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RESUMEN

TITULO:

CARACTERIZACION DE LAS COLECTAS DE E. guineensis, E. oleifera E HIBRIDO (E. oleifera x
E. guineensis) DEL BANCO DE GERMOPLASMA DE CENIPALMA, RESPECTO A LA ACTIVIDAD
LIPASICA Y LA CALIDAD DEL ACEITE.*

AUTOR:

Cadena Cala, Tatiana**

PALABRAS CLAVES:

Palma de aceite, mesocarpio, lipasa, actividad lipasica, acidos grasos libres (AGL).

DESCRIPCION:

Uno de los principales criterios de calidad en el aceite crudo de palma es el contenido de &cidos
grasos libres (AGL). La formacion de AGL en el fruto se debe principalmente a la accidén hidrolitica
de la lipasa del mesocarpio (EC 3.1.1.3). Con el propésito de seleccionar materiales genéticos de
palma de aceite con baja actividad lipasica y que adicionalmente produzcan aceite de mejor
calidad, se evalué la actividad lipasica, el contenido de aceite, el perfil de &cidos grasos y el
contenido de vitamina E y carotenos, en las colectas de E. guineensis, E. oleifera e hibrido (OxG),
de Cenipalma. Para la evaluacién de la actividad lipasica se optimizé previamente una metodologia
de andlisis, en donde se encontré que la lipasa del mesocarpio presenta una fuerte activacion in
situ a bajas temperaturas (5°C). Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la mayor
actividad lipasicain situ la presentan los materiales E. guineensis (46,4% AGL), seguida de los
hibridos OxG (31,5% AGL) y de los materiales E. oleifera(0,5% AGL). Para E. guineensis y E.
oleifera se encontrd poca variabilidad entre genotipos de una misma colecta, mientras que para el
hibrido OxG se encontraron amplios rangos de variacién entre palmas de un mismo origen (0,8%-
58,5% AGL). En relacién a la calidad del aceite, se destacaron los materiales de E. oleifera por
presentar el mayor contenido de vitaminas y de acidos grasos monoinsaturados y los hibridos por
presentar el mayor contenido de &cido oleico. También se logré establecer una correlacién entre la
composicién de 4cidos grasos y la actividad lipasica en el mesocarpio. Finalmente, la realizacion
de este trabajo permitié la seleccion de familias promisorias para mejoramiento en la colecta de E.
guineensis-Angola y la identificacion de palmas del hibrido OxG con caracteristicas sobresalientes.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Janeth Aidé Perea Villamil. Codirector:
Fausto Prada Chaparro.
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ABSTRACT

TITTLE:

CHARACTERIZATION OF COLECTIONS OFE. guineensis, E. oleifera AND HYBRID (E. oleifera x
E. guineensis)FROM THE CENIPALMA GENEBANK IN TERMS OF LIPASE ACTIVITY AND OIL
QUALITY.*

AUTHOR:

Cadena Cala, Tatiana**

KEY WORDS:

Oil palm, mesocarp, lipase, lipase activity, Free Fatty Acids (FFA).

DESCRIPTION:

One of the main criteria of quality of crude palm oil is the free fatty acids (FFA) content. Formation
of FFA in the fruit is mainly attributed to the hydrolytic action of the mesocarp lipase (EC 3.1.1.3). In
order to find genotypes with low lipase activity and high oil quality, we measured lipase activity, oil
content, fatty acids profile, vitamin E and carotene content, in samples of E. guineensis, E.oleifera
and hybrid (OxG) from Cenipalma oil palm collections. The previous optimization of lipase activity
evaluation was necessary. We found that mesocarp lipase is activated in situ at low temperatures
(5°C). Results obtained in this study shown that E. guineensis materials have the highest lipase
activity (46,4% FFA), followed by the hybrid OxG (31,5% FFA) and by E. oleifera materials (0,5%
FFA). For E. guineensis and E. oleifera, we found a low variation in lipase activity between
genotypes of the same specie, while the hybrid OxG showed a wide variation between palms of the
same origin (0,8%-58,5% FFA). In terms of oil quality, E. oliefera materials were the most
prominent, because they showed the highest content of vitamins and monounsaturated fatty acids.
The hybrids OxG exhibited the highest content of oleic acid. We also established an important
correlation between lipase activity and mesocarp fatty acid composition. Finally, the development of
this work, allowed us the selection of promising E. guineensis-Angola families for breeding
programs, and the identification of hybrid palms OxG with outstanding features.

*Research Work, Master in Chemestry Thesis
** Faculty of sciences, Department of Chemistry. Directed by: Janeth Aidé Perea Villamil.Co-
directed by: Fausto Prada Chaparro.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios el consumo de aceite de palma en el mundo ha incrementado
notablemente, llegando a 39,3 millones de toneladas en el afio 2009. La gran
demanda por este producto ha hecho que hoy en dia abarque el 30% de la
produccion mundial de aceites vegetales, superando incluso al aceite de soya [1].
El auge del aceite de palma también se ha visto reflejado a nivel nacional, donde
el nimero de hectareas sembradas alcanza las 350 mil y la produccién anual de
aceite supera las 802 mil toneladas, lo que ha permitido ubicar a Colombia como
el primer productor de aceite de palma en Latinoamérica y el quinto a nivel

mundial después de Malasia, Tailandia, Indonesia y Nigeria [2]

La alta eficiencia de esta agroindustria y factores como la versatilidad y estabilidad
del aceite de palma que es considerado como saludable por no requerir procesos
de hidrogenacion, han contribuido a su posicionamiento en mercados como el de
China, la Union Europea y la India, entre otros [3]. Por esta razén, el mejoramiento
y control de la calidad del aceite producido son un reto para los productores y
procesadores de aceite de palma que deben mantenerse en el mercado.

Uno de los principales criterios para asegurar la calidad del aceite de palma es el
contenido de acidos grasos libres (AGL), que para el aceite crudo usado en la
produccion de biodiesel debe ser inferior al 3%, mientras que para el aceite
refinado usado para el consumo humano debe ser inferior a 0,3%, segun la

normatividad internacional [4].

La formacién de AGL en el aceite de palma, se da cuando los triglicéridos
presentes en el mesocarpio sufren reacciones de hidrélisis por accion de las
lipasas que estan presentes de forma natural en el fruto [5]. La acidez que puede
llegar a ser del 8%, ocasiona enormes pérdidas economicas durante la extraccion
y refinacion del aceite, porque disminuye su rendimiento y hace mas dificiles y
costosos los procesos.
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Estudios llevados a cabo por grupos de investigacion en Malasia [6] y en
Cameruan [7] han establecido que la actividad de la lipasa del fruto de la palma de
aceite es dependiente de la variedad genética, lo cual es de gran interés para la
seleccion y mejoramiento de nuevas variedades genéticas, con el fin de producir

aceite de mejor calidad.

A nivel nacional, Cenipalma cuenta con un banco de germoplasma con colectas
de E. oleifera y colectas de E. guineensis realizadas en Angola y Camerun,
ademas de hibridos interespecificos OxG y de diferentes materiales comerciales
de E.guineesisvar tenera. Para contribuir a su caracterizacion y teniendo en
cuenta la aparente variacion de la actividad lipasica con el genotipo, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la actividad lipasica y la composicion del aceite en las
diferentes colectas del banco de germoplasma, con el fin de identificar familias que
produzcan aceite de mejor calidad y de establecer posibles correlaciones entre

los parametros evaluados.

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron una amplia diferencia en la
actividad lipasica entre las especies E. oleifera y E.guineensis, mas no entre
genotipos de una misma especie. En cuanto a los materiales hibridos OxG, se
encontro una alta variabilidad, incluso entre palmas de un mismo origen, lo cual es
de gran interés teniendo en cuenta la poca informacion que se tiene sobre estos

materiales y su actual propagacion en el pais.

La evaluacién de la actividad lipasica en el recurso biologico de Cenipalma, junto
con la evaluacién del contenido de aceite y la composicién del mismo, permitié
conocer el comportamiento de las diferentes colectas y materiales genéticos, asi
como la identificacion de algunas familias promisorias para la posterior evaluacion
en los programas de mejoramiento. A futuro, esta informacion podra ser aplicada
en la seleccién de progenitores que generen un aceite de mayor calidad y con
baja formacion de AGL; aspectos que ayudaran a mejorar la competitividad del

sector palmicultor.
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La propagacion de materiales genéticos de palma de aceite con baja formacion de
acidos grasos libres podria ayudar a reducir el promedio actual de acidez (2,5%)
del aceite crudo de palma nacional. En términos economicos, la reduccion de la
acidez en al menos un punto porcentual, podria significar ganancias para el sector
palmicultor de 20 mil millones de pesos al afio, asumiendo una produccion anual
de 770,000 toneladas, con un costo de 1,5 millones de pesos por tonelada de

aceite [8].

Resultados parciales de este proyecto, se presentaron en el XVI congreso
Latinoamericano de Ciencia y Tecnologia de Alimentos ACTA-ALACTA (2010) y
en el 43 Congreso mundial de Quimica de la IUPAC (2011). Adicionalmente los
avances del proyecto han sido divulgados en las reuniones semestrales del Fondo
de Fomento Palmero (2010-2011), de la Federacion nacional de Palmicultores
FEDEPALMA.

Este trabajo hace parte del macro proyecto “Seleccion de genotipos de palma de
aceite con baja actividad lipasica orientado a generar materiales con mejor calidad
de aceite”, financiado por COLCIENCIAS, la Universidad Industrial de Santander y
el Fondo de Fomento Palmero, administrado por Fedepalma. El desarrollo
experimental se llevd a cabo el Centro de Investigacién en Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (CICTA) y en el Laboratorio de Bioquimica y caracterizacion de
aceites de Cenipalma, ubicado en el campo experimental Palmar de la Vizcaina

(Barrancabermeja).
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 LA PALMA DE ACEITE

La palma de aceite es un cultivo perenne propio de climas tropicales, que crece en
suelos por debajo de los 500 metros sobre el nivel del mar. Esta planta es una
monocotiledénea del orden Palmales, perteneciente a la familia Palmaceae y
clasificada en el género Elaeis. El género Elaeis comprende las especies Elaeis
guineensis y Elaeis oleifera, siendo los materiales genéticos de E. guineensis los

que se cultivan comercialmente a nivel mundial [9, 10].

La especie E. guineensis Jacq. es originaria del este de Africa y comprendeseis
tipos de palmas entre los que se encuentran la albescens, ladura, lapisifera,
lanigrescens, la teneraylavirescens. El tipo de palma mas cultivada en las
plantaciones del mundo desde 1961 y a su vez la mas cultivada en Colombia, es
el hibrido tenera (dura x pisifera), del cual se obtiene el mas alto rendimiento de
aceite por hectarea de todos los cultivos de oleaginosas (4,5 t de aceite/ Ha) [9,
11].

Por otro lado, la especie Elaeis oleifera, comiunmente conocida como Noli o palma
americana de aceite, es nativa de paises de centro y sur América como Colombia,
Panama, Peru, Ecuador, Brasil y Costa Rica. Esta especie es un pariente cercano
de E. guineensis y crece tanto en zonas muy humedas e incluso pantanosas como
en las orillas de los rios. La planta es morfolégicamente similar a la palma
Africana, principalmente en cuanto a su forma y aspectos de produccion; sin
embargo, a diferencia de E. guineensis, presenta una baja formacion de frutos
fértiles por racimo (30% frutos fértiles/racimo), asi como una baja produccion de
aceite en el mesocarpio y menor proporcion de mesocarpio/fruto, lo que hace que
esta especie carezca de interés comercial [9].

A pesar de la baja productividad de E. oleifera, esta especie exhibe diferentes
ventajas sobre la palma Africana de aceite. Una de sus principales caracteristicas

es la alta calidad de su aceite, rico en acidos grasos oleico y linoleico, ademas de

22



sustancias funcionales como vitaminas (vitamina E y provitamina A) y fitoesteroles
(9). Algunas otras ventajas de esta especie son su adaptabilidad a ecosistemas
normalmente marginales para la palma africana, su menor crecimiento en altura
(5-10 cm.afio?) y su alta tolerancia a plagas y enfermedades registradas

comunmente en E. guineensis[12].

Con el fin de aprovechar las ventajas de la palma americana de aceite, una de las
principales aplicaciones que se le ha dado recientemente, es en la transmision de
sus caracteres genéticos de interés a través de cruces interespecificos con E.
guineensis, esto teniendo en cuenta que las dos especies tienen el mismo namero

de cromosomas somaticos y pueden hibridar facilmente [10, 13].

Los hibridos interespecificos OxG (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis),se han
originado a partir madres E. oleifera de origen brasilero (Coari) y de origen
colombiano (Sinu), fecundados con polen de padres E. guineensis de la variedad
pisifera [12]. Estoscruzamientospresentan caracteristicas de interés agronémico
mejoradas como lo son el lento crecimiento del tallo, la adecuada produccién de
racimos (30 t de racimos. Ha™. afio™), la mejor calidad de su aceite y la tolerancia
natural a las enfermedades y plagas de América tropical. Especialmente por su
resistencia a enfermedades, en paises como Colombia y Ecuador, este material se
ha presentado como una solucién a los diferentes problemas fitosanitarios y de
calidad de aceite que tiene el cultivo de la especie E. guineensis[12, 14].

1.2 EL FRUTO DE LA PALMA DE ACEITE

El fruto de la palma de aceite esta constituido por una capa delgada llamada
exocarpio, la cual rodea el mesocarpio (pulpa) de donde se obtiene el aceite crudo
de palma y por el endocarpio (cuesco) que encierra el endosperma (almendra) de

la que se obtiene el aceite de palmiste (Figura 1).

Las caracteristicas externas e internas del fruto dependen principalmente de la

especie y de la variedad genética. Para E.guineensis el fruto de la variedad tipo
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dura tiene un endocarpio de mas de 2 mm de espesor, mientras que Su
mesocarpio es generalmente delgado y contiene fibras dispersas. La variedad
pisifera no tiene endocarpio, la almendra es desnuda y el mesocarpio que no
contiene fibras ocupa gran porcion del fruto. Esta ultima variedad produce pocos
frutos por racimo, razon por la cual se emplea sélo para mejorar la variedad dura
mediante cruzamiento. Finalmente la variedad tipo tenera, que es el hibrido del
cruce entre dura y pisifera, tiene un endocarpio delgado de menos de 2 mm de

espesor y en el mesocarpio se encuentra un anillo con fibras [10].

Almendra

Mesocarpio o pulpa

Figura 1. Fruto de la palma de aceite de E. guineensis Jacq.

Los frutos de la Especie E. oleifera existen en dos variedades de acuerdo a su
color, estas son la variedad roja y la variedad amarilla. Ademéas de su color, los
frutos de esta especie se diferencian de los de E. guineensis por su tamafio
inferior y por tener menor cantidad de mesocarpio. Por otro lado, los frutos del
hibrido OxG exhiben caracteristicas intermedias entre las dos especies
progenitoras. La forma y color de los frutos son retenidas de la madre E. oleifera,
mientras que las caracteristicas internas dependen de la variedad genética del
padre E. guineensis. En cuanto al contenido de mesocarpio, aunque este es
mayor en los hibridos que en la palma africana, su contenido promedio de aceite
oscila entre 3y 4%)]9].
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1.3 COMPOSICION QUIMICA DEL FRUTO Y DEL ACEITE DE PALMA

El mesocarpio del fruto de la palma de aceite esta constituido en un 48% por agua,
en un 1% por proteina, en un 20% por fibra y en un 39% por aceite o material
lipidico [11]. La composicion del mesocarpio, especialmente el contenido de
aceite, varia notablemente de acuerdo con el estado de maduracion del fruto. Se
ha encontrado que la acumulacion de lipidos en las células del mesocarpio inicia
15 semanas después de antesis y continta durante la maduracion del fruto hasta

las 20 semanas después de antesis[15].

El aceite extraido del mesocarpio esta constituido en un 95% por triglicéridos (TG),
gue son lipidos conformados por moléculas de glicerol que tienen esterificados sus
grupos hidroxilo con tres &cidos grasos saturados o insaturados (Figura 2).
Ademas de los TG, otros lipidos presentes en el aceite son los monoglicéridos, los
diglicéridos y los acidos grasos libres (AGL). Estos compuestos son productos de

la biosintesis de TG y de la actividad lipolitica.

o
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Figura 2. Estructura quimica de a) triglicéridos, b) glicerol y c) acidos grasos

Los principales acidos grasos que constituyen el aceite de palma son el miristico,
el palmitico, el oleico, el linoleico y el esteérico, siendo el oleico y el palmitico los
gue se encuentran en mayor proporcion (Tabla 1). Los acidos grasos palmitico y
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estearico son saturados y le confieren un alto punto de fusidn al aceite, mientras
que el oleico y el linoleico por ser insaturados confieren un bajo punto de fusion
[16]. La relacion entre acidos grasos saturados e insaturados en el aceite de
palma obtenido de E. guineensis es aproximadamente igual, mientras que el
aceite de E. oleifera y del hibrido OxG se caracterizan por una mayor proporcion

de acidos grasos insaturados [10].

