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Resumo

O detector evaporativo com espalhamento de luz (ELSD) é um detector semiuniversal para cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Esse detector possibilita a andlise de compostos menos volateis que a
fase movel, independente de suas estruturas quimicas, e é uma importante ferramenta para determinar
analitos sem cromoéforos ou que tenham somente grupos cromoéforos fracos. Este artigo apresenta os
principios de operagdo do ELSD e varios exemplos de aplicagdo em diferentes matrizes.

Palavras-chave

Detector evaporativo com espalhamento de luz; HPLC; aplicagdes.

Evaporative light scattering detector: operation principles and applications
in high performance liquid chromatography

Abstract

The evaporative light scattering detector (ELSD) is a semi-universal detector for high performance liquid
chromatography (HPLC). This detector allows analysis of compounds less volatiles than the mobile
phase, regardless of their chemical structure, and it is a valuable tool to determine analytes without
chromophores or that have only weak chromophores groups. This paper present the operation principles
of ELSD and several examples of applications in different matrixes are given.
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1 Introducgéo

O sistema de detec¢ao baseado na absor-
¢do de radiagdo eletromagnética nas regides do
ultravioleta/visivel (UV-Vis) é ainda hoje o mais
empregado no Brasil em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography). Esse detector optico
apresenta boa sensibilidade, ampla faixa linear,
baixo limite de deteccdo e estabilidade frente a
mudanc¢as na composicio da fase movel. Para
a sua utilizagdo, entretanto, é necessario que os
analitos tenham cromdforos que absorvam na
regidao do UV-Vis!!,

Alternativamente, o detector de indice
de refracao (RID, Refractive Index Detector)
e o espectrometro de massas (MS, Mass
Spectrometry) podem ser empregados na andlise
de importantes classes de compostos que nio
possuem cromoforos ou que tenham somente
grupos cromoforos fracos como, por exemplo,
carboidratos, lipideos, saponinas e alcaloides.
No entanto, o RID é muito sensivel as variacdes
de temperatura e a composi¢ao da fase moével, o
que o torna inadequado para uso em elui¢do por
gradiente, enquanto o MS, apesar da alta sensibi-
lidade e seletividade, tem um elevado custo para
aquisi¢ao e manutengdo do equipamento!’l.

No fim da década de 70, o detector eva-
porativo com espalhamento de luz (ELSD,
Evaporative Light Scattering Detector) foi intro-
duzido no campo da anélise cromatografica®
e desde a comercializagdo do primeiro equipa-
mento, no inicio dos anos 80, o numero de traba-
lhos publicados que descreve o uso deste detector
em HPLC tem aumentado anualmente. O ELSD
possibilita a andlise de compostos menos volateis
que a fase movel, independente de suas estrutu-

ras quimicas, e o uso de elui¢do por gradiente!*.
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Em 2005, Ganzera e Stuppner!¥ revisaram o
uso do ELSD na analise de produtos naturais e
Megoulas e Koupparis®® descreveram o uso ope-
racional, vantagens/limitagdes e aplicagdes desse
detector em cromatografia liquida e com fluido

supercritico.

O presente artigo discute os principios de
opera¢dao do ELSD e destaca relevantes traba-
lhos publicados no periodo de 2005 a 2011 nas
analises de carboidratos e glicosideos, lipideos,
alcaloides, saponinas e terpenoides em diferen-
tes matrizes.

2 Principios de operacéo do ELSD

O principio de operagiao do ELSD envolve
trés processos consecutivos, os quais estdo inter-
relacionados e influenciam ou sdo influenciados
pelos outros processos: nebuliza¢io do eluente
da coluna cromatografica, evaporagdo da fase
movel e medida da intensidade de luz espalhada
pelas moléculas do analito que atravessam um
feixe de radiagdo eletromagnética e geram um
sinal proporcional ao niimero de fétons espalha-
dos (detecgao)>®!,

2.1 Etapa de nebulizacao

Nessa etapa inicial, o eluente que sai da
coluna cromatografica entra em um nebulizador
onde é convertido em uma névoa gasosa (aeros-
sol) por um fluxo de gas carreador, usualmente
nitrogénio ou ar comprimido, em alta velocidade.
A vazdo do gas carreador deve ser ajustada em
relacdo a vazao da fase movel com o intuito de
se obter goticulas com tamanho adequado para

assegurar uma boa sensibilidade na detecgao!>*!.

