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1 – INTRODUÇÃO
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AVALIAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DE CLAE
NA DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO FÓLICO EM LEITES ENRIQUECIDOS1
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2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Material
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2.2 – Métodos

2.2.1 – Avaliação da composição da fase móvel e
sistema de eluição
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2.2.2 – Avaliação dos processos de limpeza do ex-
trato e de extração
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2.2.3 – Detecção e identificação
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2.2.4 – Avaliação da estabilidade do padrão
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – AValiação dos parâmetros cromatográficos

3.1.1 – Fase móvel e sistema de eluição
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��������������������������������������������� ��������� ���������
Água - 30 
Metanol - 30 
Acetonitrila - 30 
Água/ Metanol                                             10:90 - 30 
Água/ Metanol                                              15:85 - 30 
Água/ Metanol                                              30:70 - 30 
Água/ Acetonitrila                                        10:90 - 30 
Água/ Acetonitrila                                        12:88 - 30 
Água/ Acetonitrila                                        20:80 - 30 
Tampão fosfato - 30 
Tampão acetato - 30 
Tampão fosfato/ Metanol                             90:10 20 30 
Tampão fosfato/ Metanol                             85:15 15 20 
Tampão fosfato/ Metanol                             75:25 8 15 
Tampão fosfato/ Metanol                             70:30 6 10 
Tampão fosfato/ Metanol                             65:35 5 10 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       95:5 15 20 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       90:10 8,5 15 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       88:12 7,5 15 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       85:15 7,4 15 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       80:20 3,5 10 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       78:22 3,4 10 
Tampão fosfato/ Acetonitrila                       76:24 2,5 10 
Tampão acetato/ Metanol                             90:10 20,4 30 
Tampão acetato / Metanol                            85:15 14,9 20 
Tampão acetato / Metanol                            75:25 8,1 15 
Tampão acetato / Metanol                            70:30 6,2 10 
Tampão acetato / Metanol                            65:35 4,8 10 
Tampão acetato / Acetonitrila                       95:5 15 20 
Tampão acetato / Acetonitrila                      90:10 8,4 15 
Tampão acetato / Acetonitrila                      88:12 7,7 15 
Tampão acetato / Acetonitrila                       85:15 7,3 15 
Tampão acetato / Acetonitrila                       80:20 3,2 5 
Tampão acetato / Acetonitrila                      78:22 3,1 5 
Tampão acetato / Acetonitrila                      76:24 2,2 5 
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������������������������������������ ��������� ���������
Início  90:10  chegando a  76:24  em   4,5 5,5 6 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   5,5 5,8 6,5 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   7,5  7,3 8 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   8,5  8,3 9 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   9,0  8,4 9 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   10,5  8,7 11 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   11,5 8,9 12 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   12,0  9 12,5 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   15,0 9,1 15,5 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   16,0 9,3 16,5 
Início  90:10  chegando a  76:24  em   17,0 9,3 17,5 
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3.2 – Avaliação dos procedimentos de limpeza do ex-
trato e de extração
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Água 26±1 a 55±2 b 
Metanol  21±2 a 52±1 b 
Acetonitrila  23±2 a 52±1 b 
Tampão fosfato (0,03 mol/L)  pH2,5 15±2 a 45±2 b 
Tampão fosfato (0,03 mol/L)  pH5 35±1 a 60±1 b 
Tampão fosfato (0,03mol/L)  pH6,5 43±1 a 85,1±0,8 b 
Tampão fosfato (0,03mol/L)  pH7 51±1 a 87,5±0,7 b 
K2HPO4 (0,03mol/L)   pH8 88,8±0,8 a 98,5±0,1 b 
KOH (0,1mol/L) 88,3±0,7 a 99±0,5 b 
Tampão acetato (0,1mol/L)  pH2,5 20±1 a 50±1 b 
Tampão acetato (0,1mol/L)  pH5 25±1 a 65±1 b 
Tampão acetato (0,1mol/L)  pH6,5 47±1 a 87,6±0,7 b 
Tampão acetato (0,1mol/L)  pH7 52±2 a 90,6±0,6 b 
KOH (0,1mol/L)+ Acetonitrila (3:1) 85,3±0,7 a 98,5±0,6 b 
KOH (0,1mol/L)+ Metanol (3:1) 85,2±0,8 a 98,4±0,6b 
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3.3 – Avaliação dos procedimentos de detecção e iden-
tificação

