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SUPERCRITICAL FLUIDS IN ANALYTICAL CHEMISTRY III. SUPERCRITICAL FLUID CHROMATOGRAPHY:
APPLICATIONS. The first two papers in this series described the basic theory involved in supercritical fluid chromatography (SFC),
how the technique evolved from gas and liquid chromatography and how the instrumentation was developed. Over the last two
years, a commercial, dedicated packed-column SFC/MS instrument appeared on the market. The SFC continues to grow in use,

with fundamental developments, coupled with a steady rise in the number of industrial users and applications.
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INTRODUCAO

A cromatografia com fluido supercritico (SFC) e as técnicas
cromatogrdficas relativas (utilizando fluidos compressiveis ou
solvatados) continuam com demanda crescente, principalmente em
aplicagdes industriais.

O desenvolvimento da instrumentacdo teve um papel impor-
tante no progresso da utilizagdo da SFC. Nos tltimos dois anos,
um instrumento comercial SFC/MS com coluna empacotada apa-
receu no mercado, além de um outro instrumento SFC semipre-
parativo com capacidade de vazdo de até 50 mL/min'. O uso da
SFC vem crescendo principalmente na determinacio de produtos
farmacéuticos e produtos naturais, por utilizar baixas temperaturas
de anilise.

O desenvolvimento tedrico?, os aspectos experimentais e a
instrumentagdo® existente em cromatografia com fluido supercritico
foram discutidos anteriormente, e algumas aplicacdes industriais e
académicas relevantes podem ser comentadas.

ALIMENTOS

A aplicagdo da SFC na determinacido de componentes de ali-
mentos vem crescendo em anos recentes. Chester* discutiu a evo-
lugdo da instrumentacdo utilizada neste tipo de andlise. Flament et
al.’ apresentaram fortes argumentos para utilizagdo da SFC
semipreparativa na separag¢do e isolamento de componentes nao-
polares de aromas e alimentos. Lafosse ef al.® revisaram o uso da
SFC em colunas capilares e empacotadas na caracterizacio de
carboidratos, discutindo a necessidade ou niao de derivagdo dos
analitos. Salvador et al.” usaram uma vazdo de 5 mL/min e uma
temperatura da coluna de 60 °C para separar 8§ monossacarideos e
poliéis em menos de 10 min, empregando colunas de silica, tipicas
de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC, “high
performance liquid chromatography™).

Huber et al.® compararam a eficiéncia entre SFC e cromatografia
em fase gasosa (GC, “gas chromatography”) para determinagdo de
colesterol em gordura de leite, usando amostras certificadas. De-
monstraram que a SFC produziu resultados mais precisos que aque-
les obtidos por GC, além do cromatograma da Figura 1 apresentar
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picos simétricos para colesterol e colestano, em um tempo de andli-
se inferior a 25 min e sem a necessidade de derivacdo da amostra.

Buskov ef al.’ analisaram uma mistura complexa de produtos de
degradacdo da clorofila durante o processamento de dleos vegetais e
materiais como brécolis e espinafre. O método permitiu a separacio
de 15 derivados de clorofila em 20 min, utilizando-se uma coluna
empacotada com octadecilsilano (C-18) em SFC.
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Figura 1. SFC-FID da gordura do leite anidro, coluna capilar SB fenil (20 m
x50 umx 0,25 um), T = 130 °C. Picos: 1) colestane, 2) colesterol. Reproduzido
da ref. 8, com permissdo da Elsevier Science

Recentemente, De la Fuente e Juarez!° compararam vdrias téc-
nicas cromatograficas (GC, HPLC e SFC) para determinacdo de
triglicerideos e ésteres da gordura do leite, enquanto que
Andrikopoulos'' revisou a separaciio cromatografica e identifica-
¢do espectroscopica de isomeros de triacilglicerideos em 6leos e
gorduras vegetais, destacando a potencialidade da SFC para esse
tipo de amostra. Sandra et al.'? apresentaram uma comparagéo en-
tre pSFC e SFC-MS para caracterizag@o de triglicerideos em 6leos
vegetais. Hirata et al."* desenvolveram um sistema para SFC com 2
colunas empacotadas para determinacdo de triglicerideos em dleos
e gorduras. Jochum ef al.'* realizaram uma interessante compara-
¢do entre GC e SFC na determinagdo de 4dcidos graxos poli-
insaturados.
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Vitaminas lipo-soliiveis sdo perfeitas para serem analisadas por
SFC. Turner et al." descreveram as vantagens da SFE e SFC para
esta classe de compostos. O acoplamento “on-line” da extracdo com
fluido supercritico com SFC (SFE/SFC) € uma técnica especialmen-
te atrativa para determinagdo de vitaminas, que sdo produtos sensi-
veis a luz, ao oxigénio, calor e pH. Ibanez et al.'® também usaram
SFE/SFC “on-line” para determinagdo de tocoferdis (vitamina E).