Ademas de los compuestos derivados de los acidos grasos, el aceite de palma
tiene un grupo de componentes minoritarios conformado por esteroles, triterpenos,
alcoholes, tocoferoles, tocotrienoles, fosfolipidos, clorofilas, carotenos y diferentes
compuestos volatiles. De este grupo de compuestos, unos de los mas importantes
debido a su elevado valor nutricional y actividad antioxidante, son los carotenos y

la familia de tocoferoles y tocotrienoles asociados a la vitamina E [10, 16].

Tabla 1. Composicién de &acidos grasos caracteristica del aceite de palma de E.
guineensis.

Acido grasos Proporcion (%)
C14:0 Miristico 1,1
C16:0 Palmitico 43,5
C18:0 Estearico 4,3

C18:1 Oleico 39,8
C18:2 Linoleico 10,2
C18:3 Linolénico 0,3

Fuente: Corley y Tinker [16]

El contenido de vitamina E en el aceite crudo de palma varia en un rango entre
600-1000 ppm y corresponde a una mezcla entre tocoferoles (18-22%) y
tocotrienoles (78-82%). Los tocotrienoles mas abundantes son el a-tocotrienol
(22%), el y-tocotrienol (46%) y el 8-tocotrienol (12%). En cuanto a los carotenos, su
concentracion en el aceite crudo oscila entre 700 y 800 ppm. Los principales
carotenos en el aceite de palma son el a—y el p-caroteno que representan el 90%
de los carotenoides totales [16]. La concentracion de estos compuestos varia
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ampliamente, dependiendo del color del fruto e incluso varian entre un racimo y

otro de una misma palma.

A pesar de que el aceite de palma tiene una alta concentracion de vitamina E y de
carotenos respecto a los demas aceites vegetales, una gran parte de estos
compuestos se pierde durante el refinamiento y blanqueamiento del aceite crudo.
En el caso del caroteno se puede perder hasta el 100%, mientras que la vitamina
E, se pierde en un 30% aproximadamente[16].

1.4 REACCIONES DE DETERIORO DEL ACEITE

Las grasas y aceites pueden sufrir reacciones de deterioro, que generan cambios
organolépticos conocidos como rancidez o enranciamiento. Los procesos de

rancidez se pueden generar por hidrélisis y por oxidacion de los lipidos.

o Hidrdélisis. La hidrdlisis es una de las reacciones mas importantes que
sufren los grupos éster de los TG. Durante esta reaccion, las moléculas de grasa
son divididas y los grupos H* y OH del agua se adicionan a los enlaces
hidrolizados para formar glicerol y AGL (Figura 3). En presencia de agua, esta
reaccion puede ser autocatalitica o catalizada por lipasas, que son enzimas
presentes en una gran cantidad de microorganismos también presentes en el

mesocarpio del fruto de la palma de aceite [10, 11].

La lipdlisis microbiana es causada por microorganismos que entran al fruto y
liberan la enzima lipasa. Un prolongado e inadecuado almacenamiento de los
frutos puede favorecer la multiplicacion de los microorganismos causando la
hidrolisis del aceite. La hidrolisis enzimatica también puede ser generada por la
lipasa endogena del mesocarpio, principalmente cuando los frutos son golpeados,

cortados o maltratados durante la post-cosecha [10, 17].
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Figura 3. Reaccion de hidrélisis de TAGs catalizada por lipasas

Para detener el proceso de hidrdlisis del aceite, los frutos son esterilizados al
llegar a las plantas de extraccion, empleando vapor de agua a alta presion
(3kg/cm?, 130°C). Este proceso, inactiva la lipasa endégena y elimina todos los
microorganismos presentes en el fruto. Posteriormente, durante la refinacion del
aceite crudo, los AGL son removidos mediante un proceso de destilacion con
carga al vacié (2-5mm Hg), empleando vapor de agua entre 240-270°C. Este
proceso, permite separar las cetonas, aldehidos y acidos grasos que tienen un
punto de ebullicion menor que el de los triglicéridos [9, 18]. Finalmente, el aceite
obtenido de este proceso debe tener un contenido de AGL inferior a 0,3%, que se

considera como apto para el consumo humano [4].

. Oxidacion. Durante esta reaccion, el oxigeno radical en presencia de luz,
humedad y trazas de metales, oxida los dobles enlaces de los &acidos grasos
insaturadas, para formar hidréxidos e hidro-peréxidos que posteriormente se
descomponen, dando origen a la formacién de aldehidos, cetonas y acidos de
menor peso molecular. Este proceso también es acelerado por la presencia de los
AGL generados durante la hidrdlisis, los cuales pueden ser oxidados mas
facilmente [19].

Los productos de la reaccidbn de oxidacion, generan olor, color y sabor
desagradable en el aceite, ademas de ser ligeramente toxicos para algunas
personas; por esta razon, estos compuestos también deben ser removidos durante
la refinacion del aceite, empleando diferentes procesos de destilacion,

blanqueamiento, filtrado y desodorizado [18].
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1.5 ACTIVIDAD LIPASICA EN EL MESOCARPIO DE LA PALMA DE ACEITE

1.5.1 Lipasas y su funcion biologica. Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas,
E.C. 3.1.1.3) son enzimas ubicuas que se activan cuando son adsorbidas en una
interface agua-aceite y participan tanto en reacciones de hidrolisis como de
sintesis de lipidos [20]. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en
plantas, animales y microorganismos, cumpliendo diferentes funciones en el
metabolismo de las grasas. En las plantas estan asociadas a los tejidos de
reserva de energia de las semillas en crecimiento, especialmente a aquellos que
contienen una gran cantidad de TG, como los oleosomas o cuerpos lipidicos [21,
22].

En semillas oleaginosas como el girasol, el mani, la colza, la soya, el maiz y la
jatrofa y en cereales como el arroz, la avenay el trigo se han identificado sistemas
complejos de lipasas con diferentes actividades cataliticas [20, 23-25]. Estas
enzimas, juegan un papel muy importante durante la germinacion de las semillas,
donde los TAG se convierten en azlcares solubles que son transportados a los
tejidos en crecimiento de la planta para suplir la demanda energética y de carbono
estructural [20, 21, 26].

Las lipasas, también estan presentes en frutos oleaginosos como la oliva y el fruto
de la palma de aceite donde la enzima presenta una elevada actividad hidrolitica
[27]. Sin embargo, su funcién fisiologica en los frutos aun no es muy clara, ya que
los AGL sintetizados no son empleados como alimento para el embrion en
desarrollo. Prueba de ello, es que el mesocarpio de la palma de aceite se
descompone varios meses antes de que ocurra la germinacion de la semilla, la
cual depende unicamente del aceite acumulado en el endosperma [10, 27].
Sambanthamurthi et al [10], sugieren que la lipasa del mesocarpio puede participar
también en reacciones de esterificacion y transesterificacion y que su funcion
fisiol6gica en el fruto podria estar relacionada con la biosintesis de lipidos. De esta

manera, se ha encontrado que la actividad lipasica solo se observa entre las
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semana 16 y 21 después de antesis, tiempo durante el cual inicia también la

sintesis de lipidos en el fruto [28].

1.5.2 Lipasa de la palma de aceite. Diferentes estudios han demostrado que
existe una elevada actividad lipasica en el mesocarpio de la palma de aceite. Sin
embargo, la evidencia sobre la naturaleza enddogena o exdgena de la lipasa ha
sido contradictoria. Desassis [29] fue el primero en investigar las causas de la
apariciéon de los AGL en el fruto de la palma de aceite. Su estudio con frutos
maduros maltratados, le permitié observar que tan solo 15 minutos son suficientes
para hidrolizar el 40% de los TAG del mesocarpio. A partir de estos resultados, el
autor sugirié que la alta actividad lipolitica era causada por una lipasa endégena
cuya actividad varia con el grado de madurez de los frutos. Sin embargo, ante la
falta de evidencias claras sobre la presencia de la enzima, estudios posteriores
llevaron a concluir que la degradacion del mesocarpio era causada por lipasas

exdgenas provenientes de agentes microbianos [30].

Hacia la década de los ochenta, algunos autores reportaron la ausencia de lipasas
enddgenas en el mesocarpio de la palma de aceite y atribuyeron el incremento en
los AGL Unicamente a la actividad microbiana [31]. Ogundero [32] por su parte,
atribuy6 esta actividad lipolitica a lipasas exbégenas provenientes de hongos
termofilicos presentes en el fruto; mientras que Hartley [11] sugiri6 la presencia de

una enzima lipasa endégena muy activa.

Posteriormente, Abigor et al [33] describieron la caracterizacion y purificacion
parcial de una lipasa endbégena presente en el mesocarpio. La lipasa fue
parcialmente purificada usando una combinacidén de fraccionamiento con sulfato
de amonio, cromatografia de intercambio idénico y cromatografia de filtracién en
gel. Adicionalmente se determin6 una actividad optima a pH 4,5 y temperatura de
30°C sobre su sustrato natural, el aceite de palma. El aislamiento de la lipasa a
partir de una fraccion grasa obtenida de un homogenizado del mesocarpio,

permiti6 a los autores sugerir que esta enzima se encuentra asociada a las

30



membranas de los oleosomas y que la produccién de AGL podria ser parte de una

respuesta fisiolégica.

Los resultados obtenidos por Mohankumar et al[28], quienes reportaron la
ubicacion histologica de la lipasa del fruto de la palma africana, permitieron
confirmar que la lipasa se encuentra asociada a las membranas de los oleosomas

y que su actividad incrementa con el tiempo de maduracién de los frutos.

Finalmente, el estudio realizado por Sambanthamurthi et al [35], permitié concluir
gue aunque la lipasa enddgena es la responsable de la actividad lipasica
observada en el mesocarpio de los frutos maduros, la produccion de AGL en el
fruto sobremaduro (mas de 21 semanas después de antesis), es causada por la

accion de microorganismos que atacan la pulpa.

1.5.3 Medicion de actividad lipasica en el fruto de la palma de aceite. Una de
las metodologias mas empleadas inicialmente para la medicion de actividad
lipdsica en la palma de aceite fue la propuesta por Kaplan [34], en la cual se
monitorea la hidrélisis de sustratos lipidicos radiactivos. Usando esta metodologia,
Oo y Stumpf [35] reportaron actividad lipasica en plantulas de palma de aceite en
germinacion. Los autores encontraron una lipasa muy activa en los extractos
obtenidos a partir de los cogollos en germinacion, con actividad optima a pH 6,2
sobre diferentes mono-, di- y triglicéridos. La enzima del extracto del cogollo
presentd mayor actividad sobre el [1-'*C] monopalmitato (12,4 nmol sustrato
hidrolizado-h™).

Posteriormente, Henderson y Osborne [28, 36] midieron la actividad lipasica en
frutos maduros de palma de aceite, utilizando el método radiactivo y empleando
meétodos de activacion in vivo e in vitro. Los autores encontraron que la lipasa se
inactiva facilmente in vitro a temperaturas por encima de 0°C y que la actividad in
vivo incrementa a medida que avanza el proceso de maduraciéon del fruto.
Adicionalmente, midieron la actividad lipasica de un extracto obtenido mediante la
maceracion del mesocarpio congelado en nitrégeno liquido. El polvo de

mesocarpio obtenido de frutos mantenidos a 25°C, mostré una actividad de 2830-
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25461 nmol de tri-[1-*"Cloleato liberado en 30 minutos. Utilizando esta
metodologia los autores determinaron que la lipasa es estable a 25°C y que es

susceptible a inactivacion por enfriamiento a 8°C.

Sambanthamurthi et al [37], también evaluaron la actividad lipasica en frutos de
palma de aceite empleando dos metodologias diferentes. La maxima actividad in
vitro, usando tri-[1-**C] oleato como sustrato, se encontré a 18°C. Sin embargo, al
realizar un ensayo in situ que consiste en la medicion de los AGL totales en el
fruto, la maxima actividad se encontr6 a 5°C. Aunque los resultados en dicho
estudio contradicen lo reportado por Henderson y Osborne [36] (inactivacion a
bajas temeperaturas), varios autores han demostrado que el enfriamiento de los
frutos a temperaturas inferiores a los 10°C, genera una rapida hidrdlisis de los
lipidos del mesocarpio [7, 38, 39]. Se ha encontrado, que el contenido de AGL en
frutos maduros de E. guineensis expuestos una temperatura de 5°C, puede

alcanzar el 70% [38].

En el estudio méas reciente realizado por Ngando et al[40], los autores
desarrollaron una nueva metodologia para la medicion reproducible y confiable de
la actividad lipasica en extractos de mesocarpio obtenidos en un medio con
solvente, estableciendo como condiciones Optimas de reaccion, una temperatura
de 35°C, pH 9 y una dependencia directa de la concentracién de calcio en el
medio de reaccion(150 mM CacCl,). Los resultados obtenidos demostraron que la
lipasa del mesocarpio es una serina hidrolasa, inhibida por tetrahidrolipstatina
(THL) y con actividad sobre diferentes sustratos como la tributirina, la trioctanoina,
el aceite de oliva y el aceite de palma. La maxima actividad se obtuvo al emplear

trioctanoina como sustrato (816 umol AGL liberado-min™. g™ mesocarpio seco).

1.5.4 Variacion de la actividad lipasica con el genotipo de la palma de aceite.
Con el fin de comprobar la variacion de la actividad lipasa con el genotipo,
Sambanthamurthi et al[41] realizaron un screening con cerca de 100 variedades
provenientes del banco de germoplasma del Instituto de investigacion en Palma de

aceite de Malasia. Para la evaluacion de la actividad lipasica en dichos materiales,
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los autores emplearon el método de activacidon por enfriamiento a 5°C desarrollado
previamente. Los resultados obtenidos mostraron, que las variedades de E.
guineensis tienen mayor actividad lipasica (3,2% AGL - 66,8 %AGL) que las de E.
oleifera, las cuales mostraronun contenido de AGL entre 3,1% y 5,8%.
Adicionalmente se observd, que E. guineensis presentd la mayor variabilidad en la
actividad lipasica y que los genotipos de Camerun obtuvieron la mas baja actividad
(3,4%-29%), seguidos por los de Tanzania (8,5%-40,4%) y Angola (9,7%-66,8%).

En un trabajo posterior, Ngando et al[7] también demostraron la variacion de la
actividad lipasica con el genotipo. Los investigadores evaluaron la actividad
lipdsica en 46 materiales genéticos de las especies E. guineensis y E. oleifera,
provenientes del banco de germoplasma “La Dibamba”, del Centro especializado
en investigacion de palma de aceite de Camerun. De las dos especies evaluadas,
E. guineesis presentd la mayor actividad (850 LU/g), asi como la mayor
variabilidad dentro de los genotipos (10LU/g-850LU/g). La actividad obtenida se
correlacion6 con el contenido total de aceite, encontrandose que no hay una
relacion directa entre estas dos variables; de forma que algunas variedades con
altos rendimientos de aceite pueden tener bajos niveles de actividad lipasica. En
este ultimo estudio, es de resaltar la evaluacién de dos genotipos de E. oleifera
provenientes de Monteria Colombia, los cuales presentaron los niveles mas bajos
tanto de actividad lipasica (7,5 LU/g) como de AGLs (8,58%) y de cantidad total de
aceite (54,4%).

1.6 PROGRAMAS DE MEJORAMIENTO GENETICO

A nivel mundial, se han realizado diferentes programas de mejoramiento que
buscan la optimizacion tanto de las caracteristicas agronémicas de la palma, como
de la calidad del aceite que esta produce. En el afio 2003, el MPOB (Malaysian
Palm Oil Board) establecio el orden de las cuatro caracteristicas prioritarias en los
programas de mejoramiento: alta produccién de aceite, baja estatura de las
plantas, resistencia a enfermedades (Ganoderma) y alta calidad de aceite [42]. Sin
embargo, este orden de prioridades cambia dependiendo del pais y de las
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necesidades de la region. En el caso de Colombia, el orden de intereses en cuanto
a mejoramiento es: resistencia a enfermedades (Pudricion de cogollo), alta
productividad y alta calidad de aceite [43]. Aunque las primeras dos caracteristicas
son variables agronémicas de gran importancia por estar directamente
relacionadas con el rendimiento y productividad del cultivo, la calidad del aceite es

la que determina el precio del mismo.

