centrifugada a 10.000 g du-
rante 15 minutos a 15°C. Después de esta cen-
trifugacién, se habrd producido en el tubo una
divisién en dos capas: una superior acuosa y otra
inferior apolar constituida basicamente por el clo-
roformo. La fase superior es colectada y los acidos
nucleicos son precipitados por la adicién de dos
volimenes de etanol 100 %, acetato sédico a una
concentracion final de 300 mM y de 5 a 10 ug de
glucégeno. Esta precipitacién se realiza a -20°C
y debe durar al menos 8 horas.

Transcurrido el tiempo de precipitacién, el
tubo en el que ha tenido lugar es centrifugado
a 35.000 g a 4°C durante 1 hora. Cuando esta
centrifugacién ha terminado, el sobrenadante es
eliminado y el sedimento es resuspendido en un
volumen de 500 pl de agua bidestilada estéril.

La solucién obtenida de aproximadamente
medio mililitro presentard un color oscuro. Esta
es tratada con PVP (polivinilpirrolidona) insolu-
ble al 4% durante 1 hora en un bafio a 75-80°C
con agitaciones cada 5 minutos. Posteriormente,
el tubo conteniendo esta mezcla es centrifugado
a 20.000 g durante 5 minutos a 20°C de manera
que los restos de PVP sedimentan en el fondo del
tubo y son descartados, queddndonos con la fase
acuosa. Si se considera oportuno, esta fase puede
repetirse con PVP al 2 %.

Llegados a este punto, si la solucién resul-
tante contintia presentando color muy oscuro, de-
berad ser precipitada en las mismas condiciones
de la anterior precipitacién y el sedimento tras
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ser resuspendido en un volumen de alrededor de
50 pl de agua bidestilada estéril sera purificado
mediante su migraciéon en gel de agaraosa-BrEt
y posterior aislamiento de acidos nucleicos me-
diante la utilizacién del kit de Qiagen Qiaquick
Gel Extraction Kit® | segtin las instrucciones del
fabricante, y se dispondra ya de una muestra su-
ficientemente limpia para poder llevar a cabo en-
sayos de PCR. En el caso de que la muestra pre-
sentara un color menos intenso, se procederd a la
limpieza de la muestra mediante la utilizacion del
kit de Qiagen Qiaquick PCR Purification Kit®
segun las instrucciones del fabricante, tras cuya
utilizacién se dispondra igualmente de una mues-
tra para poder llevar a cabo ensayos de PCR.

El protocolo descrito anteriormente se pre-
senta como un modo de realizacién de la invencién
y ésta es igualmente aplicable con variaciones con-
sistentes en modificaciones en los siguientes as-
pectos:

1. Modificaciones en los tiempos de incubacio-
nes, emulsiones, precipitaciones o centrifu-
gaciones.

2. Modificaciones en la velocidad de las centri-
fugaciones.

3. Utilizacion de otros procedimientos para la
precipitacién de los acidos nucleicos.

4. Variaciones en las cantidades y proporcio-
nes descritas.

5. Sustitucion de la extraccién con cloroformo
por otra equivalente.

6. Cualquier modificacion derivada de la utili-
zacion de cantidades de muestra o de la so-
lucién de emulsion (tris 100 mM, 10 mM de
EDTA, 0,1% p/v de 4cido ascérbico), que
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sean multiplos o submiltiplos de las ante-
riormente descritas.

7. Cualquier otra modificacién que implique
una simplificacién o complicacién del pro-
ceso.

2. Caracterizacion y diferenciacion de aceites de
oliva y de aceites elaborados a partir de otras es-
pecies vegetales

Una vez que se hayan obtenidos las muestras
de ADN, se podra proceder a la caracterizacién
de los distintos tipos de aceites de oliva, asi como
de otros aceites vegetales, mediante la utilizacion
de marcadores moleculares de ADN basados en la
técnica de PCR.

La utilizacién de distintos tipos de marcadores
moleculares de ADN como los SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) o RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA), permitiran di-
ferenciar a los distintos aceites de oliva y a estos
de otros aceites vegetales de distinta procedencia
(maiz, girasol, avellana,...). El incremento en el
numero de marcadores moleculares permitird sim-
plificar y abaratar las determinaciones asi como
aumentar la fiabilidad en las determinaciones.