O progresso na Bioquimica nutricional estd sempre dependen-
te do progresso da andlise dos nutrientes. Mais recentemente, Furr'’
apresentou a separacdo de carotendides e vitamina A. As andlises
por SFC e eletroforese capilar apresentaram melhores resultados
que por métodos convencionais e as descobertas nas andlises de
carotendides incluem a resolugdo de estereoisdmeros e quantificagdo
destes compostos em nivel de tragos em amostras bioldgicas.

PRODUTOS NATURAIS

A SFC ¢ uma técnica extremamente versdtil para caracteriza-
¢do de produtos naturais e outros compostos termicamente instd-
veis, principalmente por utilizar temperaturas baixas durante a ana-
lise (~40 °C) evitando, assim, a degradacdo dos analitos'®.

A SFC mostrou-se bastante eficiente na separacdo de misturas
complexas de produtos naturais de substancias apolares e lipofilicas,
usadas na industria de cosméticos, sendo estes compostos de difi-
cil andlise por outras técnicas cromatogréficas'. Dentre as varias
classes de produtos naturais investigadas por SFC incluem-se resi-
nas 4dcidas®, compostos triterpénicos de importancia em inddstria
de perfume?', flavondides de dleos citricos® e sesquiterpenos®.

As SFE/SFC “on-line” e “off-line” sdo favoraveis para caracteri-
zacdo de produtos naturais. Bichi ef al.?* compararam SFC/UV e HPLC/
UV para determinagdo de acido valérico e valepotriato em Valeriana
officinalis. Os resultados qualitativos e quantitativos obtidos foram
parecidos, mas a SFC apresentou menor tempo de andlise.

Tavares et al. estudaram os dcidos triterpénicos, butilico,
oleandlico e ursélico. A determinacdo por SFC com coluna tubular
aberta apresentou vantagens se comparada a GC, por apresentar a
ndo necessidade de derivatizagdo e menor tempo de andlise (Figu-
ra 2). Javis e Morgan® estudaram triterpenos limondides por SFC
com coluna empacotada.
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Figura 2. c-SFC de uma mistura de dcidos triterpénicos: (1) dcido oleandlico,
(2) dcido ursdlico, (3) dcido polpulnonico. Coluna: 20 m x 100 um x 0,20 um
(5% fenil, 95% metil polisiloxano entrecruzada); T = 80 °C; P = 120 atm.
Reproduzido da ref. 25, com permissdo da Wiley-VCH

Qi e Zhao* determinaram licopeno extraido da casca do toma-
te. O tempo de retencéio do licopeno por SFC ficou em torno de 3
minutos.

Lesellier e al.®® separaram cis/trans de beta-carotenos por SFC.
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A grande vantagem encontrada pelos autores foi o menor tempo de
andlise necessdrio em comparacdo com estudos anteriores realiza-
do com outras técnicas, mesmo utilizando uma combinagdo com-
plexa de fases estaciondrias e diferentes tipos de colunas, como
exemplificado na Figura 3.
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Figura 3. SubFC de uma mistura de isomeros de [-caroteno usando 6 colunas
acopladas (uma coluna YMC Pack Pro C s de 250 x 4,6 mm, seguida de 5
colunas Chromolith monolitica de 100 x 2,6 mm cada) totalizando 75 cm de
comprimento, T =25°C, P = 15 Mpa, 1) 9 mono-cis (29,82 min), 2) unknown
isomer (30,24 min), 3) all trans (30,91 min), 4) 13 mono-cis (32,37 min), 5)
15 mono-cis (34,03 min) Reproduzido da ref. 28, com permissdo da Elsevier
Science