En cuanto a la calidad del aceite, el orden de prioridades se establece teniendo en
cuenta que el aceite de palma es de uso principalmente alimenticio, por lo tanto su
calidad nutricional es de vital importancia para los consumidores. Por tal razon,
uno de los principales criterios de calidad nutricional es el contenido de grasas
saturadas e insaturadas. A pesar de que las grasas saturadas presentes en el
aceite de palma son el &cido palmitico y el acido estearico, los cuales se
consideran no colesterolémicos, el mayor contenido del acido oleico, ha sido
identificado como la caracteristica de calidad prioritaria en los programas de
mejoramiento, debido a que este proporciona un aceite liquido saludable, de
caracteristicas similares a las del aceite de oliva. Adicionalmente, el contenido de
otros componentes como la vitamina E, el caroteno y otros antioxidantes, que
generan valor agregado al aceite por su connotacion saludable (anticancerigenos)
y por su potencial uso en la industria farmacéutica y cosmética, se han sumado a

los pardmetros de seleccidon y mejoramiento, relacionados con la calidad [42].

La actividad lipasica y la formacion de AGL asociada a esta enzima, se ha
comenzado a estudiar recientemente en el recurso genético de Malasia y
Cameruan, con el propésito de incluirse dentro de las variables de mejoramiento [7,
41].

Una de las principales estrategias de los programas de mejoramiento en Malasia,
ha sido la formacion de bancos de germoplasma, donde se retnen familias de
diferentes origenes para evaluar la variabilidad de los parametros de mejoramiento
y su potencial aplicacion en la obtencion de variedades mejoradas. EIl MPOB de
Malasia y el NIFOR (Nigerian Institute for Oil Palm Research) de Nigeria, fueron
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los primeros en realizar expediciones a diferentes regiones de Africa y
Latinoamérica, con el fin de encontrar nuevo germoplasma de E. guineensis y E.
oleifera y conservarlo ex situ para su evaluacion. Los estudios genéticos
realizados con este recurso, revelaron accesiones de E. guineensis con amplias
cualidades agrondémicas, asi como variedades de E. oleifera con composiciones
inusuales de acidos grasos y usos potenciales en diferentes mercados. El
descubrimiento de poblaciones con caracteristicas especiales, permitié el posterior
desarrollo de nuevas poblaciones con caracteristicas mejoradas, principalmente
de E. guineensis, que hoy en dia se cultivan y comercializan en todo el mundo [16,
42, 44].

A nivel nacional, Cenipalma cuenta con colectas de E. guineensis de Angola y
Camerun y con palmas de E. oleifera. Adicionalmente, en el banco se evaltan
poblaciones mejoradas de progenitores tipo dura seleccionados en diferentes
localidades de Colombia. Los ensayos sembrados han mostrado una alta
adaptabilidad a las condiciones ambientales nacionales y actualmente se les lleva
registro de variables fisiologicas y de productividad [43]. Dentro de los estudios
realizados con este recurso, se encuentran las caracterizaciones moleculares de
algunas de las accesiones mediante técnicas de AFLP y microsatélites-SSR [46].
Los trabajos han demostrado que existe una alta variabilidad a nivel de ADN en
las colectas, lo que permite tener palmas con diferentes comportamientos.
Actualmente, Cenipalma también desarrolla programas de mejoramiento genético
a partir de estas colectas, teniendo en cuenta criterios agronémicos y de
productividad. Sin embargo, aln no se cuenta con suficiente informacién sobre los
criterios de calidad de aceite y este es el primer estudio realizado sobre la
variacion de la actividad lipasica en las colectas. Por lo tanto, a partir de los
resultados obtenidos en este trabajo se podra suministrar valiosa informacion al
programa de mejoramiento de Cenipalma, relacionada con el criterio de calidad

del aceite.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1. EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIAL VEGETAL

Reactivos

Los reactivos para la medicion de la actividad lipasica: Hidroxido de sodio, Tris
(hidroximetil) aminometano clorhidrato y goma arabiga fueron adquiridos de Merck
(Darmstadt, Alemania). La solucion de Bradford-Bioguant empleada en la medicidn
de proteina fue Merck (Darmstadt, Alemania). La oleina de palma comercial
empleada como sustrato fue obtenida de SACEITES (Bucaramanga, Colombia). El
patron de FAMES (Fatty Acid Methyl Ester Mix) fueadquirido de SUPELCO
(Alemania). Los triglicéridos individuales de OLL, PLL, MLP, OOL, POL, PLP,
000, POO, POP, PPP, SOO, POS (O, oleico; P, palmitico; L, linoleico; M;
miristico; S, estearico) del 99% de pureza, fueron Sigma (Steinheim, Alemania).
Los patrones de o y B-caroteno, a,p,y,6-tocoferol y a,p,y,6—tocotrienol (95%) fueron
Calbiochem (Darmstadt, Alemania). EI metanol, acetonitrilo,2-propanol y hexano,
fueron grado HPLC. El hidréxido de potasio, hidroxido de sodio, cloroformo, etanol
y BF3/MeOH 20%, fueron Merck (Darmstadt, Alemania) grado analitico. El agua
grado HPLC, fue obtenida mediante el sistema de purificacién Milipore MiliQ
Academic (Sao Paulo, Brasil). El nitrogeno liquido y los gases empleados en
cromatografia de gases fueron suministrados por Linde Colombia S.A

(Bucaramanga, Colombia).

Equipos

Liofilizador de mesa marca LABOTEC (Missouri, EEUU), espectrofotometro VIS
Genesys20 marca Thermo Spectronic (Rochester, EEUU), centrifuga refrigerada
de mesa Rotofix 32 marca Hettich (Alemania), prensa hidraulica manual, titulador
automatico Graphix DL50 marca Mettler-Toledo (Schwerzenbach, Suiza),

cromatografo de gases acoplado a detector FID marca Agilent Technologies
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7890A (EEUU) y cromatdgrafo liquido HPLC acoplado a detector UV y detector de

fluorescencia marca Merck Hittachi (Japdn).

Material Vegetal

Los frutos maduros de palma de aceite de las especies E. guineensis y E. oleifera,
asi como del hibrido OxG, empleados en este proyecto, se tomaron de las
colectas de CENIPALMA, en el campo experimental Palmar de la Vizcaina
(Barrancabermeja-Santander). Todas las muestras se obtuvieron de racimos
recién cosechados, los cuales se transportaron cuidadosamente desde el campo
hasta el laboratorio. Los racimos se desespigaron manualmente y se separaron

de las espigas aquellos frutos que no mostraron alteraciones fisicas.

2.2DISENO METODOLOGICO

En el diagrama 1, se presenta el disefio metodoldgico llevado a cabo para el
desarrollo de este proyecto. El disefio consisti6 en una primera etapa de
evaluacion del efecto del muestreo sobre la actividad lipasica, seguido de una
etapa de implementacién y seleccion de metodologias para la evaluacion de la
actividad lipasica en el fruto y finalmente una etapa de evaluacion de la actividad
lipdsica y caracterizacion del aceite en las familias seleccionadas en las colectas

de Cenipalma.

2.3ESTANDARIZACION DEL MUESTREO

Para evaluar la variaciéon de la actividad lipasica en las diferentes secciones del
racimo (ver Figura 4) y estandarizar el proceso de muestreo, se empled6 un disefio
experimental de tipo multinivel factorial con tres repeticiones y dos factores de
variacion: posicion horizontal del fruto en el racimo y posicién vertical del fruto en
el racimo (Tabla 2). La variable de respuesta evaluada fue la actividad lipasica de
los frutos expresada como LU g™ p.m. (p.m.: polvo de mesocarpio). Los analisis se
realizaron en tres racimos maduros de E.guineensis obtenidos de palmas

diferentes.
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Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza ANOVA, el cual

permitié determinar diferencias significativas entre los factores de variacion.

Diagrama 1. Disefio metodolégico

1. Estandarizacion del proceso de
toma de muestras

v

2. Implementacion de

metodologias para evaluacién de
actividad linasica.

Metodologia 1 Metodologia 2
Medicién de actividad lipasica en Evaluacién de actividad lipasica
extracto de mesocarpio por in situ
método pH-STAT

v

Seleccion de metodologia rapida,

econdmica y confiable.

v

Toma de muestras en colecta de E.

guineenisis (Angola), E.oleifera y ensayo
de Variedades (tenera e hibrido OxG)

v

e Medicidn de Actividad lipdsica

e Caracterizacion de aceites (Perfil de
acidos grasos, carotenos, vitamina E)

e Medicidn de contenido de aceite en
mesocarpio y en fruto.

v

Andlisis estadistico de resultados vy

correlacién de variables
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Figura 4. Secciones de muestreo del racimo. A) Posicién vertical, B) Posicion
Horizontal

B)

Externos

Internos

Tabla 2. Disefio experimental del efecto del muestreo sobre la actividad lipasica

FV GL GL Observaciones

PH (PH-1) 1 Posicion horizontal (PH):frutos
internos y frutos externos

PV (PV-1) 2 Posicion vertical (PV): Frutos
apicales, medios y basales.

PV*PH (PV-1)*(PH-1) 2

Error (r-1)*(PV*PH) 12 Repeticiones = 3

Total r(t*PV*PH-1) 17
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2.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LIPASICA EN EL EXTRACTO DE
MESOCARPIO

2.4.1 Obtencién del extracto de mesocarpio. La superficie de los frutos se
esteriliz6 con hipoclorito de sodio 0,5% durante 30 min y se lavdé con agua
destilada para evitar la presencia de lipasas exdgenas.Posteriormente, se
pelaronlos frutos y el mesocarpio se corté en rodajas de aproximadamente 2g. Las
rodajas de mesocarpio se congelaron rapidamente en nitrégeno liquidoy se
liofilizaron por 36 h. El material liofilizado se macer6 hasta obtener una pasta
grasosa. Una vez obtenida la pasta de mesocarpio (ver Figura 5b), se evaluaron

diferentes métodos de obtencidon del extracto:

o Extracto en solventes organicos. 100 mg de pasta de mesocarpio se
homogenizaron usando 1 mL de solvente organico (etanol, acetona, hexano o éter
de petréleo). EI homogenizado se centrifugé y se eliminé el sobrenadante. El
pellet obtenido (Ver Figura 5c) se suspendié en 1mL de solvente y se almacené a
-20°C hasta su analisis.

o Extracto de mesocarpio en polvo. La pasta de mesocarpio se sometio a
un desengrasado parcial con hexano. Diez mililitros de hexano fueron adicionados
por cada gramo de pasta. La mezcla se homogenizd con vortex durante 1 min'y se
centrifugd a 3550 x g por 15 min. Se retir6 el sobrenadante y el precipitado se
seco usando nitrégeno gaseoso. El polvo seco se tamizé a través de una malla de
300 um y se almacend a -20°C Este polvo (50 mg) se consider6 como extracto

crudo y se empled en la evaluacion de la actividad lipasica (ver Figura 5d).

o Extracto Homogéneo en Buffer fosfato. El polvo de mesocarpio obtenido
segun lo descrito previamente, se extrajo en 100 mM Buffer fosfato pH 7. La
mezcla se agité durante 1 h con agitacibn magnética (300 rpm) y se mantuvo en
un bafio de hielo durante el tiempo de extraccion. El homogenizado se centrifugo a
6055 x g durante 15 min a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se filtr6 sobre gasa.

El extracto obtenido se almacend a -20°C hasta su analisis.
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El extracto con mayor actividad y estabilidad en las condiciones de ensayo se

empled en todas las mediciones de actividad lipasica pH-STAT.

Figura 5. Proceso de obtencion del polvo de mesocarpio.

B . .
, : Ii !
> [:{)1\\ N —>
i

a)mesocarpio b) pasta de c) extraccion

¢ d) polvo de
mesocarpio con solvente mesocarpio

2.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LIPASICA DEL FRUTO MEDIANTE ENSAYO

in situ
La actividad de la enzima en los frutos frescos se indujo bajo dos tratamientos:

Tratamiento 1. Los frutos frescos se dividieron en grupos de 10 y se almacenaron
durante toda la noche a diferentes temperaturas (-20°C, 5°C, 25°C, 45°C y 65°C).
Posteriormente, para inactivar la enzima, los frutos se llevaron a unautoclave
durante 1 hora, usando presion de vapor de 15 psi. El aceite se extrajo por
prensado y posteriormente se centrifugdé a 3550 x g durante 2 minutos para
eliminar agua e impurezas. El contenido de AGL en el aceite se midio por titulacion
con 0,1 M NaOH segun el estandar AOCS 5a-40 [47].

Tratamiento 2: Los frutos frescos se dividieron en grupos de 10 y se cortaron en
rodajas para separar el mesocarpio de la nuez. El mesocarpio se almaceno
durante toda la noche a diferentes temperaturas (-20°C, 5°C, 25°C, 45°Cy 65°C) y
se procedio igual que enel tratamiento 1 para inactivar la enzima y obtener el
aceite crudo.
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El almacenamiento de los frutos se llevd a cabo en refrigeradores y estufas a

temperatura constante.

La estimacion del contenido inicial de AGL en las muestras, se realizo a partir de
los frutos frescos, los cuales fueron esterilizados en autoclave por 1 h, tan pronto
como fueron llevados al laboratorio. Posteriormente se extrajo el aceite por
prensado y se midi6 el contenido de AGL. Todos los andlisis se realizaron por

triplicado.

Para evaluar el efecto del tratamiento seleccionado de activacion in situ sobre los
lipidos almacenados en el fruto y entender el comportamiento de la lipasa en las
tres especies evaluadas, se midio también el perfil de triglicéridos en el aceite de
los frutos frescos y en los frutos sometidos al tratamiento de activacion de la

enzima.

2.6 EVALUACION DE ACTIVIDAD LIPASICA Y CARACTERIZACION DE
ACEITES EN LAS COLECTAS

Para llevar a cabo la caracterizacion de las colectas de Cenipalma en cuanto a

actividad lipasica, contenido de aceite, perfil de &cidos grasos, contenido de

vitamina E y contenido de carotenos, se llevé a cabo un muestreo en las colectas

de E.guineensis (Angola), E. oleifera y en el ensayo de variedades. Para la toma

de muestras se sigui6 el disefio experimental de cada ensayo como se describe a

continuacion:

. Colecta E. guineensis de Angola:Consta de un disefio de bloques
completos al azar, con 26 familias y un testigo. Cada familia cuenta con tres
repeticiones y 16 palmas por unidad experimental. Para el propésito de estas
mediciones, se muestrearon minimo 2 palmas por cada unidad experimental, para

un total 27 tratamientos.

o E. oleifera: Se muestrearon cinco familias en un disefio de bloques

completos al azar, con tres repeticiones y 9 palmas en cada unidad experimental.
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Para el desarrollo de este muestreo se seleccionaron tres palmas en cada unidad

experimental, para un total de 9 palmas evaluadas por familia.

. Ensayo de Variedades:Este ensayo tiene como objetivo la comparacion
del comportamiento agrondmico de 18 materiales comerciales de palma de aceite.
En el ensayo existen 16 materiales tipo tenera y 2 materiales OxG, organizados en
un disefio de bloques completos al azar con 4 repeticiones y 6 palmas por unidad
experimental. Para este muestreo se analizaron dos palmas por cada unidad

experimental. Los cAdigos de los materiales evaluados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Materiales comerciales E. guineensis y de OxGevaluados en el ensayo
de variedades

Material CRUZAMIENTO
1 Deli x Avros Dumpy
2 Deli x (La Mé,Pobe,Yangambi)
3 Deli x Avros
4 Deli x Avros
5 Deli x Avros
6 Deli x Ghana
7 Deli x Nigeria
8 Deli x Yangambi
9 Deli x Avros
10 Deli x Yangambi
11 Deli x Avros Dumpy
12 Deli x La Mé
13 Deli x La Mé
14 Deli x La Mé
15 Coari x La Mé(OxG)
16 (Dejongo x Ekona) x Yangambi
17 Deli x Avros x Yangambi
18 Coari x La Mé(OxG)

2.6.1 Toma de muestras y extraccion de aceites. La seleccion de las palmas a
muestrear dentro de cada unidad experimental se realizé al azar. De cada palma
seleccionada se cosechd un racimo maduro siguiendo el criterio de cosecha

establecido por Cenipalma (5-20 frutos sueltos). Para el analisis de los racimos se
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siguié el procedimiento descrito en el Diagrama 2. Cada racimo se pesé y se
desespigd con hacha para separar las espigas del pedunculo. Las espigas se
homogenizaron y se muestrearon mediante un proceso de cuarteo donde se
selecciond una muestra final de 2-5 kg, dependiendo del peso del racimo. Los
frutos se removieron de las espigas desde su base, utilizando un cuchillo.