Em alguns modelos de ELSD comercial-
mente disponiveis, o eluente nebulizado entra
em um tubo aquecido onde acontece a evapora-
¢ao da fase movel. Outros modelos, no entanto,
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incorporam uma camara de nebulizagao, cuja
finalidade ¢ remover as gotas com diametros
maioresP’l. Cada tipo de detector apresenta
caracteristicas proprias e as vantagens/limitagdes
de cada equipamento dependem do tipo de ana-

lise a ser realizadal.

Algumas propriedades fisico-quimicas da
fase movel, tais como densidade, viscosidade e
tensdo superficial também influenciam direta-
mente o tamanho das goticulas do aerossol**l. A
equagdo empirica a partir da qual é possivel rela-
cionar o didmetro médio das goticulas formadas
no processo de nebulizagdo (D ) com as proprie-
dades da fase movel, a vazdo/velocidade do gas

carreador e a da fase movel é dada por'®!:

5
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onde o, p e | sdo, respectivamente, tensao super-
ficial, densidade e viscosidade da fase movel,
(Ug - v) é a diferenga entre as velocidades do gds
carreador e da fase mével e Q/ Qg ¢é a razdo entre
as vazoes da fase movel e do gas carreador.

A partir da Equagdo 1, aplicavel para goti-
culas com tamanhos na faixa de 15-90 pm e den-

1671 &

sidade da fase moével entre 0,7 e 1,2 g.mL-
possivel observar que uma diminuigdo na veloci-
dade do gas carreador (Ug), mantendo constante
ou aumentando a velocidade da fase mével (v),
resulta em um aumento no didmetro médio das
goticulas no aerossol, o que propicia uma maior
sensibilidade do detector. No entanto, se a velo-
cidade do gas carreador for muito baixa, a fase
movel pode ndo ser totalmente nebulizada e/ou
posteriormente evaporada, resultando em um
aumento no nivel de ruidos na linha de base do

cromatogramal®.
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2.2 Etapa de evaporagdo

O aerossol formado na etapa de nebulizagdo
é direcionado para um tubo aquecido onde a fase
movel é evaporada, restando apenas particulas
secas do analito. A temperatura de aquecimento
do tubo deve ser ajustada em fun¢éo da composi-
¢do da fase movel e propriedades do analito para
que a fase movel seja completamente removida
sem que haja perdas do composto por evapora-
¢do ou decomposi¢io térmica. O uso de baixas
temperaturas favorece a formagao de particulas
maiores e mais uniformes, o que aumenta a sen-
sibilidade do detector. No entanto, tais condi¢des
de temperatura podem propiciar uma evapora-
¢do da fase mdvel incompleta, ocasionando um
excessivo nivel de ruidos na linha de base do
cromatograma. Por outro lado, temperaturas
excessivamente altas podem levar a uma perda
de sensibilidade na deteccio devido a sublima-
¢do do analito®*,

Apds a completa evaporagao da fase movel,
o diametro das particulas do analito (d) pode ser
estimado a partir da Equagdo 21"
1/3
c /

d=D,| — (2)
Pa

A resposta do detector ¢ influenciada pelo
tamanho das particulas do analito (d) que, por
sua vez, é dependente do didmetro médio das
goticulas do aerossol formadas no processo de
nebulizagao (D) e da concentragdo (C) e densi-
dade do analito (p,).

2.3 Etapa de deteccdo

Apos a etapa de evaporagdo, as particulas
do analito (d) sao transportadas, pelo gés carre-
ador, para uma cela Optica, atravessam um feixe
de radiagdo eletromagnética e a luz espalhada ¢é
medida por um fotodiodo ou um fotomultipli-
cador. O tipo de interagdo das particulas do ana-
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lito com a radiagdo eletromagnética depende do
tamanho, forma e propriedades da superficie das
particulas formadas nos processos de nebuliza-
¢do e evaporagdo, assim como do comprimento
de onda da luz incidente®*.