PESTICIDAS E MEIO AMBIENTE

A andlise de pesticidas tem recebido grande atengdo recente-
mente, devido ao impacto ambiental e a necessidade de monitorar
tracos de seus metabdlitos em amostras complexas de alimentos.
Geralmente a cromatografia gasosa € escolhida como o método
analitico, devido a sua alta sensibilidade e disponibilidade de
detectores seletivos (fotométrico de chama, nitrogénio-fésforo e,
principalmente, o detector por captura de elétrons). Entretanto, uma
fragdo significativa dos pesticidas € termicamente instdvel, difi-
cultando a determinacdo por GC. A HPLC ndo pode ser utilizada
em outras situacdes, pois alguns compostos ndo podem ser detec-
tados em niveis de tracos por um detector de UV ou em outros
tipos de detectores. Neste caso, a SFC € uma 6tima alternativa,
pois pode operar em temperaturas baixas evitando a degradacgdo
térmica do soluto e, a0 mesmo tempo, € compativel com os detec-
tores mais sensiveis existentes para GC, além das colunas capila-
res oferecerem uma boa eficiéncia na separago.

Um bom exemplo deste problema € a determinagio de glifosato
(N-(fosfonometil)glicina; Roundup™) que necessita derivatizagdo
prévia para determinagdo tanto por GC* quanto por LC¥, ou con-
digdes bastante exigentes por LC sem derivatizacdo®'. Curiosamente,
em busca bibliogréfica recente® nio foi encontrada nenhuma pu-
blicagdo descrevendo a determinagdo de glifosato por SFC.

Berger® publicou um trabalho descrevendo a determinacio de
aproximadamente 100 pesticidas termo-ldbeis por SFC. Bichi et al.**
usaram extracdo em fase sélida (SPE, “solid phase extraction”) “off-
line” com SFC para determinagdo de diflubenzuron, teflubenzuron
e triflumuron em frutas verdes, conseguindo uma recuperacio de
60%. A andlise por SFC-UV foi realizada com CO, a 30 MPa como
fase mével e acetonitrila a 10% como modificador. Bernal et al.*
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avaliaram 10 colunas empacotadas com silica e acopladas em série
para separacdo de 184 pesticidas em amostras de dgua. Dost er al.’
determinaram pesticidas em amostras de solo em concentragdes de
0,1 a 50,0 pg/mL usando SFC acoplada com espectrometria de mas-
sas com ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (SFC-APCI-MS).
Os resultados mostrados na Figura 4 demonstram que a técnica apre-
sentou altas seletividade e sensibilidade e identificaciio inequivoca
dos analitos.
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Figura 4. TIC de 6 pesticidas por p-SFC-APCI-MS a 20V, (a) atrazina, (b)
ametrina, (c) carbofuran, (d) metil benzosulfuran, (e) clorosulfuran, (f) metil
metsulfuran. Coluna enpacotada Spherisorb (25 cm x 4,6 mm), T = 50 °C, P
= 200 bar, 10% de metanol como modificador. Reproduzido da ref. 36, com
permissao da The Royal Society of Chemistry

COMBUSTIVEIS FOSSEIS

As principais andlises de combustiveis fosseis sdo as destila-
¢des simuladas e o fracionamento por classes quimicas. Algumas
revisdes apontam estes como sendo um dos principais nichos de
exceléncia para SFC**. Devido a grande complexidade, ampla
faixa de polaridade, massa molecular e temperaturas de ebulicio
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das amostras, a GC tem um desempenho limitado neste campo. A
SFC combina a alta resoluc@io das colunas capilares e o elevado
poder de solvatacdo do CO, supercritico®.

Nomura er al.** usaram, simultaneamente, detectores de
fluorescéncia, UV e ionizacdo por chama (FID, “flame ionization
detector”) para a caracterizacdo de fragdes de vdrios 6leos com-
bustiveis separados por SFC. Xu et al.*' usaram pentano no estado
supercritico como fase mdével para fracionamento de piches
betuminosos. Venter et al.** empregaram a SFC preparativa com
colunas de silica gel para fracionamento de classes quimicas de
petréleo antes de uma andlise por GC-MS. Determinagdes de
hidrocarbonetos polinucleares aromdticos (PAHs) apresentam boa
seletividade quando efetuadas através de SFC. Os 16 PAHs consi-
derados poluentes prioritdrios pela US-EPA (método EPA 610 da
Agéncia de Protecio Ambiental Americana) foram amplamente
estudados por SFC*, sendo necessdrias duas colunas acopladas para
completa separagdo dos poluentes ambientais. O mecanismo de
retengdo dos mesmos PAHs foi estudado e obtido em colunas com
fase especiais*.