De la muestra de frutos, se tomaron Unicamente los frutos fértiles. Los frutos se
homogenizaron y se muestrearon mediante cuarteo hasta obtener un total de 30-
40 frutos para medir el contenido de aceite. De los frutos restantes, se tomo6 una
submuestra de 20 frutos, conformada Unicamente frutos fértiles sin alteraciones
fisicas, la cual se emple6 en la medicion de actividad lipasica y caracterizacion del

aceite.

La submuestra de 30-40 frutos, se despulpdé de manera manual para obtener el
mesocarpio y la nuez. La muestra de mesocarpio se homogeniz6 y se tomo una
submuestra de 30+2 g, la cual se secé a 105°C/16 h para medir el contenido de
aceite y de humedad.

De la submuestra de 20 frutos, 10-12 se destinaron a la medicién de actividad
lipasica por el tratamiento in situ, para lo cual, se esterilizé la superficie de los
frutos con hipoclorito de sodio (0,5%) y agua destilada. Los frutos restantes se
emplearon en la caracterizacién del aceite (vitamina E, carotenos, Perfil de &cidos
grasos). La extraccion del aceite para estos analisis, se realiz6 por prensado en
caliente (60°C), con previa esterilizacion de los frutos en autoclave (15psi/1h).

Para la extraccién de los aceites de E. oleifera, el mesocarpio de los frutos
esterilizados se liofilizd6 durante 12 horas, para eliminar humedad sin afectar la
muestra. El material liofilizado se homogenizo y se extrajo con hexano durante 15
min en un bafio ultrasénico. El solvente se eliminé usando rotoevaporacion a
50°C. Los aceites obtenidos por ambos procedimientos, se centrifugaron para

eliminar agua e impurezas y se almacenaron a 5°C hasta su analisis.
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Diagrama 2. Procedimiento de andlisis de racimos
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2.7METODOS DE ANALISIS

2.7.1 Medicién de la actividad lipasica por método pH-STAT. La actividad
lipasica se evaluo por titulacién de los &cidos grasos liberados con 0,01M NaOH,
usando un titulador automatico en funcion pH-STAT. La reaccidon de hidrdlisis se
llevé a cabo bajo las condiciones sugeridas por Ngando et al [40]. Como sustrato
se empleo oleina de palma emulsificada en goma arabiga 1% p/v. El medio de
reaccion (40 mL) contenia 2 mM buffer Tris-HCL (pH 9), 100 mM NaCl y 20 mM
CaCl,. La actividad lipasica se expreso en unidades internacionales de actividad

lipasica sobre gramo de mesocarpio (LU g), donde:
1 LU= 1 pmol AGL liberado min™.

La actividad especifica del extracto de mesocarpio se expres6 como actividad
lipasica por mg de proteina (LU mg™ de proteina). El contenido de proteina se
determind en el extracto homogéneo en buffer fosfato descrito en la seccion 2.4.1.
Para la cuantificacion se empleé el método colorimétrico de Bradford a 590 nm
[48]. Se emple6 seroalbumina bovina como sustancia de referencia. La
concentracion de las proteinas se expresé en mg de proteina por mL de solucién

(mg/mL).

2.7.2 Medicion de actividad lipasica in situ. La metodologia optimizada para la
medicion de la actividad in situ en los frutos, consistio en almacenar los frutos
frescos (10 frutos) durante toda la noche en la nevera, a una temperatura
controlada de 5°C. Al dia siguiente, los frutos se esterilizaron en autoclave durante
1 h para inactivar la enzima. El mesocarpio de los frutos esterilizados se removié y
se prenso para extraer el aceite crudo. Los acidos grasos formados se titularon en
el aceite segun el estandar AOCS 5 a-42 [47].

2.7.3 Perfil de triglicéridos. El analisis de triglicéridos en el aceite se desarrollo
segun la metodologia descrita por Prada et al[15]. La determinacion vy
cuantificacion de los analitos se llevé a cabo por cromatografia liquida HPLC. Para

la separacion de los componentes se empleé una columna Chromolith RP-18e
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(100 x 4.6 mm d.i., Merck, Darmstadt, Germany). Para la determinacion de los
triglicéridos, 25 mg del aceite se diluyeron en una mezcla fase movil:cloroformo
70:30 v/v. Los triglicéridos se eluyeron con 96% solvente A (acetonitrilo:2-
propanol: hexano, 55:45:5, v/v) y 4% solvente B (agua), con un flujo de 0,8
mL/min. Los analitos se detectaron a 220 nm empleando un detector de UV-Vis.
La identificacion de los picos se realizO por comparacion con el estandar de

tiempos de retencién y la cuantificacion por normalizacion de areas.

2.7.4 Determinacion del contenido de aceite en el mesocarpio.
Aproximadamente 5 g de mesocarpio seco, se extrajeron mediante sistema
Soxhlet [15] durante 24 horas, empleando hexano como solvente. Los resultados
se expresaron como contenido de aceite en mesocarpio fresco y contenido de

aceite en frutos, empleando las siguientes ecuaciones:

(1) %AMF= Aceite en mesocarpio fresco, %

MSA
AMF = AMSx—MFA
(2)%AcF= Aceite en fruto, %
PFNm — PNF
AcF = AMFXW

Donde:

AMS: Contenido de aceite en mesocarpio seco, determinado por Soxhlet
MSA: Peso de mesocarpio seco aceitoso

MFA: peso de mesocarpio fresco aceitoso

PFNm: Peso de frutos normales proveniente de la muestra de 30-40 frutos.

PNF: Peso de nuez fresca, proveniente de la muestra de 30-40 frutos.

2.7.5 Determinacion del contenido de vitamina E y carotenos por HPLC. EIl
analisis de vitamina E y carotenos se realizé en forma simultanea, siguiendo las
condiciones descritas por Prada et al.[15]. La vitamina E se cuantifico como el
grupo de isémeros liposolubles (a, B, vy, 6—tocoferol y a, B, y, 6—tocotrienol) usando

un detector de fluorescencia con A emision 330 nm y A de excitacion 290 nm. Los
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carotenos se cuantificaron como los isémeros a y p caroteno usando detector de
UV (450 nm). Para la extraccion de estos componentes se empleé cloroformo. La
separacion se llevé a cabo en una columna Chromolith RP-18e, 100 x 4.6 mm D.|,
empleando como fase mavil un gradiente Agua/Metanol. La cuantificacion se

realiz6 por comparacion con estandares externos de cada isomero.

2.7.6 Determinacion del perfil de acidos grasos. El andlisis del perfil de acidos
grasos se realiz6 mediante el método de formacién de ésteres metilicos FAME.
Los metil ésteres de los &cidos grasos se obtuvieron por metilacion del aceite con
2N KOH/MeOH, de acuerdo al método AOCS Ce 2-66 [49]. La deteccion se realizé
por cromatografia de gases (GC) con detector de ionizacion en llama (FID),
usando columna capilarDB-23 60m x 0.25 mm D.l.,, 0.25 m f.e, segun las
condiciones cromatograficas establecidas en el método de referencia AOCS Ce 1-
62 [50]. La identificacion de los metilésteres de &cidos grasos se realiz6 por

comparacion directa de sus tiempos de retencién con un patron de FAME.

2.8 ANALISIS DE DATOS

Para el analisis de los resultados dentro de cada colecta o ensayo se emplearon
meétodos estadisticos descriptivos como el test de normalidad de Shapiro-Wilk [51].
Los datos que no presentaron normalidad se ajustaron mediante la aplicacion de
transformadas (In x). Posteriormente se realizaron andlisis de varianza ANOVA por
ensayo o0 colecta, para determinar si existen diferencias significativas entre
familias o materiales. Finalmente se aplicO la prueba a posteriori de Tuckey
[52],que permiti6 evaluar las diferencias significativas entres las medias. Las

diferencias fueron consideradas a un nivel de p < 0,05.

Para la comparacion de los promedios entre colectas o especies se empled la
prueba menor significancia LSD de Fisher [51,52], la cual permite comparar entre
pares de medias y determina si cada poblacién es estadisticamente diferente de

las demas para un nivel de confianza del 95%.

La correlacion de variables dentro de una misma colecta o ensayo se realiz6 de
forma descriptiva. Para el analisis correlacion de variables en los materiales
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hibridos, se emplearon correlaciones lineales simples, empleando las
correlaciones de Pearson [52], que permiten la correlacion entre pares de
variables. La significancia estadistica de los coeficientes de correlacién se estimo

para un nivel de confianza del 95%.

Todos los analisis de los ensayos preliminares se realizaron por triplicado y se

expresaron como la media + desviacion estandar.

Para el andlisis computacional de los datos, se emple6 el Software STATISTICS
18 (2009), para Windows.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente, fue necesario evaluar la variabilidad de la actividad lipasica en el
racimo, con el fin de establecer las condiciones adecuadas de muestreo que
permitieran obtener una muestra homogénea y representativa. Para ello, se
empled un disefio experimental de tipo multinivel factorial, que permitié evaluar el
efecto de la posicion horizontal y vertical del fruto en el racimo sobre la actividad
lipasica.

En la Tabla 4 se presentan los valores promedio de actividad lipasica en cada
seccion del racimo, los cuales variaron entre 232,4+20,4 LU g™ p.my 274+59,5 LU
g’ p.m. El andlisis de varianza ANOVA, mostré que para un nivel de confianza de
p<0,05, no existen diferencias significativas en la actividad lip4sica. Lo anterior,
demuestra que la seccion en la que se encuentre el fruto, no afecta el valor de la
actividad lipasica; por lo tanto, los frutos tomados de cualquier posicién, son

representativos en toda la muestra.

Tabla 4. Valores promedio de actividad lipasica por seccién del racimo.

Posicion Horizontal Posicion Vertical Actividad lipasica
(PH) (PV) (LU/g p.m)
Apical Externo 236,2+16,7
Interno 232,4+20,4
Medio Externo 273,1+57,0
Interno 274459,5
Basal Externo 254,2+30,1
Interno 255,8+34,7

Los resultados se expresan como valor promediot desviacion estandar para n=9.
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3.1. MEDICION DE LA ACTIVIDAD LIPASICA

Para la seleccion del método de analisis de la actividad lipasica se usaron dos

metodologias:

o Metodologia 1. Medicion de actividad lipasica en extracto de mesocarpio
por método pH-STAT.

o Metodologia 2: Evaluacion de actividad in situ.

3.1.1 Actividad lipasica en el extracto de mesocarpio. Para la implementacion
de esta metodologia, previamente se evalué el procedimientode obtenciéon del
extracto crudo empleando diferentes sistemas de extraccion: a) solventes
organicos como hexano, éter de petroleo, acetona y etanol y b) buffer fosfato. De
esta manera se obtuvieron tres tipos de extractos, extracto en solventes organicos,
extracto acuoso y extracto de mesocarpio en polvo. Todos los extractos se
prepararon a partir de frutos de E. guineensis. En la Figura 6, se presenta la

variacion de la actividad lipasica con el tipo de extracto.

Se encontré que el extracto acuoso en buffer fosfato, presenta menor actividad
lipdsica que el polvo de mesocarpio y que los extractos en solventes organicos,
exceptuando el etanol. Adicionalmente, se pudo observar que la actividad de la
enzima varia con el tipo de solvente; de esta manera, los extractos obtenidos en
solventes apolares como el hexano y el éter de petréleo, mostraron mayor
actividad que los extractos de solventes polares como la acetona y el etanol,
donde la enzima es inactiva. Por ultimo, la mayor actividad lipasica se obtuvo en el
polvo de mesocarpio con 300,6 + 18,9 LU g, probablemente porque este extracto

facilita la distribucion homogénea de las particulas en el medio de reaccién.

Los anteriores resultados indican que los solventes apolares, ademas de generar
un entorno hidrofébico que estabiliza la enzima, extraen parte de la grasa presente
en la pasta de mesocarpio, facilitando asi la interaccion de la enzima con el

sustrato. Sin embargo, al evaluar el efecto de dos procesos sucesivos de
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extraccion, se encontr6 que la delipidacion total del mesocarpio genera una
disminucién en la actividad de la enzima en el caso del extracto en éter y produce
la inactivacion de la misma cuando se emplea hexano como solvente de
extraccion (Figura 7). Resultados similares fueron reportados por Ngando et
al[40], quienes argumentan, que debido a que la lipasa del mesocarpio esta
asociada a la membrana de los oleosomas, se debe mantener un entorno
parcialmente lipidico en el extracto para conservar la actividad hidrolitica de la

enzima.

Figura 6. Actividad lipasica en extractos con solventes, extracto en buffer fosfato

y polvo de mesocarpio.
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De otra parte, al evaluar la estabilidad de los tres extractos durante la reaccién de
hidrélisis (Figura 8), se observé que en el polvo de mesocarpio y en el extracto en
hexano la produccion de AGL es lineal durante el tiempo del ensayo (6 min). Sin
embargo, el extracto en hexano presentd menor produccion de AGL. Entre tanto,
la linealidad méas baja se obtuvo en los extractos de éter de petrdleo y acetona
respectivamente.
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Figura 7. Variacion de la actividad lipasica en extractos con solventes después de

dos extracciones sucesivas.
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Los anteriores resultados permitieron establecer que bajo las condiciones de
ensayo, el extracto mas estable y con mayor actividad lipasica fue el polvo de
mesocarpio. Teniendo en cuenta lo anterior, se procedié a obtener el polvo de
mesocarpio de las otras dos especies bajo estudio (E. oleifera e hibrido OxG),
midiéndose en cada una de ellas el contenido de grasa residual, ya que como se
estableci6o previamente, la cantidad de material lipidico en el extracto es

determinante en la actividad de la enzima.
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Figura 8. Hidrdlisis de los TG del aceite de oliva en funcién del tiempo para los

diferentes extractos crudos evaluados.
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Se encontré, que el mesocarpio de E. guineensis y de OxG, tiene un alto
contenido de aceite en comparacion con el de la especie E. oleifera (Tabla 5). En
este Ultimo caso, el proceso de desengrasado parcial con hexano logra remover el
71,2% del material lipidico, lo cual genera un extracto de E. oleifera con contenido
de aceite 5 veces inferior al de las otras dos especies. Por lo anterior, se decidio
eliminar el desengrasado en la obtencion del extracto de E. oleifera, debido a que
la enzima requiere un entorno medianamente lipidico para estabilizarse y

presentar actividad sobre el sustrato.

Una vez obtenidos los polvos de mesocarpio de las tres especies estudiadas, se
midi6 la actividad lipasica y la actividad especifica. Se encontrd, que el extracto
de E. guineensis cuenta con la mayor actividad lipasica y mayor actividad
especifica, mientras que el extracto de E. oleifera mostro los valores mas bajos
para estas dos variables. Para el polvo de mesocarpio del hibrido, se encontraron
valores intermedios entre los extractos de las otras dos especies (Tabla 6).
Ngando et al[7], también encontraron que los frutos de E. guineesis presentan
valores de actividad lipasica superiores a los de E. oleifera (5-10 LU/g p.m). Para
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el hibrido no se encuentran en la literatura, reportes de actividad lipasica ni de

actividad especifica.

Tabla 5. Contenido de aceite en mesocarpio y en polvo de mesocarpio seco

Especie Aceite inicial en Aceite residual en

mesocarpio (%) polvo de mesocarpio

(%)
E.guineensis 78,7+0,4 21,9+0,3
E.oleifera 16,7+0,2 4,5+0,1
Hibrido (OxG) 74,0+0,4 20,6+0,1

Todos los resultados se expresan como la media + desviacién estandar para n=3

Tabla 6. Actividad lipasica y actividad especifica en extractos de E. guineensis, E.
oleifera e hibrido (OxG).

Genotipo Actividad lipasica Actividad especifica
(LUg™ p.m) LU mg™ proteina
E.guineensis 313,2+3,9 31,8+0,4
E. oleifera 102,3£2,5 11,0£0,3
hibrido(OxG) 255,8+5,5 19,2+0,4

p.m, polvo de mesocarpio. Todos los resultados se expresan como la media + desviacion estandar
para n= 3.

En cuanto a la actividad especifica, el valor obtenido para el extracto de
mesocarpio de E. guineensis (31,8+0,4) fue muy similar al reportado por Ngando
et al [40], (30 LU/mg proteina).

