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ARTIGOS / ARTICLES

Determinacio de acido ascorbico e tocoferois em frutas por CLAE

Determination by HPLC of ascorbic acid and tocopherols in fruits

Milene Teixeira Barcia!"; Andressa Carolina Jacques';
Paula Becker Pertuzatti'; Rui Carlos Zambiazi?

Resumo

As frutas e as hortalicas sdo recomendadas na alimentagdo humana pela riqueza em compostos
nutritivos e também pela presenga de compostos que apresentam efeito antioxidante. Os compostos
bioativos adquiridos através da dieta, como a vitamina C e a vitamina E, além do aspecto nutritivo,
sdo importantes para reduzir a velocidade de iniciagdo ou prevenir a propagacdo de radicais livres. O
objetivo deste estudo foi avaliar os teores de acido ascorbico e de tocoferois, de selegdes de pitanga
(Eugenia uniflora L.), butia (Butia capitata), amora-preta (Rubus spp), mirtilo (Vaccium ashei Reade),
néspera (Eribrotia japonica), jambolao (Eugenia jambolana), ara¢d roxo (Psidium rufum), physalis
(Physalis peruviana), péra (Pyrus communis) e p€ssegos (Prunus persica). As frutas utilizadas foram das
safras 2006/2007/2008, obtidas na regido de Pelotas/RS. A analise dos tocoferdis foi realizada segundo
Rodrigues-Amaya (1999), e do acido ascorbico segundo Vinci, Botre e Ruggieri (1995). A identificacao
e quantificagdo dos tocoferodis e do acido ascorbico foi realizada em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando detector de fluorescéncia para os tocoferois (excitagdo em 290
nm e emissdo em 330 nm) e detector de UV-Visivel para o acido ascorbico (254 nm). A amora-preta
cv. Tupy apresentou maior teor de tocoferois (8,251 pg.g' de fruta) quando comparado ao contetido
das demais frutas. Na péra e nos péssegos cv. Sensacdo e cv. Granada ndo identificou-se a presenga de
tocoferdis. As concentragdes de acido ascorbico variaram de 9,291 mg.g ™' para o physalis a 0,013 mg.g™!
para o jamboldo. Conclui-se que as frutas sdo boas fontes destes compostos bioativos.
Palavras-chave: Antioxidantes, quantifica¢do, cromatografia

Abstract

The fruits and vegetables are recommended for human feeding due to the richness of antioxidant
compounds. The bioactive compounds from the diet, such as vitamins C and E are important to reduce
the speed of initiation or prevent the spread of free radicals. The objective of the work was to evaluate
the ascorbic acid and tocopherol content of selections of Pitanga (Eugenia uniflora L.), butia (Butia
capitata), blackberry (Rubus spp), blueberry (Vaccium Reade ashei), loquat (Eribrotia japonica),
jambolan (Eugenia jambolana), purple aragd (Psidium rufum), physalis (Physalis peruviana), pear
(Pyrus communis) and peaches (Prunus persica). The fruits were from 2006/2007/2008 harvest, which
were obtained in Pelotas (RS) region. The tocopherol analyses were performed according Rodrigues-
Amaya (1999), and ascorbic acid according Vinci, Botre e Ruggieri (1995). The tocopherol and ascorbic
acid identification and quantification was performed by high-efficiency liquid chromatography system
(HPLC), using a fluorescent detector for tocopherol (excitation of 290 nm and emission of 330 nm)
and a UV-Visible (254 nm) for ascorbic acid. The blackberry cv. Tupy showed the highest tocopherols
content (8,251 pg.g"' fruit) when compared with the other fruit content. The tocopherol was not found in
pears and peaches of cv. Sensac@o and cv. Granada. The ascorbic acid content ranged from 9,291 mg.g™!
fruit for the physalis to 0,013 mg.g" fruit for the jambolan. It was concluded that the fruits are good
sources of bioactive compounds.