As principais interagdbes que governam o
espalhamento de luz no ELSD sao dispersdo de
Rayleigh, dispersao de Mie e refragdo/reflexao,
sendo que a relevancia de cada uma delas esta
relacionada com o didmetro das particulas (d)
que entram na cela de detec¢do e com o compri-
mento de onda (\) do feixe de radiagdo da luz
incidente. Para d/A < 0,1 prevalece a teoria de
Rayleigh, para 0,1 < d/A < 2 haverd predominén-
cia da teoria de Mie e com d/ A > 2 ocorre refra-

¢do/reflexaol.

Devido a natureza das interacdes entre as
particulas do analito com a radiagdo eletromag-
nética, a resposta do detector ¢é relacionada com

a massa do analito pela Equagao 3:
A=aM 3)

onde A ¢ area do pico cromatografico e M é a
massa do analito injetado. As constantes a e b
sao determinadas pelas condi¢des cromatogra-
ficas (vazodes do gas carreador e da fase movel,
temperatura de evaporagio, propriedades fisico-
-quimicas da fase movel, etc.), caracteristicas e

concentrag¢do do analito®”!.

Para a obten¢ao de curvas analiticas é neces-
sario o uso de coordenadas logaritmicas a partir

da Equacdo 4:
logA= loga + blogM (4)

Uma interessante aplicagio do ELSD em
analises quantitativas sem o uso de padroes de
referéncia dos analitos foi realizada por Megoulas
e Koupparis®. Considerando o fato de o ELSD
apresentar fatores de resposta equivalentes para
moléculas com féormulas estruturais semelhan-

tes e massas moleculares proximas e a falta de
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padrdes de referéncia para as quatro substincias
analogas que compdem a gentamicina, designa-
das como C,C,,C eC,, osautores desenvolve-
ram um método para determinag¢do desses com-
postos em formulagdes farmacéuticas usando
canamicina A, um composto estruturalmente
semelhante a gentamicina, como padrao externo
secundario. Assumindo que os coeficientes linear
e angular das curvas analiticas logaritmicas dos
componentes da gentamicina e da canamicina A
sao estatisticamente iguais e levando em consi-
deragdo as proporcoes de cada componente foi
possivel quantificar gentamicina C,, gentamicina
C,,, gentamicina C, e gentamicina C, em produ-

tos comerciais.

A Figura 1 ilustra de forma esquematica os
processos de nebulizacio, evaporagdo e detecgdo

que ocorrem sucessivamente em um ELSD.

3 Aplicacées analiticas

3.1 Andlise de carboidratos e
glicosideos

Carboidratos sdo substancias poli-hidroxi-
ladas de aldeidos, cetonas, alcodis, acidos e seus
derivados simples, bem como seus polimeros

que tenham liga¢des poliméricas do tipo acetal®.

(2) Fonte de radiacio
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Figura 1 Representagdo esquemdética de um
detector evaporativo com espalhamento de luz
(ELSD); 1) eluente cromatogrdfico; 2) gds carreador;
3) nebulizador; 4) cdmara de nebulizagéo; 5) dreno;
6) tubo de aquecimento e 7) cela éptica. Adaptada da

referéncia 5.
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Uma importante familia de biomoléculas
pertencentes ao grupo dos carboidratos sdo os
antibioticos aminoglicosideos. Tais compos-
tos, usados no tratamento de doengas em seres
humanos e animais causadas por bactérias
aerobicas gram-positivas e gram-negativas, sao
caracterizados pela presenca de dois ou mais
amino-agucares ligados a um anel aminociclitol
(um hidroxicicloexano amino substituido) por
ligacoes glicosidicas!'”.

Como os carboidratos e aminoglicosideos
ndo possuem grupos cromoforos em suas estru-
turas quimicas, alguns métodos de analise por
HPLC fazem uso de derivacdo da amostra com
deteccdo no UV/vis ou por fluorescéncia. No
entanto, técnicas de derivacdo podem apresentar
uma série de problemas decorrentes das condi-
¢oes experimentais como, por exemplo, reagdo

incompleta, formagao de subprodutos, longo
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tempo de preparo da amostra, entre outros. Uma
alternativa aos métodos de derivagdo é a andlise
desses compostos utilizando o ELSD. Exemplos
da aplica¢ao do ELSD nas anélises de carboidra-
tos e aminoglicosideos em diferentes matrizes

sao apresentados na Tabela 1.