3.1.2 Evaluacion de actividad lipasica in situ. Como segunda metodologia
para medir la actividad lipasica, se empled un ensayo de activacién in situ, que
permitio evaluar de manera directa la formacion de AGL en el fruto ocasionada por

la activacion de la enzima. Con el fin de inducir la méaxima activacion de la enzima,
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se ensayaron diferentes temperaturas de almacenamiento del fruto (-20°C, 5°C,
25°C, 45°C, 60°C) empleando para ello, frutos enteros (tratamiento 1) y frutos

cortados en rodajas (tratamiento 2).

En la Figura 9 se observa el efecto de la temperatura de almacenamiento de los
frutos enteros (tratamiento 1), sobre la formacion de AGL y se encuentra que a
temperatura ambiente (25°C) y a temperaturas superiores (45°C y 60°C), no hay
formacion significativa de AGL en los frutos de las tres especies. A bajas
temperaturas (5°C y -20°C), en cambio, se produjo un notable incremento en el
nivel de AGL en el hibrido y en E. guineensis, con una maxima formacion de AGL
a 5°C. En el caso de E. oleifera no se observé cambio en la concentracion de AGL

a estas temperaturas.

Al evaluar el efecto del tratamiento 2 (corte en rodajas) sobre la actividad de la
enzima, se hall6 que a todas las temperaturas evaluadas hay formacion de acidos
grasos libres, alcanzandose a 5°C un maximo de 53,9% de AGLpara frutos de E.

guineensis(Figura 10).

Figura 9. Variacion de la formacion de AGL con la temperatura para frutos de
E.guineensis (EG), E.oleifera (EO) e hibrido (OxG), bajo el tratamiento 1.
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Teniendo en cuenta que los frutos enteros solo presentaron activacion a bajas
temperaturas, se puede inferir que la formacién de AGL observada en los frutos
cortados en rodajas, incluso a temperatura ambiente, es causada por el corte o
dafio del tejido del mesocarpio. Adicionalmente, el maximo observado a 5°C,
corresponde al efecto combinado de la activacion por frio y la activacion por el

corte del mesocarpio.

Con base en los anteriores resultados, el tratamiento seleccionado para medir la
actividad lipasica in situ, fue el almacenamiento de los frutos enteros a 5°C
durante toda la noche, debido a que bajo estas condiciones se pueden observar
diferencias apreciables en la formacion de AGL entre las tres especies a evaluar.
Adicionalmente, con el tratamiento seleccionado, la activacion de la enzima
depende solo de la temperatura de almacenamiento del fruto, lo cual facilita el

control del ensayo.

Figura 10. Variacion de la formacion de AGL con la temperatura, en frutos de E.

guineensis completos y frutos cortados en rodajas.
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3.1.3 Analisis de triglicéridos. Una vez seleccionado el tratamiento de
activacion in situ, se evaluo la accion hidrolitica de la lipasa sobre los triglicéridos
almacenados en el fruto y su variacion en las tres especies evaluadas. Para tal fin,
se comparé la composicién de TG de los frutos expuestos a 5°C, con la de los
frutos frescos mantenidos a temperatura ambiente (Tabla 7). En el Anexo A se
presentan los perfiles cromatograficos de TG. Se pudo evidenciar, que la
exposicion de los frutos a 5°C generd una notable disminucion en el contenido
total de triglicéridos en las muestras de E. guineensis (35,1%) e hibrido (28,1%),
mientras que los frutos de E. oleifera no mostraron un cambio apreciable en el
contenido de triglicéridos (0,4%). Lo anterior, confirma que la lipasa del
mesocarpio es fuertemente activada a bajas temperaturas y que la actividad de
esta enzima varia con el genotipo en el siguiente orden: E.guineensis>OxG>E.

oleifera.

Tabla 7. Cambio en la composicién de los principales triglicéridos en frutos de E.
guineensis, E. oleifera y OxG, durante el tratamiento de activacion de la enzima

por enfriamiento.

Genotipo Triglicérido Composicién porcentual (% peso)
Frutos Frutos Diferencia Diferencia
frescos refrigerados Absoluta relativa
(25°C) (25°C)
E. guineensis PLP(C50) 14,0 9,2 4,8 34,5
POP(C50) 34,3 28,1 6,2 18,0
PLL(C52) 4,0 1,2 2,9 70,6
POL(C52) 11,0 3,5 7,5 68,0
POO(C52) 18,9 7,3 11,5 61,1
OOL(C54) 1,5 0,8 0,7 46,0
0O00(C54) 2,1 0,7 1,3 65,1
Otros 15,5 13,5 2,1 13,3
Total 99,5 64,4 35,1 35,4
Hibrido (OXG) PLP(C50) 9,4 6,4 3,0 31,7
POP(C50) 17,0 11,5 5,5 32,3
PLL(C52) 6,7 51 1,7 24,7
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POL(C52) 17,7 12,9 4,8 26,9

POO(C52) 23,4 17,0 6,4 27,4
OOL(C54) 7,6 5,6 2,0 26,2
000(C54) 7,6 5,8 1,9 24,6
Otros 9,7 6,8 2,9 29,5
Total 99,2 71,1 28,1 28,3
E.oleifera PLP(C50) 13,1 13,1 0,0 0,0
POP(C50) 9,4 9,3 0,1 0,6
PLL(C52) 14,1 14,1 0,0 0,0
POL(C52) 23,2 229 0,3 1,3
POO(C52) 14,2 13,9 0,2 1,5
OOL(C54) 9,9 9,8 0,1 1,1
0O00(C54) 5,0 5,0 0,0 0,0
Otros 10,7 10,7 0,0 0,0
Total 99,2 98,9 0,6 0,6

Abreviaturas: O,oleico; P, palmitico; L, linoleico.

Adicionalmente, se encontré que en los frutos frescos de E. guineensis, POP es el
triglicérido mas abundante, pero los mas susceptibles a la reaccion de hidrélisis
son el PLL y el POL. En el caso del hibrido, el triglicérido mas abundante es el
POO y los mas hidrolizados son el POP y el PLP. A partir de estos resultados, se
puede sugerir que la lipasa del mesocarpio no es especifica, tal como lo habian
establecido Ngando et al[40] para E.guineensis.

3.1.4 Correlacion entre las dos metodologias de medicién de actividad
lipasica. Una vez optimizado el método de medicion de actividad en el extracto
de mesocarpio y el método de activacion in situ, se establecié la correlacion entre
las dos metodologias, usando muestras de las tres especies. En la Tabla 8, se
presentan los valores obtenidos, hallandose en los tres casos una correlaciéon
positiva (r’=0,997) entre las dos metodologias. Sin embargo, para continuar con
los estudios, se selecciond la metodologia de activacion in situ, porque permite
medir en forma directa la formacion de AGL ocasionada por el dafio en el fruto,
evitando asi el complicado proceso de extraccion de la enzima, que involucra el
control de variables como la temperatura, contenido de humedad en el

mesocarpio, tiempo de almacenamiento del extracto y contenido de aceite. Este
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método ademas, es mas rapido, econdmico y sencillo de aplicar en la evaluacion

de un gran nimero de muestras.

Los resultados presentados en esta seccion, ademas de permitir la seleccion de
una metodologia de anadlisis de actividad lipasica, ofrecieron informacion
importante sobre el mecanismo de activacion de la enzima dentro del fruto. De
esta manera, se encontré que el dafio en el tejido del fruto, ya sea por corte del
mesocarpio o por la activacion en frio, son la principal causa de activacion de la
enzima. Segun Sambanthamurthi et al [38], a bajas temperaturas, especialmente a
5°C, se produce un dafio en las membranas de las células del mesocarpio de E.
guineensis, lo cual aumenta la disponibilidad de sustrato y facilita la liberacion de
la enzima que se encuentra ligada a las a las membranas de los oleosomas. Para
el caso de E.oleifera y del hibrido, no se encuentran reportes sobre la temperatura
de activacion de la enzima y para el hibrido no se reportan valores de actividad

lipasica.

Tabla 8. Actividad lipasica y actividad in situ en E. guineensis, E. oleifera e hibrido
(OxG).

Especie Metodologia 1 Metodologia 2
Actividad lipasica (LUg™” p.m) Actividad in situ (% AGL)
E.guineensis 313,2+3,9 51,4+0,23
E. oleifera 102,3+2,5 1,8+0,47
hibrido(OxG) 255,845,5 45,9+0,28

p.m, polvo de mesocarpio. Todos los resultados se expresan como la media + desviacion estandar

para n= 3.

Otros autores han demostrado, que el almacenamiento a temperaturas de
refrigeracion y no de congelacion, causa el deterioro en los tejidos de diferentes
frutas y verduras de origen tropical y subtropical [53-56]. Se ha evidenciado que el
estrés generado por las bajas temperaturas, induce un notable incremento en la

produccion de etileno, que es una hormona asociada a diferentes rutas
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metabdlicas de los procesos de maduracion y senescencia de los frutos. En el
caso del fruto de la palma de aceite, existen evidencias que demuestran que éste
exhibe las caracteristicas de un fruto climatérico y que el etileno cumple una
funcion importante en los procesos de desarrollo del mesocarpio [57, 58]. Por lo
tanto, es necesario establecer la posible relacion entre la produccion de etileno a
bajas temperaturas y la activacion de la lipasa. La baja produccion de etileno en la
especie E. oleifera podria ser una herramienta para explicar la mayor resistencia

de esta especie al dafio por enfriamiento y a su vez la menor formacion de AGL.

3.2 EVALUACION DE LAS COLECTAS

Una vez establecidas las condiciones de muestreo y definido el método de
medicion de la actividad lipasica, se procedid a evaluar su variacion en las
colectas que tiene Cenipalma de E. guineensis y E. oleifera, ademas del ensayo
de variedades donde se muestrearon materiales comerciales de E. guineensis tipo
tenera y el hibrido OxG. Adicionalmente, también se evalué la variacién del
contenido de aceite, composicion de acidos grasos, contenido de vitamina E y de
carotenos, en los diferentes materiales de las colectas. Los valores obtenidos se
correlacionaron con los de actividad lipasica con el fin de encontrar posibles
asociaciones gque ayuden a la seleccion de genotipos que produzcan aceite de

mejor calidad.
3.2.1 Actividad lipasica

- Colecta E. guineensis de Angola. La actividad lipasica promedio de cada
una de las 26 familias evaluadas en la colecta de E. guineensis de Angola,
incluyendo el testigo comercial (“0”), se presenta en la Figura 11. Se observo, que
el valor promedio de formacion de AGL fue de 46,4+9,0 %, con un rango de
variacion entre 36,1% y 54,5%. Adicionalmente, tres familias de la colecta
mostraron diferencias estadisticamente significativas para esta variable. La familia
14 presento la actividad lipasica mas baja (36,1+10,0 %AGL), mientras que las
familias 310 y 38 mostraron los valores mas altos de formacion de AGL, con
54,5+5,2% y 54,6+4,1 % respectivamente.
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En comparacion con los resultados encontrados en el banco de germoplasma de
Malasia [41], donde los genotipos de E. guineensis de Angola presentaron una
variacion entre 9,7%AGL y 66,8 %AGL; la colecta de Cenipalma mostré menor
variabilidad. En el caso del presente trabajo, no se encontraron familias o palmas
individuales con una actividad lipasica tan baja como la reportada en los
materiales de Malasia, empleando la misma metodologia de activacion in situ. Lo
anterior puede deberse a diferencias en la variabilidad genética de la colecta,

factores climéticos, entre otros, que pueden influir en la bioquimica de las palmas.

Figura 11. Variacion de la actividad lipasica en las familias de la Colecta de E.
guineensis (Angola).
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Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar para n=6. Las letras expresan

diferencias significativas a un nivel de confianza p<0,05.

- Ensayo de Variedades E.guineensis tipoTenera. En la Figura 12, se
presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad lipasica en 16
materiales comerciales de E.guineensis tipo tenera. Se encontrd, que la mayor
formacion de AGL se da en el material3, con 59,4+3,5%, mientras que la menor
formacion de AGL, se observd en el materiall6, con 44,3+13,7%. Los otros 14

materiales se clasificaron en un grupo con actividad lipasica intermedia.
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Los valores de actividad lipasica encontrados en las variedades comerciales de
Cenipalma, fueron mas altos que los reportados para algunas variedades de
Camerun [7]. Sin embargo, las condiciones de activacion in situ fueron diferentes a
las empleadas en este estudio. Para cruzamientos Deli x La Mé&, como los
evaluados en los materiales 12, 13 y 14, la literatura reporta porcentajes de AGL
entre 5,34% y 44,85%, mientras que los encontrados en este trabajo variaron
entre 47,0% y 53,8%. De igual manera, para el cruzamiento Déli x Yagambi, los
dos materiales evaluados en Camerun presentaron menor actividad lipasica
(24,2% AGL y 28,6% AGL) que los del ensayo de variedades de Cenipalma
(47,9% y 51,9 % AGL).

Figura 12 Variacion de la actividad lipasica en los materialesE.guineensis tenera

del ensayo de variedades.
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Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar para n=6. Las letras indican diferencias
significativas para un nivel de confianza p<0,05.

- Materiales hibridos: En los materiales hibridos del ensayo de variedades
(materiales 15 y 18), aunque el valor promedio de actividad lipasica fue muy

similar (31,0% AGL y 30,4% AGL), se encontré6 una amplia variabilidad entre
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palmas individuales, cuyos porcentajes de formacién de AGL oscilaron entre
0,80% y 58,5%. La distribucion de la actividad lipasica en la poblacion de 39
individuos (Figura 13) mostré que el 64% de las palmas evaluadas tiene valores
de formacion de AGL entre 37,5% y 55,8%, los cuales se pueden considerar como
de alta actividad lipésica, por ser similares a los encontrados en los materiales
comerciales de E. guineensis (36,1-54,5% AGL). Por otro lado, el diagrama
permite observar, que un porcentaje minoritario de la poblacién (26%), presento
valores de actividad lipasica entre intermedios y bajos (0,8%-28,3%AGL). Algunas
palmas mostraron porcentajes de formacion de AGL, similares a los encontrados

en la especie E.oleifera (<1% AGL).

Figura 13. Distribucién de frecuencias de la actividad lipasica en poblacion de
materiales hibridos (OxG).
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Teniendo en cuenta esta distribucion, se puede sugerir queen el cruzamiento OxG
es dominante el caracter genético de alta actividad lipasica heredado de la especie
E. guineensis, sobre el caracter de actividad lipasica baja heredado de la especie
E. oleifera. Sin embargo, para poder comprobar esta hipotesis, seria necesario
realizar analisis molecularesy evaluar otros cruzamientos OxG, diferentes al Coari

X La Mé.
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- E. oleifera. En cuanto a la especie E. oleifera, el promedio de actividad
lipasica obtenido en todas las familias fue inferior al 1% AGL, lo que demuestra
gue ninguno de los genotipos evaluados presenta una formacion significativa de
AGL frente al tratamiento de activacion de la enzima in situ. Por lo anterior, se
puede sugerir que cualquiera de las familias evaluadas, podria llegar a trasferir las
caracteristicas de baja actividad lipasica a los nuevos cruzamientos

interespecificos OxG.

La actividad lipasica de las familias de E. oleifera evaluadas en este trabajo, fue
inferior a la encontrada en palmas procedentes del banco de germoplasma de
Malasia (2,8%-6,2% AGL), donde se evaluaron colectas de E. oleifera de Brasil,

Honduras y Surinam, empleando la misma metodologia de analisis in situ[41].

Por altimo, se determiné el valor promedio de actividad lipasica en las poblaciones
de E. guineensis dura, E. guineensis tenera, E. oleifera e hibrido OxG y se realiz
la comparacion entre pares de medias usando la prueba de menor significancia
LSD de Fisher. La prueba mostré que el valor promedio de cada poblacion, es
estadisticamente diferente de las demas para un nivel de confianza del
95%.(Figura 14).

Figura 14. Valores promedio de actividad lipasica por tipo de material evaluado
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EG: E.guineensis, OxG: E.oleifera x E.guineensis, EO: E.oloeifera. Los resultados se presentan como la
media desviacion estandar para n=157 EG (Dura), n=112 en EG(tenera), n=39 en OxG y n=46 en EO.

Teniendo en cuenta lo anterior, se establecid que la especie E. guineensis
presenta la mayor actividad lipasica y que para esta misma especie, la variedad
tenera muestra mayor formacion de AGL que la variedad dura. Adicionalmente, se
puede observar que la actividad lipasica de los materiales tenera, que son los que
se cultivan en el pais, es 1,6 veces superior al promedio de los hibrido y 77 veces

superior a la de la especie E. oleifera.

3.2.2 Contenido de aceite. El contenido de aceite en el fruto y en el mesocarpio
fresco, son parametros de productividad de gran importancia para la seleccion de
materiales genéticos. Una palma con buena produccion de aceite en mesocarpio y
que a su vez tenga una buena relacion de mesocarpio en fruto, es de gran interés,

para los propdsitos de mejoramiento [16, 42-44].

