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AVANT PROPOS

Je travaille comme ingénieur a I’INRA de Bordeaux, plus précisement dans I’Unité de
Service et de Recherches en Analyses Vegétales et Environnementale (USRAVE, US 1118).
Je suis spécialisé dans le domaine de la chimie analytique appliquée a I’environnement et aux
vegétaux. Depuis plus de vingt ans, je méne des programmes de recherches sur cette
thématique. Mon but est d’offrir aux chercheurs de I'INRA les meilleures prestations
possibles pour I’analyse des végétaux. Une partie de ces prestations correspond a des analyses
validées et économigquement viables, adaptées aux grandes séries de mesures et realisées dans
des conditions d’assurance qualité maximale (tracabilité, suivi métrologique). L autre partie
correspond a des prestations de trés haute valeur ajoutée, qui se justifient par des
considérations plus scientifiques comme la compréhension de la dynamique des éléments
polluants dans les écosystemes. Les chercheurs ont ainsi le privilege de bénéficier d’une

confection analytique « sur mesure » dans le cadre de leurs recherches.

Mes travaux ont porté, en particulier, sur I’utilisation de systemes non conventionnels
d’introduction d’échantillon dans les plasmas pour I'analyse des métaux et métalloides par
spectrométries ICP-AES et ICP-MS et en relation avec I’analyse environnementale. Parmi ces
systemes, je peux citer la nébulisation ultrasonique, la génération d’hydrure ou la
chromatographie. Le lecteur trouvera, dans les annexes, mon cirrucelum vitae décrivant plus
précisément mes activités de recherche sur ces thématiques, ainsi qu’une liste de des articles
scientifiques que j’ai publiés dans des revues internationales a comité de lecture et de mes

communications dans les congres.

Depuis dix années, je mene également des recherches concernant I’analyse directe des
solides par couplage entre la vaporisation électrothermique et la spectrométrie d’émission
atomique par plasma a couplage inductif (ETV-ICP-AES). Les avancées que j’ai pu obtenir
sur cette technique représentent un ensemble a la fois diversifié et cohérent. C’est pourquoi,
j’ai souhaité pouvoir valoriser tous mes résultats par un mémoire de doctorat selon la

procédure de Validation des Acquis par I’Expérience (VAE).

L’Université de Pau et des Pays I’Adour (UPPA), qui possede la chimie analytique
dans ses spécialités, m’a paru tout indiquée pour réaliser ce projet. Dans ce cadre, j’ai

contacté Olivier DONARD, Directeur de I''PREM, dont la réputation internationale en
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matiére de chimie analytique n’est plus a démontrer. Olivier DONARD m’a confirme que « la
matiere » dont je disposais est largement suffisante pour pouvoir présenter un doctorat. Il m’a
aussi précisé que, dans le méme temps, la procédure administrative de la VAE pour ce
dipléme était en train d’étre mis en place a I’'UPPA. J’ai donc sollicité une inscription en
doctorat, selon le cadre de la VAE, aupres du Président de I’Université. Son acceptation a

alors lancé la procedure. Le résultat aboutit aujourd’hui, et cumule trois inovations :
> Premier doctorat par VAE pour I’Université de Pau et des Pays de I’ Adour.

> Premier doctorat par VAE pour I’INRA.
> Premier doctorat pour ’'USRAVE.
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INTRODUCTION GENERALE

Les végétaux constituent un composant important des écosystemes. Ils représentent

99% de la biomasse terrestre et ils se situent a I’interface des milieux biotique et abiotique. Ce
sont des organismes autotrophes. Ils produisent leur propre matiére organique a partir des sels
minéraux puisés dans le sol et du dioxyde de carbone, assimilé par les feuilles grace a
I’énergie solaire (photosynthese). Les éléments minéraux absorbés par les végétaux peuvent
étre classifiés en plusieurs groupes selon leurs fonctions : les éléments indispensables et les

éléments non-essentiels.

Les éléments indispensables sont ceux qui ne peuvent pas étre substitués par d’autres
dans leurs roles biochimiques spécifiques et qui ont donc une influence directe sur
I’organisme et sur sa croissance (1-2). Parmi ceux-ci, on trouve les éléments majeurs
(concentrations supérieures a 0.1 mg g™*) tels que C, H, O, N, S, K, Ca, Mg, P, B et Cl mais
aussi quelques éléments en trace (concentrations inférieures & 0.1 mg g™*) qui sont souvent des
métaux de transition (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Zn). Ces éléments en trace sont connus soit comme
constituants spécifiques de systemes enzymatiques, soit comme activateurs d’enzymes et
catalyseurs des transferts d’électrons (3). De ce fait, ils sont impliqués dans des cycles
métaboliques clés tel que la respiration, la photosynthese, la fixation et I’assimilation de
plusieurs nutriments majeurs. Une déficience de ces éléments peut entrainer une baisse de
rendement des cultures mais une quantite trop élevee peut aussi exercer une influence nocive
sur le métabolisme des végetaux (4). Il n’est pas facile de faire une division claire entre des
quantités suffisantes ou excessives d’éléments en trace. En général, les plantes sont plus

résistantes a une augmentation de la concentration qu’a une insuffisance d’un élément donné.

Les éléments non-essentiels n’ont pas un réle physiologique démontré pour les
végétaux. Certains (Al, Co, Na, Se, Si) peuvent étre bénéfiques a la croissance ou a la
résistance aux stress biotiques ou abiotiques (5). Selon leurs concentrations, ils peuvent aussi
devenir toxiques et affecter le développement de la plante. Les principaux symptomes d’une
phytotoxicité sont : la réduction de la croissance et de la surface foliaire par diminution de la
taille des cellules, décolorations, chloroses (6-7). Si I’exposition est faible, ces symptémes
sont peu visibles ou absents alors qu’au niveau cellulaire, plusieurs processus peuvent étre
affectés (8). Les éléments les plus étudiés dans I’environnement sont As, Hg, Cd et Pb mais il

en existe d’autres tels que tels que Bi, Sb ou Tl (9). Cependant, les seuils toxiques sont trés
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difficiles a établir. Les végétaux inférieurs (mousses, lichens) présentent une grande résistance
aux fortes concentrations metalliques. Bien que les végétaux supérieurs soient moins
tolérants, ils peuvent aussi accumuler ces éléments dans leurs tissus en fonction de leur
exposition, et survivre sur des sols fortement contaminés (10-12). Les concentrations des
éléments chimiques dans les végétaux sont, en effet, souvent corrélées positivement avec
I’abondance de ces éléments dans les sols, provenant de sources naturelles ou
anthropogéniques (Figure 1). Les végétaux montrent donc une grande habilité a s’adapter aux
conditions chimiques de I’environnement et sont de bons indicateurs pour mesurer |’état

environnemental d’un site donné.

Dépots

atmosphériques - -

Absorption des
éléments
disponibles

Par les racines

Roche
meére

Figure 1 : Dynamique des éléments minéraux dans les écosystémes terrestres.

L absorption des éléments par les plantes résultent des parameétres physico-chimiques
du sol et des conditions de culture (13). Leurs concentrations dépendent aussi des facteurs
physiologiques de la plante elle-méme tels que la grandeur du systeme racinaire (14). De plus,
chaque espece végétale possede des mécanismes biochimiques de défense contre les
concentrations élevées de métaux. Par exemple, la production de phytochélatine modifie la
spéciation et/ou la compartimentation subcellulaire des métaux. Il en résulte un stockage dans
la vacuole (15-17). Les réactions des plantes a une déficience ou a un exceés d’éléments sont

donc des mécanismes complexes, et qui varient avec I’environnement spécifique. La plante
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est en fait le meilleur révélateur de disponibilité pour les végétaux car elle intégre I’effet de
tous les facteurs qui la détermine (18). Dans ce but, les réponses des végétaux aux stress
chimiques continuent d’étre étudiées, et I’analyse végétale représente un indicateur
indispensable qui permet d’aborder tous les aspects liés a I’état nutritionnel des plantes ou a

I’impact environnemental des éléments minéraux.

Les plantes sont aussi des réservoirs intermédiaires a travers lesquels les éléments
provenant du sol passent vers I’homme et les animaux. Certains métaux peuvent devenir
toxiques et le réle significatif des végétaux dans la contamination de la chaine alimentaire est
illustré dans de nombreuses publications (3,6). Une meilleure compréhension des principes
biogéochimiques qui contrdlent les cycles des éléments est une des clés du management des
éléments en trace dans I’environnement et un pré-requis pour diminuer les risques de
contamination (19). La aussi, il est essentiel de determiner la concentration en éléments dans
les végétaux afin de preserver la sécurité sanitaires des consommateurs vis-a-vis du risque de

contamination des récoltes.

L’analyse des végétaux commence par le prélevement sur le terrain et, pour le
laboratoire d’analyse, par la réception des échantillons. L’analyse est la plupart du temps
réalisée apres une mise en solution des échantillons, initialement solides, suivie par la
détermination des concentrations élémentaires. La mise en solution est réalisee généralement
par attaque acide et/ou oxydante avec des réactifs tels que HNO3, HF, HCIO, ou H,0,. Cette
étape est souvent longue et parfois incomplete. Certains composés comme la silice peuvent
s’aveérer difficile a minéraliser en totalité. Cependant, les erreurs dues aux pertes sont

habituellement résolues par plusieurs procédures appropriées (20).

L’échantillon se présente ainsi sous la forme finale d’une solution liquide & cause de
son homogénéité, de sa facilité de manipulation et, surtout, pour satisfaire les besoins des
systemes d’introduction de la plupart des techniques spectroscopiques utilisées en routine.
Parmi celles-ci, les techniques d’émission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-
AES) et de spectrométrie de masse couplée a un plasma a couplage inductif (ICP-MS) sont les
plus communément employées dans les laboratoires (21-25). Leur popularité est due a leurs
possibilités multi-élémentaire, leur stabilité, leur rapidité et leur sensibilité (en particulier pour
I’ICP-MS).
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Cependant, I’amélioration des connaissances en agronomie, dans I’environnement ou
en physiologie végétale passe nécessairement par des avancees en matiere de chimie
analytique. Aujourd’hui, I’analyse végétale ne peut plus se satisfaire d’une détermination
totale dans I’ensemble de la plante. L’absorption, le transport et le stockage des ions
métalliques a I’intérieur du végetal, et en combinaison avec les biomolécules, restent encore
mal expliqués. C’est pour répondre a ces exigences que, par exemple, les analyses de
spéciation ont été développées (26-29). Pour la méme raison, il est également demandé aux
méthodes actuelles la possibilité d’analyser les tres petits échantillons (quelques mg) et de
localiser ainsi les éléments d’intérét dans des organes spécifiques afin d’obtenir des données

sur I’hétérogenéité des systemes biologiques (30-32).

Avec les méthodes conventionnelles, le taux de dilution généré par la mise en solution
se traduira par de trés faibles concentrations pour les éléments en traces présents. Dans ces
conditions, le dispositif d’introduction des échantillons dans les spectrométres peut
représenter un point critique pour I’obtention de résultats cohérents. Les nebuliseurs
pneumatiques sont les plus utilisés en ICP pour la génération d’aérosol a cause de leur
simplicité, leur robustesse, leur facilité d’emploi et leur faible codt. Leur principal
inconvénient est leur faible efficacité de transport (environ 2%), ce qui ne les rend pas

toujours adaptés pour la détermination des éléments les moins concentrés dans les végétaux.

La technique de mesure utilisée doit toujours étre choisie en considération de I’objectif
final et I’obtention de résultats justes et précis. Les spécifications de plus en plus élevées pour
I’analyse végetale en termes de sensibilité et de complexité conduisent donc les analystes a
concevoir et a utiliser des outils et des procédés nouveaux, adaptés a ces demandes. Pour cette
raison, I’analyse directe des solides apparait de plus en plus comme un outil de choix pour la
détermination des éléments dans les échantillons végétaux. Cet attractivité se justifie par le
fait que les techniques d’analyse directe peuvent offrir des avantages considérables en termes
de vitesse et de sensibilité et s’affranchir des étapes de préparation longues, potentiellement
contaminantes et utilisant des réactifs dangereux pour I’analyste et I’environnement (approche

de chimie verte).

Les techniques dédiées a I’analyse directe des matériaux biologiques a I’état solide
sont la spectroscopie sur plasma induit par laser ou LIBS (33-35), les spectrométries
d’absorption et de fluorescence des rayons X (XAS, XRF, PIXE) (36-40), la spectrométrie a
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décharge luminescente ou GDS (41-42) ou encore la spectrométrie de masse a ionisation
secondaire ou SIMS (43-44). Chacune de ces méthodes est performante dans un domaine
donné mais présente aussi des limitations (sensibilité, étapes de préparation...). Ces
techniques sont soit peu sensibles pour la détermination quantitative des éléments en trace
(LIBS, XRF), soit peu adaptées a I’analyse de matrices organiques (GDS) soit peu précise
(SIMS). Deux techniques échappent cependant a ces inconvénients: la vaporisation
électrothermique (ETV) et I’ablation laser (LA), deux approches différentes qui peuvent, dans
des cas particuliers, améliorer considérablement la détermination des éléments en traces dans

les végétaux.

Faisceau Laser

Gaz de transport Plasma
Argon, Hélium

# Echantillon mem=2%%* _Aérosol @

Vaporisation des
particules,
atomisation, ionisation

Figure 2 : Principe de fonctionnement de I’ablation laser couplé a un spectrometre ICP.

L’ablation laser utilise un faisceau laser comme échantillonneur (Figure 2). Ce
faisceau est focalisé a la surface de I’échantillon. La premiére phase est I’absorption du
rayonnement par le solide durant laquelle I’énergie est convertie en chaleur. Si celle-ci est
suffisante, elle provoque la fusion et I’évaporation du matériau. Un mico-plasma se créé a la
surface de I’échantillon. Cela conduit a I’explosion du matériau et a la formation d’un aérosol.
Cet aérosol est transporté par un gaz vecteur (argon ou hélium) dans un simple tube vers un
spectrometre ICP-MS (ou ICP-AES) ou il sera atomisé et ionisé par le plasma. Les ions créés
sont ensuite introduits dans le spectrometre de masse ou ils sont sélectionnés et détectés en
fonction de leur rapport m/z. Etant donné la faible quantité de matiére ablatée, I’utilisation

d’un détecteur tres sensible (ICP-MS) est obligatoire. L’utilisation d’un faisceau laser comme
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procédé d’échantillonnage permet d’accéder a des informations spécifiques grace a la
possibilité de focaliser le faisceau avec une grande résolution spatiale (45-46). L’ablation
laser a connu un vif succés depuis les années 1980s et a permis le développement
d’applications originales basées sur le micro-échantillonnage (47-48). En particulier,
I’ablation laser permet de réaliser des analyses microscopiques (dans le domaine 5-200 pum)

en surface pour cartographier la composition élémentaire d’un echantillon.

La vaporisation électrothermique permet, elle aussi, de créer un aérosol directement
analysable par un spectrometre ICP-AES ou ICP-MS a partir d’un échantillon solide. Le
principe consiste a deposer I’échantillon solide dans une nacelle en graphite qui est ensuite
introduite dans un four en graphite chauffé électriguement jusqu’a une limite de 3000°C
(Figure 3).

Four en graphite Plasma

Tube de laison

|
Echantillon
- YYs Aérosol
Pyrolyse Transport des

Vaporisation particules Vaporisation des
Gazde Argon particules,
transport atomisation, ionisation
Argon +

CHF,Cl,

Figure 3 : Principe de fonctionnement de I’ETV couplé a un spectrometre ICP.

Le programme de chauffage comprend généralement trois étapes: la pyrolyse de
I’échantillon pour éliminer le maximum de constituants de la matrice, la vaporisation des
éléments et un nettoyage des nacelles a haute température pour éviter les effets mémoires.
Pendant ce cycle thermique, un flux d’argon transfére I’aérosol formé vers la sortie du four.
Un modificateur chimique ou un gaz de réaction (Fréon) peut également étre introduit afin
d’augmenter I’efficacité de la vaporisation (49-50). Une seconde arrivée d’argon située a la

sortie du four refroidit I’aérosol formé. L’unité est interfacée au spectrometre via un tube de
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Téflon. La quantité d’échantillon analysé se situe habituellement entre 1 et 10 mg.
Contrairement a I’ablation laser, les quantités d’éléments vaporisées sont genéralement
suffisantes pour étre détectées par ICP-AES. Un des avantages de I’ETV pour les échantillons
organiques est qu’elle peut permettre I’élimination de la plus grande partie de la matrice par
pyrolyse avant la vaporisation et ce systéme apparait donc bien approprié pour I’analyse

d’échantillons contenant beaucoup de matieres organiques comme les végétaux (51-52).

Ces deux combinaisons rendent donc possible I’analyse multi élémentaire dans des
matrices difficiles (53-56). La plupart des matériaux, mémes les plus réfractaires peuvent étre
transformés en aérosol et analysés (57-58). Un autre avantage de ces deux systemes est que la
vaporisation de I’échantillon est séparée dans I’espace et dans le temps des processus
d’atomisation et d’ionisation permettant une optimisation séparée de I’unité de vaporisation et
de I’ICP. Malheureusement, I’analyse directe sur solide par ETV ou LA possede aussi un

certain nombre d’inconvénients qui ne leurs permettent pas une utilisation plus généralisee.

Les deux techniques sont, en effet, souvent confrontées a un biais de quantification
(59). En ablation laser, les causes peuvent provenir de I’évaporation préférentielle des
éléments volatils dans le gaz vecteur et d’une modification des rapports élémentaire durant la
formation de I’aérosol (60-62), d’une modification des rapports isotopique (63-64), ou de
I’efficacité de transport des éléments mesurés (65-67). Ces phénomenes, appelés
fractionnement, conduisent a la formation d’un aérosol qui n’est pas représentatif des
concentrations reelles de I’échantillon. Avec I’ETV, la vaporisation de I’échantillon et la
géneération de I’aérosol sont aussi les parametres qui influencent le plus la qualité de I’analyse.
Le rendement du transport des éléments vers le plasma dépend aussi de la présence de
particules étrangéres sur lesquelles les éléments vaporisés viennent se condenser (68). Enfin,
le débit du gaz vecteur influence la taille des particules solides qui sont entrainées vers la
torche ainsi que les interactions aérosol-plasma (69). En effet, la quantité de solide qui
parvient jusqu’au plasma peut charger celui-ci considérablement. S’il n’est pas assez robuste,
la vaporisation de I’aérosol fait chuter sa température et par conséquent son efficacité a
atomiser les particules générant ainsi une perte de signal pour les éléments, le plasma ne
disposant plus d’assez d’énergie pour les ioniser et les exciter (70-72). Le signal analytique
dépend aussi de la distribution granulométrique de I’aérosol car les particules les plus

volumineuses peuvent survivre au passage a travers le plasma (73).
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Idéalement, I’efficacité de la vaporisation et du transport ne doit pas étre dépendante
de I’élément ou de la matrice analysée. Quoi qu’il en soit, les performances semblent
fortement dépendantes des caractéristiques physico-chimiques de [I’échantillon, de sa
vaporisation et de I’efficacité de formation et de transport de I’aérosol. Ces conditions
déterminent a la fois la sensibilité analytique, la linéarité de I’étalonnage et la susceptibilité
aux effets de matrices. Les effets de matrices (74-76) sont, en effet, également cités parmi les
inconvénients ainsi que les incertitudes de mesure (77-78) souvent plus élevées qu’en analyse
liquide qui prend en compte une plus grande quantité d’échantillon (donc plus représentative).
Cependant, ces deux systémes d’introduction des échantillons ont connu des développements
importants depuis leur apparition respective (79-80) grace a des études fondamentales
concernant les interactions laser-matiére (81-82) et la génération et le transport de I’aérosol
pour I’ablation laser (83-88), le traitement thermique de I’échantillon (89-90) et le transport
de I’aérosol pour PETV (91-94).