3.2 Andlise de lipideos

A familia dos lipideos é constituida por uma
ampla gama de compostos com diferentes estru-
turas quimicas (dcidos graxos livres, triacilgli-
cerdis, fosfolipideos, esfingolipideos, esteroides,
etc.) que desempenham uma série de fungdes
nos sistemas bioldgicos, tais como armazenar
energia, ser componente das membranas celu-
lares, precursores na biossintese de importantes
compostos quimicos e de reguladores do meta-

bolismo celular®.

Tabela T Uso do ELSD na andlise de carboidratos e aminoglicosideos em diferentes matrizes.

Analito Matriz LD ou LQ Ref.
Gli , frutose, maltose, .
1cose, TTuiose, matiose Cerveja LD: 0,005-0,01 g.L- 1
maltotriose e maltotetrose
Glicose, frutose, sacarose, xilose, Folha de tabaco LD: 2-4 ug.mL- 12

maltose e rafinose

Glicose, arabinose, xilose, ramanose,

sacarose, xilitol, manitol, celobiose,
lactose e inositol

Neomicina
Tobramicina
Canamicina a (1) e canamicina b (2)
Espectinomicina
Amicacina (1) e canamicina (2)

Estreptomicina (1) e
diidroestreptomicina (2)

Arbecacina

Planta da espécie:

Tinospora cordifolia LQ: 25,23-134,2 ug.mL™ 13

FF LD: 1,0 ug.mL" 14

FF@ LD: 0,60 ug.mL" 15

FF (*) 16

MP, FF e meio de LD: 0,20 ug.mL™" (1) e 17
cultura bacteriano 1,4 ug.mL™ (2)

MP LD: 6,0 pg.mL" 18

MP e FF LD:;’)Q“‘; ?rﬁT—L]_](Q(;) ¢ 19

MP, FF e meio de LD: 0,7 ug.mL" (1) e 2
cultura bacteriano 0,5 ug.mL™ (2)

FF LD: 4,5 ug.mL™! 21

LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacdo; FF: formulagdes farmacéuticas; MP: matéria-prima; ©: neomicina em

associag@o com bacitracina. (*): ndo informado.
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H4 um grande interesse na andlise de lipi-
deos em alimentos. O desenvolvimento de méto-
dos para identificagdo/quantificagdo de triacilgli-
cerdis, por exemplo, é de suma importancia para
confirmar a autenticidade, detectar adulteragdes
e definir a composi¢ao quimica de 6leos vegetais
e gorduras®!. Os fosfolipideos e esfingolipideos
sdo responsaveis pelo sabor, textura e proprieda-

des nutricionais de carnes, leite e seus derivados.

Na dltima década, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector de espa-
lhamento de luz (HPLC-ELSD) consolidou-se
como uma importante ferramenta analitica para
a determinagdo de lipideos em diferentes tipos

de amostras (Tabela 2).

3.3 Andlise de alcaloides

Veratrum nigrum L. e Veratrum dahuricum,
duas espécies de plantas herbaceas pertencentes
ao género Veratrum (Liliaceae), sdo amplamente
empregadas na medicina tradicional chinesa
para o tratamento de hipertensao, afasia, epilep-
sia, disenteria, maldria, dentre outras enfermi-
dades. Os componentes bioativos responsaveis
pelas atividades farmacoldgicas e efeitos toxicos

dessas plantas sdo alcaloides esteroidais!®'=*3..

Detector Evaporativo com Espalhamento de luz (ELSD)

Cong et al.B! desenvolveram um método,
por HPLC-ELSD, para analise de dez alcaloides
esteroidais, escolhidos como marcadores quimi-
cos, em extratos aquosos de raizes e rizomas de
Veratrum nigrum L. Todos os compostos foram
eluidos com separa¢ao em linha de base em
78 min, no modo de eluigdo gradiente, com fase
movel constituida por acetonitrila e solugdo de
trietilamina 0,03% (v/v). Os resultados mostra-
ram que a concentracao dos alcaloides é depen-

dente do procedimento de preparo dos extratos.