- Colecta E. guineensis de Angola: En la Tabla 9, se presentan los valores
promedio de aceite en mesocarpio fresco y aceite en fruto, para las 27 familias de
la colecta de E. guineensis de Angola. Se observd, que el aceite en mesocarpio
vario desde 47,9% hasta 58,2% y el contenido de aceite en fruto varié entre 20,7%
y 43,3%. Sin embargo, el andlisis ANOVA, mostré que solo existen diferencias
significativas entre familias, para la variable de aceite en fruto y no para el aceite
en mesocarpio fresco; lo cual demuestra que la proporcién de nuez en el fruto

puede ser muy variable en la colecta.
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Tabla 9. Contenido de aceite en mesocarpio, aceite en fruto y actividad lipasica en

la colecta de E. guineensis (Angola).

Aceite en Aceite en fruto Actividad

Familia mesocarpio freso (%) lipasica

(%) (% AGL)

0 55,3+5,8 43,4+8,1° 48,5+7,1%
11 54,1+6,5 32,0+7,3%¢ 45,6+10,5%
12 55,8+4,7 27,8+4,8" 43,7+8,4%
13 54,1+4,6 28 5+5 9P 44,2+11,6%
14 56,5+3,1 29,9+3,63 36,1+10,02
17 55,3+6,2 27,7+4,3" 41,8+8,3%°
18 48,7+7,2 21,8+4,2% 42 5+7, 7%
22 55,4+2,3 37,4+4,9%° 53,5+7,7%°
24 55,0+3,9 32,1+4,5%%° 49,0+9,6%°
26 52,7453 26,2+3,6" 45 5+3 43°
27 58,8+4,6 29,8+4,33°¢d 40,8+9,4%
31 50,0+7,9 22,7451 46,9+8,4%°
32 52,9+6.4 31,3+7,0%° 46,2+10,0%°
33 47,9452 21,4+3,1% 39,2+13,8%
34 55,4+4,0 27,647 46,8+11,9%
35 53,8+3,0 31,4+9,6%¢ 52, 4+9 0%
38 55,3+7,5 24,0+4,6% 54,6+4,1°
39 50,9+6,7 24 5+3,3% 51,5+4,6%°
41 57,4429 31,3+3,43¢ 45 ,1+8,6%°
42 55,4+7,1 28,1+4 430 44,7+10,0%
45 50,9+6,7 27,545, 40 47 1+6,6%°
46 58,2+10,8 31,6+8,2%¢ 50,8+7,6%°
52 53,3+3,6 23,0+1,9% 41 545 43
54 54.8+4,7 27.5+3,1° 46,6+3,6%°
57 51,1+6,9 25,345, 3% 46,9+3,9%°
58 53,1+4,8 20,7+2,7° 48,1+3,5%°
310 51,8+2.9 24,7+6,4% 54,545 2°

Promedio 53,7459 28,0+7.0
(Familias)

Los valores se presentan como la media + desviacion estandar para n=6. Las letras en cada columna
representan diferencias significativas para un nivel de confianza p<0,05, los demas promedios no son
significativos para p<0,05.

Entre tanto, la prueba de Tuckey permitid clasificar las familias de la colecta de
Angola en 8 grupos respecto al contenido de aceite en fruto. El testigo comercial
“0”, conformado por palmas E. guineensis tenera, fue estadisticamente superior a

las demas familias de la colecta, con 43,4+8,1% de aceite en fruto. Lo anterior,
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debido a que la variedad tenera posee aproximadamente 2 veces mas mesocarpio
en fruto que las variedades dura presentes en las demas familias de la colecta.
Apartando el testigo comercial, la familia 22, clasificada en el grupo ab, present6 el
mayor contenido de aceite en fruto con 37,4%, mientras que el contenido més

bajo lo presento la familia 58 con 20,7%.

De otra parte, aun cuando no se observo una correlacion directa entre el contenido
de aceite y la actividad lipasica, se puede resaltar que la familia con menor
actividad lipasica (14), present6 un contenido de aceite en fruto de 29,9+3,6 %, el
cual es superior al valor promedio obtenido de todas las familias de la colecta
(28,0%). Entre tanto, las familias 310 y 38, clasificadas como de alta actividad
lipasica, mostraron contenidos de aceite inferiores al valor promedio con 24,7% y
24,8% respectivamente.

- Ensayo de Variedades E.guineensis tipotenera Los 16 materiales
comerciales tenera evaluados en este ensayo, mostraron contenidos de aceite en
mesocarpio fresco entre 52,5% y 59,0% y contenidos de aceite en fruto entre
40,4% y 47,0%, como se observa en la Tabla 10. El andlisis de varianza ANOVA,
mostré que entre los diferentes materiales de este ensayo, no existen diferencias
significativas para ninguna de las dos variables. Los valores promedio de aceite en
fruto (44,7%) y aceite en mesocarpio fresco (55,4%) para todos los materiales del

ensayo, fueron superiores a los encontrados en la colecta de Angola.

De otra parte, al igual que en la colecta de Angola, tampoco se encontrd
correlacion directa entre el contenido de aceite y la actividad lipasica. Sin
embargo, el material 16, que presentd la menor formacién inducida de AGL,
mostré un contenido promedio de aceite en fruto de 46,5%. Este valor fue superior
en 1,8%, al valor promedio de aceite obtenido en los demas materiales evaluados,
lo cual hace interesante esta variedad, porque ademas de presentar buena
produccion de aceite en fruto, presenta la menor actividad lipasica dentro del

ensayo.
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Tabla 10. Contenido de aceite en fruto, aceite en mesocarpio y actividad lipasica

para los materiales del ensayo de variedades

Material Aceite en fruto Aceite en Actividad lipasica
(%) mesocarpio (%) (%)

1 45 5+4,12 58,3+3,42 53,1+7,0%"
2 42 8+8,22 53,3+7,22 48,9+8 3%
3 45 8+2 72 55,5+3,02 59,4+3,52

4 45 ,0+2,62 57,3+3,32 51,0+6,6%°
5 45,0+4,62 56,4+2 62 52 ,5+4,2%
6 40,445,112 52,5+4,0% 54,1+6,8%°
7 42,042,772 53,2+3,82 48,0495
8 45,345,092 54,8+6,22 47,945 8%
9 44 8+4,72 56,6+1,12 51,0+5,9%°
10 44,6+3,82 52,4+3,12 51,9+7,0%°
11 42 5+5 52 53,5+4,42 53,8+6,2%"
12 44 8+3,22 53,8+2,6 53,8+3,7%
13 46,142 62 56,9+3,12 47,4+10,2%
14 47,045,22 55,2+3,62 47,0+7,8%°
16 46,5+3,12 57,144 22 44,3+13,7°
17 46,3+3,3% 59,0+1,52 48,0+11,8%

Promedio 44,7+1,8 55,4+2,1
materiales

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar para n=6. Las medias con las
mismas letras en cada columna indican que no hay diferencias significativas para p<0,05.

- Materiales hibridos (OxG). En el caso de los materiales hibridos, los
valores promedio de aceite en mesocarpio fresco y aceite en fruto, fueron muy
similares en los do materiales evaluados (Tabla 11). En comparacion con los
valores obtenidos para estas mismas variables en los materiales tenera, los
hibridos OxG presentaron 12% menos de aceite en mesocarpio y 14% menos de
aceite en fruto. Respecto a la colecta de Angola, los hibridos presentaron mayor

contenido de aceite en fruto.
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Tabla 11. Contenido de aceite en mesocarpio y aceite en fruto en materiales
hibridos

Contenido de aceite en Contenido de aceite en

Material
mesocarpio freso (%) fruto (%)
15 41,316,2 29,045,0
18 46,7+3,5 32,1+4,9
Total 43,345,930 30,345,2

Los resultados se presentan como la media * desviaciéon estandar para n=6

Adicionalmente, dentro de la poblacién de hibridos evaluada, los contenidos de
aceite en fruto y en mesocarpio fresco, presentaron rangos de variacion entre
18,8% y 41,5% y entre 29,5% y 52,7% respectivamente. La distribucion de la
poblacién respecto a estas variables se presenta en la Figura 15, donde se
observa que la mayoria de palmas presentd contenidos de aceite en fruto entre

30,0% y 33,7% y contenidos de aceite en mesocarpio entre 40,9% y 52,2%.

En la Tabla 12se presentan los coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre
la actividad lipasica y el contenido de aceite en la poblacion de hibridos OxG. Se
encontré que tanto el contenido de aceite en fruto, como el contenido de aceite en
mesocarpio fresco, presentan poca correlacion con la actividad lipasica. Sin
embargo, la correlacion inversa encontrada entre el aceite en fruto y la actividad
lipasica, fue significativa a p<0,05, por lo tanto es un parametro que seria
necesario evaluar en un mayor nimero de muestras, con el fin de comprobar la

relacion entre estas variables.
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Figura 15. Distribucién de frecuencias del (A) contenido de aceite en fruto y B)
Contenido de aceite en mesocarpio fresco, en poblacién de materiales hibridos

(OxG).
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Tabla 12. Coeficientes de correlacion simples entre la actividad lipasica y los
contenidos de aceite en fruto y aceite en mesocarpio fresco, de la poblacion en
hibridos OxG.

Aceite en mesocarpio fresco Aceite en Fruto

o - 0,3403*
Actividad Lipasica
0,2047

** Significativo a p<0,05. *Significativo a p<0,01. Tamafio de poblacion (n)=39.
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- E. oleifera. Finalmente, la evaluacion del contenido de aceite en
mesocarpio fresco y de aceite en fruto en las familias de E. oleifera, mostré que
para estos parametros no existe variabilidad significativa entre familias. El valor
promedio de aceite en mesocarpio fresco fue de 13,7+4,1% y el de aceite en fruto
de 6,7+£1,9% (Tabla 13). Estos valores, comparados con los encontrados para las
variedades E. guineensis y para los hibridos (Ver tablas 11 y 12), demuestran la
baja productividad de esta especie. Entre tanto, el analisis por palmas individuales
mostré que las dos palmas con mayor contenido de aceite en fruto (11,9%) y de
aceite en mesocarpio fresco (19,7% y 19,9%) pertenecen a la familia 1, lo cual

indica que estas palmas se pueden tener en cuenta para futuras evaluaciones.

Tabla 13. Contenido de aceite en mesocarpio fresco y aceite en fruto para las

familias de E.oleifera.

. Aceite en mesocarpio _
Familia Aceite en Fruto (%)
Fresco (%)

1 16,1+3,72 7,942 22
2 11,7+1,82 6,4+1,32
3 15,642,72 7,0+1,02
4 10,9+5,32 5,3+2 42
5 13,8+3,82 6,7+1,42

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar para n= 9. Las medias con la misma letra

en la misma fila no son significativamente diferentes para p<0,05.

Al comparar el valor promedio y el rango de variacion para el contenido de aceite
en las familias de E. oleifera de Cenipalma, con el encontrado en otras colectas
de E. oleifera del banco de germoplasma del PORIM-Malasia (Tabla 14); se pudo
observar que las familias de Cenipalma, junto con la colecta de Honduras,
presentan el valor promedio mas bajo de aceite en mesocarpio y el menor rango
de variacion entre familias. Sin embargo, es importante tener en cuenta que las
colectas de Colombia, Panama y Costa Rica, evaluadas en el PORIM, involucran
mayor numero de familias, lo cual puede influir en la alta variabilidad encontrada

dentro de las colectas.
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Tabla 14. Variacion del contenido de aceite en mesocarpio fresco en diferentes
colectas de E.oleifera

Aceite en mesocarpio fresco (%)

Colecta
Media Rango DE
Colombia* 14,3 5,9-22,3 51
Panama* 17,2 6,0-32,2 5,8
Costa Rica* 17,1 8,5-26,9 4,5
Honduras* 13,8 _ _
Cenipalma 13,7 10,9-16,1 4,1

*Datos obtenidos de Mohd Din, et al(44)] Namero de familias (n): 22,18, 21, 1 y 5 para Colombia, Panama,
Costa Rica, Honduras y Amazonas respectivamente.

3.2.3 Caracterizacion de aceites. La caracterizacion de los aceites comprendié
la evaluacién de algunos de los principales parametros de calidad del aceite crudo,
como el perfil de acidos grasos, el contenido de vitamina E y el contenido de

carotenos.

o Composicion de acidos grasos. En la Tabla 15 se presentan los valores
promedio de los principales acidos grasos y sus sumatorias (AGS, AGMI, AGPI),
en los materiales E. guineensis dura, E. guineensis tenera, E. oleifera e hibrido. En

el Anexo B se muestran los perfiles cromatograficos tipicos para estas muestras.

Los resultados obtenidos, indican que los acidos grasos mas abundantes en los
cuatro tipos de materiales evaluados, son el oleico y el palmitico y que la
proporcidon en la que estos se encuentran en el aceite de cada material es
variable. Por ejemplo, la proporcion entre acido oleico y palmitico en las palmas
E. guineensis fue 50:50, mientras que en el hibrido fue 64:36 y en E. oleifera fue
59:41.

Para los demas acidos grasos, las palmas E. guineensis, tanto dura como tenera,

se caracterizaron por tener mayor contenido de AGS, de acido palmitico y de
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acido estearico, asi como el contenido mas bajo de AGI, respecto a los otros
materiales. Por su parte, el aceite del hibrido OxG, se destacé por su elevado
contenido de AGMI (53,6%), el cual fue superior al de las otras dos especies. El
aceite de E. oleifera, aunque presenté un contenido bajo de AGMI, en
comparacion con el hibrido OxG y con los valores reportados en la literatura (54%-
69%) [9, 12], mostré mayor concentracion de otros AGPI como el acido linoleico y

linolénico, que le confieren un elevado valor nutricional.

Tabla 15. Valores promedio para los principales &cidos grasos del aceite por tipo

de palma evaluada.

E.guineensis

Acido graso 5&?;'?::;;‘; tenera Tct)):c(;j)o E.oleifera
(variedades)
Miristico 0,78+0,28 0,79+0,39 0,27+0,09 0,29+0,07
Palmitico 40,87+3,81 40,60+6,89 30,19+3,30 29,57+2,49
Palmitoleico 0,11+0,05 0,14+0,10 0,20+0,14 1,48+0,43
Margarico 0,10+0,04 0,09+0,08 0,13+0,12 ND
Steérico 5,72+1,40 4,75+1,44 3,15+0,64 1,47+0,14
Oleico 40,86+4,10 41,25+7,75 53,67+4,02 43,77+4,28
Vacénico 0,58+0,16 0,74+0,28 1,11+0,23 3,00+0,44
Linoleico 9,54+1,78 9,53+1,56 9,59+1,12 18,66+1,88
Linolénico 0,28+0,08 0,22+0,07 0,29+0,04 1,01+0,28
2AGS 47,20+4,83 46,23+7,71 32,87+6,45 31,32+2,55
2AGMI 41,34+4,99 42,12+7,89 53,57+9,65 48,25+3,83
2AGPI 9,77+1,90 9,75+1,56 9,63+1,95 19,67+2,11

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar, para el total de palmas evaluadas en cada
poblaciéon (n): 157, 112, 39 y 46 para E.guineesis vardura, E. guineensis var tenera, OxG y E.oleifera,
respectivamente.

La concentracion del &cido estearico, otro acido graso de interés por conferir a la
fraccibn sdlida del aceite de palma (estearina), potencial aplicacion en la
sustitucion de grasas de alto valor comercial, también mostré variabilidad entre los
materiales La mayor concentracibn de este acido graso se encontré6 en E.
guineensis dura, seguido por las palmas tenera. Los materiales hibridos, a pesar

de tener un contenido de AGS similar al de la especie E. oleifera, mostraron un

74



contenido de acido estearico superior al de dicha especie, lo cual es favorable,

teniendo en cuenta el interés comercial de este acido graso.

Adicionalmente, se evalud la variacion de los principales acidos grasos dentro de
las familias o materiales de un mismo ensayo. Para la colecta de E. guineensis de
Angola, se encontrd que la composicion de acidos grasos es muy homogénea en
toda la colecta y que la Unica variable que mostrg diferencias significativas entre
familias fue el acido palmitico. La familia con el contenido mas alto de este acido
graso, fue la 57 con 44,51+5,66%. En el grupo intermedio ab, se clasificaron 25
familias, cuyos valores de acido palmitico oscilaron entre 38,20% y 43,40%.
Finalmente, las familias 14 y 35 presentaron los valores significativamente mas
bajos para esta variable con 37,32+3,08% y 37,67+2,10% respectivamente (Tabla
16).