Key words: Antioxidants, quantification, chromatography
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Introducao

Frutas e hortalicas sdo recomendadas na
alimentacao humana devido sua riqueza nutricional,
além da presenca de substancias que exercem
acdo antioxidante (onde também estdo incluidas
as vitaminas), as quais exercem acdo protetora
contra a evolucao de processos degenerativos que
conduzem as doengas e ao envelhecimento precoce.
Dentre os principais fitoquimicos considerados em
exercer propriedades antioxidantes, estdo incluidos
a vitamina C, vitamina E e beta-caroteno (que ¢ um
precursor da vitamina A), os quais estdo presentes
em diversas frutas. Os antioxidantes adquiridos
através da dieta, como a vitamina C e a vitamina
E, sdo extremamente importantes na intercep¢ao
dos radicais livres oriundos de processos oxidativos

(KITTS, 1997).

A Vitamina E consiste na denominagao genérica
de oito compostos lipossoluveis, os alfa (a), beta
(B), gama (y) e delta (d) tocoferdis e a, B, vy € o
tocotriendis, cada um com atividades biologicas
especificas; porém, com especificidades, sendo
que alfa (o)) tocoferol € o mais potente antioxidante
(BALL, 1998; BIANCHINI; PENTEADO, 2003).

Ostocoferdis ocorremnaturalmente em alimentos
de origem vegetal, como nas frutas, vegetais verde-
escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos vegetais
e no gérmem de trigo. A ocorréncia natural dos
diferentes tocoferois que fazem parte da vitamina E
diferenciam-se entre os vegetais, mas o a- tocoferol
tem ocorréncia mais comum (SETIADIA et al.,
2003).

Embora normalmente nio estejam presentes em
grandes quantidades em frutas, o interesse cada
vez maior por essa vitamina é devido, mesmo em
pequenas quantidades, especialmente as funcdes
que desempenha no organismo como agente
antioxidante, que estd envolvida no retardamento
do envelhecimento e na protecdo a doencas cronicas
nao transmissiveis, como de Parkinson, Alzheimeir,
cancer e doengas cardiovasculares (BRIGELIUS-
FLOHE, 2002; MEYDANI, 2000; BIANCHINI;

PENTEADO, 2003;
MCTIERNAN, 2003).

MICHELL; ULRICH;

A vitamina C ou, simplesmente, acido ascorbico
(AA) é uma vitamina hidrossoltvel e termolabil. O
AA é amplamente distribuido nos produtos de origem
vegetal, sendo encontrado, principalmente, em
frutas citricas e hortalicas (ZHANG; HAMAUZU,
2004).

O AA encontra-se na natureza sob duas formas:
reduzida ou oxidada (dcido L-ascorbico e acido
dehidroascorbico), porém a forma oxidada esta
A

transformagio do AA (Acido Ascorbico) em écido

menos difundida nas substancias naturais.

dehidroascérbico ocorre normalmente no interior
do organismo e ¢ reversivel, permitindo que uma
de suas substancias possa sempre ser transformada
na outra. Essa capacidade
funciona como um sistema oxidorredutor capaz de
transportar hidrogénio nos processos de respiragao,
no nivel celular (WELCH et al., 1995; TAVARES et

al., 2000).

de transformagdo

O 4cido dehidroascorbico (DIA) ¢ a forma
oxidada do 4acido ascorbico (AA),

possuem atividade vitaminica idéntica, pois o

0s quais
acido dehidroascorbico ¢é facilmente reduzido
no organismo e novamente retido como &cido
ascorbico nos tecidos intracelulares. O processo de
oxidacdo do acido ascorbico é reversivel, e acontece
quando ocorre a perda de dois elétrons, levando a
formacdo do acido L-dehidroascérbico. A atividade
antioxidante da vitamina C envolve a transferéncia
de um elétron ao radical livre e a consequente
formagdo do radical livre ascorbato (ROSA et al.,
2007).

O teor de vitaminas das frutas pode variar
dependendo da espécie, do estadio de maturagdo
na época da colheita, de variagdes genéticas, do
manuseio pos-colheita, das condi¢des de estocagem
e do processamento. O contetdo destes nutrientes
no alimento in natura e sua estabilidade podem
influenciar na sua qualidade nutricional (SILVA et
al., 2006).
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O objetivo deste estudo foi avaliar os teores de
acidoascorbicoedetocoferdis, deselecdes de pitanga
(Eugenia uniflora L.), butid (Butia capitata), amora-
preta (Rubus spp), mirtilo (Vaccium ashei Reade),
néspera (Eribrotia japénica), jambolao (Eugenia
jambolana), araca roxo (Psidium rufum), physalis
(Physalis peruviana), pé€ra (Pyrus communis) e
péssegos (Prunus persica).