En ablation, de nombreux progrés ont été constatés sur la qualité de I’analyse en
termes de sensibilité, justesse et reproductibilité grace a I’évolution de I’impulsion laser du
régime nanoseconde au femtoseconde (95-98). L’ablation laser nanosecondes produit des
effets thermiques dommageables pour le matériau et qui se répercutent sur la génération de
I’aérosol et la qualité de I’analyse. Dans le cas d’une impulsion femtoseconde, I’énergie est
délivrée a I’échantillon sur une durée suffisamment courte pour ne causer que des dommages
tres limités. Aucun phénomene physique ne vient endommager le matériau provoquant la
génération d’un aérosol plus fin, et donc une analyse de meilleure qualité. En ETV,
I’introduction d’un agent halogéné dans le gaz de transport produit une augmentation de
I’efficacité du transport des éléments et donc de la sensibilité analytique de la méthode (99-
102). Sous I’action de la température, le Fréon produit des radicaux fluor et chlore qui
réagissent rapidement avec les métaux pour former des composés métal-halogenes facilement
volatiles, mais aussi des particules carbonées sur lesquelles viennent se condenser les
éléments ou les molécules. Il faut noter que I’utilisation d’un ICP-MS dans ces conditions,
doit étre considérée avec précaution a cause des interférences isobariques potentielles
provenant de la présence de carbone et d’halogenes dans le plasma (103).

Plusieurs stratégies d’étalonnage ont aussi été développées pour I’ablation laser (104-
115) ou la vaporisation électrothermique (116-121). L’efficacité d’un étalonnage externe a
partir d’une gamme classique en solution aqueuse reste discutable. Dés lors que I’échantillon
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analysé et I’étalon different en termes de matrice, le rendement de la vaporisation et
I’efficacité du transport des élements peut étre différent, surtout entre un solide et un liquide a
cause de leur nature et de leur volume respectif. D’une maniere générale, les analystes
recherchent I’utilisation d’étalons de composition similaire a I’échantillon étudie. Le biais de
quantification étant souvent dépendant de la matrice de I’échantillon, I’étalonnage ne peut
s’effectuer sans étalon de méme matrice (122). Certains utilisateurs ont adopté les matériaux
de référence. D’autres préferent un étalonnage externe a partir de solutions aqueuses, la

méthode des ajouts dosés ou la dilution isotopique (avec ICP-MS).

Tous les progrés évoqués rendent possible I’analyse quantitative des matériaux
biologiques. Les études spécifiques aux végétaux restent cependant assez rares et se ne
focalisent que sur I’obtention de données justes sans rechercher nécessairement les meilleures
conditions de vaporisation ou de transport (voire synthese bibliographique du Chapitre 1). Les
lasers femtoseconde ont, certes, démontré des améliorations dans I’ablation et la qualité de
I’analyse (123) mais n’ont été utilisés qu’une seule fois pour les plantes, et uniquement sous
forme de LIBS (124). L’utilisation de gaz Fréon dans les unités ETV a, certes, augmenté le
transport des éléments et réduit les effets de matrice. Mais I’analyse des végétaux, qui
présentent des matrices complexes en termes de composition, de concentration et de volatilité,

constitue encore un défi analytique pour ces deux techniques.

Notre objectif est d’établir les possibilités qu’offre le couplage ETV-ICP-AES pour
accomplir la détermination des éléments minéraux dans les échantillons végétaux. Comme
cette technique tire partie d’une analyse ciblée a petite échelle, nous avons ensuite utilisé cette
propriété pour découvrir des perspectives analytiques intéressantes. Dans cette introduction, la
présentation de la technique LA-ICP-MS a été donnée a titre de comparaison, car, nous

I’avons vu, les deux techniques possedent de nombreux points communs.

Cette these est structurée en 3 parties distinctes. La premiére partie est dédiée a
I’utilisation de ’ETV et de LA pour I’analyse élémentaire dans les végétaux. Il se présente
sous la forme d’une revue. La deuxiéme partie est ciblée sur le fonctionnement de I’ETV, en
particulier sur la compréhension des mécanismes physico-chimiques de formation de I’aerosol
dans I’ETV et de son transport vers la torche a plasma qui sont sources d’amélioration des
performances du procédé analytique. La troisieme partie est consacré a I’utilisation concrete
du couplage ETV-ICP-AES, ses possibilités, ses limitations, et aux applications développées
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telles que I’analyse quantitative de poudres végétales, d’organes vegétaux entiers ou la
cartographie élémentaire de feuilles de tabac. Cette thése répond donc a la volonté de
développer de nouvelles applications dans le domaine de I’analyse végétale, en particulier
dans le domaine de I’analyse des éléments en traces, essentielle pour les études menées en

environnement, en science de I’alimentation et en physiologie végétale.
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1°" Partie

Avancées récentes dans I’analyse élémentaire directe dans les végétaux par

vaporisation électrothermigue et ablation laser couplées aux technigues
ICPs

Ce chapitre est une introduction a la présentation de la vaporisation électrothermique
(ETV) pour I’analyse multi-élémentaire dans les végéetaux. Il se présente sous la forme d’un
article de synthese. Cet article couvre également I’analyse multi-élémentaire dans les plantes
en utilisant I’ablation laser (LA) couplée a la technique ICP-MS, cela a titre de comparaison.
Ces deux systemes d’introduction possédent, en effet, de nombreux points communs. Ils ne
nécessitent qu’une préparation d’échantillon minimale, possédent une grande vitesse
d’opération, utilisent une faible quantité de matiére et offrent un codt raisonnable de I’analyse.
IIs sont confrontés aux mémes types de problemes en analyse quantitative tels que

I’étalonnage ou les effets de matrice (fractionnement en ablation laser).

Les deux systemes ont été développés pendant les trente derniéres années pour
I’analyse directe des solides et ont montrés un grand potentiel analytique pour une large
variété d’échantillons comprenant les sols, les sédiments, les céramiques, les polymeres et les
matériaux biologiques. L’analyse directe des végétaux reste, cependant, peu étudiée et peu
utilisée bien que les techniques ETV et LA montrent de grandes possibilités pour des analyses

agronomiques et environnementales.

Une recherche bibliographique a donc été réalisée sur ce sujet. La synthese est
présentée ici. Elle reprend les principales limitations des deux systémes, a savoir les
problémes liés a la vaporisation des matrices organiques et des éléments, a I’étalonnage, aux
effets de matrices et a la précision des mesures. Plusieurs dévelopements récents sont
également présentés pour montrer comment ces deux techniques peuvent jouer un role
significatif en science des plantes. Chacun des systemes possede ses avantages et ses
inconvénients, et le choix de I’outil doit étre déterminé par la nature de I’application.
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Recent trends in plant sample analysis: direct solid sampling with

electrothermal vaporization and laser ablation coupled with ICP techniques

Abstract

This review covers the recent developments in multi-elemental analysis of plant samples
using electrothermal vaporization (ETV) and laser ablation (LA) coupled with inductively
coupled plasma (ICP) techniques. These two introduction systems were developed during the
last three decades for direct solid sampling and have showed great potential for elemental
determination in a wide variety of samples including soil, sediment, ceramic, polymer and
biological materials. In fact, direct solid analysis has numerous advantages such as minimum
sample preparation, speed of operation, small size sample requirement and reasonable cost.
Although direct plant samples analysis remains seldom investigated, ETV and LA show great
promise for agronomic and environmental purposes. The topics discussed here include
vaporization of the organic matrix and analytes, calibration, matrix effects and precision of
measurements. Numerous relevant applications are presented in order to demonstrate how the
analytical developments have played a significant role in plant science. Each system has its
own advantages and disadvantages and selection is determined by the nature of the

application.

Keywords: Electrothermal vaporization, Laser ablation, Inductively coupled plasma, plant
samples.
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1. Introduction

Plants are complex organisms that take up and store a wide range of elements, which
depend on the environment where they are growing. Seventeen elements are known to be
essential for plant growth [1]. Those required in large amounts (> 100 mg/kg of dry mass) are
called macronutrients and include C, H, O, N, S, P, Ca, K, Mg and Cl. Those required in
much smaller amounts (< 100 mg/kg of dry mass) are called micronutrients and include Ni,
Mo, Cu, Zn, Mn, B and Fe. The mineral composition plays a key role in all biochemical
functions. The determination of these nutrients in plant is then of key importance in the
agronomic field to evaluate the nutritional status of crops. Others metals (Cd, Hg, Pb) are
potentially toxic but are generally present at trace levels in plants and soils [2]. However,
because plants are the first level of the food chain, the accumulation of these metals by plants
must be evaluated, especially in contaminated areas, to monitor environmental pollutions. For
these reasons, there is an increasing need for suitable analytical tools to determine the

chemical composition of plant materials.

However, elemental determination in plant samples is one of the most difficult areas of
analytical chemistry. Matrices can be very complexes and analytes of interest may be present
only at trace levels. Most often, elements are determined in the bulk of plant material after
acid digestion of the organic matrix [3-4]. Next, elemental analysis of solutions is carried out
with spectroscopic techniques including inductively coupled plasma atomic emission
spectrometry (ICP-AES), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and
atomic absorption spectroscopy (AAS). This approach involves a time-consuming step using

hazardous reagents and ignores the speciation of elements or their localization.

Today, the biological importance or the environmental relevance of elements in plants
is studied in conjunction with the biomolecules involved in ion homeostasis, translocation and
long-term storage [5]. The transport of the metal ions within a plant is still not clear and toxic
elements can be stored in various organs (roots, stems, leaves, flowers, seeds...) at different
concentrations. It is necessary to obtain knowledge about heterogeneity of biological systems.
The main difficulty in studing these biochemical processes is the possibility to detect heavy
metal ions in the given location within a plant. However, this increasing interest for element
localization in plant tissues remains a challenging task in analytical chemistry. For this

particular purpose, the direct analysis of samples in the solid state must be used.
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The environmental analysis sector is widely focused on ICP-AES and ICP-MS
instrumentation because of their multi-element capabilities. Therefore, the development of
sample introduction systems has been one of the more studied fields in the recent years on
these spectrometers. Coupling on-line solid sampling techniques permits to obtain a variety of
micro-sample processing approaches. Among them, electrothermal vaporization (ETV) and
laser ablation (LA) are becoming attractive alternatives to the conventional nebulization
systems. ETV and LA coupled with ICP techniques provide, in fact, the desired features for
direct solid sampling, including multi-element capability, speed and simple sample
preparation. By directly analyzing solid samples, sample dissolution and dilution could be
avoided, thereby reducing the risks of sample contamination. ETV and LA have been
discussed by Kantor [6] in an extensive review on flame and plasma spectroscopy and
focused on the characteristics of the techniques. Other general review articles have been
published on ETV [7-11] and LA [12-14] in recent years.

The ETV technique is particularly well adapted for samples with high organic matter
content such as plants. The matrix can be removed to a large extent during a pyrolysis step
and elements are then efficiently vaporized prior to measurement. Samples may be introduced
in the form of solids, slurries or liquids. However, the use of ETV suffered from significant
drawbacks. Matrix effects due to the presence of matrix constituents, potentially erratic
volatilization of analytes, representativeness problems due to sample size and difficulties with

the calibration mode are the most cited in the literature [15].

LA is becoming a very efficient technique to access the qualitative or quantitative
composition of any solid sample. LA uses a focused laser beam for evaporation of solid
sample; the ablated material is transported into the ICP using a carrier gas (Ar or He). Mass
spectrometry provides multi-element and isotope analyse with high sensitivity. Because the
amount of ablated material is very small, ICP-MS instrument is used preferentially than ICP-
AES instrument, less sensitive. However, the main drawback of LA-ICP-MS is the occurrence
of non-stoichiometric effects in the transient signals, called fractionation, which involve
aerosol formation, aerosol transport, atomization and ionization in the ICP plasma [13]. There
is also a lack concerning calibration methods. In the same way as other solid sampling

analysis techniques, LA provides challenges with respect to calibration.
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The two introduction devices have showed great possibilities for elemental
determination in various types of solid samples including food, pharmaceutical, soil,
geochemical, sediment, ceramic, polymer, alloys and biological materials [9,12]. Their
potential has also recently received particular attention from the plant science community.
ETV and LA are, in fact, suitable analytical tools to rapidly locate and quantify elemental
distributions in plant tissues. They are then more and more attractive to understand plant

metabolism.

This review concerns the state of the art of elemental analysis in plant samples using
LA and ETV coupled with ICP techniques. It covers progress over the last two decade and
highlights advantages and limitations of each system configuration, focusing on calibration,
fractionation and applications. Recent developments and challenging applications are
presented to illustrate the features and trends of these two sample introduction techniques.

2. Electrothermal vaporization
2.1. Principle of ETV

The ETV units are usually constituted of a graphite-tube furnace, power supply, gas

supply and water cooler. The samples are generally loaded in sample boats that can easily be
inserted in the furnace. The ETV furnace can provide easily controllable temperatures from
room temperature up to about 3000°C as well as relatively long reaction times. The
temperature program consists in drying and pyrolysis of the sample, followed by evaporation
of elements and cleaning the furnace after each sample. During the temperature program, an
argon gas flow rate originating from one end of the graphite tube removes all vapors. In
several systems, a coolant gas flow, named bypass gas, is added at the furnace exit. This rapid
cooling process induces a better transportable aerosol. ETV is connected to ICP by a transfer
tube made out of glass or plastic material. After vaporization, the analytes are transferred by
an argon flow into the plasma. Fig. 1 illustrates schematically the components of an ETV

system for sample introduction into an ICP spectrometer.

The first graphite furnace ETV-ICP-AES instrument was introduced in 1978 [16].
Among the commercially available ETV units, the most frequently used was the Perkin-Elmer
HGA 600 MS [17], but its production has been discontinued. Today, only the device
manufactured by Spectral Systems (ETV 4000 to ETV 4050) is available [18].
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Figure 1: Principle of electrothermal vaporization

Using ICP-AES equipped with a multichannel detector, many elements can be
determined simultaneously [19-20]. In the same manner, ICP-MS permits the simultaneous
determination of several analytes, but remains limited to about 10 isotopes only [21]. ETV
produces a short (around 1 s) transient signal. The shape of the peak from analyte depends on
numerous factors including element volatility, chemical form, plasma operating conditions

and sample matrix.

2.2. Chemical modification/ treatment of sample

According to Sturgeon and Lam, an ETV system can be considered as a
thermochemical reactor for in situ pre-treatment of samples [8]. In fact, ETV offers a wide
range of physicochemical transformations of samples and analytes (selective vaporization of
matrices, transformation of analytes species to other forms using reagents). For example, the
volatilization of refractory elements and elements that form refractory carbides or oxides
generates problems and may be incomplete. To enhance their volatility before analysis, the
use of chemical modifiers or the use of reaction gas in ETV provides an alterable chemical

environment for analytes.

A variety of volatilizing agents has been explored for ETV systems. These are

generally compounds which, under thermal action release halogen radicals that form volatile
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halides with the analytes [22-24]. At temperatures ranging from 1000 to 2400 °C, fluorine and
chlorine combine very strongly with refractory elements. Oxides and carbides are also
converted to halide compounds with lower boiling point, and evaporated [25]. The use of

halogenations-assisted vaporization is also effective in reducing memory effects [26-28].

Among these halogenating matrix modifiers, NaCl, NaF, NH4F, Freon and
polytetrafuoroethylene (PTFE) were successfully used during plant samples analysis [29-32].
In particular, the use of PTFE powder, added to samples in the slurry form, not only prohibits
efficiently the formation of refractory carbides, eliminates memory effects and improves
detection limits for the determination of refractory elements by ETV-ICP-AES but also
decreases matrix effects and the effects of sample particle size [33]. The addition of Freon as
a chemical modifier to the Ar carrier flow is also an attractive method [19]. However,
chemical modification has some drawbacks. The modifiers may contain impurities that will
induce high blanks and possible contamination of the sample. Furthermore, using ICP-MS,
fluoride and chloride may be the cause of strong isobaric interferences. In these conditions,
the use of a dynamic reaction cell can be a solution [33]. Another solution can be to use the
traditional chemical modifiers of electrothermal AAS such as Mg(NOg3),, Pd(NOg3), or
(NH,4)2HPO, [34]. It should be noted that a modifier like Pd can serve also to internal standard
[35].

2.3. Vaporization of plant materials

The main goal of all ETV methods is to achieve efficient vaporization and transport of
the analyte. Concerning plant samples, analytes of interest are generally separated from the
bulk matrix before quantitation by a pyrolysis step followed by a vaporization step. From a
chemical point of view, most biomass of plant can be regarded as a mixture of cellulose,
hemicelluloses, lignin and several minor components [36]. Pyrolysis involves the thermal

decomposition of organic materials to volatile gaseous products.

The thermal behaviour of plant samples is a very complex process that consisted of
dehydration and of a pronounced exothermic degradation of organic components [36-38]. In
the absence of ashing aid, a temperature of about 600°C is necessary to complete
decomposition of plant tissues [37]. However, in the case of plant samples, temperature above
500°C must be avoided because of the volatilization of elements such as Cd [38]. Developing
an appropriate temperature program for ETV-ICP is then complicated when the goal is multi-
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element determination. The pyrolysis temperature will be selected to be the highest possible
that does not lead to losses of the most volatile element. Some thermogravimetric
investigations on plant samples were specifically dedicated to the optimization of the ETV
heating program [19,40-41]. Concerning vaporization of elements, heat, mass transfer and
chemical reactions involving metals are the main phenomena controlling the process [42].

Selective vaporization of the matrix during the pyrolysis step is then possible because
the volatility of organic matrix and analyte elements is generally different (with the exception
of Cd). As the matrix is more volatile than the analyte, the pyrolysis step becomes the most
important, and as much matrix as possible must be eliminated [15]. Using ICP-MS, pyrolysis
may cause damages such as clogging of orifices of sampling and skimmer cones, deposition

on the surface of ion optics and quadrupoles, as well as deterioration of the ion detector [43].

2.4. Transport of aerosol

Alterations in transport efficiencies from ETV to ICP are generally assumed to be the
origin of signal fluctuations. To obtain high transport efficiency, the formation of a stable
aerosol is required. Kantor [26,44] described three ways in which condensation of analyte
vapour can be realized inside the graphite tube prior to its transport into the plasma: (i) self-
nucleation of the analyte vapour through a decrease of the vapour pressure; (ii) condensation
of the analyte vapour on matrix particles or on carbon particles stemming from the graphite
tube; and (iii) chemical condensation after a reaction between the analyte and the matrix in the
vapour phase. The use of modifiers to act as carrier agent has also been reported [45]. The
condensation of analyte vapours on foreign particles of different origin is then expected to be
one of the most important processes in the ETV methods to enhance the transport efficiency.
The central and the bypass gas flow rates, introduced in the ETV unit, have also been found to
exert considerable influence on the performance of ETV-ICP-AES systems. The two
mentioned argon flow rates tended to be interdependent in a complex fashion [46-47]. The
carrier gas flow rate is the most important factor influencing the process of aerosol formation
and transport because it influences the vapor concentration. A low gas flow rate would lead to
a higher vapor concentration in the ETV and the formation of large particles. High gas flow
rate would lead to high temperature of aerosol during transport and large deposition of
particles in the transfer tube. This behavior is traced to an enhanced temperature gradient
between aerosol and tube wall named thermophoretic effect. Losses of analytes in the transfer

tube were observed previously [45,48-49]. The data presented by Grégoire and Sturgeon show
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an exponential decrease in analyte load with distance from the ETV, with the heaviest

deposition occurring nearest to the outlet of the ETV switching valve [45].