Es de resaltar que la familia 14, ademas de presentar la menor actividad lipasica
de toda la colecta, exhibe caracteristicas interesantes en cuanto a su composicion
de &cidos grasos, como un bajo contenido de acido palmitico y el valor promedio
de acido oleico mas alto de todas las familias evaluadas (45,00+4,44%).
Adicionalmente, esta familia tuvo el valor mas alto de AGMI y AGPI, junto con una
buena proporcién entre acidos grasos saturados e insaturados, lo cual favorece el

valor comercial de su aceite.
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Tabla 16. Valores promedio de los principales acidos grasos para las familias de la

colecta de E.guineensis de Angola.

Eamilia Oleico Palmitico ZAGS ZAGMI 2AGPI
(%0) (%) (%) (%) (%)

0 39,85+4,082 40,98+4,53%° 47,73+3,792  40,42+3,95° 9,93+1,602
11 42,93+3,892 39,44+4,06™ 46,25+3,432 43,55+3,842 8,56%2,372
12 41,57+4,26% 39,76+4,53% 47,34+3,88% 42,15+4,212 9,42+1,66°
13 41,69+3,10% 39,50+2,62% 46,80+2,16% 42,31#3,132 9,57+1,792
14 45,00+4,442 37,32+3,08"” 44,53+3,15% 45,60+4,452  8,85+2,272
17 39,75+2,282 41,53+2,84% 48,26+2,28%  40,30+2,09% 10,40+1,022
18 39,77+3,982 41,51+4,05%° 43,80+14,98% 36,80+12,77% 9,41+3,432
22 38,63+4,752 43,31+4,15%°° 49,07+4,092 39,45+4,712 10,07+1,322
24 44,51+3,102 38,20+3,25% 44,11+3,022  4515+3,01  9,34+1,122
26 38,26+3,232 43,24+2,20%° 48,98+2,552  39,09+3,202 10,98+1,152
27 44,25+1,712 39,53+2,36% 45,18+2,04% 44,95+1,752 9,130,492
31 39,98+2,802 41,71+1,90%* 47,89+2,65% 40,71+2,92% 10,12+1,30?
32 41,09+3,70% 39,75+3,71% 45,89+3,172 41,80+3,68% 11,29+2,25?
33 39,996,332 40,96+4,26™ 48,12+4,17%  40,56+6,20°  9,84+2,762
34 42,99+43,102 37,27+2,73%  46,34+1,93  43,48+3,06° 8,86%1,312
35 43,87+2,342 37,67+2,10° 44,58+2,632 44,53+2,442 9,96+1,862
38 42,652,102 41,30+1,42%° 47,28+1,682 43,4442 75 8,33%1,582
39 37,86+1,782 42.45+1,50%°° 49,10+1,222 38,57+1,822 10,711,052
41 40,63+4,882 39,47+519%° 46,10+£3,772 41,41+4,60° 11,65+1,642
42 38,80+2,952 42,93+2,77%" 49,12+2,182 39,51+2,882 10,711,672
45 39,19+7,022 41,19+5,81%°" 47,83+4,632 39,86+6,922 11,26+2,592
46 40,00+2,742 42,35+1,89%° 48,53+1,442 40,77+2,73% 9,51+1,532
52 39,86+3,652 42,91+2,89%° 49,67+2,992 40,56+3,642 8,76+1,492
54 39,38+4,232 43,09+3,38%"  48,94+3,422  40,24+4,252  9,73+1,352
57 38,93+5,502 44,51+5,66% 50,93+6,222 39,65+5,60 8,59+1,622
58 38,44+2,852 43,40+2,78%" 49,75+2,882 39,13+2,862 10,401,072
310 41,42+0,672 40,28+2,34%° 45,84+239° 42,23+0,86% 9,610,892

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar para n= 6. Las letras en cada columna
indican diferencias significativas para un nivel de confianza de p<0,05.

En comparacion con los resultados encontrados previamente en la colecta de

Angola del banco de germoplasma de Malasia [59], la colecta de Cenipalma

presentd un rango de variacion mas amplio para los valores promedio de los
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acidos oleico y palmitico. En el caso del acido oleico, la colecta de Malasia mostré
una variacion entre 37,8% y 43,8%, mientras que la de Cenipalma varié entre
37,9% y 45%. Para el acido palmitico, la colecta de Malasia tuvo un rango de
variacion de 37,3 % a 42,6% y el de Cenipalma fue de 37,3% a 44,5. La mayor
variabilidad observada en la colecta de Cenipalma, especialmente en el contenido
de acido palmitico, es favorable, ya que permite la seleccion de materiales con

bajo contenido de este acido graso saturado.

En cuanto a la evaluacion del perfil de acidos grasos en el ensayo de variedades
(Tabla 17), se encontraron diferencias significativas en el contenido de acido
oleico, AGS, AGMI y AGPI, pero no en el contenido de acido palmitico. EI material
2, correspondiente al cruzamiento Deli x (La Mé,Pobe,Yangambi), present6 el
mayor contenido tanto de &cido oleico como de AGMI y se ubicé en el grupo
minoritario para AGS. El rango de variacion para el contenido de acido oleico en
estos materiales comerciales (29,4%-44,4%), fue superior al encontrado en la
colecta de Angola y superior a la encontrada por Tan y Oh [60] para diferentes
materiales tenera (37,8%-43,8%).

En cuanto a la actividad lipasica, para este ensayo no se encontré correlacion
entre esta variable y el perfil de acidos grasos. Los materiales 2 y 16,
caracterizados por presentar la actividad lipasica mas alta y la mas baja,
respectivamente, se ubicaron en el mismo grupo intermedio para el contenido de

acido oleico y de AGS.
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Tabla 17. Valores promedio de los principales acidos grasos para los materiales

del ensayo de variedades

Tto Oleico Palmitico SAGS SAGMI SAGPI
(%) (%) (%) (%) (%)
1 36,44+1,86°° 44,45+3,00° 52,03+2,13% 37,01+1,76° 9,86+1,04%"
2 44,14+4.04% 40,89+4,00° 46,41+3,78°  44,79+401*  7,58+2,00°
3 37,12+1,27°° 44,42+0,94® 50,04+0,87%° 37,99+1,32° 10,57+1,31%
4  38,02+1,21%° 44,06+1,23* 50,19+0,92%° 38,87+1,18*° 9,57+0,57%
5 37,93+2,61%°° 44,15+1,94% 49,97+1,75%° 38,77+2,56° 10,01+1,32%
6 37,89+3,54%° 4477+3,02% 51,37+3,10%° 38,60+3,53*°  8,64+1,00%°
7  38,70+2,18%° 43,66+1,65% 50,50+1,77%°° 39,40+2,19%° 8,62+0,74%®
8  34,58+2,48" 46,01+3,61% 52,39+2,16%° 3536+2,23°® 11,00+0,89%"
9 29.36+5,23° 41,21+535% 53,31+3,86%° 34,68+4,86° 10,62+2,47%
10 40,40+2,12%°° 41,94+0,99° 48,34+1,48%° 41,1442 26%° 9 34+0,85%
11 38,91+3,26%C 43,75+3,62% 49,73+3,68%° 39,64+3,19%° 945+1,28%°
12 40,49+2,30%° 42,00+2,57% 48,00+2,13%°¢ 41,19+2,23%®  942+0,94%°
13 40,86+1,64% 40,64+1,94% 46,96+1,71®° 41,38+1,64% 10,53+1,01%°
14  40,35+3,30%° 41,01+3,42% 48,75+2,95 40,96+3,26%°  8,82+0,74%"
16 35,32+2.17° 46,73+2,57% 51,64+2,31%° 36,45+2,01° 11,08+2,012
17 36,58+2,77° 44,92+1,92% 50,80+1,72%° 37,38+2,74° 10,25+1,58%

Los resultados se presentan como la media + desviacién estandar para n=6. Las letras diferentes
en cada columna indican diferencias significativas para un nivel de confianza p<0,05.

Para los dos materiales hibridos evaluados, se observo un contenido promedio de
los principales éacidos grasos muy similar, encontrandose en ambos, mayor
contenido de &cido oleico que de &cido palmitico y mayor proporcién de AGMI que
de AGS (Tabla 18).
(Coari x La Mé), coinciden con lo reportado previamente por otros autores: 56% de
acido oleico, 27% de acido palmitico, 68% de AGMI-AGPI y 32% de AGS [61-63].
Sin embargo, el contenido promedio de acidos grasos insaturados (64,9%)

Los valores promedio encontrados para este cruzamiento

observado en los hibridos sembrados en Cenipalma, fue superior al reportado

para el hibrido Noli Colombia x Nigeria, con 58,9% [64].
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Tabla 18. Contenidos promedio y rangos de variacion para el contenido de los

principales acidos grasos en el aceite de los materiales OxG

OxG (15) OxG (18) Total

Media Rango Media Rango Media Rango

%Acido oleico 53,3 46,3-58,8 54,1 47,7-61,8 53,7 46,3-61,8
%Acido palmitico 30,3 25,7-36,4 30,0 23,5-34,7 30,2 23,5-36,4

%NAGS 33,8 29,3-40,0 33,7 26,9-38,7 33,7 26,9-40,0
%AGMI 54,7 48,0-604 554 48,9-62,9 55,0 48,0-62,9
%AGPI 10,3 8,3-12,2 9,3 7,5-11,3 9,9 7,5-12,2

Con el proposito de analizar la relacion entre la composicién de acidos grasos y la
actividad lipasica en la poblacion de materiales hibridos, se determinaron los
coeficientes de correlacion simple para estas variables (Tabla 19). Se encontro,
que la actividad lipasica presenta una correlacion significativa (p<0,01) con los
contenidos de acido oleico, palmitico, AGS y AGPI. Por lo tanto, las palmas con
baja actividad lipasica mostraron los valores més altos de acido oleico y de AGMI,
asi como los valores mas bajos de acido palmitico y de AGS. Lo anterior, podria
ser favorable teniendo en cuenta que las palmas con baja formacion de AGL,
podrian generar también un aceite de mayor calidad, rico en acido oleico y otros

acidos grasos monoinsaturados que tienen mayor valor nutricional y comercial.

Tabla 19.Coeficientes de correlacion simples entre la actividad lipasica y la

composicién de acidos grasos en la poblacién de hibridos OxG.

o . Acido
Acido oleico N AGS 2 AGMI 2 AGPI
Palmitico
Actividad
o -0,7111* 0,6939** 0,6844** -0,7066** 0,2815
lipasica

** Significativo a p<0,01. *Significativo a p<0,05. Tamafio de poblacién (n)=39.
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Las correlaciones observadas en el hibrido OxG, confirman también lo obtenido en
la colecta de Angola, donde se encontr6 que la familia con menor actividad
lipasica, presentaba a su vez el contenido mas bajo de acido palmitico y los
mayores contenidos de &cido oleico y AGMI en toda la colecta. Teniendo en
cuenta estas observaciones, es posible sugerir que existe una correlaciéon entre la
actividad lipasica y la composicion de acidos grasos. Sin embargo, para poder dar
una explicacion bioguimica a este fenOmeno, seria necesario evaluar con mas
detalle el papel de la lipasa en los procesos de sintesis o hidrolisis de los
diferentes de &cidos grasos que constituyen el aceite de palma.

Finalmente, para E. oleifera el ANOVA mostr6 que no existen diferencias
significativas entre familias para el contenido de los principales &cidos grasos, lo
que demuestra que la composicién de acidos grasos en estas muestras es muy
homogénea. Los resultados encontrados en otras colectas de E. oleifera,
provenientes de Colombia y Honduras, evaluadas en el PORIM-Malasia [44],
también muestran poca variabilidad entre familias para los principales &cidos
grasos(Tabla 20).

Tabla 20. Composicion de acidos grasos de Colectas de E. oleifera

Oleico Palmitico AGS AGI

Media Rango Media Rango Media Rango Media Rango

Colombia 62,9 58,1680 169 15,0-198 179 155-21,6 825 73,3-90,7

Panamé 50,1 53,7-65,2 18,6 12,3-24,1 199 13,4-27,6 80,8 67,8945
CostaRica 60,4 56,4-68,7 17,8 16,4-24,1 19,8 16,9-26,8 81,6  69,0-95,6
Honduras 55,5 53,5-57,3 20,7 194-21,7 22,2 20,7-23,6 78,2 73,9-81,7
Cenipalma 43,8 41,3-479 296 27,0309 31,3 28,7-32,8 680 67,4-70,5

*Datos obtenidos de Mohd Din, et al(44)]
Numero de famlias(n): 22, 24, 30, 4 y 5 para Colombia, Panama, Costa Rica, Honduras y Cenipalma

respectivamente.
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En comparacién con los valores encontrados previamente para otras colectas de
E. oleifera[44], las palmas evaluadas en este estudio presentan el menor
contenido de &cido oleico y de acidos grasos insaturados, asi como el contenido
mas alto de acido palmitico. Lo anterior, muestra que algunos origenes de E.
oleifera, tienen caracteristicas inusuales en cuanto a la composicion de acidos
grasos. Sin embargo, para confirmar estas caracteristicas, es necesario realizar un
mayor numero de evaluaciones en el tiempo, que permitan comprobar la

estabilidad de estas variables.

o Contenido de vitamina E y carotenos. EIl contenido promedio de vitamina
E y carotenos en los materiales E.guineensisvar dura, E.guineensis vartenera,
hibrido (OxG) y E.oleifera, se resume en la Tabla 21 y en los Anexos C,D y E se
presentan los perfiles cromatograficos. Los resultados globales, muestran que las
variedades dura y tenera presentan el contenido méas bajo de carotenos, seguido
por el hibrido OxG, que a su vez presentd menor concentracion de vitamina E que
las variedades de E. guineensis. Por su parte, la especie E.oleifera mostrd los
valores promedio mas altos para estas dos variables, con aproximadamente el
doble de vitamina E que las otras variedades evaluadas y 4 veces mas carotenos

que el hibrido OxG, lo que demuestra la calidad superior del aceite de E. oleifera.

Los valores promedio de carotenos, obtenidos para los materiales evaluados en
este estudio, fueron inferiores a los encontrados por Yap et al[65] para materiales
cultivados en Malasia. Los autores reportaron concentraciones de carotenos de
997 mg/kg para E. guineensis dura, 673 mg/kg para E.guineensis tenera y 4592
mg/kg para E. oleifera. En cuanto a los materiales hibridos, estudios realizados a
nivel nacional han reportado también contenidos superiores de carotenos a los
encontrados en este trabajo: 975 mg/kg-1234 mg/kg para Coari x La Mé [63] y
1200-2400 mg/kg para Noli x Nigeria [62].

Para el contenido de vitamina E, se conoce que el valor promedio en el aceite
crudo de palma Africana oscila entre 600 mg/kg y 1000 mg/kg, mientras que en E.

oleifera se encuentra entre 700 mg/kg y 1000 mg/kg [10]. En cuanto al hibrido
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OxG se han reportado valores que oscilan entre 1320 mg/kg y 1867 mg/kg para
Coari x La Mé [63] y entre 1200 mg/kg y 1000 mg/kg para Noli x Nigeria [62]. En
comparacion con los valores reportados, las concentraciones de vitamina E

encontradas en nuestro trabajo, fueron superiores para E. guineensis y E. oleifera.

Tabla 21. Valores promedio y rango de variacion de vitamina E y caroteno por

tipo de palma evaluada

Concentracion promedio (mg/kg) y rango de variacién

Tipo de palma Vitamina E Carotenos
promedio  Min Max Promedio Min Max
E.guineensis-Dura
1056 338 2337 536 63 1983
(Angola)
E.guineensis-tenera
_ 998 458 2046 606 92 1932
(Variedades)
Hibrido (OxG) 965 681 1747 868 326 2383
E. oleifera 1989 710 3783 3675 1523 6747

Los resultados se presentan como la media, valor minimo y valor madximo dentro del total de palmas (n)
evaluadas en cada poblacién.n: 157,112,39 y 46 para E. guineesis Dura, E. guineensis tenera, OxG y
E.oleifera respectivamente.

El andlisis de la variacion de estos componentes en las diferentes familias de la
colecta de Angola (Tabla 22), mostré que existen diferencias significativas para
ambas variables. El contenido de vitamina E se clasific6 en 7 grupos, donde el
contenido mayoritario lo presentaron las familias 58 y 17 y el minoritario las
familias 45 y 41. Por su parte, el contenido de carotenos se clasific6 en tres
grupos, donde la mayor concentracion se encontré en la familia 31 y el menor
contenido se observo en la familia 26. Las otras 25 familias de la colecta, no
fueron estadisticamente diferentes para esta variable. Adicionalmente, no se
observé correlaciéon entre el contenido de vitamina E y Caroteno entre familias. La
familia 14, caracterizada por presentar la menor actividad lipasica, presento

contenidos intermedios tanto de vitamina E como de carotenos, los cuales no se
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diferenciaron significativamente de los obtenidos en las familias 310 y 35,
clasificadas como de baja actividad lipasica, de modo que no se encontro

correlacion entre estas variables.