Tavares e Langas® usaram SFC com coluna tubular aberta para a
caracterizacdo de derivados de combustiveis alternativos obtidos por
SEE de carvao brasileiro. A coluna tubular aberta permitiu a eluicdo
de asfaltéis polares e de alto peso molecular. Os autores concluiram
que a SFC apresentou melhores resultados para hidrocarbonetos ndo-
voldteis, os quais ndo podiam ser analisados por GC convencional. A
Figura 5 mostra um exemplo da alta complexidade deste tipo de
amostras com excelente resolu¢@o e tempo de andlise.
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Figura 5. 0t-SFC da fracdo F8 (asfaltois) obtidos a partir de SFE de carvdo
seguida de LC preparativa. Coluna ndo-polar LM-5 (20 m x 100 um x 0,20
um), T =70°C, P =80 a 150 atm, volume de inje¢do = 60 nL. Reproduzido
da ref. 45, com permissdo da Wiley - VCH

Outros trabalhos podem ser destacados na aplicacdo de SFC na
andlise de derivados pesados de combustiveis fosseis. Satou et al.*®
usaram GC e SFC para simular uma curva de distribui¢do de
hidrocarbonetos poliaromadticos de 6leos pesados, encontrando uma
faixa de distribui¢do mais ampla no segundo. Albuquerque*’ apre-
sentou um método analitico validado para determinacdo total de
dienos conjugados em produtos de petréleo, usando SFC como um
bom exemplo de sua aplicagdo em andlises de interesse na indus-
tria petrolifera.

Saito et al.*® apresentaram uma revisdo sobre novas fases esta-
ciondrias utilizadas em SFC para determina¢do de PAHs e, assim
como ¢ encontrado para HPLC, a natureza da fase estaciondria ¢
determinante na separagdo desta classe de compostos.

POLIMEROS

Os poliglicéis sdo amplamente usados na inddstria quimica, in-
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cluindo aplicagdes como tensoativos, fluidos de transferéncia de ca-
lor, fluidos de freios e matéria bruta na producdo de poliuretanas e
outros polimeros. Muitos poliglicéis ndo possuem grupos croméforos,
0 que impossibilita sua detecgao por absor¢ao no UV; a maioria pos-
sui elevada massa molecular impedindo sua andlise por GC conven-
cional. Neste caso, a cromatografia de permeagdo em gel (GPC, “gel
permeation chromatography”) € utilizada, mas ndo € tdo precisa.
Por esta razdo, a cromatografia com fluido supercritico € a tnica
alternativa nestes casos, separando os oligdmeros individuais e per-
mitindo, inclusive, sua quantificagdo®-!.

Desbene et al.>* analisaram alguns polisiloxanos, tanto por SFC
quanto por GPC, e encontraram que a SFC propicia melhores re-
sultados, tanto de repetibilidade quanto de identificacdo e quanti-
ficagdo dos polimeros. Jordan et al.>® descreveram o uso “on-line”
de extracdo e cromatografia com fluido supercritico acoplado com
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com trans-
formada de Fourier (SFE-SFC-FT/IR) para extracdo, separacio e
identificagdo de extratos em Nylon e poliestirenos, usando condi-
¢des de extragdo relativamente brandas. Chmelik et al>* determi-
naram a distribuicdo da massa molar de 6leo de silicone por SFC e
compararam os resultados com espectrometria de massas por tem-
po de voo com desorcdo a laser e ionizacdo assistida por matriz
(MALDI-TOF MS, “matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry ”) e verificaram que as duas abor-
dagens apresentaram uma boa correlagdo dos resultados com gran-
de vantagem para SFC na detec¢@o de oligdmeros menores, 0s quais
sdo subestimados na andlise por espectrometria de massas. MALDI-
TOF MS foi relativamente melhor na detec¢do de oligdmeros de
massa molares mais elevadas, conseguindo detectar oligdmeros com
70 unidades, enquanto que SFC foi até 60 unidades, como pode ser
visto na Figura 6.

Recentemente, Hatara et al.” revisaram a preparacdo de
polimeros e seu uso. Um método tipico de preparacdo € a combi-
na¢do da polimerizacdo e separacdo por SFC, uma vez que o
polimero sintético apresenta problemas de distribui¢do de peso
molecular, os quais sdo de importancia significativa para estudos
de suas propriedades estruturais.

Jenke®® apresentou métodos para identificacdo e quantificacio
de polimeros organicos aditivos utilizando diferentes técnicas, como
SFC, HPLC, SEC, TLC e GC. Johnston et al.’’ extrairam, identifi-
caram e quantificaram N-N dimetil p-toluidina, hidroquinona e metil
éter de hidroquinona em co-polimeros de etil e metil metacrilato.
Os autores concluiram que o trabalho realizado com fluido
supercritico apresentou vantagens se comparado com outras técni-
cas analiticas.