Material e Métodos
Material

Frutas de pitanga (Eugenia uniflora L.); butia
(Butia capitata); amora-preta (Rubus spp) da
cultivar Tupy; mirtilo (Vaccium ashei Reade) da
cultivar woodard; néspera (Eribrotia japonica),
péra (Pyrus communis); € pEssegos
persica) das cultivares Sensagdo, Eldorado e
Granada, foram provenientes da Embrapa Clima
Temperado de Pelotas. As frutas de jamboldo

(Prunus

(Eugenia jambolana); araga roxo (Psidium rufum)
e physalis (Physalis peruviana), foram colhidas
em propriedades da regido de Pelotas/RS. Todas as
frutas foram oriundas da safra de 2006/2007/2008,
que apos colhidas foram transportadas a 10°C em
caixas refrigeradas com gelo, e armazenadas em
ultra-freezer a —80°C até o momento das analises.
Foram colhidas em torno de 100 unidades de cada
tipo de fruta, das quais foram feitas amostragens
de aproximadamente 20 gramas, em triplicata.
Ap6s a trituragdo/homogeneizagao das frutas com
auxilio de um mixer, foram realizadas as analises
em triplicata.

Os padroes de y e 8- tocoferdis foram obtidos
da Sigma e Aldrich com 96 e 90% de pureza,
respectivamente; o de a- tocoferol foi obtido na
Merck com 99% de pureza; o de acido-L-(+)-
ascorbico foi obtido da Nuclear; e o padrdo de acido
dehidro-L-(+)-ascorbico foi obtido da Fluka, com
pureza maior que 80%. Os demais reagentes foram
adquiridos de fornecedores locais.

Meétodos
Quantificacao de tocoferodis por CLAE

A extragdo dos tocoferois foi realizada segundo
Rodrigues-Amaya (1999),
modificagdes.

a metodologia de

com  pequenas Adicionou-se
aproximadamente 3 g de celite a cerca de 20 g de
amostra (triturada), misturou-se, adicionou-se 20
mL de acetona gelada e agitou-se por 10 min. A
mistura foi filtrada a vacuo, lavando o residuo com

acetona até ficar incolor.

O filtrado foi transferido para um funil de
separacdo, onde acrescentou-se éter de petroleo
e agua destilada. Descartou-se a fase aquosa
(inferior), e transferiu-se o extrato superior para
baldo volumétrico, aferindo o baldao com éter de
petroleo. Parte do extrato foi centrifugado a 9000
rpm por 6 minutos (microcentrifuga NT800 Nova
Técnica) e transferidos para vial com capacidade de
1,5 mL.

A identificacdo e quantificacdo dos tocoferdis foi
realizada em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (SHIMADZU), constituido por
um modulo de mistura dos solventes LC-10AT,
desgaseificador FCV-10AL, , bomba reodine DGU-
14, sistema de controle SCL’-IOAVP’ forno de coluna
CTO-10AS,,, e amostrador automatico SIL-10AF. A
separacao foi realizada em uma coluna analitica de
fase reversa, Shim-Pak CLC-ODS (3,9 mmx150 mm
x 4 um), tendo como fase estaciondria grupamentos
octadecil. Utilizou-se detector de fluorescéncia RF
— 10A,, em comprimento de onda de excitacdo de
290 nm e de emissdo de 330 nm. Os dados foram
adquiridos e processados com uso do software
Class-VP.

Para a separacdo, injetou-se 10 uL. de amostra,
utilizando-se como fase movel inicial acetonitrila/
metanol/isopropanol nas propor¢do 50:40:10, v/v/v,
por 10 minutos, alterando-se linearmente para
acetonitrila/metanol/isopropanol (30:65:5, v/v/v)
até atingir 12 minutos; e retornando linearmente
para a fase movel inicial até 15 minutos de
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analise. Utilizou-se fluxo constante de 1 mL.min’!
(ZAMBIAZI, 1997).