Tabla 22. Variacién del contenido de vitamina E y carotenos en las familias de la
colecta de E. guineensis de Angola.

Contenido de Vitamina Contenido de Carotenos

Familia
E (mg/kg) (mg/kg)
58 1437+3732 1129+4522P
17 1059+254a 954+363*P
34 947+2543P 954+363*P
13 972+281%P 831+539%P
31 1409+3792P¢ 769+348%
57 1027+1743bcd 654+266%°
52 1080+4773bcd 651+127%P
54 1100+6762P¢d 640+3312P
0 1299+3372P.cd 587+270%P
18 803+2092P.cd 560+261*P
22 1258+459*b.c.d 583+4423P
11 1149+3872b.cd 484+2862P
39 1153+1712bcd 454+90%P
38 1203+182b.cd 457+2042P
14 788+185%P¢d 457+2213P
27 1207+3112Pcd 415+154%P
310 1047+272%bcd 429+229%P
35 1081+360*P:c 401+103%P
33 1072+2552b:cd 352+118%P
32 1035+205*P¢d 342+152%P
24 720+290%P¢d 350+192%P
12 1139+3772bcd 34741263
42 866+209%P¢d 343+1493P
26 693+220°¢¢ 322+250°
46 1011+134°¢ 274+1413"
45 825+117¢ 247+112%P
41 818+247¢ 270+992P

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar para n= 6. Las letras en cada columna
indican diferencias significativas para un nivel de confianza de p<0,05.
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Los resultados obtenidos por Noh et al[59] para la colecta de Angola del MPOB,
mostraron para el contenido de carotenos, una variacion entre familias de 409
mg/kg a 1280 mg/kg y un valor promedio en la colecta de 785 mg/kg. En relacion
con estos resultados, la colecta de Angola de Cenipalma, mostré un rango de
variacion mas amplio entre familias para esta variable (247 mg/kg y 1129 mg/kg) y
un valor promedio de caroteno inferior (536 mg/kg). La evaluacion de la colecta de

Angola del MPOB no incluy6 la medicion de la vitamina E.

El analisis de varianza (ANOVA) para el contenido de vitamina E y de carotenos
en los materiales tenera del ensayo de variedades (Tabla 23), mostré diferencias
significativas entre materiales para la vitamina E, pero no para los carotenos.
Adicionalmente, la prueba de Tukey permitié clasificar los materiales en 3 grupos
respecto al contenido de vitamina E. En el grupo mayoritario para esta variable se
clasifico el material 10, correspondiente al cruzamiento (Deli x Yangambi) con
1554 mg/kg y en el minoritario se clasificaron 6 materiales con concentraciones de
vitamina E entre 749 mg/kg y 876 mg/kg. Los otros 8 materiales se clasificaron en

el grupo intermedio a,b(Figura 16).

Los materiales 3 y 16, correspondientes a los cruzamientos con mayor y menor
actividad lipasica, no presentaron diferencias significativas entre ellos para el
contenido de vitamina E y caroteno. Por lo tanto, se pudo observar que en los
materiales comerciales del ensayo de variedades tampoco existe relacion entre

estas variables.

Tabla 23. ANOVA para el contenido de vitamina E y caroteno en los materiales

del ensayo de variedades.

Vitamina E Carotenos
Fuente de variacién G.L
CM F P CM F P
Material 15 0,9935 0,1346
3,03 0.048* 157 0,1415
Error 30 0,03282 0,17185

Valores de p<0,05 indican diferencias significativas para una nivel de confianza de 95%.
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Figura 16.Variacion del contenido de vitamina E, en los materiales del ensayo de

variedades.
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Los resultados se presentan como la media *desviacién estandar para n=6. Las letras indican diferencias
significativas para un nivel de confianza p<0,05.

Los valores promedio de vitamina E y carotenos, medidos en los dos materiales
hibridos se presentan en la Tabla 24, donde se observa que el material 18
presenta mayor contenido de vitamina E y de carotenos que el material 15.
Adicionalmente, el andlisis por palmas individuales, mostré un amplio rango de
variacion tanto para el contenido de carotenos (326 mg/kg - 2383 mg/kg), como

para la vitamina E, la cual oscil6 entre 681 mg/kg y 1747 mg/kg.

Tabla 24. Promedio vitamina E y carotenos en materiales OxG

Contenido de vitamina E Contenido de carotenos

Material
(mg/kg) (mg/kg)
15 965+256 868+414
18 991+214 891+432

Los resultados se presentan como la media tdesviacion estandar. Numero de palmas evaluadas

(n): 18 y 22, para materiales 15 y 18 respectivamente.
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La correlacion entre la actividad lipdsica y los contenidos de vitamina E y
carotenos en la poblacion de 39 hibridos, se presenta en la Tabla 25. A pesar de
qgue los coeficientes de correlacion lineal obtenidos entre cada par de variables
fueron muy bajos, se puede observar que la actividad lipdsica presenta una
relacion inversa con el contenido de carotenos, en un nivel de confianza de
p<0,05. Teniendo en cuenta lo anterior, parte de las palmas alto contenido de
carotenos, presentaron a su vez la menor formacion de AGL, lo cual es favorable,
teniendo en cuenta que permite la correlacion de dos parametros relacionados con
la calidad del hibrido. Sin embargo, seria necesario realizar un mayor niumero de
evaluaciones que permitan comprobar la relacion existente entre estas dos

variables.

Tabla 25. Coeficientes de correlacion simples entre la actividad lipasica y el

contenido de carotenos y vitamina E en la poblacion de hibridos OxG

Actividad Lipasica
Vitamina E 0,0403
Caroteno -0,3961*

* Significativo a p<0,05; tamafio de poblacién (n)=39

Por ultimo, la colecta de E. oleifera no presentd diferencias significativas entre
familias, ni para el contenido de vitamina E, ni para el contenido de carotenos. Sin
embargo, se pudieron destacar algunas palmas individuales dentro de las familias
1, 2 y 5 que se caracterizaron por tener los valores mas altos para estas dos
variables(Tabla 26).
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Tabla 26. Palmas de E.oleifera con elevado contenido de vitamina E y de

carotenos
Contenido de vitamina E Contenido de carotenos
Palma
(mg/kg) (mg/kg)
F2/R3/P4 3783 4783
F1/R1/P4 3529 4024
F5/R3/P3 3448 3031
F5/R3/P1 2968 3951

3.3 CONTRIBUCION AL PROGRAMA DE MEJORAMIENTO GENETICO DE
CENIPALMA

Teniendo en cuenta los criterios de mejoramiento, que buscan alto contenido de
aceite, alto contenido de &cido oleico, bajo contenido de &cido palmitico, alta
concentracion tanto de carotenos, como de vitamina E y baja actividad lipasica;
fue posible establecer caracteristicas diferenciadoras entre los materiales
genéticos evaluados en las colectas. De la Tabla 27, se puede establecer que la
especie E. oleifera presenta la actividad lipasica mas baja, ademas de mostrar las
mejores caracteristicas relacionadas con la calidad de aceite. Estas caracteristicas
superiores, confirman el potencial en la generacion de hibridos interespecificos,
los cuales mejoran la caracteristica de baja produccion y retienen parte de las

caracteristicas relacionadas con la buena calidad de aceite.

A partir de la informacion obtenida dentro de las colectas, también fue posible
identificar familias promisorias principalmente en la colecta de Angola, donde se
encontré variacion para las caracteristicas presentadas en la Tabla 28. De estas
familias, la 14 se destaco por presentar la menor actividad lipasica de la colecta y
el menor contenido de acido palmitico. Adicionalmente, como se discutidé en la
seccion (3.4.2), a pesar de que esta familia no se ubicd en el grupo mayoritario
para aceite en fruto, si presentd un contenido de aceite superior al valor promedio

de la colecta. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, se puede proponer esta
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familia para futuras investigaciones en las que se confirme la estabilidad de estas
variables en el tiempo y de esta manera poder seleccionar las mejores palmas

dentro de la misma.

Tabla 27. Valores promedio para variables evaluadas en las colectas

Colecta Ensayo
E. guineensis Variedades E oleifera Hibrido
Angola E. guineensis- ' (OxG)
tenera
AMF! 53,745,9 55,4+2,1 13,7+2,3 43,6+3,8
AcF? 28,0+7,0 44,7+1,8 6,7+1,0 30,3+2,2
Oleico 40,8+2,1 38,3+2,7 43,8+2,6 53,7+0,6
Palmitico 40,9+2,0 43,9+1,9 29,6+1,5 30,2+0,2
VitaminaE 1056+354 1011+299 1989+686 965+255
Carotenos 536+333 557+279 3675+1186 868+414
Lipasa 46,6+4,5 50,7+3,7 0,5+0,06 31,5+18,6

TAMF: Aceite en mesocarpio fresco; “AcF: Aceite en fruto. Los datos se presentan como la media +
desviacién estandar. Numero de familias o materiales (n):26, 16, 5, 2, para Colecta de Angola,
ensayo de variedades, E. oleifera e hibrido (OxG), respectivamente.

Tabla 28. Familias promisorias en la colecta de Angola

Caracteristica Familias promisorias
Alto aceite en fruto 22
Bajo palmitico 14
Alta vitamimaE 58, 17
Altos carotenos 31
Baja lipasa 14
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En cuanto a E. oleifera, no se encontré variabilidad entre familias para las
variables evaluadas; sin embargo, se puede considerar que la especie presenta
caracteristicas de interés, para su posterior uso en el programa de mejoramiento

genético.

Los resultados obtenidos en este trabajo, también permitieron la identificacion de
tendencias y caracteristicas muy importantes en los materiales hibridos OxG, las
cuales demuestran que estos cruzamientos, por heredar caracteristicas genéticas
de la madre E. oleifera y del padre E. guineensis, presentan mayor variabilidad
tanto en la actividad lipasica como en el contenido de aceite y en la composicion
del mismo. De esta manera, mediante la correlacion de estas variables, se pudo
comprobar que aquellas palmas con baja actividad lipasica, exhiben otras
caracteristicas en comun con la especie E. oleifera, principalmente en la
composicién de acidos grasos, donde se encuentra menor contenido de acidos
grasos saturados y mayor contenido de acidos grasos insaturados, principalmente,
de acido oleico. En cuanto al contenido de carotenos y de aceite en fruto, aunque
también se hallaron correlaciones significativas, los coeficientes encontrados no
mostraron una tendencia lineal tan marcada, como las encontradas en el perfil de

acidos grasos (Tabla 29).

Tabla 29. Coeficientes de correlacién simple entre las variables evaluadas en la

poblacién de hibridos OxG.

AMF AcF Oleico Palmitico Caroteno Vitamina E Lipasa

AMF - 0,8947*  -0,1953 0,2034 0,0980 0,2486 0,2047
AcF - - -0,3681*  0,3491* -0,0559 0,1484 0,3403*
Oleico - - - -0,9693*  0,2667 -0,1614 -0,7111*
Palmitico - - - - -0,2395 0,1862 0,6939**
Caroteno - - - - - 0,6626** -0,3976*

VitaminaE - - - - - - 0,0403

Lipasa - - - - - - -

Abreviaturas: AMF, aceite en mesocarpio fresco; AcF, Aceite en fruto.
**significancia para p<0,01; *Significancia para p<0,05. n=39
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La correlacion de todas las variables evaluadas en OxG, también demuestra que
aguellas caracteristicas asociadas con la productividad, como lo es el contenido
de aceite en mesocarpio y aceite en fruto, no se correlacionan positivamente con
las principales caracteristicas asociadas a la calidad de aceite. Prueba de ello, es
que el contenido de aceite en fruto, presenta un coeficiente de correlacién positivo
con el contenido de &cido palmitico y negativo con el de acido oleico. Por lo
anterior, es claro que aun existen caracteristicas por mejorar en estos materiales y
gue es necesario realizar futuras evaluaciones en otros cruzamientos OxG, que

permitan confirmar las tendencias y correlaciones observadas.
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4. CONCLUSIONES

o Se implement6 una metodologia para la evaluacion de actividad lipésica in
situ en frutos de palma de aceite, la cual es rdpida, econémica y sencilla de
aplicar, sirviendo asi como herramienta para futuras mediciones en el programa de

mejoramiento genético.

o Se encontré que la actividad lipasica varia ampliamente entre las especies
E. oleifera y E. guineensis, mas no entre genotipos de una misma especie. En el
caso de los materiales hibridos OxG, se encontré una alta variabilidad, incluso
entre palmas de un mismo origen, lo cual es de gran interés teniendo en cuenta la
poca informacion que se tiene sobre estos materiales y su actual propagacion en

el pais.

o La especie E. oleifera presenta el contenido mas bajo de aceite, pero posee
algunas de las caracteristicas mas sobresalientes en cuanto a calidad de aceite:
mayor contenido de carotenos, mayor contenido de vitamina E y mayor contenido

de &cidos grasos poliinsaturados como el linoleico y linolénico.

o La especie E. guineensis, especialmente la variedad tenera, aunque
produce mayor cantidad de aceite por fruto, mostr6 menor calidad de aceite,
representada en el contenido mas bajo de carotenos y vitamina E y el mayor

contenido de acidos grasos saturados, principalmente de acido palmitico.

o El hibrido OxG, se caracterizé por un elevado contenido de acido oleico y
una buena produccion de aceite en fruto, siendo superior a la de E. guineensis var

dura.

o En las colectas de E. guineensis y de E. oleifera, no se encontro correlacion

entre la actividad lipasica y las variables cantidad y calidad de aceite. Sin
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embargo, para el perfil de acidos grasos, en la colecta de Angola se encontré que
las 2 familias con mayor contenido de acido palmitico mostraron los valores mas
altos de actividad lipasica, mientras que la familia con menor concentracion de

acido palmitico, presento la menor actividad lipésica.

o En los materiales hibridos OxG, la actividad lipasica mostré una correlacion
significativa con la composicion de &cidos grasos libres, relacionandose de forma
positiva con el contenido de de acido palmitico y de acidos grasos saturados; y de
forma negativa con el contenido de acido oleico y de acidos grasos

monoinsaturados.

o El desarrollo de este trabajo permitié identificar las familias de la colecta de
E. oleifera y algunas de las familias de la colecta de Angola, especialmente la 14,
como promisorias en la generacion de nuevos materiales genéticos que produzcan

aceite de mejor calidad.
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5. RECOMENDACIONES

o Evaluar la relacion entre la produccion de etileno en los frutos de palma de
aceite y la actividad de la lipasa, lo cual permitiria, mediante el uso de inhibidores
de etileno, encontrar tratamientos para detener el deterioro de los frutos y por

ende la produccion de AGL durante la post-cosecha.

o Evaluar nuevas mediciones de actividad lipasica en diferentes épocas del
afio, especialmente en los materiales promisorios, con el fin de establecer la

estabilidad de esta variable en el tiempo.

o Se sugiere la evaluacidén de otros cruzamientos OxG, diferentes al Coari x
La Mé, con el proposito ded confirmar las tendencias observadas o de identificar

caracteristicas diferenciadoras entre ellos.

o Se recomienda evaluar nuevos materiales E. guineensis, provenientes de
otras colectas como la de Camerun, a fin de encontrar palmas de esta especie,
con baja actividad lipasica, tal como lo reportan los estudiosrealizados

previamente en Malasia.
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ANEXOS

ANEXO A. Perfil cromatografico de TAG de lipidos obtenidos de ) Frutos frescos

de palma de aceite mantenidos a temperatura ambiente y Il) Frutos expuestos a
5°C durante toda la noche
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para muestras de aceite crudo de 1) E. guineensis, Il) hibrido OxG y Ill) E.

ANEXO B). Perfil de acidos grasos obtenido por GC, acoplado a detector FID,

oleifera.
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ANEXO C. Perfil de 1) carotenos y Il) tocoferoles y tocotrienoles, obtenido por
cromatografia liquida HPLC, para aceite de E. guineensis
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ANEXO D. Perfil de 1) carotenos y Il) tocoferoles y tocotrienoles, obtenido por
cromatografia liquida HPLC, para aceite de E. oleifera
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ANEXO E. Perfil de 1) carotenos y Il) tocoferoles y tocotrienoles, obtenido por
cromatografia liquida HPLC, para aceite de hibrido (OxG).
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