FARMACOS

Sem duvida nenhuma, a drea de maior crescimento em aplica-
¢oes da SFC durante os ultimos anos foi a industria farmacéutica.
Os quimicos analiticos farmacéuticos freqiientemente encontram
alguns problemas quando analisam antibidticos. Sua massa molar
é sempre elevada, sdo termicamente sensiveis e geralmente nio
possuem cromoéforos adequados para detecgdo por UV em HPLC.
Neste caso € como em muitos outros farmacos, a SFC € a alterna-
tiva analitica mais adequada. CO, a baixas temperaturas € utiliza-
do como o fluido supercritico de preferéncia®. Este ¢ um exemplo
tipico de porque a SFC ¢ amplamente usada na andlise de drogas,
pois os farmacos tém se constituido como um verdadeiro nicho de
aplicacdo para SFC¥. Por ex,, agentes antifingicos®®, sulfato de
salbutamol®, benzodiazepinas®, sulfonamidas®, tocoferdis® e
esterdides®”*® foram determinados com sucesso em uma variedade
ampla de matrizes.
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Figura 6. Andlise da amostra A:solugdo 1% (v/v) de dleo de silicone em
acetona. (a) SFC (coluna capilar microempacotada de 150 mm x 320 um
d.i. x 450 um d.o. empacotada com particulas ODS de 5 um, P = 8-36 MPa e
volume de injecdo de 60 nL), (b) MALDI —TOF- MS do intervalo F.
Reproduzido da ref. 54, com permissao da Wiley - VCH

Anton e Siffrin® aplicaram sua vasta experiéncia na drea far-
macéutica e publicaram um sumadrio dos aspectos dos métodos
desenvolvidos relacionados a Boas Praticas de Manipulacdo (GMP).
Foram descritos procedimentos padrdes de operacdo para medidas
e calibragdo de vérios pardmetros instrumentais, como gradiente,
pressdo da fase-movel, detector, etc. Alguns exemplos ilustrativos
de determinagdo de esterdides podem ser vistos no artigo de Yaku
e Morishita™.

Koh et al.” revisaram a combinagdo de vdrias técnicas, inclu-
indo SFC-MS, para andlise de compostos farmacéuticos. Discuti-
ram ainda que os avancos na instrumentagio analitica estdo propi-
ciando a descoberta de novas drogas para a prevengdo e o trata-
mento de doengas.

Srinivas™ discutiu a existéncia da estereosseletividade no me-
tabolismo e na disposi¢@o de drogas, acoplada a existéncia do poli-
morfismo genético e a modulagdo cinética do enantidmero, e o
quanto a SFC auxilia na determinag@o da bioequivaléncia utilizan-
do-se da estereosseletividade.

Borman et al.” compararam a eficiéncia dos sistemas HPLC, SFC
e CE na determinagdo de mais de 100 amostras farmacéuticas
racémicas. Estas amostras requerem um sistema de andlise capaz de
identificar os diferentes pares de enantidmeros. Os resultados obtidos
sugerem que as trés técnicas sdo equivalentes no seu potencial de uso.
Jiang et al.”* desenvolveram um processo para separagdo do alfa-
tocoferol do gama e delta-tocoferdis por SFC. Os efeitos da pressdo,
da temperatura, do fator de retencdo e resolucio foram estudados.
Jiang et al. separaram tocoferdis por SFC utilizando uma coluna
ODS.
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Zhao et al.’® desenvolveram um método rdpido para separagido
quiral de drogas usando SFC-MS e concluiram que as amostras
enantioméricas podem ser determinadas por SFC-MS com limite
de deteccdo menor que por UV e com tempo de andlise menor, se
comparado com LC de fase reversa.

Bernal et al.® fizeram um estudo comparativo da separagdo de
drogas, e respectivos precursores, com atividade antifungicida por
SFC e HPLC e os resultados mostraram que a separagdo obtida por
SFC, como na Figura 7, era melhor em termos da alta resolugdo
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Figura 7. Separagdo por SFC dos compostos 1,2,3 e 4 usando uma coluna
Chiralcel OD (250 x 4,6 mm) e 10% de etanol como modificador para os
compostos 1,2 e 4 e 5% de metanol como modificador para o composto 3.
Volume de inje¢do = 5 uL; Composto 1) cis [2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-ylmetil)-1,3-dioxolan-4-ylJmetanol; Composto 2) cis [2-(2,4-
diclorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmetil)-1,3-dioxolan-4-ylJmetil p-
toluensulfonato; Composto 3) cis [2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-
ylmetil)-1,3-dioxolan-4-ylJmetanol; Composto 4) cis [2-(2,4-diclorofenil)-
2-(1H-imidazol-1-ylmetil)-1,3-dioxolan-4-yl]metil p-toluensulfonato.
Reproduzido da ref. 62, com permissdo da Elsevier Science
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obtida com menor tempo de andlise, que os obtidos por HPLC.