Os picos foram identificados pela comparagao
com o tempo de retencdo dos padrdes de tocoferois,
e a quantificacao foi realizada baseada na curva de
calibragdo dos padroes, expressando os resultados
em pg.g'de fruta.

As
construidas com diferentes pontos, relacionando-

curvas padrdes dos tocoferdis foram
se a concentragdo versus resposta no detector, com
as seguintes concentracdes: delta tocoferol (0,01,
0,002, 0,03, 0,04, 0,05 pg. pl'), gama tocoferol
(0,01, 0,002, 0,03, 0,04, 0,05 pg. pl) e alfa tocoferol
(0,05, 0,1, 0,15 pg. pl'). As equagdes de reta obtidas
foram: gama tocoferol (y=6,57543" + 2,16633
¢009; R2: (0,990544); alfa tocoferol (y=2,01793¢016 +
1,00156 =%%8; R2: (0,997283); e delta tocoferol (y=-

421971074 425644 <0°; R?: 0,998477).

Quantificagdo de Acido Ascérbico por CLAE

A analise de acido ascorbico foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Vinci, Botre
e Ruggieri (1995), com pequenas modificagoes.
Pesou-se 10 g de amostra triturada, adicionou-se
30 mL de solucdo de acido metafosforico (4,5 %)
em agua ultra pura e deixou-se em repouso por
1 hora em frasco ambar. Transferiu-se a solucdo
para um baldo de 50 mL e completou-se o volume
com agua ultra pura. Apos, filtrou-se a amostra em

papel filtro, e o sobrenadante foi centrifugado a
7000 rpm por 10 minutos (microcentrifuga NT800
Nova Técnica) e apés transferido para vial com
capacidade de 1,5 mL.

Injetou-se 10 pL de amostra no sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia- CLAE
(SHIMADZU),
descritos anteriormente, utilizando-se o detector
UV-Vis  SPD-10AV,, em
comprimento de onda de 254 nm. Utilizou-se como

composto  pelos  modulos

espectrofotométrico

fase movel agua ultrapura com 0,1 % de acido
acético, com fluxo de 0,8 mL /min. Os dados foram
adquiridos e processados com uso do software
Class-VP.

Os picos foram identificados pela comparagao
com o tempo de retengdo de padrdes de acido
L-ascorbico e de acido dehidro L-ascorbico (Figura
1). A quantificagdo foi baseada em curvas de
calibracdo dos padrdoes de acido-L-(+)-ascoérbico
e acido dehidro-L-(+)-ascorbico, expressando os
resultados em mg.g!' amostra.

A curva padrao do acido L-ascorbico foi obtida
com as concentragdes de 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 ¢
10,0 pg. 10ul, apresentando como equagdo de reta:
y= 9,10936°014"2 + 2 34301%7; R2: 0,996175).
Para o acido dehidro L-ascorbico utilizou-se as
concentracdes de 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 20,0 e 30,0 pg.
10ul"!, obtendo a equagdo de reta: y= 3,27508¢010x"2
+0,000577263; R*: 0,998327.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 31, n. 2, p. 381-390, abr./jun. 2010
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Figura 1. Cromatograma obtido por CLAE dos padrdes de acido dehidro L-ascorbico (1) e do acido L-ascorbico
(2), utilizando uma coluna de fase reversa (C18) e detector UV em 254 nm, com fluxo de 0,8 mL.min"' e fase movel
composta por metanol e acido acético 0,15 % em agua ultra pura.

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa
Statistica versao 7.0.

Resultados e Discussao

Na separacdo cromatografica observou-se trés
picos distintos (Figura 2), correspondentes aos
componentes dos tocoferdis. Pela comparagdo com
os padrdes, identificou-se o o-, y- e a-tocoferol,

correspondentes aos picos 1, 2 e 3 respectivamente.
No entanto, nas condi¢des realizadas neste estudo
0 PB-tocoferol ndo se separou de seu isdmero, o
y-tocoferol, e portanto, o pico 2 corresponde ao
contetdo do y- e B-tocoferol.