En todos los casos, los ensayos de PCR se han
de realizar a un numero de ciclos superior a 42
para garantizar la deteccién a las concentraciones
de ADN extremadamente bajas presentes en este
tipo de muestras.

La separacion de los fragmentos amplificados
se llevara a cabo en geles de agarosa en presencia
de BrEt (Bromuro de etidio) siguiendo método
descrito por Sambrock et al, “Molecular Cloning”
editado por Cold Spring Harbor Laboratory Press
en New York, 1989. Las reacciones de PCR asi
como la visualizacién de los resultados, se llevaran
a cabo siguiendo igualmente el Método descrito
Sambrock et al.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la caracterizacién de
aceites y grasas de origen vegetal mediante la uti-
lizacién de marcadores moleculares de ADN basa-
dos en polimorfismos descritos en el genoma de las
variedades y especies utilizadas en su fabricacién,
caracterizado porque consta fundamentalmente
de dos partes, consistiendo la primera parte en
una extraccién de ADN a partir de los aceites y
grasas de origen vegetal y la segunda parte en la
deteccién de los polimorfismos de ADN.

2. Procedimiento segun reivindicacién 1, ca-
racterizado porque la extraccién de ADN a par-
tir de aceites y grasas de origen vegetal se lleva a
cabo siguiendo los siguientes pasos y en el orden
que a continuacion se presentan:

1) Emulsién de la muestra de aceite o grasa
de origen vegetal objeto de la extraccién
con una solucién acuosa que contenga un
agente tamponante y posterior centrifu-
gacién hasta que se forma una doble capa
de manera que la fase apolar se sitie en la
parte superior y en la parte inferior se dis-
ponga la fase polar.

2) Purificacién del ADN presente en la fase po-
lar.

3. Procedimiento segtn reivindicacién 2, ca-
racterizado porque, en el primer paso para la ex-
traccién de ADN, la muestra de aceite o grasa de
origen vegetal es emulsionada con una solucién de
Tris entre 20 y 500 mM preferentemente 100mM,
EDTA entre 1 y 50 mM preferiblemente 10 mM
y acido ascérbico entre 0,02% y 1% (peso/peso)
preferiblemente 0,1 %.

4. Procedimiento segin reivindicacién 2, ca-
racterizado porque el primer paso para la ex-
tracciéon de ADN, consistente en la emulsién de
la muestra de aceite o grasa de origen vegetal con
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la solucién acuosa que contiene un agente tam-
ponante, se repite una o mas veces reutilizando
en cada una de las repeticiones siempre la misma
fase polar.

5. Procedimiento segin reivindicacién 2, ca-
racterizado porque el segundo paso, consistente
en la purificacién del ADN presente en la fase po-
lar, se lleva a cabo en las siguientes etapas:

a) Eliminacién de la fase apolar y posterior
emulsién de la fase polar con un volumen de
cloroformo u otra sustancia orgdnica equi-
valente.

b) Separacién de la fase apolar (que mayorita-
riamente es cloroformo o el disolvente uti-
lizado) de la fase polar mediante centrifu-
gacion.

¢) Precipitacion de los dcidos nucleicos presen-
tes en la fase polar y redisolucién de los mis-
mos en solucién acuosa.

d) Incubacién de la solucién acuosa obtenida
tras el paso anterior con PVP insoluble a
temperatura mayor a 50°C, siendo los res-
tos de PVP eliminados mediante centrifu-
gacion.

e) Disminucién, mediante sucesivos tratamien-
tos con PVP insoluble, de los componentes
distintos de acidos nucleicos y agua presen-
tes en la muestra hasta niveles que permiten
realizar ensayos de reaccién en cadena de la
polimerasa.

6. Procedimiento segtn reivindicacién 5, ca-
racterizado porque en la etapa a) la emulsién
de la fase polar con cloroformo u otra sustancia
orgéanica equivalente, se hace con un volumen de
este disolvente entre 0,2 y 5 veces el volumen de
la fase polar.
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