Barnhart ef al.”’ desenvolveram um método utilizando duas
colunas quirais para separar uma mistura de compostos farmacéu-
ticos estereoisomeros via SFC com uma fase mével composta de
90% de CO, liquido e 10% de solvente organico. Um estudo sobre
o efeito do modificador organico na ordem de elui¢do permitiu a
determinacdo de uma purificacdo mais eficiente de uma mistura
com dois ou mais estereoisomeros.

Majewski et al.” descreveram os principios e as aplicagdes da
SFC como uma técnica rdpida e eficiente, durante o desenvolvi-
mento e a purificacdo de novos compostos farmacéuticos.

CONCLUSOES

O uso rotineiro da técnica de andlise por SFC produz uma se-
paragdo em aproximadamente um ter¢co do tempo necessario por
HPLC de fase reversa, o que torna a SFC mais atrativa. Além disso,
a SFC apresenta algumas caracteristicas interessantes: a tempera-
tura e pressdo da fase mével favorecem o ajuste da seletividade; o
controle da viscosidade da fase mével com a manipulagdo da pres-
sdo; a regulagem da razdo de difusdo permitindo andlises mais ra-
pidas, mas sem duvida, o alto poder de solvatacio a baixas tempe-
raturas favorece a andlise de analitos termoldbeis.

O uso crescente da SFC em escala analitica destaca-se princi-
palmente em aplicacdes farmacéuticas, onde um rdpido avanco vem
ocorrendo, porque as andlises e o estudo de novas drogas representa
um mercado multimilionario. Todavia, a SFC e a HPLC de fase
reversa sdo complementares e tém apresentado um papel importante
nas aplicacdes farmacéuticas. Ambas as técnicas sdo responsaveis
por trés quartos da resolucdo de problemas analiticos.

AGRADECIMENTOS

Ao CNPq e a FAPESP pelo suporte financeiro ao laboratdrio
CROMA/IQSC/USP.

REFERENCIAS

. Chester, T. L.; Pinkston, J. D.; Anal. Chem. 2002, 74, 2801.
. Carrilho, E.; Tavares, M. C. H.; Lancas, F. M.; Quim. Nova 2001, 24, 509.
. Carrilho, E.; Tavares, M. C. H.; Lancas, F. M.; Quim. Nova 2003, 26, 687.
. Chester, T. L. Em Supercritical fluid chromatography for the analysis of
oleochemicals; King, J. W.; List, G. R., eds.; AOCS Press: Champaign, IL,
1996.
5. Flament, I.; Keller, U.; Wunsche, L. Em Use of semi-preparative
supercritical fluid chromatography for the separation and isolation of flavor
and food constituents; Rizvi, S. S. H., ed.; Blackie: Glasgow, U.K., 1994.
6. Lafosse, M.; Herbreteau, B.; Morin-Allory, L.; J. Chromatogr. 1996, 720, 61.
7. Salvador, A.;Herbreteau, B.; Lafosse, M.; Dreux, M.; J. Chromatogr. 1997,
785, 195.
8. Huber, W.; Molerro, A.; Pereyra, C.; Martinez de la Ossa, E.; J.
Chromatogr. 1995, 715, 333.
9. Buskov, S.; Sorensen, H.; Sorensen, S.; J. High Resol. Cromatogr. 1999,
22, 339.
10. De la Fuente, M. A.; Judrez, M.; Food Sci. Technol. Int. 1999, 5, 103.
11. Andrikopoulos, N. K.; Crit. Rev. Food Sci. 2002, 42, 473.
12. Sandra, P.; Medvedovici, A.; David, F.; LC GC Europe 2003, 16, 32.
13. Hirata, Y.; Hashiguchi, T.; Kawata, E.; J. Sep. Sci. 2003, 26, 531.
14. Jochum, M.; Pieper, A.; Engelhardt, H.; Dtsch. Lebensm.-Rundsch. 2001,
97, 285.
15. Turner, C.; King, J. W.; Mathiasson, L.; J. Chromatogr., A 2001, 936, 215.
16. Ibanez, E.; Paldcios, J.; Senorans, F. J.; Santa-Maria, G.; Tabera, J.; Reglero,
G.; J. Am. Oil Chem. Soc. 2000, 77, 187.
17. Furr, H.C.; J. Nut. 2004, 134, 2818S.
18. Desmet, K.; Sandra, P.; Vizvardi, K.; Hoornaert, G.J.; Van der Eycken, E.;
J. Microcol. Sep. 2001, 13, 163.
19. King, J. W.; J. Microcol. Sep. 1998, 10, 33.
20. Yamada, A.; Ezaki, Y.; Matsuo, K.; Yarita, T.; Nomura, A.; J. Chromatogr.
1995, 709, 345.