Transport efficiency increases according to the by-pass gas flow rate. This gas had a
positive effect on the formation of a stable aerosol and its transport efficiency [50]. Higher
cooling rates result in a lower thermophoresis and the formation of a large number of small
particles. However, the two gas flow rates play also a great role in the efficiency of the
ionization process in the plasma. With larger gas flow rates, the residence time of analytes in
the plasma will be shorter, decreasing the signal intensity. Therefore, the temperature along
the central channel of the plasma will also be strongly dependent on the gas flow rates [51].
These competitive effects resulted in a compromise between the efficiency of formation and
transport of dry aerosol containing analytes on the one hand, and the residence time of species
in the plasma on the other hand, to obtain the best signal intensities for elements.

2.5. Calibration

In general, in atomic spectrometry, quantitative analysis is carried out by external
calibration. However, standardization is often a problem for ETV analysis [52-53]. Ideally,
signal response would be independent of the chemical form of the analyte and independent of
the matrix. In this way, external calibration could be performed with standard solutions but it
is not the general case [42,54]. For most matrices, vaporization, transport of aerosol and
interaction with the plasma for the solid sample and the standard solutions are very different.
Different calibration strategies have been applied depending on the extent of matrix

dependence of the analyte signals.

External calibration with solid reference materials (RMs) as standards yields accurate
results on condition that the composition of sample and standards is similar [52]. However,
the certified concentrations are accompanied with uncertainties which increase the lack of
precision on calibration curves. Furthermore, few certified reference plant samples are
available and, according to the elements, they offer a limited concentration range. For these
reasons, standard addition with standard solutions is probably a good available method [55-

56]. However, this method remains difficult to achieve for multi-element determination.

Along the same idea, the use of synthetic standards prepared within the laboratory
with commercially available pure elements and purified cellulose has proven to be an efficient
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option to obtain reliable calibration curves for plant sample analysis [20,39]. Cellulose
provided a good way to simulate plant matrix. The measured concentrations on RMs were in
good agreement with the certified values. The presence of foreign substance, such as organic
matrix component, serves to provide nucleation and condensation sites (by heterogeneous
nucleation) for analyte atoms and offers a carrier effect for the analytes. This method offers an

additional advantage in that easily and rapid action can be achieved.

Isotope dilution as a method of calibration for solid sampling ETV-ICP-MS was
investigated by Vanhaecke et al. [57]. The possibilities and limitations of this calibration
strategy were evaluated by determining Cd and Se in several solid materials including plant
samples. An important advantage of isotope dilution over the other calibration methods is that
the use of an elemental internal standard is not required. Other examples are available [58-
60]. However, accurate results could not be obtained as at least one of the isotopes involved
was subject to spectroscopic interference. Furthermore, this method is only reserved to ICP-

MS spectrometers.

2.6. Matrix effects

Using ETV, the presence of matrix effects during analysis is often cited in the
literature, especially when dealing with complex matrices such as plant materials. For
example, Gras and de Loos reported the behaviour of Al in orchard leaves and problems for
its quantitative determination [61]. A decrease of the spectroscopic line intensity was
observed by increasing matrix concentrations. This study was carried out on liquid samples
but the influence of the sample mass on the analytical signal of analyte is certainly the best
way to investigate matrix effects. According to Belarra et al. [62], it was found that the use of
too large or too small amass of sample may lead to erroneous results during the direct
determination of Fe and Zn in rice. Small sample amounts lead to overestimated results. Large
amounts give rise to underestimated results. This study concerns electrothermal AAS but

conclusions are valid for ETV-ICP.

It can be expected that the vaporization of the higher masses may result in a greater
amount of aerosol reaching the plasma. With organic matrices, carbon is in large excess over
the analytes, so its vaporization would consume a considerable fraction of the total energy
available in the central channel of the plasma. This process would reduce the excitation
temperatures resulting in significant signal suppression. The influence of these matrix effects
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can be reduced by removing the organic part of the plant sample matrix as much as possible.
Combustion of plant samples in oxygen atmosphere was recently found necessary to limit

matrix effects [39,63]. However, dry-ashing of sample prior to analysis is time-consuming.

Moreover, plant samples usually contain high concentrations of elements such as
sodium, calcium, potassium. The alkali and alkaline earth metal elements are known to
produce a significant suppression effect on the intensity of lines of high excitation energies
for the argon ICP source [64-66]. There is still little information available on plasma behavior
during ETV sample introduction. It has been observed that the conditions in dry plasmas
notably differ from those in wet plasmas [67]. Effect of alkali, alkaline earth and transition
metals were also investigated by Zucheng et al. on various elements [32]. Tolerable amount of
these elements in slurries was determined to be 5 mg I*. However, it seems then that the
plasma behaviour is not easily modified by the matrix salts when that analysis is carried out

under fluorination conditions.

2.7. Precision of measurements

The difficulty to obtain reproductible concentrations is a serious drawback with ETV
[15]. Many workers reported RSD values in the range from 2 to 40% with more common
values between 10 and 20%. However, the high RSD values usually obtained are not
indicative of a deficient working technique. According to Friese et al., the maximum
contribution of the ETV method to the RSD is approximately 5% [68]. In these conditions, it
seems reasonable to assume that the imprecision obtained in the determination of metals is
caused by the lack of homogeneity within the small samples (0.5-3 mg) recommended for
analysis. The amount of plant samples introduced in ETV may be too small to be adequately
representative of the whole sample. Heterogeneity results from variations in physical
characteristics of the sample including particle size, and chemical composition of the various
particles constituting the sample. A detailed study on the accuracy and precision of ETV

measurements was carried out on various matrices including plant samples [69].

The most obvious solution to the problem would be to increase the size of the sample.
However, the dimensions of ETV atomizers available do not allow any substantial increase in
the amount of sample vaporized beyond 5 mg. Furthermore, matrix effect occurred when
more than a specific mass is used [70]. Problems may also arise due to detector saturation
[15]. Another method reported for improving the homogeneity of samples is the reduction of
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particle size by crushing. In this way, the effects due to the segregation can be avoided.
Belarra et al found that the RSD value obtained on Fe concentration in a rice sample
decreased from 41% to less than 20% after reduction of particle size [71]. The effect of
particle size is certainly one of the most important factors that play a role on precision of
measurement. However, this procedure, based on crushing the material into fine powder,

increases the time needed to obtain results and increases the risk of contamination.

2.8. Applications

Table 1 summarizes applications of ETV in the plant analysis area. Samples can be

introduced in the ETV systems as solid, liquid or slurry forms.

2.8.1. Solid samples

The determination of environmental pollutants is certainly the first application of ETV
for plant analysis. The analyses reported cover a wide range of analytes [19,39,52,58].
Galbacs et al. describe the application of solid sampling ETV-ICP-MS for the direct
determination of Cd in three plant samples (olive leaves, aquatic plant and rye grass) [40-41].
The originality of this study is the incorporation of thermogravimetric data for the
optimization of furnace heating program. Therefore, several calibration modes were used

(solid samples, simplified standard addition, multiple standard additions).

Elemental determinations can also be performed on plant samples for agronomic
studies. Total Ca, Mg, Fe, and Mn in plant materials can be easily measured with ETV-ICP-
AES. However, these elements are generally present at high concentrations and problems
concerning detector saturation occurred [20]. To decrease the analytical signal, ICP-AES must
be used in lateral view configuration or with less sensitive analytical wavelengths. This last
alternative is not possible for some elements such as K. Volatile element such as P can be
efficiently determined without matrix effect by using a moderate vaporization temperature

[72]. Nevertheless, other original methods were reported.

The coupled ETV-ICP-AES analytical system was very efficient for the analytical
situations in which only a small amount of sample is available. An example is given
concerning cadmium determinations in the entire leaves of arabidopsis thaliana [39]. In
ecotoxicology, the measurement of metal concentrations in whole samples such as young

plants is required for a better understanding of the toxicological effects of exposure to metal
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Table 1: Applications in plant sample analysis with ETV

sample insertion

Sample type Elements Methods Calibration remarks Ref.
Solid samples
Olive leaves, Tomato leaves, Citrus leaves Cu, As ICP-AES multiple forms Sb as internal standard for As determination. [54]
Sea lettuce, Wheat flour As, Se ICP-MS standard addition Sb as internal standard. [51]
Rye grass Multiple ICP-MS standard solutions tetrafuoromethane as modifier. [67]
Rice flour, Apple leaves, Peach leaves Pb ICP-MS standard solutions alkalin fusion with (NH4)2HPO4 and (CH3)4NOH. [42]
Orchard leaves, Pine needles, Apple leaves,
Peach leaves Pb ICP-AES standard solutions alkalin fusion with (NH4)2HPO4 and (CH3)4NOH. [72]
Hay powder | ICP-MS external calibration Pd as modifier and as internal standard. [34]
[39-
Olive leaves, Aquatic plant, Rye grass Cd ICP-MS multiple forms previous thermogravimetric study of plant samples. 40]
aquatic plant, Tobacco cd ICP-MS isotope dilution measurement of **°Cd/***Cd ratio. [56]
sea lettuce, wheat flour Se ICP-MS isotope dilution measurement of ' Se/*Se ratio [56]
Trace external calibration on
Rye grass, Sea lettuce, Olive leaves, Maize elements ICP-AES cellulose previous calcination of sample, Freon as modifier. [18]
Major external calibration on
Tomato leaves, Pine needles, Rice Flour, Maize elements ICP-AES cellulose Freon as modifier. [19]
external calibration on
Multiple Si ICP-AES cellulose Freon as modifier. [38]
external calibration on  calcination of sample, Freon as modifier, assurance
Tomato leaves, Arabodopsis Thaliana Cd ICP-AES cellulose quality of analyzes [38]
external calibration on
Multiple P ICP-AES cellulose Freon as modifier. [71]
Multiple Ni ICP-MS isotope dilution measurement of ®*Ni/**Ni ratio or (*®Ni + ©°NI)/**Ni ratio.  [58]
Slurry samples
Tomato leaves, various leaves B ICP-AES standard addition modifier: 6% PTFE [29]
Tea leaves Ti, Ni, Pb ICP-AES standard solutions modifier: 6% PTFE [28]
standard
addition/isotope NHj; as reaction gas in the rection cell of ICP-MS,
Rice flour Multiple ICP-MS dilution modifier: ascorbic acid [73]
Tomato leaves, Ganoderma Multiple ICP-MS standard addition HNO3 2% in slurry preparation [55]
Peach leaves, Rye grass B, Mo, Cr,La  ICP-AES standard solutions modifier: 6% PTFE [31]
Ti, Cu, Mn,
Peach leaves Cr, Cd ICP-AES standard solutions modifier: 6% PTFE [30]
standard
Fe, Co, Ni, addition/isotopic
Tomato leaves, tea leaves Cu, Zn ICP-MS dilution HNO;3 2% in slurry preparation [32]
Multiple Ni ICP-MS isotope dilution measurement of **Ni/*?Ni ratio or (58Ni + 60NI)/62Ni ratio.  [58]
White Clover Se ICP-MS isotope dilution measurement of ®Se/"®Se ratio [57]
Liquid samples
Multiple Ni ICP-MS isotope dilution measurement of ®*Ni/*?Ni ratio or (*®Ni + ©°NI)/®*Ni ratio.  [58]
Orchard leaves Multiple ICP-AES standard addition [60]
Multiple P ICP-AES standard solutions modifiers: La(NO3)3; Pd(NO3)2 [73]
Electrothermal AAS
rice Fe, Zn EtAAS external calibration [61]
rice, cereal Fe EtAAS external calibration [62]
electrostatic deposition of aerosol on a plateform, Pd
Wholemeal flour, Wheat flour, Rye grass Multiple EtAAS external calibration and K as modifiers. [80]
White Cabbage Cd, Ni EtAAS external calibration [81]
Medicinal plants Cr EtAAS external calibration [82]
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in the environment. In this study, the quality control included the systematic analysis of a
reference sample and the performance of the method as a function of time was illustrated in
time by a control chart. The same article presented a second application aimed at the content
of a challenging element (Si) in plant materials. Quantification of Si in plant samples was
carried out using samples issued from inter-laboratory test. This is a typical example of the
usefulness of ETV when solid sample may be difficult to digest for a particular element
determination. Therefore, there are many cases where the solid sample may be difficult to
digest for a particular element analysis, where only a very small amount of sample is

available, or where spatial information about element distribution may be required.

Another interesting application concerning a challenging element was reported by
Resano et al. [34]. The capabilities of ETV-ICP-MS for the direct determination of iodine at
trace levels in a plant sample were evaluated. In this study, the importance of the use of pre-
reduced Pd as modifier was demonstrated to stabilize the analyte. Matrices could be almost
entirely removed during the pyrolysis step while no losses of | occurred, provided that pre-
reduced Pd was present. Pd served also as internal standard which improved the precision of
measurements. In these conditions, external calibration with aqueous standard solutions was

possible.

Friese et al. have developed a method for measurement of the homogeneity of analyte
distribution in powdered plant material (certified reference material BCR 281, rye grass)
using ETV with ICP-MS detection [71]. It was established that the distribution of metals in
the sample is rather heterogeneous. An ETV method using in situ alkaline fusion was reported
by Okamoto [41,73]. The solid sample was completely decomposed using diammonium
hydrogenophosphate and trimethylammonium hydroxide in a tungsten cuvette superimposed
on the tungsten boat furnace. The analyte, retained on the cuvette as phosphate salts, was then
vaporized to be introduced into ICP spectrometer. The method was applied to the

determination of Pb in various standard reference materials.

For all the applications mentioned above, trace analysis using ETV takes advantage of
the absence of sample dilution and the reduced risk of contamination/loss. The solid sampling
ETV methods offer also substantial advantage in all the cases in which rapid acquisition of
data is more important than a great precision. If the main objective of the analytical procedure
iS to obtain very precise results, ETV-based methods will not be the most appropriate.
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However, the use of ETV methods will be efficient in some specific cases. For example, ETV
will be very useful for fast screening test [70] and to detect the presence of a variety of
elements in a single run in plant materials such as the presence of environmental
contaminations. In theory, by monitoring rigorously the furnace temperature, it could be
possible to obtain speciation analysis from the successive vaporization of each analyte

chemical form. However, this application was not found for plant analysis yet.

2.8.2. Slurry samples

From all the approaches for solid sampling with ETV, slurry sample injection
demonstrated its potential as a promising method for direct solid analysis [29-32,58]. Slurry
sampling offers several benefits including reducing sample preparation time, decreasing the
possibility of analyte loss before analysis, and enhancing the precision of measurements.
However, slurry preparation necessitates preparation steps, which enhance the risk of
contamination and constitutes a dilution step. For this last reason, slurry must be reserved to
analysis with ICP-MS. With this configuration, some toxic elements were determinate in rice
samples [74]. Standard addition and isotope dilution methods were used for calibration. NH;
was used as reaction gas in the dynamic reaction cell of mass spectrometer during Cr

determination.

Another example was given by Yi ching Li et al. [56]. Ultrasonic slurry sampling
ETV-ICP-MS was applied to the determination of Ge, As, Se, Cd and Pb in plant samples.
Before slurry preparation, samples were ground by a Retsch MM2000 mixer mill and sieve at
100 um. Several chemical modifiers such as Pd were tested but none was retained. However,

nitric acid (2%) was used in slurries.

Finaly, Mestek et al. made an interesting comparison between slurry and liquid
samples for the determination of Ni by ETV-ICP-MS [59]. Samples were digested to obtain
liquid samples but the two approaches lead to comparable results with those of pneumatic

nebulisation.

2.8.3. Liquid samples

Two others examples of plant sample analysis in liquid form are reported: the
elemental determination of orchard leaves [61], and the determination of phosphorus in plant
samples by ETV-ICP-AES [75]. This last method was applied to aqueous solutions because
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the plant materials were firstly digested in a mixture of nitric acid and hydrogen peroxide. A
serious problem using ETV was encountered concerning the thermal stability of phosphorus
compounds. Pd(NO3), was applied as modifier for the stabilization of phosphates. However, it

can be expected that the dilution due to digestion decreases the sensitivity of the method.

2.9. ETV-AAS and other systems

During the 80s, some authors have developed direct insertion devices in plasma for the

direct analysis of plant samples as powder [76-78]. However, these systems used were not
exactly ETV systems and are not considered here. They are also not commercially available.

Graphite furnace atomic absorption spectrometry is also suitable for direct solid
sampling, particularly the high-resolution continuum source AAS technique which allows
multi-element determination [79]. The direct analysis of solid samples was developed in the
last decade by Welz [80]. The approach is similar to ETV: it encountered problems
concerning calibration, matrix effect or precision. Plant sample analysis remains few

investigated by this technique but some interesting articles are available [62,71,81-83].

3. Laser ablation

3.1. Principle of laser ablation

LA is a simple system to access the qualitative or the quantitative composition of any
solid sample. A short-pulsed, high power laser beam is focused onto the sample surface in a
closed ablation chamber. Provided the irradiance is sufficiently high, the laser beam converts
a finite volume of the solid sample into a vapor phase aerosol of the constituents, which is
transported by a gas stream (Ar or He) into the plasma source of the ICP-MS instrument. LA
sample introduction requires then the generation of dry aerosol, transport of this aerosol and
introduction into the plasma, in the same way as ETV. Fig. 2 illustrates schematically the

components of a LA system for sample introduction into an ICP-MS spectrometer.

At the beginning, in the 80s, the first lasers produced a nanosecond pulsed beam with
infrared wavelength [84]. In the past 20 years, the improvements carried out in the laser area
have firstly mainly been driven in the direction of shorter wavelengths, with the goal to obtain
the more efficient ablation. Today, nanosecond ablation lasers produce a beam in the UV

range.
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Figure 2: Principle of laser ablation.

Next, to obtain better analytical performances, developments were carried out to
obtain shorter pulses. Units with a femtosecond laser beam were then created and the recent
literature is more focused on these systems [85-86]. Femtosecond laser pulses may provide
improved ablation efficiency, smaller particle sizes for aerosol, and less matrix dependence
[87]. A recent review from Fernandez et al. covers recent progress with this technique [14].
Various systems of laser ablation are commercially available but, concerning the analysis of

plant samples, only nanosecond units are used to our knowledge.

3.2. Fractionation

Ideally, the sample material evaporated should exactly represent the bulk chemical
composition. However, the main source of error arises from the amount and stoichiometry of
the laser-generated aerosol, its degree of vaporization, atomization and ionization in the
plasma, the transmission of the ions through the vacuum interface and the ion optics of the
mass spectrometer [13]. These limitations of analytical performances are named fractionation
and can be considered as the main drawback encountered with the LA-ICP-MS systems.

Fractionation concerns especially nanosecond laser ablation.

The range of applications for LA-ICP-MS increased significantly due to the improved

understanding of these factors that influence quantitative analysis. In many applications, LA
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systems can generate a stoichiometric aerosol with particle size distribution that can be fully
atomized in the plasma and matrix independent calibrations could be demonstrated, even
using solution. The limited applications of LA-ICP-MS in plant research can be explained by
difficulties in the ablation of organic matrices to avoid fractionation and polyatomic ion
formation, the evaporation of water, and the lack of suitable quantification procedures [88].