Os teores de tocoferdis totais nas frutas
analisadas foram estatisticamente diferentes em
todas as amostras (tabela 1), sendo que a amora cv.
Tupy apresentou o maior teor de tocoferdis (8,251
ug.g!) quando comparada com as demais frutas. Na
péra e nos péssegos cv. Sensacao e cv. Granada nao
foi identificada a presenca de tocoferois.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 31, n. 2, p. 381-390, abr./jun. 2010
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Figura 2. Cromatograma obtido por CLAE dos tocoferdis da amora cultivar Tupy, utilizando uma coluna de fase
reversa (C18) e detector de fluorescéncia, com fluxo de 1,0 mL.min"' e fase movel composta por metanol, acetonitrila
e isopropanol. Identificagdo dos picos: (1) d-tocoferol; (2) B+y-tocoferol e (3) a-tocoferol.

Tabela 1. Teores de Gama, Beta, Delta e Alfa tocoferdis em diferentes frutas analisadas.

Tocoferois (ug.g")
Frutas 0 —Tocoferol  (p+y)-Tocoferol a-Tocoferol Total
(at+p+y+d)

Physalis Nd nd 1,4884 1,488¢

Péra Nd nd nd nd
Néspera Nd 0,492¢ 0,984 1,476°
Miirtilo cv Woodard 0,486¢ 2,430% 2,430¢ 5,346 °
Jambolao 0,486° 0,4864 4,372 5,344 ¢
Amora cv Tupy 2,912° 2,427° 2,912° 8,251¢
Péssego cv Eldorado 2,426° nd 0,485¢ 29114

Péssego cv Sensagdo Nd nd nd nd

Péssego cv Granada Nd nd nd nd
Maracuja Nd nd 0,426" 0,426"
Araga roxo Nd nd 1,426¢ 1,426

*letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa ao nivel de confianga de 95%, pelo teste de Tukey, para as

amostras que continham teores de tocoferois.
nd — ndo detectado

Sao escassos na literatura a citagdo dos teores de
tocoferdis encontrados em frutas. Chun et al. (2006)
encontrou para a amora valores mais elevados
(37,4 ng.g') do que presente estudo (8,251 pg.g"),
podendo esta diferenga estar relacionada ao tipo
de cultivar, clima, diferengas no cultivo ou devido
a diferenca da metodologia de extragdo, daquela
realizada neste estudo. As frutas analisadas por
Chun et al. (2006) que apresentaram teores de
tocoferdis mais semelhantes ao da amora-preta
foram: o figo (7,60 pg.g'), nectarina (7,3 pg.g') e

péssego (7,60 pg.g'). O mesmo autor (CHUN et al.,
2006) também descreve valores de tocoferois para o
mirtilo de aproximadamente o dobro (10,5 pg.g™!)
ao deste estudo, que foi de 5,34 pg.g'.

Kim, Giraud e Driskell (2007) encontraram
teores de 0,80 pg.g! de a-tocoferol em uva (0,80
ug.g'), o qual é semelhante ao encontrado neste
estudo para néspera (0,98 ug.g'). Os mesmos
autores encontraram teores de tocoferois totais em
péssegos (Prunus pérsica) aproximadamente a

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 31, n. 2, p. 381-390, abr./jun. 2010
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metade (1,40 pg.g') do encontrado para o péssego
da cultivar Eldorado deste estudo (2,91 ug.g").

Eitenmiller et al. (1999), encontrou para o tomate
teores de tocoferois (o e y-tocoferol) de 0,89 ug.g,
ficando inferior ao total de tocoferdis de todas as
frutas analisadas neste estudo, com excecdo ao
maracuja.

A figura 3 representa o cromatograma tipico

referente a separagdo do acido ascorbico por

cromatografia liquida de alta eficiéncia. O pico 1
refere-se ao acido dehidro L-ascorbico, com um
tempo de retengdo de 2,63 minutos, e o pico 2 refere-
se ao acido L-ascérbico num tempo de retengdo 3,20
minutos.

Todas
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao

as frutas avaliadas neste estudo

conteudo total de acido ascorbico (Tabela 2), o qual
variou de 0,013 mg.g"' no jamboldo a 9,291 mg.g"!

no physalis.