AW —



Vol. 29, No. 4

21.
22.
23.

24.
25.

35.
36.
37.
. Levy, J. M.; J. High Resol. Chromatogr. 1994, 17, 212.
39.
40.
41.
42.

43.
44.

45.

46.
47.
48.
49.

50.
51.

Bicchi, C.; Rubiolo, P.; Fresia, M.; David, F.; Sandra, P.; Phytochem. Anal.
1996, 7, 37.

Dugo, P.; Mondello, L.; Dugo, G.; Heaton, D. M.; Bartle, K. D.; Clifford,
A. A.; Myers, P.; J. Agric. Food Chem. 1996, 44, 3900.

Bicchi, C.; Balbo, C.; Rubiolo, P.; J. Chromatogr. 1997, 779, 315.
Bicchi,C.; Binello, A.; Rubiolo, P.; Phytochem. Anal. 2000, 11, 179.
Tavares, M. C. H.; Vilegas, J. H. Y.; Lancas, F. M.; Phytochem. Anal. 2001,
12, 134.

. Javis, A. P.; Morgan, E. D.; Phytochem. Anal. 2000, 11, 184.

. Qi, G. P; Zhao, S. Q.; Chin. J. Anal. Chem. 2002, 30, 1477.

. Lesellier, E.; West, C.; Tchapla, A.; J. Chromatogr., A 2003, 1018, 225.

. Kataoka, H.; Ryu, S.; Sakiyama, N.; Makita, M.; J. Chromatogr., A 1996,

726, 253.

. Le Bot, B.; Colliaux, K.; Pelle, D.; Briens, C.; Seux, R.; Clement, M.;

Chromatographia 2002, 56, 161.

. Morlier, L. W.; Tomkins, D. E.; J. AOAC Int. 1997, 80, 464.

. http://isi3.isiknowledge.com/, acessada em Marco 2004.

. Berger, T. A.; Chromatographia 1995, 41, 471.

. Bicchi, C.; Balbo, C.; D’Amato, A.; Panero, O.; Chromatographia 1996,

43, 439.

Bernal, J. L.; Jimenez, J. J.; Rivera, J. M.; Toribio, L.; del Nozal, M. J.; J.
Chromatogr. 1996, 754, 145.

Dost, K.; Jones, D. C.; Auerbach, R.; Davidson, G.; Analyst 2000, 125,
1751.

Thiebaut, D. R. P.; Robert, E. C.; Analusis 1999, 27, 681.

Richter, B. E.; Jones, B. A.; Porter, N. L.; J. Chromatogr. Sci. 1998, 36,
444,

Nomura, A.; Yamada, J.; Yarita, T.; Maeda, T.; J. Supercrit. Fluids 1995,
8, 329.

Xu, C.; Keng, C.; Hu, Y.; Wang, R.; Lin, S.; Chin. J. Chem. Eng. 1996, 4,
359.

Venter, A.; Rohwer, E. R.; Laubscher, A. E.; J. Chromatogr., A 1999, 847,
309.

Lesellier. E.; Analusis 1999, 27, 241.

Gritti, F.; Felix, G.; Achard, M. F.; Hardouin, F.; Chromatographia 2001,
53,201.

Tavares, M. C. H.; Lancas, F. M.; J. High Resol. Chromatogr. 2000, 23,
515.

Satou, M.; Itoh, D.; Hattori, H.; Yoshida, T.; Fuel 2000, 79, 339.
Albuquerque, F. C.; J. Sep. Sci. 2003, 26, 1403.

Saito, Y.; Ohta, H.; Jinno, K.; J. Sep. Sci. 2003, 26, 225.