3.3. Vaporization of plant materials

With some plant samples, pretreatment is unnecessary and analysis can be carried out
directly. Fresh and dried samples can be used but, on fresh samples, the water content should
be considered. In fact, the presence of water decreases the signal intensity of analytes [89-90].
A linear correlation exists between the ion intensity of **C*, and the amount of water in the
plant [91-92]. By assuming that the concentration of **C is not variable across the sample, the

variation in ion intensities caused by differences in water content can be corrected.

The main problem related to the use of a laser is the necessity of using a narrow laser
beam in order to ensure a fluence above the ablation threshold. It results in a small ablated
volume which provides low signal sensitivity. The sample ablated volume can be enhanced by
using the fast scanning beam device of the laser in combination with high repetition rates.
This arrangement allows complex ablation trajectories extending the sample surface impacted
by the laser [14].

3.4. Transport of aerosol

Due to the complex interaction between sample material, laser beam and ablation
environment, the aerosol transport efficiency is influenced by numerous factors such as the
volume and the geometry of the ablation cell, the gas flow rate and the transfer tube to carry
out aerosol into the ICP. Variable transport efficiencies are also observed for elements of
different volatilities. Identification, understanding and limitation of the effects of these factors

are a very active field of research [87,93].

It appeared that the ablation cell volume is the most significant parameter influencing
the dispersion of aerosol. Furthermore, the nucleation process and the resulting particle size
distribution had a significant impact on the ion signals in ICP-MS [13]. Large particles can
survive passage through the plasma with incomplete atomization, and this fact leads to very
strong matrix effects. Analyte losses occur also during aerosol transport and affect the
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detection capabilities. The aerosol particles deposit onto the colder parts of the interface. The
carrier gas flow rate and the ICP operating conditions have then a great influence on the
analytical performance and need to be carefully optimized. The influence of these

fractionation effects can be reduced with suitable calibration.

3.5. Calibration

In the same way as other solid sampling analysis techniques, calibration remains a

challenge with LA-ICP-MS for quantitative analysis. There is no universal method of
calibration for all of solid sample types [12]. Due to fractionation, similar behavior and
transport efficiency is required between sample and standard. Fractionation can largely be
avoided if materials of similar composition and morphology to the sample are used for
calibration. To this end, different calibration strategies were developed and applied to plant
samples.

A common approach to quantitative analysis of solid samples relies on the use of
calibration curves prepared with reference materials. Several RMs are available for some type
of plant matrices as powdered material. The strategy is to make a pressed pellet after
weighing a certain amount of the sample. This approach presents good measurement
repeatability but the particle size distribution should be considered for appropriate pellet
presentation. For example, Bu et al. have used a leaf reference material pressed as pellet as
one-point calibration standard. The accuracy was verified by analyzing other pelletized
standard reference materials with good agreement [94].

However, some elements are not certified or the certified concentrations do not vary
significantly, reducing the calibration range to a small region. In addition, elements can be
present in much higher concentrations in the samples causing unwanted extrapolations [95].
The availability of RMs with matrices similar to those of the studied samples is then a serious
restriction for LA-ICP-MS. Quantitative analysis of plants was often restricted to a few
elements of identical fractionation behavior. When appropriate RMs are not available, the use
of samples previously analyzed by a validated method is an alternative [96].

Synthetic home-made laboratory standards can be also prepared which include
addition of standard solutions with dried powder of RMs, mixing and pressing. This external
calibration method using matrix-matched standards is certainly the most common and has
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been used successfully for the quantitative determination of several elements in different parts
of plants [90,91,97,98]. Similarly, calibration with standards consisting of synthetic cellulose
spiked with known concentrations of elements gives accurate results on wood samples [99-
100]. Using ICP-MS, quantitative analyses can also be performed in combination with isotope
dilution. The isotope dilution was based on the isotopically enriched solid sample. The

method was rarely applied to plant samples [101].

Normalization procedures can be exploited for matrix effect correction or fluctuations
in the experimental conditions. Internal standardization is limited by the requirement of one
element present or added with known concentration. Therefore, elements used as internal
standard need to be homogeneously distributed and behave similarly with the majority of the
other analytes during the ablation process. To compensate for the fractionation effects, the
sample heterogeneity and the water content of the materials, *C was often used as internal
standard. The isotope **C ion was also used sometimes [99,102]. An interesting review on the

current approaches for quantification by LA-ICP-MS in imaging is given by Hare et al. [103].

3.6. Precision of measurement

With a small volume ablated using a narrow laser beam, the representativeness of the
measure will not be fulfilled. The precision must be enhanced by a scanning device and

replicates, extending the sample surface impacted by the laser.

Few data are available concerning the variability of measurements on plant samples.
Precision were generally obtained by determining the contents in reference materials tested to
prove accuracy of the methods. On pellets of tobacco leaves, RSD values between 2-5% (for
major elements) to 13-27% (for trace elements) were reported after ten replicates [104]. Bu et
al. obtained RSD values in the range of 10-15% during the analysis of various herbal
supplements pressed as pellets [94]. Analyzing tree rings, Grabe-Schonberg et al. reported
precision below 15% for all elements except for Al, Mn, Sb and Ba where it was in the 20-

40% range [105]. Similar precision were reported by Watmough et al. [106].

These values of precision are comparable to those obtained with ETV and
heterogeneity of samples is certainly the main cause of the high variability of results. For
ground materials, large differences in particle size distribution and particle composition may
result in differences in the laser-sample interaction, which affect the quality of the results.
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3.7. Applications

Examples of plant samples analyzed by LA-ICP-MS for their whole composition are
rare in the literature and concern firstly reference materials [107-108]. Quantitative analysis of
mosses [109] and green leaves of desert plants [110] was reported. Quantitative analyse of six
different herbal samples was also reported [94]. Generally, samples were dried, grinded and
pressed as pellets before measurements. In some cases, samples were firstly dry-ashed, and
next, pressed as pellets [60,111]. In each case, results obtained are in good agreement with
those obtained from conventional digestion method. However, LA-ICP-MS may be not the
most appropriate technique to measure the entire elemental concentration of any biological
sample. Conversely, LA-ICP-MS is certainly a technique of choice concerning surface
analysis and imaging of elements in thin cross sections of plant tissues, and is the most

sensitive technique for this purpose [112].

This technique of imaging remains emerging concerning plant tissues but is more and
more attractive in plant science for agronomic or environmental purposes [113]. Mapping
plant leaves by LA-ICP-MS was first proposed by Galiova et al. [114] and Becker et al. [97].
Bioimaging of essential or toxic elements in plant sections was applied to study the element
accumulations in leaves of sunflower [102,114-115], fern [116], tobacco [97], pepper [89] or
medicinal plant [90-91]. It can be noted that the distribution of elements is not affected by the
drying process [89]. LA-ICP-MS was also used to determine Cu and Zn in growth zones of
cucumber roots [118]. The plant leaves were ablated line by line to obtain detailed two-
dimensional images of element distribution with a spatial resolution in the 10-200 um range.
The achievable spatial resolution is determined by the size of craters created within the

materials.

These quantitative/qualitative images of elements revealed the heterogeneity of plant
leaves. Elements are accumulated preferentially in the veins, indicating the importance of
veins as a pathway for the transport of elements [97]. However, some macro-nutrients such as
K, Ca or P are spread more homogeneously over the surface area [104]. The ability to locate
and quantify elemental distributions in plants is crucial to understanding plant metabolism, the
mechanism of uptake and transport of minerals and how plants cope with toxic elements or
elemental deficiencies [118]. The ability of LA-ICP-MS to profile the elemental content of
different plant tissues with high spatial resolution would open up a completely new window
onto speciation in combination with mass spectrometry imaging (MSI). MSI shows great
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Table 2: Applications in plant sample analysis with LA sample insertion

Sample type Elements Calibration remarks Ref.
Tea leaves, pepperbush Multiple matrix-matched standards Analysis of certified reference materials [107]
Orchard leaves, Tomato leaves  Multiple Standard values of kale Analysis of standard reference materials [106]
Samples dried or dry ashed and next, pressed as
Leaves of birch Multiple Isotope dilution pellets [59]
[90,
Leaves of a medicinal plants Multiple matrix matching on NIST SRM 1515 (apple leaves) Qantitative imaging, inflence of water content 91]
Lichens Pb isotopes no calibration Samples pressed as pellets [129]
Mosses Multiple Mixed standards from NIST samples Samples pressed as pellets [108]
Leaves of andropogon Ni, U no calibration Comparison of washed and unwashed leaves [130]
Leaves, shoots and roots of
tobacco Multiple matrix matching on on dried tobacco leaves Quantitative imaging, inflence of water content [96]
Leaves of sunflower Ag, Cu no calibration Qualitative imaging of elements [113]
Leaves of sunflower Pb, Mg, Cu no calibration Qualitative imaging of elements [114]
Leaves of sunflower S, Se matrix matching on NIST SRM 1575a (Pine Needles) Qualitative imaging, internal standard 2c [101]
Quantitative imaging, SRMs used to control
Leaves of sunflower Multiple tobacco leave pressed as pellet accuracy [103]
Qualitative imaging, comparison fresh/dried
Leaves of pepper plant Pb, K, Mn no calibration leaves [88]
Fern rhizomes Cu, Pb, Sb, Zn  no calibration Qualitative imaging of cross section [115]
Wheat grain Zn matrix matching on wheat flour as pellets Localization of Zn within grain [97]
Samples pressed as pellets, SRMs used to
Herbal supplement powders Multiple NIST SRM 1573a (Tomato leaves) control accuracy [93]
Mosses Pu, Am isotopic dilution Use of Sector field IC-MS [100]
Flower leak U isotopes no calibration Use of Sector field IC-MS [128]
Green leaves of desert plants Multiple matrix matched standards Standards pressed as pellets [109]
Cucumber roots Cu, Zn USGS reference standard MAOS-2 (organic matrix) One dimension distribution of elements [116]
Gold
Rice roots and shoots nanoparticles spiked cellulose pressed pellets Detection of presence of nanoparticles [99]
Gold [125,
Tobacco leaves nanoparticles no calibration Detection of presence of nanoparticles 126]
cannabis Multiple no calibration Samples pressed as pellets [127]
Roots of a Cu hyper- imaging of metal-proteins on 2D gels
accumulator plant Multiple no calibration electrphoresis [121]
Spruce bark Multiple no calibration qualitative imaging of elements [122]
matrix matching on NIST SRM 1547 (peach leaves)
Oak leaves Multiple and cellulose gantitative imaging [122]
cellulose spiked with standard solutions and pressed
Rings of pine and popular trees  Multiple as pellets internal standardization with 12C. [98]
cellulose doped with standard solutions/isotopic
Rings of oaks and plant ash Multiple dilution Samples dry ashed and pressed as pellets [110]
Rings of tree with concentrations determined after [95,
Rings of maple tree Multiple digestion elemental variation in time 105]
cellulose spiked with standard solutions and pressed
Rings of spruce Multiple as pellets elemental variation in time [124]
Pine and birch rings Multiple internal standardization only with **C elemental variation in time [104]
bark pellets with concentrations determined after
Barks of pine and oak Multiple digestion samples pressed as pellets [94]
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ability to acquire molecularly specific images of biological samples [119-120]. Co-
localization of genes or proteins with ionomic changes would provide spatial data concerning
linkage between these biochemical functions [121]. However, for speciation analysis, the
proteins of plants may be also separated on 2D gel electrophoresis, followed by LA-ICP-MS
imaging of metal-containing protein using LA-ICP-MS as reported by Wu et al. [122].

LA-ICP-MS was also used in the forestry sciences, especially to describe the change
of element distribution in bark tissues [94,123], in oak leaves [124] or in various tree rings
[95,99,105,106,111,125]. Analysis of tree rings gave useful data to observe atmospheric
depositions or contaminations with time. Spatially resolved analysis to get the distribution of
major and minor elements in bark of trees was also investigated, and showed accumulations

of Mg, P and K at the boundary zone between the lesion and healthy tissue [123].

Recently, LA-ICP-MS was also used to determine the spatial distribution of gold
nanoparticles in rice roots and shoots [100] and in tobacco leaves [126-127]. The
biogeochemistry of nanoparticles in the environment and their accumulation in the food chain
is an emerging research field. Understanding plant uptake and accumulation of nanoparticles
is then important for developing crop species that can prevent accumulation in organs.

More originally, LA-ICP-MS was used to distinguish the provenance of cannabis in
forensic analysis [128]. In the environmental field, the determination of Pu and Am in mosses
was carried out [101] as well as measurement of the isotope ratios of U on flower leaf [129].
The measured concentrations were in the pg/g range and a sector field ICP-MS (ICP-SFMS)
was required. A rapid and reliable method to determine Pb isotope ratios in lichens was
reported by Kylander et al. [130]. These methods were applicable to evaluate the sources of
atmospheric pollutants deposition for biomonitoring studies and sample screening. The results
for mosses and lichens confirmed they are particularly suited for use as bioindicators of
environmental contamination. Another example of environmental monitoring is given by
Punshon et al. concerning Ni and U determinations in plants [131]. In this study,
concentrations of washed and unwashed samples were compared; washing removed the

majority of elements on the surface.

However, it is close to impossible to prepare standard samples from freshly cut off
leaves for calibration of LA-ICP-MS for quantitative measurements. The existing NIST or
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BCR plant sample powders do not give information about spatial distribution of elements.
Consequently, there is an urgent need for a standard technique which can offer accurate
analysis. With the aid of techniques based on X-ray, it should be possible to develop standards

for major and trace elements.

3.8. LIBS

Laser induced breakdown spectroscopy (LIBS), also, has been demonstrated as a
potential technique for qualitative analysis of element compositions in various solid samples.
More specifically, micro-nutrients and macro-nutrients were detected in plant materials [132-
134]. This technique is defined as a form of AES in which a pulsed laser ablates a small
amount of material from the sample surface. A micro-plasma is formed and the emission of
elements is analyzed by an optical spectrometer. LIBS required then no sample preparation
and could be used to locate and quantify spatial distribution of interesting elements. However,
the success of LIBS for the quantitative analysis of biological samples involves the
development and optimization of statistical methods to interpret their complex spectroscopic
data. Therefore, typical limits of detection in LIBS are in the high mg/kg range, much higher
than in LA-ICP-MS. LIBS is then not satisfactory for environmental requirements and must
be reserved to major element determination. A complete review concerning plant sample

analysis by LIBS is given by Santos [135].

4. Conclusions

With LA and ETV, there is a marked progression in analytical chemistry from bulk
analysis through microanalysis with ETV and spatially resolved analysis with LA. However,
their use in real life analytical chemistry remains very limited. In fact, selection of the
working conditions to obtain quantitative results is not always an easy task for ETV and LA
and requires considerable expertise. For these reasons, they must not be considered as
standard sample introduction systems for ICP techniques but are rather reserved to

challenging analytical problems that could not be solved easily by another strategy.

In plant samples, there are many analytical situations where ETV and LA are
necessary. The main advantage of ETV in plant nutrition or environmental pollution studies is
its ability for rapid analysis of many elements without sample preparation. ETV based
methods can replace any wet based methods when a fast multi-elemental screening is needed.
This includes also the possibility of quantifying elements that are difficult to determine by
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other analytical methods (Si, 1) or situations where only a very limited amount of sample is
available. LA-ICP-MS is a powerful analytical tool to obtain a two-dimensional image of the
sample surface for both macro- and microelements in plant tissues. The resolution of this

technique is sufficient for all the elements measured.

Continuous development of these techniques for better transport efficiency (and
sensitivity), should increase the scope of their utilisation in plant science. For example, the
simplicity of sample preparation makes LA and ETV promising techniques in the
phytoremediation field where analytical procedures for elemental determination in plant
tissues should be fast and cheap. For example, analyzing the accumulation and distribution of
metals and non-metals by tolerant or hyper-accumulator plants allows selecting an appropriate
choice for phyto-extracting elements in contaminated soils. It is also important to learn about
the physiological processes involved in plants, including metal translocation, metal tolerance
mechanisms and other storage processes. The capabilities of elemental mapping and
determination of elements in specific organs provided by the combination of LA and ETV,

should prove to be effective tools for future research in this domain.
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2°Me Partie

Etudes théoriques et expérimentales du fonctionnement dans une unité de

vaporisation électrothermique. Optimisation des conditions de la formation

de I’aérosol et de son transport vers un spectrometre ICP

La génération d’un aérosol et son transport vers le plasma est une caractéristique
fondamentale du fonctionnement d’une unité ETV, celle qui conditionne ses performances
analytiques. Cette partie compile et synthétise les differentes études realisees sur le
fonctionnement du couplage instrumental ETV-ICP-AES. Ces travaux se sont étalés dans le
temps. Une étude théorique, grace a un modele mathématique simple, a permis d’identifier les
principaux mécanismes physico-chimiques qui agissent sur la formation et le transport de
I’aerosol entre ’ETV et la torche, a savoir les débits d’argon et de Fréon principalement. Les
experimentations ont permis d’optimiser ces parametres pour obtenir une efficacité et une
sensibilité maximum sur les mesures et la limitation des pertes d’éléments qui apparaissent au

cours d’une analyse.
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Etudes théoriques et expérimentales du fonctionnement dans une unité de
vaporisation électrothermique. Optimisation des conditions de la formation

de I’aérosol et de son transport vers un spectromeétre ICP

Résumé

La vaporisation electrothermique (ETV) peut étre considérée comme un réacteur
thermochimique produisant un aérosol qui est transporté ensuite par un gaz porteur vers un
spectromeétre d’émission atomique couplé a un plasma induit (ICP-AES). Les conditions de la
formation de cet aérosol et les phénomeénes de transport ont été étudiés specifiguement selon
les débits d’argon du gaz porteur et du gaz de dérivation. Un modele mathématique simple a
été employé en premiére approche pour estimer I'évolution dynamique du nombre et de la
dimension des particules de I’aérosol produit par I'unité ETV ainsi que I'efficacité de transport
de cet aérosol entre I'unité ETV et I'lCP. La simulation a montré que la source principale des
pertes d'analyte pouvait étre I'adhérence des particules sur les parois du tube de transfert par
un effet de thermophorese et la surface de condensation disponible pour les éléments
analysés. Les aspects analytiques de ces conditions gazeuses dans ETV ont été également
étudiés expérimentalement sur des solutions étalons, de méme que I’influence du gaz de
réaction (Fréon) ou la présence d’eau dans I’aérosol. Les changements d’intensités spectrales
ont reflété des variations de I'efficacité de transport de I'aérosol comme prévue par la théorie
mais également de I'efficacité des processus d'atomisation et d'ionisation qui ont lieu dans le
plasma. Dans les deux cas, les débits de gaz jouent un grand rdle dans la formation de
I’aérosol, dans son transport et dans le temps de séjour des particules et des analytes dans le

plasma.
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1. Introduction

La vaporisation électrothermique (ETV) constitue un systéme d’introduction des
échantillons solides pour la spectrométrie d’émission atomique a plasma inductif (ICP-AES)
ou la spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (ICP-MS) [1-3]. La production
d'un signal analytique directement a partir d'un échantillon a I’état solide offre, en effet, un
certain nombre d'avantages importants. Une faible quantité d’échantillon est suffisante.
Aucune mise en solution n’est nécessaire. Les erreurs dues aux pertes ou aux contaminations
possibles pendant I'étape de dissolution sont éliminées. Par conséquent, de nombreuses
applications utilisant I’'ETV ont été rapportées dans la littérature, particulierement au sujet des
échantillons biologiques et environnementaux [4-13].