WO e

Figura 3. Cromatograma obtido por CLAE do acido ascorbico em maracuja, utilizando uma coluna de fase reversa
(C18) e detector UV em 254 nm, com fluxo de 0,8 mL.min"' e fase movel composta por metanol e acido acético 0,15
% em agua ultra pura. Identifica¢@o dos picos: (1) acido —L-Dehidroascérbico e (2) acido —L- ascérbico.

Tabela 2. Teores de acido ascorbico, dehidro L-ascorbico e o total de acido ascorbico encontrado em diferentes frutas

EXpressos em Il’lg.g'1

Acido Dehidro Total de
Frutas A
-L- ascorbico -L- ascorbico Acido Ascérbico

Physalis 0,062 ° 8,671 ¢ 9,291

Péra 0,006 ¢ 0,6121 0,618
Néspera 0,002 " 1,866 f 1,868 °
Mirtilo cv Woodard 0,008 f 1,951°¢ 1,959¢
Jamboldo 0,013 ¢ Nd 0,013 %
Amora cv Tupy Nd 0,7571 0,757
Péssego cv Eldorado Nd 2,175 ¢ 2,175¢
Péssego cv Sensagdo 0,023 © 6,121° 6,144°
Péssego cv Granada 0,020 ¢ 1,118 1,138
Maracuja 0,096 * 2,316°¢ 2,412¢
Araga roxo 0,001 1,740 ¢ 1,741¢

*letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa ao nivel de confianga de 95%, pelo teste de Tukey, para as

amostras que continham teores de acido ascorbico.
nd — ndo detectado
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Os teores de acido ascorbico encontrados na
péra (0,618 mg.g™!) se assemelham aos encontrados
por Hernadez, Lobo e Gonzalez (2005) para a
laranja (0,660 mg.g!); no entanto, na péra a maior
quantidade foi encontrada na forma de acido dehidro-
L-ascorbico e para a laranja foi na forma de acido
L-ascérbico. O jamboldo foi a fruta que apresentou
a concentragdo mais baixa de acido ascorbico
(0,013 mg.g!), assemelhando-se ao encontrado por
Hernadez, Lobo e Gonzales (2005) para banana
madura cv. “Gran Enana” (0,015 mg.g™").

Assuncao e Mercadante (2003) encontraram em
polpa de magd (Anacardium occidentale L.) um
teor de 1,023 mg.g'; este valor é semelhante ao
encontrado no péssego da cultivar Granada (1,138
mg.g") analisado neste estudo.

Segundo citagdes da Universidade de Aveiro
(2009), 23 % da alimentagdo deveria ser a base de
frutas, sendo que em média se deve ingerir de 3
a 5 porgoes de fruta, considerando uma meédia de
peso da fruta de 160 gramas. A OMS (Organizacdo
Mundial de Satde) recomenda uma ingesta de 10
mg de a- tocoferol/dia e de 45 mg de vitamina C/dia
(UNIVERSIDADE DE AVEIRO, 2009).

Desta forma percebe-se que as frutas analisadas
ndo apresentam elevado contetido em tocoferois,
pequenas  quantidades
importantes na complementacdo das dietas, que

mesmo embora sdo

normalmente sdo pobres em antioxidantes naturais.

No entanto, todas as frutas, com excegdo do
jambolao, mostraram-se fontes ricas em vitamina
C, principalmente physalis e pé€ssego cv. Sensacao,
das quais, precisaria de apenas 5 a 7,5 g de fruta/ dia
para suprir a demanda por esta vitamina.

Conclusao

Conclui-se que das frutas estudadas, a amora-
preta e o mirtilo foram as que apresentaram maior
contetido em tocoferois. Na péra e no péssego das
cultivares Sensacdo e Granada nao foi detectada a
presenca de tocoferois.

Observou-se 0 maior teor de acido ascorbico
no physalis, sendo que a concentracdo foi bem
superior quando comparada com outras fontes de
vitamina C, e a menor concentracdo no jambolao.
Todas as frutas apresentaram concentracdes de

acido L-dehidroascorbico superiores ao dacido

L-ascorbico.
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