Wang et al.??) desenvolveram um método
analitico de perfil cromatografico (fingerprint)
utilizando HPLC acoplada ao ELSD, para o con-
trole de qualidade quimico de Veratrum nigrumL.
Trés alcaldides foram quantificados em raizes e
partes aéreas da planta, obtidas a partir de dez
lotes de Veratrum nigrum L. coletados em dife-
rentes locais, para avaliar a uniformidade lote a

lote das amostras.

Tang et al.®¥ realizaram um estudo para
determinar o teor de seis alcaloides esteroi-
dais em extratos metanolicos de oito lotes de
Veratrum dahuricum coletados em diferentes
estagdes do ano. As técnicas cromatograficas
HPLC-MS" e HPLC-ELSD foram usadas, respec-
tivamente, para identificagdo estrutural e quanti-

ficagdo dos constituintes quimicos. Os resultados

Tabela 2 Uso do ELSD na andlise de lipideos em diferentes matrizes.

Analito Matriz LD ou LQ Ref.
Triacilglicerdis Oleos vegetais LQ: 0,15 - 1,2 ug.mL™! 23
Triacilgliceréis e dcidos graxos Oleos de girassol/soja (*) 24
Fosfolipideos Carne de pato LQ: 0,13 - 0,15 ug.mL™ 25

Leite LQ: 0,91 -2,28 ¢ 26

Esfingolipideos Peixes (*) 27
Diversas classes de lipideos Oleo de figado de tubaréo LD < 1 ug 28
Zooplancton marinho (*) 29

Fitosterdis FF LQ: 5 ug.mL™! 30

LD: limite de detecc@o; LQ: limite de quantificacdo; FF: formulagées farmacéuticas; (*): ndo informado.
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demonstraram que as concentrac¢des dos alcaloi-
des nas plantas variaram de forma significativa
dependendo da época de coleta, confirmando
a necessidade de um controle de qualidade da

matéria-prima vegetal.

3.4 Andlise de saponinas e
terpenoides

Saponinas sido moléculas com estruturas
complexas constituidas por unidades de agtica-
res covalentemente ligadas a um esqueleto triter-
pénico ou esteroidal. Esse grupo de metabdlitos
secundarios sdo encontrados em uma grande

variedade de espécies de plantas®.

O ginseng, uma erva medicinal utilizada na
medicina tradicional dos paises asiaticos ha mais
de 2000 anos, é derivado das raizes e rizomas
de varias espécies de plantas do género Panax
(Araliaceae)™). Os principais componentes bio-
ativos do ginseng sao saponinas triterpénicas,
também chamadas de ginsenosideos, as quais
sao atribuidas propriedades farmacoldgicas que
incluem efeitos neuroprotetores, imunoestimu-

lantes e antioxidantes, dentre outros.

Saponinas triterpénicas e esteroidais tam-
bém sdo responsaveis pelos efeitos farmacoldgi-
cos de outras espécies vegetais de uso corrente
na medicina popular asiatica: Pulsatilla koreana
(Ranunculaceae), Bupleurum falcatrum L.
(Umbelliferae), Clematis spp. (Ranunculaceae),

Paris spp. e Trillium tschonoskii (Trilliaceae)-41),

Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) é uma das
espécies de plantas mais antigas do mundo. A
principal indicagdo das preparagdes a base de
Ginkgo € o tratamento de problemas ligados a
insuficiéncia vascular cerebral e periférica, sendo
sua eficacia clinica atribuida as trilactonas terpé-
nicas (gincolideos A, B, C e ] e bilobalideo) e fla-
vonoides. Os gincolideos (diterpenos) inibem o

fator de agregacao plaquetdria, o bilobalideo (lac-
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tona terpénica) apresenta propriedades neuro-
protetoras, enquanto os flavonoides atuam como
captores de radicais livres. Os extratos padroni-
zados de Ginkgo biloba, preparados a partir das
folhas secas, sdo empregados na fabricagdo de
medicamentos fitoterdpicos. Para assegurar o
controle de qualidade e a agao farmacoldgica dos
fitomedicamentos, os extratos sao produzidos de
forma a garantir uma concentragao definida das
substéncias especificas ou grupos de compostos

com eficicia terapéutica conhecida?.