Un autre avantage de I’analyse directe des solides est que la vaporisation de
I'échantillon est séparée en temps et de l'espace des processus d'atomisation, d'ionisation et
d'excitation qui ont lieu dans le plasma [14]. Cela permet l'optimisation indépendante des
parameétres de fonctionnement de I'lCP et de 'ETV. Concernant I’unité ETV, un large éventail
de transformations physico-chimiques se produisent entre le four graphite et le plasma sur
I’échantillon et sur les éléments qu’il contient. Il a été reconnu que la formation d'un aérosol
stable est nécessaire pour transporter efficacement les éléments volatilisés, de l'unité d'ETV a
la torche de I'ICP [15-16]. On a spéculé, mais non démontré, que I’efficacité de ce transport
est liée a la présence de particules qui offrent des sites de condensation pour les vapeurs
d’analytes [15] et que les conditions gazeuses semblent avoir plus d’influence sur la formation

de I’aérosol et sur son transport que tout autre parametre expérimental.

De plus, entre ’ETV et la torche a plasma, une fraction significative de particules
restent bloquées sur les parois du tube de transfert et n’atteignent pas le plasma [17,18]. Cette
observation peut étre expliquée par un phénoméne appelé thermophorese. Il s’agit du
phénomene physique par lequel des particules d’aérosol en suspension dans un gaz migrent
dans la direction des basses températures quand elles sont soumises a un gradient thermique.
Dans un systéme non-isothermique avec des parois froides, comme dans le tube de transfert
entre ’ETV et le spectrométre ICP, la thermophorése cause un dép6t de particules le long des

parois du tube et donc une perte d’analytes.

En ce qui concerne I’ICP, des conditions robustes doivent étre employées afin de
limiter au maximum les effets de matrice [19]. De telles conditions correspondent
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généralement a une puissance élevée du plasma et a un diametre large de I’injecteur de la
torche [20]. Cependant, il est reconnu que I’injection d’un aérosol sec dans un plasma conduit
a des conditions d’excitation plus faibles en comparaison de celles obtenues avec un plasma
humide [21-26]. La présence d’eau sous forme de vapeur peut jouer un role clé en influencant
le comportement du plasma [27-30]. Plusieurs auteurs ont trouvé que, comparé a un aérosol
sec, la présence d’eau augmente les températures d’ionisation et d’excitation du plasma et la
densité électronique [23,25,26]. L effet positif de I’eau dans le plasma d’un ICP apparait du a
la présence d’hydrogene qui est le gaz moléculaire avec la conductivité thermique la plus
élevée (dix fois celle de I’argon), ce qui améliore les processus de transfert d’énergie.

Cependant, peu d’études ont été menées sur les propriétés des plasmas quand un
systeme ETV est utilisé, et encore moins avec un aérosol additionné d’eau [31]. Il y donc un
manque d’information concernant les aérosols produit par ETV et de leurs effets sur les
performances d’un systeme ETV-ICP-AES. De plus, les conditions gazeuses conditionnent le
temps de résidence de I’aérosol dans le plasma qui est d’une importance vitale dans la qualité
de I’analyse, que ce soit au niveau de la sensibilité ou au niveau des effets de matrice [19]. Il
convient de définir le temps de résidence optimum, et donc de trouver les meilleures
conditions gazeuses pour qu’un transfert d’énergie efficace se produise entre le plasma et les
particules d’aérosol. Quoi qu’il en soit, il apparait une nouvelle fois que les conditions
gazeuses semblent avoir une importance vitale sur le fonctionnement, la sensibilité analytique,

et les performances du systeme ETV-ICP-AES.

Pour toutes ces raisons, il serait souhaitable de comprendre au mieux les interactions
complexes qui se produisent dans un systeme ETV-ICP. C’est le but principal de la recherche
présentée ici. Pour cela, un modéle mathématique simple, décrivant les phénomenes
physiques impliqués a d’abord été employe. L'évolution d'un aérosol dans un tube cylindrique
est un sujet d'intérét pour beaucoup d'applications industrielles et la science du génie des
procédés fournie des méthodes numériques issues de la mécanique des fluides et de la
dynamique de particules pour étudier la formation des particules, leur transport et leurs pertes.
Une telle approche peut avoir son utilité car elle permet de prévoir, sans expérimentation,

I’évolution de nombre et de la taille des particules dans un aérosol.

Cependant, les résultats obtenus par cette simulation doivent étre comparés aux

résultats expérimentaux obtenus dans des conditions réelles d’utilisation afin de valider les
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hypotheses faites dans le modéle numérique. Pour cela, les intensités analytiques de divers
éléments fournies par des solutions étalons ont été mesurées par un spectromeétre ICP en
faisant varier les conditions gazeuses, c'est-a-dire les débits des gaz porteur et de dérivation de
I’ETV, et la composition chimique de I’aérosol a savoir la présence (ou non) de gaz de
réaction (Fréon) et la présence (ou non) d’eau dans I’aérosol.

2. Théorie

2.1. Nucléation et condensation

La représentation schématique de l'unité ETV 4000, commercialisée par Spectral
System (Firstenfeldbruck, Allemagne) et étudiée ici, est donnée en Figures la et 1b. L'unité
est équipée d’un four en graphite en forme de tube dans lequel est introduit une plateforme de
graphite contenant I’échantillon solide. Aprés chargement de I'échantillon, I’extrémité du four
est fermée. Les opérations de I'ETV, température et temps de chauffage, sont complétement
commandées par ordinateur. La température des diverses étapes du programme peut étre
choisie entre la température ambiante et 3000°C. Un écoulement de gaz argon porteur enléve
toutes les vapeurs produites a l'intérieur du four. De plus, entre la sortie du four graphite et
I’entrée du tube de transport, un deuxiéme écoulement d'argon est ajouté, qui est appelé gaz
de deérivation. Ce gaz meéne au refroidissement de l'aérosol. Ensuite, I’écoulement gazeux
transporte les particules d'aérosol dans le plasma. La conception de construction de l'unité
ETV 4000 a été rapportée par Hassler et al. [32].

L’utilisation d’un modéle mathématique implique une connaissance théorique des
processus fondamentaux qu'il décrit. Dans le réacteur ETV, l'efficacité de la formation de
I'aérosol sec est le facteur principal qui détermine la quantité finale d’éléments transporté vers
le plasma [33]. Dans un processus typique d'évaporation-condensation, la formation de
I'aérosol commence normalement par la nucléation, c'est-a-dire par la formation de
précurseurs stables dans une vapeur sursaturée appelés des monomeres [34-36]. Ensuite, ces
monomeéres forment des particules par condensation et coagulation. La condensation est le
processus de la croissance des monomeéres par l'intermédiaire de collisions avec la phase de
vapeur. La coagulation est le processus de la croissance de particules par l'intermédiaire des
collisions entre les particules, suivi de leur coalescence [35]. Une représentation schématique

de ce processus est montrée dans la Fig. 2.
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Cependant, les monomeres formeront les particules stables par coagulation seulement
si leur diameétre (d;) est supérieur ou égal a un diametre critique (dp*) appelé diametre de

Kelvin :
d,<d; (1)

Cette condition a été citée la premiére fois par Kantor pour décrire le transport de la
vapeur d'analytes créée par I'ETV [15]. Dans le réacteur ETV, un gaz Fréon est souvent
employé comme réactif d’halogénation pour améliorer la volatilisation des éléments [37-40].
L'addition de ce gaz de réaction dans le gaz porteur est active avant de commencer I'étape de
vaporisation. Avec des analytes transformés en halogénures, la condition dp*§ d, est rarement
réalisée (a I’exception du magnésium ou du calcium). Il ne peut pas y avoir condensation
homogene des analytes. Cependant, la condition dp*s d, est totalement remplie pour le
carbone [41]. Les particules de carbone peuvent étre libérées du four de graphite pendant
I'étape de vaporisation a hautes températures mais elles sont plus particulierement issues du
gaz Fréon (CHF,CI). Le gaz est décomposé au début du four et produit un grand nombre de
particules de carbone. Ici, il est supposé que ces particules fournissent des emplacements de

condensation - par nucléation hétérogéne - pour les éléments vaporiseés.

2.2. Coagulation et diffusion des particules dans le tube de transfert

Pour un débit d'argon de 1 1.min™ et un tube de transport de 4 millimétres de diamétre,
le nombre de Reynolds a 25 °C est de Re = 370. Ceci confirme qu’un écoulement laminaire se
produit dans le gaz de transport. L'évolution de l'aérosol (distribution de la taille et de la
concentration de particules) dans un tube avec un écoulement laminaire peut étre
rigoureusement décrite par I'équation générale de la dynamique [36]. Elle se compose d'une
équation intégro-différentielle partielle non-linéaire complexe, prenant en compte la
nucléation, la condensation, la coagulation, la diffusion, la thermophorése et le transport des
particules. Elle n’a pas de solution analytique mais elle peut étre simplifiée par quelques
hypotheses. On peut supposer que seules les particules de graphite sont présentes dans le four
(les molécules de vapeur se condensent sur la surface des particules de carbone) et que le
signal analytique sera donc proportionnel a la quantité de particules parvenant au plasma.
Dans ces conditions, la croissance des particules par la nucléation et la condensation peuvent

étre négligées. L'évolution dynamique de l'aérosol entre ’ETV et plasma est réduite ala
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Figure 2 : Formation de I’aérosol dans le cas d’'une condensation homogéne.
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coagulation des particules, a la perte par diffusion et a la thermophorese. Ce systéeme de
modélisation simplifié a été étudié par Alonso et al. [42]. Dans ce systeme, on assume que des
particules sont toutes de taille unique et sphériques. La coagulation est due a la collision entre
deux particules et la constante de coagulation K est indépendante de la taille des particules.
On suppose également que la perte par diffusion est simplement proportionnelle a la
concentration du nombre de particules, avec une constante 6. Avec les considérations ci-
dessus, les variations de la concentration de nombre de particules avec le temps peuvent étre

exprimées par :

dN— 1KN2 ON (2
dt 2 (2)

L’integration de (2) avec comme conditions initiales N = Ng au temps t =0 mene a :

N = Noe_St (3)
1+ () (- e

La pénétration au temps t peut étre exprimée par P(t) = N(t)/No, ou N(t) est la concentration
de particules de I’aérosol au temps t. La pénétration est donnée par P = e™. Dans ces

conditions, I’équation (3) devient :

PN, 1—11<1v (1-P)
N T2 Cmp

t (4)

No peut étre évaluée en fonction du débit de Fréon. Il s’agit du débit d’atome de
carbone. K peut étre évalué selon Singh et al. [34]. Dans le cas simple ou les particules sont
d’une dimension uniforme, la pénétration peut étre estimée au moyen de I’equation de
Gromely-Kennedy. Cette equation exprime P en fonction du paramétre p = Dt/R* avec D:

Coefficient de diffusion, t: temps et R: rayon du tube.

P = 0.819¢73%57F + 0.0975e 72238 + 0.0325¢757F for B = 0.0312 (5a)

2 4
P=1-256B3+ 128 +0.17763 for B < 0.0312 (5b)
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2.3. Thermophorese

La thermophorese est le phénomene physique dans lequel les particules d'un aérosol
migrent dans la direction de la température décroissante une fois soumises a un gradient
thermique et se déposent sur les parois froides (le tube de transfert dans le cas du systeme
ETV-ICP). Les données expérimentales présentées par Grégoire et Sturgeon montrent une
diminution exponentielle du dépot d'analyte en fonction de la distance a I'ETV, le dépdt le

plus important se produisant a la sortie de I'ETV [17].

La vitesse de thermophorese d'une particule sphérique en suspension dans un gaz et

soumise a un gradient de température est donnée par :
Vin = Kenv AT /T (6)

La vitesse thermophorétique (\Vth) dépend de la viscosité cinématique (v) du gaz, de la
température T, du gradient de la température (AT) et d'un coefficient thermophoretique Kth.
Kth peut étre estimé selon la littérature spécialisée [43-46]. Pour les particules de moins de
1000 nanometres, la thermophorése n'est pas une fonction de la dimension particulaire [45] et
peut donc étre calculée indépendamment de la coagulation brownienne qui elle est une
fonction de dimension particulaire. Les modéles mathématiques décrivant la thermophorése
sont complexes et les solutions numériques prennent du temps. Heureusement, des
corrélations semi-empiriques ont été développées pour permettre I'évaluation simple de
I’efficacité thermophorétique totale E obtenu dans un écoulement laminaire. Selon Walker et
al. [43], le pourcentage des particules qui sont déposées sur les parois d’un tube (efficacité

cumulative) est donnés par :

Tg—Tp

E = PrK,,
Tp

(7)

Pr est le nombre de Prandtl, Tg est la température du gaz et Tp est la température des parois.

3. Résultats de la simulation numérique

3.1. Coagulation dans le four graphite

L'avantage de la simulation mathématique est de pouvoir examiner I’influence des

parametres avec des valeurs diverses, sans expérimentation [46]. Avec la connaissance du
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débit du gaz de réaction, N est facilement déterminé. Le Tableau 1 expose les paramétres
utilises pour la simulation numérique. Lors du passage de I’aérosol dans le four, la
concentration en nombre de particules diminue trés rapidement avec prés de I’entrée du
réacteur ETV, puis cette diminution est fortement ralentie dans les autres parties du four
graphite (Fig. 3).

Une propriété importante de beaucoup de processus particulaires est la distribution
dimensionnelle des particules. En effet, beaucoup de résultats expérimentaux et de calculs
numeériques indiquent que la distribution de la dimension particulaire pendant la coagulation
adapte une fonction log-normale [47-48]. Dans le modéle utilisé, on assume que les particules
ont une taille unique. Cependant, cette dimension moyenne des particules diminue avec une
augmentation du débit du gaz porteur (Fig. 4). La concentration initiale en monomere diminue
par dilution. La probabilité des collisions est réduite, menant a la formation de plus petites
particules. Les tailles calculées indiquent des diamétres compris entre 40 et 200 nanometres.
Sparks et al. ont examiné la distribution des dimensions de particules d’un échantillon
transportée depuis un dispositif ETV [18]. La majorité des particules produites se situaient

dans la gamme 100-200 nanométres. Cette étude a cependant été réalisée sans Fréon.

Si les particules de carbone servent a la condensation des éléments, alors la quantité
transportée sera dépendante de la surface disponible. Cette surface ne sera pas identique selon
le débit du gaz porteur (Fig. 5). Un débit élevé favorisera une superficie élevee et, donc, une
efficacité élevée de condensation pour les analytes.

3.2. Coagulation et thermophoreése simultanée dans le tube de transport

Les variations des deux débits d'argon doivent étre étudiées simultanément pour
obtenir I'efficacité maximum du transport des particules, et donc, les meilleures conditions de
mesure analytique. Ainsi, il est possible de visualiser I'efficacité du transport des éléments
vers le plasma en relation avec les conditions gazeuses de I'ETV (Fig. 6). On observe
particulierement une augmentation de l'efficacité du transport pour les trés faibles débits de
gaz porteur. On peut penser que, les faibles écoulements de gaz porteur favorise un
refroidissement élevé de I’aérosol et donc des pertes réduites par thermophorése. Cependant,
ces faibles débits ne favorisent pas non plus une surface élevée pour la condensation. Si I’on
considére que la quantité d’analyte transportée est proportionnelle a la surface de
condensation disponible, on obtient alors la Figure 7. L’augmentation de la surface de
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condensation correspond a un changement crucial de la quantité d’éléments transportée vers
I''CP avec une meilleure efficacité de transport pour les forts débits de gaz porteur qui
favorisent la formation de particules fines. On se trouve donc devant deux phénoménes

antagonistes.

Le comportement est différent selon le débit de gaz de dérivation. Pour les débits les
plus éleves, Iefficacité de transport est accrue (Fig. 8). Le but du gaz de dérivation est bien
d'augmenter le taux de refroidissement, pour diminuer les effets de la thermophorése et il a
donc un effet positif sur le transport de I’aérosol [49-52]. Si I’on tient compte de la surface
des particules, le comportement est logiquement le méme (Fig. 9) mais les meilleurs
transports s’obtiennent pour les débits de gaz porteur élevés comme vue précédemment. Avec
de faibles débits de gaz porteur, I'effet surface demeure important et une fraction des analytes
n'atteint pas le plasma.

Au moyen de cette simulation, I’opérateur peut évaluer les conséquences liées aux
changements des conditions opératoires, examiner de maniére critique chaque parametre en
termes d’efficacité de transport de I’aérosol et choisir, a priori, les meilleures conditions
gazeuses pour I’analyse élémentaire par ETV-ICP-AES. Cependant, cette modélisation
numérique ne prend pas en compte les phénomenes qui se produisent dans le plasma. Si les
débits de gaz jouent un grand role dans la formation de I’aérosol et dans son transport, ils
jouent aussi un grand r6le dans le temps de séjour des particules et des analytes dans le
plasma et, donc, sur les conditions d’atomisation, d’ionisation et d’excitation. On peut
supposer qu’un débit de gaz important transportant une grande quantité de particules
entrainera une perte d’énergie dans la partie centrale du plasma avec pour conséquence une
baisse de la température et une baisse des intensités analytiques en comparaison de débits de
gaz plus modérés.

4. Partie Expérimentale

4.1. Instrumentation

L'instrument ICP-AES utilisé, couplé a I'unité ETV, est un spectrometre Thermo
Elemental (Franklin, MA, Etats-Unis) IRIS INTREPID qui offre la possibilité de travailler en
vue axiale ou en vue latérale. Ce spectrometre est équipé d’une torche en quartz (diamétre
interne de I’injecteur : 2.4 millimetres). La ligne de transfert entre les deux instruments est

composée d’un tube de PTFE de 30 centimétres long et de 6 millimétres de diametre extérieur
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Table 1 : paramétres utilisés lors de la

simulation.

Freon flow rate ( ml min™) 2.3
Carrier gas flow rate (1 min-1) 0.02-0.3
Bypass gas flow rate (| min-1) 0.1-0.8
Furnace length : 30 mm 30
Transport tube lenght (mm) 300
Vaporization Temperature (°C) 1900
Wall Temperature (°C) 25

Table 2 : Conditions opératoires du spectrometre ICP.

Plasma

Power (kW) 1.35
Argon flow rate (I min™) 15

Auxilliary argon flow rate (I min™) 1.5

Measured wavelenght (nm)

Cd 214.4
I 183.0
Si 2514
Pt 214.4

Table 3 : Programme thermique de I'ETV.

Program step Temperature (°C) Ramp (s) Hold time (s)
pyrolysis | 270 30 60
pyrolysis Il 420 30 30
vaporization 1900 15 15
cleaning 2300 2 15
cooling 20 60 10
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(4 mm de diametre intérieur). Les signaux transitoires obtenus sur les échantillons ont été
intégrés dans le temps pour fournir les intensités analytiques. Les intensités ont été également
mesurées aux cotés de chaque pic pour la correction de fond. Les parameétres de I'lCP-AES et
le cycle thermique d'ETV sont récapitulés dans les tableaux 2 et 3 respectivement. Les
mesures ont été réalisées selon les cas, en présence ou absence de gaz Fréon, et en présence

ou absence d’eau.

4.2. Réactifs

Tous les réactifs utilisés étaient de qualité analytique. Une solution étalon multi-
élémentaire contenant 800 pg.l™ de Cd, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb et Zn a été préparée en diluant les
volumes appropriés de solutions @ 1000 mg.l™ disponibles dans le commerce (Merck,
Darmstadt, Allemagne) avec de I'eau ultrapure. Pour Pt, la solution étalon initiale contenait
aussi 1000 pg.I™. Pour tous ces éléments, le spectrométre ICP a été employé en visée axiale.
Ces solutions ont été acidifiées avec 5% (v/v) de HNO; concentré (Baker analysed,
Phillipsburg, NJ, Etats-Unis). Pour | et Si, I'ICP a été employée en visée latérale, moins

sensible, et des solutions contenant 1000 mg.I™ de chaque élément ont été utilisées.