Auerbach, R. H.; Dost, K.; Jones, D. C.; Davidson, G.; Analyst 1999, 124,
1501.

Wu, N.; Yee, R.; Lee, M. L.; Chromatographia 2001, 53, 197.

Pinkston, J. D.; Marapane, S. B.; Jordan, G. T.; Clair, B.D.; J. Am. Soc.
Mass Spectrom. 2002, 13, 1195.

52.

53.

54.
55.

56.
57.

58.
59.
60.
61.
62.
63.

64.
65.

66.
67.
68.
69.
70.
71.

72.
73.

74.

75.

76.

71.

78.

Fluidos supercriticos em Quimica Analitica 795

Desbene, P. L.; Yver, B.; Desmazieres, B.; J. Chromatogr, A 1998, 813,
121.

Jordan, S. L.; Taylor, L. T.; Seemuth, P. D.; Miller, R. J.; Text. Chem. Color.
1997, 29, 25.

Chmelik, J.; Planeta, J.; Rehulka, P.; J. Mass Spectrom. 2001, 36, 760.
Hatara, K.; Kitayama, T.; Ute, K.; Nishiura, T.; J. Polym. Sci., Part A:
Polym. Chem. 2004, 42, 416.

Jenke, D.; J. Lig. Chromatogr. Relat. Technol. 2003, 26, 2417.

Johnston, D.; Ashraf-Khorassam, M.; Taylor, L. T.; Chromatographia 2003,
57,533.

Richter, B. E.; Chromatogr. Forum 1986, 6, 52.

Harris, C. M.; Anal. Chem. 2002, 74, 87TA.

Dean, J. R.; Fowlis, I. A.; Hitchen, S. M.; Khundker, S.; Ludkin, E.;
Normand, F.; J. AOAC Int. 1997, 80, 7.

Patil, S. T.; Bhoir, I. C.; Bhagwat, A. M.; Sundaresan, M.; Frenesius J. Anal.
Chem. 2000, 367, 91.

Bernal, J. T.; Toribio, L.; del Nozal, M. J.; Nieto, E. M.; Montequi, M. L;
J. Biochem. Biophys. Methods 2002, 54, 245.

Bernal, J. L.; del Nozal, M. J.; Rivera, J. M.; Serna, M. L.; Toribio, L.;
Chromatographia 1996, 42, 89.

Salvador, A.; Jaime, M. A.; De La Guardia, M.; Anal. Proc. 1995, 32, 463.
Combs, M. T.; Ashraf-Khorassani, M.; Taylor, L. T.; J. Chromatogr. Sci.
1997, 35, 176.

Ruperez, F. J.; Martin, D.; Herrera, E.; Barbas, C.; J. Chromatogr., A. 2001,
935, 45.

Baiocchi, C.; Giacosa, D.; Roggero, M. A.; Marengo, E.; J. Chromatogr.
Sci. 1996, 34, 399.

Yaku, K.; Morishita, F.; J. Biochem. Biophys. Methods 2000, 43, 59.
Anton, K.; Siffrin, C.; Analusis 1999, 27, 691.

Yaku, K; Morishita, F.; J. Biochem. Biophys. Methods 2000, 43, 59.

Koh, H. L.; Yau, W. P;; Ong, P. S.; Hegde, A.; Drug Discov. Today 2003,
8, 889.

Srivinas, N. R.; J. Clin. Pharmacol. 2004, 44, 115.

Borman, P.; Boughtflower, B.; Cattanach, K.; Crane, K.; Freebairn, K.;
Jonas, G.; Mutton, L.; Chirality 2003, 15, S1.

Jiang, C. W; Ren, Q. L; Wu, P. D.; Patel, A.; Sanders, M.; Thompson, D.;
J. Chromatogr., A 2003, 1005, 155.

Jiang, C. W.; Yang, Y. W.; Ren, Q. L.; Wu, P. D.; Chin. J. Anal. Chem. 2003,
31, 1337.

Zhao, Y. N.; Woo, G.; Thomas, S.; Semin, D.; Sandra, P.; J. Chromatogr.,
A 2003, 1003, 157.

Barnhart, W. W.; Gahm, K. H.; Thomas, S.; Natari, S.; Semin, D.;
Cheetham, J.; J. Sep. Sci. 2005, 28, 619.

Majewski, W.; Valery, E.; Ludemann-Houbourger, O.; J. Liq. Chromatogr.
Relat. Technol. 2005, 28, 1233.