Outras espécies de plantas sdo fontes de
terpenoides dotados de importantes agoes far-
macologicas. A Artemisia annua L., origina-
ria das regides de clima temperado da Asia, é
utilizada na medicina tradicional chinesa ha
varios séculos para o tratamento da maldaria.
A artemisinina, uma lactona sesquiterpénica,
¢ o principio ativo responsavel pela grande
atividade contra Plasmodium falciparum e
Plasmodium vivax, os principais parasitas cau-

sadores dessa doengal*!,

A Tabela 3 apresenta exemplos do uso de
HPLC-ELSD na analise de saponinas terpénicas/
esteroidais e terpenoides aplicadas no controle
de qualidade de matéria-prima vegetal, extratos

de plantas e preparagdes farmacéuticas.

3.5 Acoplamento HPLC-DAD-ELSD

O acoplamento on-line do equipamento
de HPLC aos detectores por arranjo de diodos
(DAD, Diode Array Detector) e ELSD tem sido
utilizado com sucesso na determinacgéo simulta-
nea de multicomponentes estruturalmente dife-
rentes em matrizes complexas. Alguns exemplos
da aplicagdo do sistema HPLC-DAD-ELSD sao

descritos a seguir.

Wang et al.*”! desenvolveram um método
para analise de oito nucleosideos e nucleoba-

ses (monitorados a 254 nm), trés carboidratos
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Tabela 3  Uso do ELSD na andlise de saponinas e terpenoides em diferentes matrizes.

Detector Evaporativo com Espalhamento de luz (ELSD)

Analito Matriz LD ou LQ Ref.
Ginseng (produto acabado) LQ: 37 - 186 ng 36
Saponinas Raiz de Pulsatilla koreana LQ < 33,8 ug.mL™! 37
triterpénicas Raiz de Bupleurum falcatum L. LQ: 2,0 - 6,0 ug.mL™! 38
Raiz de Clematis spp. LD: 0,169 - 0,506 ug 39
Saponinas Raizes de Paris spp. e Trillium tschonoskii LQ: 189,0 - 400,2 ng 40
esteroidais Cdpsulas de Gongxuening LQ: 0,27 - 0,76 ug 41
Extrato de Tripterygium wilfordii LQ < 0,297 ug 44
Terpenoides leerenfeschsx;’;(ijadrjisi Zlfrzjzélse;::manensw, LQ: 20,9 - 36,8 g.mL" 45
Gincolideos e Extrato bruto de Ginkgo biloba LQ: 825 - 1320 ug.mL™! 46
bilobalideos Cépsulas/comprimidos de G. biloba LQ: 62,50 ng 47
Extrato de Artemisinin annua LQ: 50 - 250 ug.mL™! 48

Artemisinina
Biomassa e extratos de A. annua LQ: 0,10 mg.mL"! 49

LD: limite de deteccéo; LQ: limite de quantificacdo.

e um aminoacido (detectados com o ELSD) em
diferentes amostras de Cordyceps, um compo-
sito de estromas do fungo Cordyceps sinensis.
Os resultados mostraram que os carboidratos
podem ser usados como marcadores quimi-
cos na discriminagdo de diferentes espécies de

Cordyceps.

Avula et al! realizaram a determina-
¢do de quatro flavonoides e quatro triterpe-
noides em extratos/produtos relacionados de
Sutherlandia Frutescens (Fabaceae), uma planta
medicinal usada no tratamento de problemas
estomacais, diabetes e varios tipos de inflama-
¢oes em alguns paises da Africa. O comprimento
de onda usado na quantificagdo dos flavonoides
foi 260 nm, enquanto os triterpenoides foram

determinados com o ELSD.

Além dos dois trabalhos citados, outros
foram realizados utilizando o acoplamento
HPLC-DAD-ELSD para quantificagdo de diver-
sos constituintes bioativos pertencentes a dife-
rentes classes quimicas em ervas medicinais e

produtos acabados!®*°.,
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4 Consideracdes finais

Ao longo dos anos, esse detector consoli-
dou-se como uma importante ferramenta ana-
litica na determinagdo de uma ampla variedade
de compostos que nao possuem cromoforos ou
que tenham apenas grupos cromoforos fracos

em suas estruturas quimicas.

Os autores desta revisio buscam, com este
artigo, contribuir para uma maior divulgacao
sobre o uso do detector evaporativo com espa-
lhamento de luz (ELSD) acoplado a cromatogra-

fia liquida de alta eficiéncia.
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