De la cellulose purifiée a été employée en tant que support aux solutions étalons. La
quantité de cellulose pesée dans les plateformes graphitiques était en général de 2 mg. Il a éte
observé que I’utilisation de la cellulose comme support aux solutions étalon améliore la
qualité de I’étalonnage [13] pour I’analyse des végétaux. Pour cette raison, toutes les
investigations sont menées systématiquement avec de la cellulose (sauf indication du
contraire). Des parties aliquotes des solutions étalons (ul 10) ont été ajoutées manuellement
sur la cellulose avec une micropipette. Chaque détermination s'est composée de trois

répétitions des mesures des échantillons et le résultat a été pris pour étre la moyenne.

5. Résultats expérimentaux et discussion
5.1. Etude des débits d’argon

L’influence des deux débits d'argon sur les intensités spectrales des éléments a
constitué la premiere étude. Les réponses obtenues pour le Cd sont illustrées dans les Figures
10 et 11. Des résultats comparables ont été obtenus pour les autres éléments. Les écarts type

relatifs obtenus sur des mesures pour cet élément variaient entre 2 et 5%.
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Il peut étre observé que sans écoulement de gaz porteur, il n’est pas possible de
transporter les éléments a la sortie du four. Un écoulement croissant de gaz porteur
correspond, dans un premier temps, a une augmentation importante des quantités d’éléments
transportées dans I'lCP. Cependant, au-dessus d’un débit d’argon d’environ 0.1 l.min™, un
renversement de tendance se produit avec un affaiblissement du signal analytique d'émission,
suggérant que le gaz porteur provoque soit un effet thermophorétique sur les particules
d'aérosol plus important que celui prévu par la simulation numérique, soit une modification

des conditions d’atomisation, d’ionisation et d’excitation dans le plasma.

En ce qui concerne le gaz de dérivation, les plus faibles débits conduisent aussi a
I'affaiblissement des intensités spectrales comme prévu par la modélisation (Fig. 11). Ce
comportement est lié a un temps de séjour plus grand de I’aérosol dans le tube de transfert et a
un plus fort gradient de température. Cependant, on observe également un effet dépressif sur
les intensités spectrales pour des valeurs élevées du débit de ce gaz. Cet effet pourrait étre
assigné au temps de séjour des espéces d'analyte dans le plasma indiquant une dégradation des
états d'ionisation/excitation. La température de la zone centrale du plasma dépend fortement
du débit du gaz injecté dans la torche [53]. Une quantité de carbone est également présente
avec les analytes, et sa vaporisation dans le plasma peut consommer une part considérable de

I’énergie disponible, réduisant sa température [54-55].

Les deux courbes obtenues ont une forme de cloche montrant, a chaque fois, deux
effets antagonistes. Le gaz porteur joue un role sur la surface disponible pour la condensation
des elements et sur la thermophorése. Le gaz de dérivation accélére le refroidissement du gaz
porteur et augmente ainsi l'efficacité de transport de I'aérosol. Inversement, il provoque un
temps de séjour de I’aérosol dans le plasma plus court, qui affecte les propriétés du plasma
lui-méme et diminue le signal analytique. Ces effets peuvent étre résumés par la Figure 12.

5.2. Etude du débit de Fréon
L’influence du gaz Fréon (& débit de 2.3 ml.min™) a été réalisée sur des éléments qui

présentent des propriétés physiques et chimiques différentes, deux métaux (Pt et Cd), un
métalloide (Si) et un non-métal (I). Pour les élements plut6t réfractaires (Pt et Si), la présence
du Fréon est bénéfique et augmente I’intensité des signaux analytiques d’un facteur compris
entre 2 et 3 (Fig.13). Des résultats comparables ont été obtenus avec d’autres éléments

réfractaires comme Cr ou Ni.

79




La présence du gaz Fréon est importante car il contréle & la fois la volatilité des
éléments et la présence de sites de condensation dans I’aérosol. Les points d’ébullition des
chlorures et des fluorures de ces éléments sont situés a des températures plus basses que celles
des formes métalliques, des oxydes ou des carbures de ces mémes éléments. Ils sont donc plus
facilement vaporisés dans le four graphite. De plus la nature de ce gaz (CHF,CI) ajoute de
I’hydrogeéne dans le plasma ce qui améliore ses propriétés thermiques [27,56]. Cependant, les
intensités obtenus sans Fréon restes utilisables mais avec une baisse de la sensibilité
analytique. Malgré le manque de sites de condensation, il est possible que ces éléments soient

transportés apres une condensation homogeéne.

Les éléments volatils (Cd et I) ont un comportement différent et I’absence de Fréon ne
modifie pas leur réponse analytique. Pour ces éléments, les radicaux fluor et chlore
n’améliorent pas beaucoup leur volatilité et la diminution du nombre de sites de condensation
ne semble pas les affecter. Ce fait peut étre expliqué soit par une volatilisation a basse
température suivie d’une condensation homogeéne sous une forme métallique (pour Cd), un
forme moléculaire (pour 1) ou sous la forme d’oxydes, soit par la condensation possible de ces
éléments sur des particules formées par I’échantillon lui-méme. Le support de I’échantillon est
formé de cellulose qui peut fort bien libérer des particules carbonées pendant I’étape de

volatilisation.

Pour vérifier cette hypotheése, le signal analytique de deux éléments a été mesuré sur
des solutions étalons, avec et sans cellulose, en fonction d’un débit croissant de Fréon. Les
résultats, donnés dans la Figure 14, indigue bien une influence du support qui se substitue au
Fréon pour former des particules et un aérosol transportable.

5.3. Etude de la présence d’eau

Pour étudier I’influence de la présence d’eau dans I’aérosol produit par I’unité ETV,
un nébulisateur pneumatique a été installé sur le tube de transfert a I’aide d’une piece en
forme de T. De I’eau purifiée a été nébulisée a des pressions croissantes. Cette procédure
permet de déterminer I’effet progressif d’une augmentation de la quantité d’eau injectée. Sur
la Figure 15, obtenue pour le silicium, il apparait clairement une diminution du signal

analytique en fonction de la pression de nébulisation.
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Figure 10 : Intensité du signal du Cd selon le débit du gaz d’entrée (débit gaz de dérivation = 0.3 | min'l).
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Figure 12 : Résumé des effets générés par les deux gaz de I'ETV.
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Figure 13 : Influence du Fréon (2.3 ml.min™) sur le signal analytique de quelques éléments.
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Figure 14 : Influence du débit de Fréon sur le signal analytique de Cd avec et sans support de
cellulose.
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Sur les figures 16 et 17, I’effet de I’introduction de I’eau dans I’aérosol a été étudié en
fonction des débits de gaz porteur et de dérivation de I’ETV. Les intensités mesurées sont
celles du silicium, un métalloide. Les résultats obtenus sur un métal (Pt) et sur un non-métal
volatile (1) sont tout a fait similaires. L’introduction d’eau semble avoir une influence
négative sur les conditions d’excitation du plasma. La dissociation de I’eau est le phénomeéne
prédominant et absorbe une part importante de I’énergie totale disponible du plasma au
détriment de I’énergie disponible pour I’atomisation et I’excitation des éléments analysés. Il
doit étre noté que I’étude a été effectuée sans gaz de réaction. Pour cette raison, les debits
gazux qui correspondent a une intensité maximum du signal ne sont pas les mémes que ceux

présentés dans la Fig. 11.

De plus faibles températures de plasma sont probablement obtenues. En comparaison,
un aérosol sec consommera moins d’énergie et permet d’atteindre des valeurs d’intensités
plus élevées. Si I'échantillon se présente en l'absence de solvant, on peut penser que la
dissociation des particules puis I’excitation des analytes débute dans le plasma, avec une
température plus élevée. De plus, I’addition d’un nouveau gaz dans le tube de transport, via la
pression de nébulisation, provoque une augmentation du débit de gaz injecté dans le plasma et
donc une dégradation des conditions d’excitation conduisant a la baisse des intensités.
Maintenant, il possible que de I’eau injectée dans I’aérosol directement sous la forme de
vapeur (a I’aide d’un dispositif de chauffage) permette une amélioration des performances du

spectromeétre ICP.

6. Conclusions

Les effets observés sur les intensités spectrales ont été premiérement assigné au
transport de I'aérosol. Les gaz porteur et de dérivation dans l'unité ETV, exercent en effet une
influence considérable sur les performances du systeme ETV-ICP-AES. Les deux gaz
mentionnés tendent a étre interdépendants d'une maniere complexe et affectent simultanément

le fonctionnement de I’ETV et le fonctionnement du plasma.

Il a été montré qualitativement, avec un modele de prévision, que la production d’un
aérosol fin est favorisée en utilisant un fort taux de refroidissement du gaz porteur, ce qui
augmente aussi I'efficacité de transport. Inversement, un débit important de gaz porteur - ou
un débit faible de gaz de dérivation - augmente la thermophorese et limite l'efficacité de

transport de I'aérosol entre ’ETV et la torche a plasma.
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Figure 15 : Influence de la pression de nébulisation sur le signal analytique du silicium dans le cas
d’une injection d’eau dans I'aérosol par une nébulisation pneumatique.
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Figure 16 : Intensité du signal de Si (10 pg) selon le débit du gaz d’entrée (débit gaz de dérivation =
0.3 1 min™) et la présence d’eau (15 psi).

20

15

10 #sans H20

S/

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Débit du gaz de dérivation (I min-t)

Intensité (Cps)

Wavec H20
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Cependant, les taux de refroidissement les plus élevés sont réalisés par grands débits
de gaz de deérivation. Cela se traduit par de temps de séjour de I’aérosol dans le plasma plus
courts, diminuant l'intensité de signal. Ces effets concurrentiels ont comme conséquence la
réalisation d’un compromis entre I'efficacité de la formation de l'aérosol sec, I'efficacité de
transport des analytes entre l'unité d'ETV et I'lCP et le temps de séjour des especes dans le

plasma afin d'obtenir les meilleures intensités spectrales pour les éléments analyses.

Enfin, si la présence d’eau dans I’aérosol n’est pas vitale pour les analyses, il est clair,
en revanche, que la présence de Fréon améliore grandement le signal analytique des éléments

réfractaires en favorisant leur volatilisation et leur condensation.
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3°™e Partie

Développements et applications de la vaporisation électrothermique couplée

a la spectrométrie d’émission atomique ICP pour I’analyse élémentaire

directe dans les végétaux

Ce chapitre décrit I’ensemble des développements et des applications mis en ceuvre
avec I’ETV pour I’analyse élémentaire dans les végétaux. Il se compose de plusieurs parties
distinctes : quatre articles publiés entre 2005 et 2011, un article soumis en 2014 et de deux
études non publiées traitant, I’une des effets de matrice pendant I’analyse des vegétaux,

I’autre des sources de variabilités et des incertitudes de mesure.
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Détermination des éléments en trace dans les végétaux par couplage
vaporisation électrothermique - spectrométrie d’émission par plasma

inductif a haute fréequence

Résumé

Une méthode couplant la vaporisation électrothermique et un spectrometre d’émission par
plasma inductif a haute fréquence simultané par détection CCD a été développée pour la
détermination directe de Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni et Pb dans les poudres végétales. Les
échantillons ont été pesés dans des nacelles en graphite qui étaient ensuite introduites dans un
four cylindrique en graphite chauffé electriquement. Un programme thermique a été construit
pour décomposer la partie organique de la matrice a 270°C et 420°C, puis pour vaporiser les
éléments jusqu’a 2400°C. Les effets de matrices sont négligeables pour une quantité
d’échantillon analysé comprise entre 1 et 2 mg. Mais la méthode était affectée pour des
masses d’échantillon supérieures. La méthode a éte appliquée a I’analyse d’échantillons de
références. Une calibration externe avec des solutions aqueuses déposées sur un support
solide constitué de cellulose (et qui simule une matrice végétale) a montré sont efficacité. La
méthode a montré une bonne justesse dans une gamme de concentrations allant de 0.1 a 50
g g* selon les éléments. Cependant, les coefficients de variation obtenus variaient
généralement entre 3 et 20% voire 30% et plus. La cause de cette variabilité est
principalement I’hétérogenéité des échantillons. Enfin, les limites de détections calculées sont
du méme ordre de grandeur que celles obtenues pour les liquides avec un nébuliseur

concentrique classique.
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Résume

Une méthode couplant lavaporisation électrothermigue
et un spectromeétre d 'émission par plasma inductif a haute
[fréguence simultané par détection CCD a été développée
pour la détermination directe de Cd, Co, Cr; Cu, Mo, Ni
et Pb dans les poudres végétales. Les échantillons étaient
pesés dans des nacelles en graphite qui élaient ensuite
introduites dans un four cvlindrigue en graphite chauffé
électriguement, Un programme thermique a é1¢ consiruit
pour décomposer la partie organique de la matrice a
270°C et 4 20°C, puis pour vaporiser les éléments jusqu ‘a
2400°C. Les effers de matrices étaient minimisés entre
1 et 2 mg d'échantillon analysé mais la méthode était
affectée pour des quantités d'échantillon supérieures.
La méthode a été appliquée a l'analyse d'échantillons
de références. Un étalonnage externe avec des solutions
agueuses déposées sur un support solide constitué de
cellulose (et qui simule une matrice végétale) a montré
sont efficacité. La méthode a montré une bonne justesse
dans une gamme de concentrations allant de 0.1 a 50
ug/e selon les éléments. Cependant, les coefficients de
variation obtenus variaient généralement entre 3 et 2)
%, voire 30 % et plus. Les causes de cette variabilité
étaient principalement {"hétérogeénéité des échantillons.
Enfin, les limites de détections calculées étaient du méme
ordre de grandeur que celles obtenues pour les liquides
avec un nébhuliseur concentrigue classique.
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coupled with simultaneous inductively coupled plasma
atomic emission spectrometry with CCD detector was
developed for the determination of Cd, Co, Cr, Cu,
Mo, Ni and Pb in plant powders. The samples were
weighed in graphite cups and loaded imto a cylindrical
graphite furnace which was heated electrically, A multi-
step furnace temperature programme was created to
decompose the organic part of the matrix at 270°C and
420°C and, then, to vaporize the elements until 2400°C,
Although plasma robustness minimizes matrix effects
in the range 1-2 mg, intensity suppression persists

Jor higher sample weight. The applicability of the

method was demonstrated by the analysis of reference
materials. External calibration with aqueous standard
on solid support (cellulose, simulating plant matrix) has
proven to be successful. The accuracy was good in the
concentration range of 0.1 to 50 ug/g but the precision
ranged hetween 3 and 20 % relative standard deviation
and sometimes 30 %, This variability was principally
caused by the lack of homogeneity of the samples, The
calculated detection limits were in the range of the
detection limits obtained on liguid samples with an axial
ICP and a classical concentric nebulizer.

Keywords: electrothermal vaporization, inductively
coupled plasma, trace elements, plant sample.

Introduction

La détermination des éléments en traces dans les
végétaux est couramment utilisée dans les études envi-
ronnementales. Lamajorité de ces éléments peuvent étre
déterminés quantitativement par spectrométrie atomique
d’émission par plasma inductif'a haute fréquence (1CP-
AES) ou par spectrométrie de masse couplée aun plasma
inductif a haute fréquence (1CP-MS). Les techniques




Determination des elements en trace dans les végétaux par couplage vaporisation eletrothermique

ICP fournissent en effet une réponse rapide, sensible et
précise en analyse végétale (1,2). Cependant, la grande
majorité des appareillages sont équipés de systémes
d’introduction de solutions (nébulisation). Cela impose
de convertir les végétaux sous une forme liquide pour
les introduire dans le plasma. Cette étape est potentielle-
ment polluante et peut entrainer des pertes d’é¢chantillon.
Elle est également consommatrice de temps. De plus,
I'efficacité du transport des éléments avec une nébuli-
sation pneumatique classique reste faible (1-2 % de la
solution liquide) et limite donc les performances des
spectrometres.

La production directe d’un signal analytique a
partir d’un échantillon solide permet d’éliminer ces
inconvénients. La vaporisation ¢lectrothermique (ETV)
permet de créer un aérosol directement analysable par
les spectromeétres a partir d'une poudre (3-7). Il s’agit
donc d'un moyen attirant d’introduire 1"échantillon
pour les méthodes ICP. Le principe consiste a déposer
I’échantillon solide dans un four en graphite chauffé
¢lectriquement et a analyser les éléments vaporisés de
cette maniére. La quantit¢ d’échantillon nécessaire est
limitée & 1-5 mg. De plus, entre 20 ¢t 80 % des éléments
contenus initialement dans |’échantillon parviennent
au plasma (8-12). Cet excellent rendement produit -a
priori-une diminution significative des limites de détec-
tion. Un autre avantage fondamental de 'ETV est que la
vaporisation de 1'échantillon est séparée dans 1'espace
et dans le temps des processus d'atomisation, de ionisa-
tion et d’émission permettant une optimisation séparée
de PETV et de I'ICP. Plusicurs applications de 'ETV
ont ¢té rapportées telles que I"analyse de polyméres (35,
13-16), de céramiques (17-21), d'aliments (13,22,23),
d’échantillons biologiques (24-26) et méme de solu-
tions (27-28). L'ETV apparait ¢galement appropriée a
la détermination des métaux dans les échantillons en-
vironnementaux (13-15, 29-33). Cependant, les études
menées dans les végétaux concernent un nombre trés
limité d’éléments.

L’analyse directe sur solide par vaporisation
¢lectrothermique posséde aussi un certain nombre
d’inconvénients qui ne permet pas une utilisation plus
généralisée de cette technique. Travailler directement
sur le solide suppose la présence de la matrice entiére
dans le vaporisateur. Les faibles quantités de poudre
d’échantillon sont pesées et manipulées difficilement.
Un autre probléme est I"étalonnage (5,6,22,34). Certains
utilisateurs ont adopté les matériaux de référence aux
teneurs certifiées (29). D’autres auteurs préférent un
¢talonnage externe a partir d’'une gamme classique en
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solution agueuse (13) ou la méthode des ajouts dosés
(23,29,32). Les effets de matrice sont aussi souventcités
comme désavantage, spécialement pour les échantillons
complexes (22,35-37). Une altération de 'efficacité
du transport entre 'ETV et I'ICP est généralement
a 'origine d'un changement de signal. Ces effets de
matrices varient considérablement en fonction de la
composition des ¢chantillons. De plus, il est connu que
certains éléments tels que Ca ou Mg (en grandes quan-
tités dans les végétaux) influence considérablement les
caractéristiques du plasma et les signaux analytiques
en ICP (38-42). Enfin, la faible précision des résultats
est aussi ['un des principaux obstacles a ["utilisation en
routine de 'ETV (6,25,32,43).

Les performances des prescriptions d’analyse sem-
blent donc fortement dépendantes a la fois des carac-
téristiques physico-chimiques de 'échantillon, de sa
vaporisation & hautes températures, de 'efficacité du
transport des éléments volatilisés de 'ETV a la torche et
du comportement de ces éléments dans le plasma. Aussi,
notre objectif était d’établir les possibilités du couplage
ETV-ICP-AES pour accomplir la détermination simul-
tan¢e de quelques éléments en trace (Cd, Co, Cr, Cu,
Mo, Ni ¢t Pb) sur des poudres végétales. Les principaux
facteurs qui affectaient la formation des signaux analyt-
iques étaient la température de pyrolyse, la température
de vaporisation et la concentration de la matrice. Ces
paramétres expérimentaux ont été examinés de fagon
critique pour assurer un signal maximum pour chaque
élément. Etant donné la complexité des échantillons
végetaux, plusicurs matériaux présentant des proprictés
différentes en terme d’origine, de composition de ma-
trice, de volatilité et de concentrations en éléments ont été
sé¢lectionnés. La justesse et la précision des mesures ont
¢t controlées ensuite sur des échantillons de référence
certifiés. Enfin, les limites de la méthode en termes de
sensibilité et de variabilité ont été discutées.