6*
 ��������	 ��" ��	;�����"��
��	��
�	�"�����
�� �������λ�#;���� �����	�	�-.
��
�#���
�$%���
�1������
������5�$
 ���'�����
���	��	�� �*��+
��!"�� 
���$	 	��
�	���
� �	��
���	�
�������������������	������

FIGURA 3.�9���������������������
�5������
�����������"
��7���
�� �������
�� ������� *:,+����������
�����
������
������������
���
�-�*:+�#/&��-�*;+�#/$��<�*�+�#=&��<
* +�#=$����������������������� !"#��$µ���%$&'(�)���
,�������-�%&4�
��������������=&4�
�����	��������
*&%))���10+�����>����
�������
����2���
����/�$��������
��?)4�
�����	���������*&%))���10+��#(4�
������������
*�1�+�������
�"�����������
��6����@�=�&����������A�"
�	��
�&�$�01�������

7��������
�
��
� �	��
��	�
�����	�������
*�	 �
'
"��	�!"	�
����
� 	$	 	��	��
�#���
�$%���
�������
�� ��
�	��	��	�	��%���	��
����
���	;���	��	������"����	�"

���	 $	 	��	� ������������ @
 )�� 	� �
� �	��
���	

����������	������+#�"��	�
 ��*�
 -.
��
���
�
�
��
���
�	;� ��
���
�
��	���� ���	��
������"����	��	
���	 $	 	��	���	��
��"�
�� 	L"���� ���!"����$���-.
��

�&����������������	�������*�	'	��	�� 
��
0 �������
���
��� 	� �

��.
�+
"'	���$	 	�-�� ��0��$�����'�����
# 	����
����
��
��&������������	�������$
��	���*	�	����
���	�	�-.
���������L#�!"	����������# 	���
����
�$
�
	�
 �

B7>>6BD��������1��5�	�S��<6BDC����������1�25����
*)�	���*	�	�	 ��
��
� �	��
��	�
������ ���	��" �
�	�$
���
����������� ���
�� ����	��	 	���������	�
0 .
��	�*��
�	� $	�L.
��� 
'�'	�	��	��	��� $
 �	� ���	 $	�
 �������	��� ������	��,����

8
��� �*��+
��	��
�� ��
��������	 ��" ��
���"�
 	�
�%��� 	�	�������	�	�-.
��
 �$�"
 	���������� ��$
���
��
�
� 	�����
�� !"���
� �	� � 	�� 
"�"�� �
�"-.
� �	��&
�3��\0KA��
*�	'	��	��� �')���	�"�$�"
 ,	� 
�
�	��
�	�� 
��	�$�"
 	���������	��
 ����
�$
��"�����������*)
	����� 
� �	���	��� ���
�$� �-.
������	������	��
��&�
��)��
��	�
��	� 	�	�-.
�	��
�	��	�� 
�
*���
��
�G�G�
&
 ��	���*	�	���
�� 
�� �
� �	��
�� �	� 	;����-.
� 	
	���.
��������	��=���� 	��	���'�	��	���
��	�	��
 
�	�$�"
 	�������� �&AG���6�� 	����
��!"���
��
�	;� ��

����
�� �����
��	�� �-.
��	��&�	 ���"�	 �
 �����µ0K
A���	 �����	�
��������
�&AG�

3.4 – Avaliação da estabilidade do padrão
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