Matériel et Méthodes

Appareillages

Un vaporisateur électrothermique ETV 4000 (Spec-
tral Systems, Fiirstenfeldbruck, Allemagne) a ¢té utilisé.
Cette unité était constituée principalement par un four en
graphite en forme de tube supporté par deux électrodes
elles-mémes en graphite et recouvert d'une enceinte
refroidie par une circulation d’eau. Le chauffage était
assurc par un courant ¢lectrique et contrélé électronique-
ment, le four pouvant étre amené jusqu’a 3000°C. Les
¢chantillons étaient pesés dans des nacelles en graphite
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en forme de bateau qui étaient ensuite introduites dans le
four & I'aide d’une pince. Pour éviter tout effet mémoire
ou pollution, les nacelles ont été nettoyées individuelle-
ment avant usage, dans le four graphite, par"application
d'un programme 4 haute température (2600°C). Le
chargement de 1’échantillon s’effectuait par I'une des
extrémités du dispositif qui était refermée pendant le
cycle thermique. Aprés fermeture de 'extrémité du
four, le programme thermique était mis en route. Le
programme ¢tait constitué de trois étapes : pyrolyse,
vaporisation et nettovage. Pendant le cycle thermique, un
premier flux d 'argon transférait les vapeurs formées vers
lasortie du four. Un gaz de réaction (CHCIF,) ctait égale-
ment introduit. La fonction du Fréon ¢tait de créer les
conditions de formation de composés métal-halogénes
facilement volatiles et donc, d’augmenter |'efficacité
de la vaporisation et la sensibilité (4,19, 44-47). Une
seconde arrivée d"argon froid était située derriére le four,
permettant la condensation rapide des vapeurs formées
par la vaporisation. L'échantillon était donc transporté
dans le plasma sous la forme d’un aérosol sec constitué
d’agrégats (48). L'unité était interfacée au spectrométre
via in tube de Téflon (30 cm de long, 6 mm de diamétre
intérieur). Les conditions opératoires de 'ETV sont
résumées dans le Tableau 1.

Le spectrométre ICP-AES utilisé était un [RIS IN-
TREPID & double visée axiale et radiale de Thermo
Elemental (Franklin, MA, USA). Les paramétres expéri-
mentaux de I'lCP (Tableau 1) ont été choisis pour obtenir
les conditions les plus robustes. C’étaient ceux utilisés
quand des solutions minéralisées sont introduites dans
le plasma via un nébuliseur ultrasonique. La fenétre de
mesure de I'ICP était celle de 1Multra violet (170 — 238
nm). Les longueurs d'ondes sélectionnées pour chaque
élément sont indiquées dans le Tableau 2. Toutes ces raies
sont ioniques et donnent les meilleurs résultats quand le
spectromeétre est couplé avec un nébuliseur ultrasonique
(2). Pour les mesures, I'intensité globale de chaque raie
était utilisée, Les signaux analytiques étaient transitoires,

Tableau 1. Paramétres expenmentaux de I'ICP et de 'ETV.

ICP-AES
Puissance (kW) 1.35
Débit d’argon (L/min) 15
Débit d"argon auxiliaire (L/min) 1.0
ETV
Débit d’argon entrée (L/min) 0.30
Débit d’argon sortie (L/min) 0.15
Débit de Fréon (mL/min) 230

Volume 30, No. 5, 2005

Tableau 2. Données spectroscopigues.

Elément Longucur Atome/lon
d’onde (nm) (1/11)
Cd 214.438 Il
Co 228.616 i
Cr 205.552 i
Cu 224,700 1l
Mo 202.030 I
Ni 216.556 ]
Pb 220.353 Il

conséquence du chauffage brusque de I'échantillon. Les
deux instruments -ETV et ICP- étaient synchronisés pour
que la vaporisation de tous les ¢léments soit intégrée a
la période de collection des données.

Echantillons et Réactifs

Tous les réactifs utilisés étaient de qualité analytique.
Des solutions étalons multiélémentaires (1.6, 0.8, 0.4,
0.2 et 0.1 mg/L) contenant Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni et
Pb ont été préparées par dilution adéquate de solutions
monoélémentaires Merck Titrisol (Merck, Darmstadt,
Germany) dans de 'eau distillée et de 1’acide nitrique
{5 Y% W'\').

Un échantillon de contrdle du laboratoire (mais V463)
et des échantillons de référence au teneurs certifices
(CRMs) en provenance de 'IRMM (Institute of Refer-
ence Materials and Measurements, Brussels, UE.) :
CRM 279 (laitue de mer), CRM 62 (feuilles d’olivier) et
CRM 281 (rye grass) ont été utilisés pour les phases de
mises au point. La justesse et la précision de la prescrip-
tion d’analyse ont également éi¢ contrélées grice 4 ces
¢chantillons. Les poudres végétales ont été pesées dans
les nacelles de graphite sur une balance Metler AT 261
avec une précision of 0.01 mg. De la cellulose purifiée par
un lavage acide (Bakeranalyzed, Phillipsburg, NJ, USA)
a servi de support pour établir les courbes d’étalonnage.
L'avantage de la cellulose était de pouvoir simuler une
matrice végétale. La cellulose était alors insérée dans des
nacelles en graphite et additionnée de 10 pL de chaque
solution. Les concentrations finales d’étalon étaient done
respectivement de 16, 8,4, 2 et 1 ng plus le blanc.

Résultats et Discussion

Erape de pyrolyse

Les matériaux végétaux sont largement organiques et
la plus grande partie possible de la matiére organique,
plus volatile que les éléments analysés, doit étre éliminée
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pendant une premiére étape de pyrolyse. Cela évite une
surcharge du plasma et des effets de matrice prononcés.
Le comportement d’un végétal pendant I'étape de py-
rolyse a été étudié en mesurant la perte de masse que
subissent plusieurs échantillons de matrices différentes
(V463, cellulose, CRMs 281, 279 et 62) a différentes
températures dans le four graphite pendant une minute.
Les prises d'essais étaient d’environ 5 mg.

La Figure | montre les courbes thermogravimétriques
obtenues sur les différents échantillons végétaux. Les
valeurs rapportées indiquent le rapport entre la masse
restante par rapport & la masse initiale. La période de
décomposition apparait entre 150 et 550°C mais la plus
grande perte de masse se situe entre 200 et 300°C. Ces
courbes sont bien reproductibles entre elles. Il n’existe
pas de séricuses différences dans le comportement ther-
mique de ces matériaux pourtant d’origines diverses. 1
est intéressant de noter qu’un échantillon synthétique de
cellulose avait le méme comportement thermogravime-
trique que les poudres végétales. Cependant, cet échantil-
lon présentait une perte de masse limitée jusqu’a 270°C
ct une pyrolyse presque complete des 320°C. Cette ¢tude
réalisée directement dans les cuveties en graphite est
enaccord avec d’autres travaux (31,49-50). Ces études
fournissent d’ailleurs d’intéressantes donncs qui aident
a la compréhension de la pyrolyse. La décomposition de
la matiére organique d’origine végétale est un procéde
complexe dans lequel trois phases apparaissent. Une
déshydratation entre 70 et 120°C, une décomposition
exothermique prononcée entre 200 et 300°C avec pertes
gazeuses de CO,, H,0, O,, N, et, enfin, I'oxydation des

composés les plus résistants entre 400 et 600°C.

Latempérature finale de pyrolyse doit étre sélection-
née comme la plus haute température possible qui ne
donne lieu a aucune perte de I'élément le plus volatil. La
température de pyrolyse peut étre done stoppée a 420°C
ol approximativement 70% de la matrice ont été ¢limi-
nés. Pour des températures plus ¢levées, la décroissance
de masse n’'é¢volue pratiquement plus et une situation
plus compliquée est rencontrée car la vaporisation d’un
élément volatil comme le cadmium devient possible. 1
a en effet ét¢ rapporté que le signal analytique du Cd
diminue si la température de pyrolyse dépasse 500°C
(23). Quoi qu’il en soit, il semblait pertinentd’appliquer
une rampe de montée en température et de multiplier les
¢tapes de pyrolyse pendant le programme thermique de
I’ETV. Dans ces conditions, 270°C et 420°C étaient les
deux températures choisics pour construire le programme
de pyrolyse de 'ETV.

Par ailleurs, la période de chauffage devait étre opti-
misée en mesurant le taux d’élimination de quelques vé-
gétaux (V463, CRM 281) a ces températures, en fonction
du temps. Ici aussi, les prises d’essais ¢taient d’environ
5 mg. La Figure 2(a) montre [’évolution de la peric de
masse de ces ¢chantillons a 270°C. Aprés 60 secondes,
aucune perte significative de masse sur les échantillons
n’était mesurée. La Figure 2(b) montre "évolution de
la perte de masse & 420°C aprés un préchauffage de 60
secondes a 270°C. La perte de masse semblait réduite
au-dela de 30 secondes.

100 - Figure | : Evolution de la perte de
masse en fonction de la température
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Etape de vaporisation

Cette étape impligue des réactions dans la phase sol-
ide et dans la phase gazeuse. Grice au Fréon, les éléments
peuvent étre vaporisés a des températures plus faibles que
dans une atmosphére d’argon pur. Les points d"ébullition
des halogénures formés sont sensiblement inférieurs a
celles des carbures ou des oxydes des mémes métaux
(51). L'optimisation de la température du four était done
nécessaire pour assurer les meilleures performances
possibles de la méthode. Ici, les signaux analytiques des
¢léments par unité de masse ont été mesurés en fonction
de la température dans la gamme 500-2600°C, I'étape
de pyrolyse, définie préalablement, restant constante.
Chaque ¢échantillon était constitu¢é d’environ 2 mg de
cellulose additionnés de 10 pL de solution étalon a 0.8

me/L. C 1|-|..;j|l renétitions ont é¢ effectudes pour r-h_amm

g TLPCLILNS QAL N0 CLIRLRCLS Pl Ll

température et ia moyenne a ¢1é reportée pour construire
les courbes.

La Figure 3 montre |’évolution de I'intensité des mé-
taux étudiés en fonction de la température. Elle indique
un comportement similaire pour tous les éléments. Les
signaux analytiques augmentaient graduellement avec la
température, en particulier & partir de 800°C. En effet,
c’est a partir de 750°C que le gaz halogéné influengait
la vaporisation, les métaux de transition se volatilisant
jusqu’a 1800-2000°C. Certains métaux montrent aussi
une volatilisation en deux étapes (Ni, Co, Cr et Cu), la
premiére entre 800 et 1200°C, la suivante a partir de
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1400°C, Les intensités semblaient se stabiliser vers 1800-
2000°C. Les intensités de Cr et Mo semblaient stables
a partir de 1600°C. Ces éléments sont pourtant connus
pour éire réfractaires et formés des carbures. Aucune
augmentation n'apparaissait au dessus de 2000°C sauf
pour Cr (2200°C) et curieusement pour Pb (2600°C).
Cet élément est connu pour étre trés volatil. 11 s"agissait
peut-étre d'un effet mémoire des nacelles,

Le développement d'un programme de montée en
température pour 'ETV est compliqué quand le but est
la détermination multiélémentaire. La température doit
étre la plus faible possible pour éviter des dommages au
four. Cependant, de hautes températures sont requises
pour la vaporisation compléte des ¢léments possédantun
point d’ébullition élevé, Un compromis a été trouvé pour

e Trenm prm et bt e af R an ne Ao sae Al dea debo nera s

peri mictiie une Vapor isation efficace de ces élémentsavec
des volatilités différentes : 1900°C a éié choisi comme

Pn\mlrtrmhﬂrrln vanorsation suivi d'une éane 4 2400°0C

Petates i Yaapitas LR

pour les éléments les plus réfractaires. Le Tableau 3 décrit
le programme themmique final

Effets de martrice

Une des données les plus intéressantes a connaitre en
ETV-ICP-AES est la relation entre I'intensité du signal
analytique ¢t la masse de I"échantillon. Le protocole
suivant a été utilisé. Les intensités des éléments étudiés
ont ¢té mesurées avee cing répétitions sur plusieurs
échantillons (V463, CRM 281 et CRM 279) en fonction

Figure 3. Eveolution
25 I'intensité des éléments
éudiés en fonction de In
tempémature. Etude sur cel-
lulose additionnée de so-
20 - lution étalon (8 ng pour
— chaque ¢ ément).
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-
3 15 Co
a3 - Cr
‘_5 - Cu
2 10+ By
8 -Ni
E - Pb
5 -
0 - . - : : . : . : .
400 B00 800 1000 1200 %400 1800 1800 2000 2200 2400 2600
Température (°C)
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Tableau 3. Cycle thermigue de 'ETV.

Etape Temps (see) Température (°C)
début 0 20
sechage 30 270
pvrolyse 90 270
pvrolyse 120 420
pvrolyse 150 420
vaporisation 165 1900
vaporisation 180 1900
nettoyage 182 2400
nettoyage 197 2400
refroidissement 257 20

de prises d’essais croissantes de 1 4 3 mg. Les mesures
ont ¢té rapportées a 1'unité de masse et comparé aux
intensités mesurées sur 1 mg. Une courbe horizontale
indique 'absence d’interférences non spectrales. Une
perte d’horizontalité indique une interférence. Les
résultats sont présentés dans la Figure 4. L'influence
de la matrice végétale dans les conditions de mesures
utilisées n'était pas insignifiante. Cette influence était
beaucoup plus marquée pour le CRM 281 que pour le
mais. Une baisse d’intensité nette des éléments a ainsi
¢té enregistrée sur le CRM 281 a partir de 2 mg. Il se
passait la méme chose pour le CRM 279. Par contre, les
signaux analytiques apparaissaient moins perturbées par
une augmentation de masse de I'échantillon de mais, a
I'exception de Cd, Mo et Pb. Ce type de diminution du
signal analytique a ¢té précédemment rapporté dans la
littérature. Parexemple, Belarra ef @l (35) ontobtenu des
valeurs de Cd sous-estimées pour des masse supérieures
4 2.3 mg dans des boues de stations d’épuration. Quoi
qu'il en soit, les résultats obtenus permettaient de déter-
miner la quantité maximum de matrice tolérable pour la
méthode. Des résultats corrects ne semblaient pouvoir
étre obtenus quentre 1 et 2 mg d’échantillon. Pour des
prises d’essais plus importantes, la suppression était trop
prononcée pour que les mesures soient utilisables.
Dans les végétaux, la vaporisation des ¢léments
majeurs (K, Ca, Mg), présents en fortes concentrations
pouvait étre la cause majeure des interférences dans le
plasma. Il n’était pas possible de vaporiser sélective-
ment ces ¢léments avant ou aprés la période de mesure.
Pour vérifier cette hypothése, les signaux analytiques
fournis par de la cellulose additionnée d’un ajout de
solution étalon (8 ng par élément) ont été comparés aux
signaux issus d’¢chantillons de cellulose identiques mais
additionnée également d’une forte quantité d’éléments
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majeurs contenus dans les végétaux (K, Ca, Mg, P). Cet
ajout était constitué de 20 puL d’une solution contenant:
400 mg/L K, 100 mg/L Ca, 80 mg/L Mg et 80 mg/L P,
soit environ deux fois les concentrations habituelles des
végetaux. Les résultats moyens obtenus sur cing répé-
titions sont rapportés sur le Tableau 4. Aucune diminu-
tion significative des intensités ne peut étre observée.

Etalonnage et matériaux de références

Dans le cas d'un ¢talonnage externe a partir d'une
gamme classique en solution aqueuse, les conditions
de vaporisation et de transport des ¢léments peuvent
étre différentes entre une poudre et un liquide a cause
de leur nature et de leur volume respectif. Cependant,
cette méthode reste la plus simple et la plus prometteuse,
en particulier si les solutions sont déposées sur un sup-
port solide comme la cellulose, simulant un échantillon
végeétal. Pour tester la pertinence de cette approche,
des courbes d’étalonnage ont été établies a partir d'un
dépdt de solutions étalons (10 uL) avec et sans cellulose.
Les courbes d’¢talonnage obtenues ¢taient linéaires.
Chacun de ces ¢talonnages a été ensuite utilisé pour
analyser |"échantillon de rye grass CRM 281 avec cing
répétitions.

Les moyennes obtenues (Tableau 5) montrent que,
quelque soit le procédé d’étalonnage, les valeurs étaient
similaires pour Co et Cu. Par contre, il apparait claire-
ment un comportement différent pour les autres éléments.
Un ¢talonnage sans cellulose conduisait @ une surestima-
tion des concentrations en Cd, Cr, Mo et Pb ainsi qu'a
une sous-egstimation des concentrations en Ni. Pour Cd,
Cr, Mo ct Pb, la cellulose permet d’obtenir un signal
analytique supérieur sur les points de la gamme. I1 est
possible que la cellulose participe a la formation des
agrégats del’aérosol a la sortie du four. Certains éléments
frouve 1a un support favorable pour leur condensation et
I'efficacité de leur transport vers le plasma s’en trouve
augmenté. En ce qui concerne le nickel, le phénomeéne
produit est difficile a expliquer. Quoi qu'il en soit, ces
résultats suffisent pour conclure sur la pertinence de notre
stratégie d'étalonnage avec cellulose.

L'efficacité de la méthode ETV-ICP-AES a ensuite
¢té testée par 'analyse d’autres échantillons aux teneurs
certifices. Les matériaux de références sont indispens-
ables dans I’ évaluation des méthodes analytiques. Cing
répétitions ont été effectuées et les résultats donnés
dans le Tableau 6 sont la moyenne, 'écart-type et le
coefficient de variation. Dans I'ensemble, les résultats
analytiques obtenus sont justes et donc en accord avec
la quantité d’¢lément introduit dans 'ETV. Il n’y a pas




Determination des elements en trace dans les végétaux par couplage vaporisation eletrothermique 275

7 ml T | e

;::, - __‘ﬁ = Co

= -

B B g st s e mem s dmsm s s s nm s s s s e £ ===y

] - Mo

5 40 +—— —- - Ni

@ + Pb

M - i I = . . . -
D T T T
1 1.5 2 25 3.5 ®
Prise d'essais (mg) !
120
- - Cd
£ =1 |=co
- - Cr
- -»‘\\“— - Mo
.E‘ 40 = == Ni
- -~ Pb
20
(b} 0 T T -
15 2 25 3 35
Prise d'essals (mg)
140

Figure 4, Effet de la quantieé d"échantillon analy-
sée sur le signal des éléments pour (a) le V463;
(b) le CRM281; (c) le CRM279.

2 +Cd
g | |0
£ —r
= | |=cCu
5 T
@ 404
0 . . - -
1 15 2 25 3 35
Prise d'essais (mg) (©

100

Canadian Jowmal of Analvtical Sciences and Spectroscopy




276 P Masson

Tableau 4, Influence des ¢léments majeurs (K: 8 pg, Ca: 2 pg, Mg: 1.6 pg et P: 1.6 jig) sur I'intensité des éléments en traces.

Elément intensité sans ajout (cps/sec) intensité avee ajout (cps/sec)
Cd 12.23 1697
Co 27.67 2536
Cr 824 8.37
Mo 6.11 5.99
Ni 7.05 6.94
Pb 2.69 2.55

de différences significatives entre les valeurs obtenues
et les valeurs certifiées en considérant I'intervalle de
confiance a 95 % (2 écart types). Ces résultats montrent
que I'efficacité du procédé de vaporisation est le méme
pour toutes les matrices. Cependant, quelques cas de-
mandent une attention spéciale. Les déterminations de
Pbsont compliquées par I"apparition d 'une interférence
spectrale due au cuivre. Elle est particuliérement vis-
ible sur le spectre du CRM62 (riche en cuivre). Pour
cet échantillon, les résultats sont fortement surestimés.
Pour I'échantillon CRM 279, les valeurs en chrome et
cuivre sont bien en dega des concentrations attendues.,
Les échantillons marins présentent toujours des matrices
trés complexes (matiére organique, sels minéraux) ce qui
les rend difficile 4 analyser. 1l est possible d'ajouter un
modificateur chimique pour rendre la partie organique
de lamatrice plus volatile pendant la pyrolyse (8,23,52).
Ici, les analyses du chrome et du cuivre ont été forte-
ment améliorées par 'ajout de 20 pL d’acide nitrique
concentré dans les nacelles avant la pyrolyse. L'acide
nitrique est un oxydant puissant qui permet une micro
minéralisation en voie humide in situ. Inversement, cet
ajout d’acide nitrique n’a pas amélioré les résultats sur
le CRM 281. C’est également une source de pollution
potentielle.

Si les concentrations sont en accord avec les valeurs
certifiées, elles sont accompagnées par des coefficients
de variation compris généralement entre 3 et 20 % mais
qui peuvent atteindre plus de 30 %. Cette large incer-
titude est un probléme bien connu de la vaporisation
¢lectrothermique. Les coefficients de variationsde 10 a
20 % sont habituels et des valeurs comprises entre 30 et
40 % ne sont pas rares (6,32,43). Ces forts coefficients
de variations n'étaient pas indicatifs d'un défaut de la
méthode mais du manque d'homogénéité des échantil-
lons en poudre devant les faibles prises d’essais. Les
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¢chantillons végétaux sont constitués de nombreuses
phases solides qui présentent des propriétés chimiques
{matiéres organiques et minérales), physiques (den-
sité) et morphologiques (forme et taille) différentes qui
doivent étre prise en comple quand 1’homogénéité et,
par conséquent, la précision des analyses obtenue est
concernée. Pour augmenter la précision, il semble donc
nécessaire de réduire significativement la taille des par-
ticules solides. Cela nécessite |'utilisation de broyeurs
capables de fournir une poudre trés fine avec un haut
degré d’homogénéité.

Limites de détection

Les limites de détection, les plus faibles concentra-
tions qui peuvent étre détectées en élant statistiquement
différente du blanc, étaient définics comme trois fois
I"écart-type de la détermination du blanc ce qui corre-
spond a un niveau de confiance de 99.8 %. Les limites
de détections ont été déterminées a partir des différentes
mesures des blancs effectuées lors des analyses quantita-
tives. Elles sont réunies dans le Tableau 7 et comparées
a celles obtenues en utilisant des nébuliseurs pneuma-
tique et ultrasonique (calculées en pg/g pour une prise
d'essais de | g d'échantillon digéré dans 100 mL). Les
valeurs obtenues sont du méme ordre de grandeur que
celles calculées pour un nébuliseur pneumatique con-
centrique classique. Une amélioration spectaculaire de
ces limites avec I'ETV était attendue. 1l faut reconnaitre
que ce n’¢était pas le cas ici. L'ETV conduisait 4 un signal
ransitoire qu'il fallait intégrer pendant un temps assez
long (100 sec.). Cette période était cing fois supérieure
au temps de mesure utilisé pendant "analyse en continu
des solutions (20 sec.). Il en résultait un bruit de fond
supérieur, avec pour conséquence des limites de détec-
tion un peu décevantes.
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Tableau 7. Limites de détection (en ng/g) obtenues pour UICP avee différents systémes d'introduction.

Cd Co Cr Cu Mo Ni b
Waporisation 14 27 242 293 136 243 221
électrothermique
Nébulisation 2 L 7 9 12 88
ultrasonique
Nébulisation 13 55 36 116 T6 61 365

prneumatique

Conclusions

Dans 1"état actuel des choses et en se basant sur les
résultats des échantillons certifiés, il peut étre conclu
que la méthode est potentiellement juste a condition de
soigner la stratégic d'¢talonnage et d’éviter les effets de
matrice par des prises d’essais trop importantes. Dans
de bonnes conditions opératoires, 1'efficacité du trans-
port ne doit pas étre dépendente de 1'¢lément ou de la
matrice analysée. Bien que le systeme ETV-ICP-AES
souffire d'un inconvénient concemant la précision, il of-
fre la possibilité d'une détermination rapide (environ 5
minutes par échantillon) des ¢léments en traces dans les
veégétaux. La précision peut éventuellement étre amélio-
rée par un broyage appropri¢. Néanmoins, 'ETV n’est
pas encore suffisamment développée pour que toutes les
sources d’erreurs soient comprises et qu'une correction
approprice puisse étre mise en ceuvre. Quoi qu'il en soit,
la technique ETV-ICP-AES est une technique valable
mais perfectible, appropriée quand la rapidité est plus
importante que la précision.
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Détermination directe des elements majeurs dans les échantillons végétaux
par vaporisation électrothermique - spectrométrie d’émission atomique par

plasma inductif

Résume

Ce travail a démontré la capacité de la vaporisation électrothermique a devenir un systéme
valable d’introduction des échantillons solides dans un spectrometre ICP-AES pour I’analyse
élémentaire des vegétaux. La détermination de Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na et Zn a éteé étudie
sur des échantillons constitués de poudres végétales. L’obtention de bons résultats pour ces
éléments majeurs des plantes a nécessité quelques conditions opératoires particulieres. La
grande sensibilité de la méthode a rendu obligatoire I’utilisation du spectrometre en visée
radiale. Le comportement des €léments pendant la vaporisation a été étudié entre 500 et
2600°C. Un étalonnage externe a été mis en ceuvre utilisant un matériau solide (cellulose)
dopé par des solutions agueuses d’étalons. Cependant, les performances de la méthode
analytique sont dépendantes des débits du gaz vecteur constitué d’argon. La justesse de la
méthode a été testée sur trois échantillons de référence. Les résultats obtenus sont en accord
avec les valeurs certifiées. Cependant, K est rarement quantifié a cause de I’exces de
sensibilité de la méthode. A partir d’un étalonnage sans cellulose, les concentrations mesurées
pour Fe sont sous-estimées et celles de Zn sont surestimées. Les coefficients de variation
variaient entre 3 et 23%, et les limites de détection entre 1 et 80 ng g™ selon I’élément, pour

une prise d’essai typique de 2 mg.
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Abstract

The present work demonstrates the capability of electrothermal vaporization (ETV) to become an important tool of solid sample introduction
in ICP-AES for plant sample analysis. Direct determination of Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na and Zn was investigated in powdered plant samples.
Obtaining good results for major elements in plant samples was governed by some special operating conditions. The sensitivity of the method
necessitated the use of ICP in radial view configuration. The behavior of elements during vaporization was studied between 500 and 2600°C.
External calibration was carried out using solid external (cellulose) spiked with aqueous standard solutions. However, performances of the analytical
method were found dependent of argon flow rates. Analytical accuracy of the method was tested in three reference materials. Analytical results
agreed with certified values when cellulose was used in calibration. However, K could not be determined because of excessive sensitivity. Without
cellulose. it was found that Fe results were underestimated and Zn results overestimated. Relative standard deviations varied from 3 to 23%. Limits

of detection varied from 1 to 80ngg~! from one element to the other for a typical mass sample of 2 mg.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Electrothermal vaporization; Inductively coupled plasma; Plant sample; Major elements

1. Introduction

Electrothermal vaporization (ETV) is now a well established
sample introduction device for inductively coupled plasma
atomic emission spectrometry (ICP-AES) and inductively cou-
pled plasma mass spectrometry (ICP-MS) [1]. As the vapor-
ization and the atomization/ionization/excitation of elements
were realized in two separate steps, the ETV and ICP oper-
ating parameters can be optimized independently. Concerning
ICP-AES, robust conditions are generally defined as high RF
power and wide internal diameter of the torch injector [2.3].
Concerning ETV working conditions, direct analysis of solid
samples requires a specific study of analyte behavior in sample
matrix used. The main goal in developing solid sample introduc-
tion technique is to separate in time the vaporization of analytes
from the vaporization of matrix components but also to achieve

* Tel.: +33 557 12 24 05; fax: +33 557 1223 99.
E-mail address: masson@bordeaux.inra.fr.

0039-9140/% — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta. 2006.07.013

efficient transport of volatilized elements to ionization source
[4].

However, working directly with solid samples involves some
operational problems. Sample manipulation [4] and calibration
[4-9] were considered problematic. Today, recent developments
gave us tools to minimize these drawbacks. Different systems,
specifically dedicated for this purpose, are now commercially
available and make possible multi-element analysis on envi-
ronmental or biological samples [10-21]. Accurate method for
multi-element analysis of some trace elements in plant matri-
ces has been reported recently [10] using ETV and axial view
ICP-AES. In this study, cellulose was chosen as support for cal-
ibration. In these conditions, transport efficiency did not depend
on element in sample matrix or on cellulose.

Now, the intention of the present work was to demonstrate
the capability of solid sampling ETV-ICP to accomplish the
simultaneous determination of major elements (Al, Ca, Fe, K,
Mg. Mn, Na and Zn) in plant materials. These elements are
essential in plant development. Creating a rapid method to mea-
sure those in plant samples will be welcome for agronomic
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studies. Determination of some major elements (Cu, Fe Mn)
in plant samples using ETV was rarely reported. Therefore, lit-
erature on this subject concerns especially atomic absorption
spectrometry [16,22-25]. However, in the case of ICP analy-
sis, the concentrations of these elements encountered in plant
samples (at the g kg_] level) required some adaptations in com-
parison with trace elements analysis. Sensitivity of the method
becomes a drawback for these analytes because it is difficult to
dilute the samples with ETV. The problem is usually solved by
using less sensitive lines. Here, the sensitivity of the method was
also decreased with the use of ICP in radial view configuration.

A short study of vaporization temperatures was first carried
out. Next, the influence of argon flow rates were studied on sig-
nal intensities of analytical elements on cellulose spiked with
standard solution and a true plant sample (maize). Finally, accu-
racy and precision of the whole procedure were controlled on
various certified reference materials presenting different prop-
erties in terms of origin, matrix composition and concentration
range of elements.

2. Experimental

2.1. Apparatus and conditions

An ETV 4000 (Spectral systems, Fiirstenfeldbruck, Ger-
many ) electrothermal vaporizer was used. The ETV 4000 unit is
a commercially available system containing graphite-tube fur-
nace, power supply. gas supply, water cooler and autosampler.
Graphite sample holders (in boat shape) can be easily and repro-
ducibly loaded into the cylindrical graphite furnace with the aid
of a pair of tweezers. After loading the sample, one end of the
tfurnace is closed using a shutter. Operation of the ETV was com-
pletely computer controlled. The temperature of various steps of
heating program and the time period can be selected. The tem-
perature ranges from room temperature up to about 3000 °C.
During the temperature program, argon gas flow rates originat-
ing from both end of the graphite tube remove all vapors. Metal
ions are transformed into volatile metal halogenides by addition
of halogen containing reaction gas (CHCIF;) which was active
(2.3ml min~1) before starting the vaporization step and improve
the volatilization of elements [26-30]. In fact, several elements
studied form fluoride or chloride compounds which have boil-
ing points at lower temperatures than the corresponding oxide or
carbide. For example, the boiling points of Al, AlF3 and Al;O3
are, respectively, 2519 °C, 1276 °C (sublimation) and 3000 °C.
The influence of this gaseous modifier was not studied here.
Construction designs of the ETV 4000 were reported by Hassler
etal. [31].

The simultaneous ICP instrument was a Thermo Elemen-
tal (Franklin, MA, USA) dual view IRIS INTREPID ICP-AES
spectrometer with CCD detector and equipped with a standard
extended torch and a quartz injector tube (2.4 mm i.d.). For this
study, the instrument was used with radial view. However, in
this configuration, height of measurement was fixed. Operat-
ing parameters of the ICP for multi-element measurement were
selected in a previous work [10]. They were remained constant
in this work and summarized in Table | as well as spectral

Table 1

Operating parameters of the ETV atomizer and ICP spectrometer

ETV
Carrier argon flow rate (1 min~!) 0.3
Bypass argon flow rate (I min~!) 0.1
Freon flow rate (ml min~") 23
Sample mass analyzed (mg) 1-5

Plasma
Power (kW) 1.35
Argon flow rate (1 min~! )] 15
Auxilliary argon flow rate (Imin~") 1.5

Measured wavelength (nm)
Al 396.1
Ca 318.1
Cu 3247
Fe 2382
K 766.4
Mg 279.0
Mn 259.3
Na 589.5
Zn 213.8

lines chosen for this study. ETV-ICP produces a transient sig-
nal as a consequence of pulsed heating of the ETV. Peak area
of the transient signal was integrated over time and was used
for data handling. For background correction, intensities were
also measured to the sides of each peak. ETV unit was inter-
faced to the ICP via a 30cm long and 6 mm internal diameters
PTFE tubing. The sample vapors were injected directly into the
plasma.

2.2. Reagents and samples

All reagents used were analytical grade. Five multi-element
standard solutions containing, respectively, Al (0, 5, 10, 20 and
40mg1~"), Ca (0. 12.5, 25, 50 and 100mgl~"), Fe (0, 2, 4,
8 and 16mg1~"), K (0, 50, 100, 200 and 400 mg1~"), Mg (0,
10, 20, 40 and 80 mg1~"), Mn (0, 2, 4, 8 and 16mgI~"), Na
(0,5, 10, 20 and 40mg1~") and Zn (0. 2, 4, 8 and 16 mgl1~")
were prepared by diluting appropriate volumes of 1000 mg 1!
commercially available stock solutions (Merck, Darmstadt, Ger-
many) with distilled water. These solutions were acidified by 5%
(vfv) of concentrated HNO3 (Baker analyzed, Phillipsburg, NJ,
USA).

Acid washed cellulose (Baker analyzed, Phillipsburg, NJ,
USA) and maize sample (entire plant) were the two solid mate-
rials used in the investigation. The maize sample is an internal
reference material produced in our laboratory. This sample is
composed of various maize samples dried, crushed, mixed and
stabilized using gamma radiation. This sample is also used to
adapt or develop analytical methods for plant samples because it
is less expensive that true certified reference materials. Cellulose
was used to study the vaporization of elements. Cellulose and
maize were used in the investigation of the dependence of the
analyte transport efficiencies with the different argon gas flows.
The accuracy of the method was ultimately controlled using
three types of NIST (National Institute of Standard and Tech-
nology, Gaithersburg, MD, USA) standard reference materials
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(SRMs): SRM 1568 (rice flour), SRM 1573a (tomato leaves),
and SRM 1575a (pine needles).

2.3. Measurements

Before performing measurements. a purification process
involving halocarbon assisted thermal purification at 2600 °C
was performed on graphite boats. Next, samples were introduced
manually into purified graphite boat on a Metler microbalance
with a precision of 0.01 mg. The amount of cellulose weighed
was typically 2mg. Aliquots of the standard solutions (10 wl)
had been introduced manually on the cellulose powder by means
of a micropipette. For other samples, obtained results were
divided by corresponding sample mass weighed in order to have
comparable values (reported to the mass unit).

During the optimization of the ETV parameters. three repli-
cate measurements of spiked cellulose and maize sample were
carried out for each condition investigated. Result was taken to
be the mean. Concerning reference materials, every determina-
tion consisted of five replicate measurements of samples and
results were, in this case, taken to be the mean and standard
deviation values to appreciate the precision of the method. Puri-
fied cellulose with additions of standard solutions was used to
determine calibration curves.

3. Results and discussion
3.1. Vaporization temperatures

Plant materials are largely organic. Pyrolysis step facilitates
the removal of matrix prior to the vaporization of analytes. From
a chemical point of view, plant samples can be regarded as
mixtures of cellulose, hemicelluloses, lignin and several minor
components [32]. Optimization of the pyrolysis of plant sam-
ples step have been investigated in a previous work [10]. On
the contrary, vaporization temperatures established for trace ele-
ments analysis were not necessary adapted to the determination
of major elements. Elements such as alkali metals or alkaline
earth metals could have different behaviors from transition met-
als ones.

Vaporization involves processes in the solid phase and in the
gaseous phase. In any case, it is essential to control the pro-
cess of vaporization efficiently. The vaporization step of the
heating cycle was optimized by measuring element signal inten-
sities generated by cellulose spiked with the medium standard
solution as a function of the temperatures. Fig. 1 shows for Al
Ca and Fe the effect of the vaporization temperature on sig-
nal intensities. The others elements showed exactly the same
behavior. All target elements were vaporized under halocarbon
vapors at approximately the same time, in the temperature range
of 1400-2000°C. Temperature above 2300 °C guarantees com-
plete evaporation of elements from the sample. No vaporization
temperature below 1400 °C must be used.

No shift of the peak signals appears, suggesting that no com-
pound of lower volatility is formed in the condensed phase.
Because the final aim of this investigation was to determine
simultaneously all elements, thermal cycle previously optimized
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Fig. 1. Effect of the vaporization temperature on signal intensities for Al (4), Ca
(H) and Fe (A). Matrix =cellulose spiked with 100ng Al 250 ng Ca and 40 ng
Fe.

for trace elements [ 10] could be used. The vaporization temper-
atures selected (1900 and 2400°C) were high enough for the
least volatile analyte. However, direct insertion of more than
5mg solid sample posed sometimes problems on the stability
of the plasma. The presence of significantly larger amounts of
matrix constituents could lead to extinguish the plasma. In these
conditions, a new step in the heating cycle was introduced at
600 °C to remove the most resistant organic compounds of plant
samples [19.33]. The final heating program is given in Table 2.

3.2, Argon gas flow rates

Before and during evaporation process, a mixture of carrier
gas (argon) and reaction gas (Freon) is guided through the heat-
ing tube and over the sample. Additionally, at the end of the
heating-tube and at the front of the transport tube a second argon
flow is added named bypass flow [34]. This gas leads to the
rapid condensation of the sample vapors. Several works demon-
strated the utility of this second argon flow [34-37]. Therefore,
the formation of aerosol was explained by Kantor [38] with
physical considerations. Next, the total flow of gas carries the
aerosol particles into the plasma. It has been demonstrated that
the formation of a stable aerosol is required to guarantee trans-
port efficiency of the volatilized analytes from the ETV unit to
the ICP torch [38—0]. Therefore, the observation zone was fixed
in the radial view ICP used. Position of analytical zone in the
plasma was then related to gaseous conditions. From the point of
view of maximum available efficiency, the variation of the two
argon flow rates must be studied simultaneously to reach the
best compromise conditions for multi-element measurement.

For this study. the two mentioned argon flow rates were opti-
mized together with an experimental design. The element signal

Table 2

Thermal cycle of the ETV

Program step Temperature (°C) Ramp (s) Hold time (s)
Pyrolysis 1 270 30 60

Pyrolysis 11 600 30 30
Vaporization 1900 15 15

Cleaning 2400 2 15

Cooling 20 60 10
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Table 3
Effect of carrier and bypass gas flow rates on the emission signal intensities
(cpss™!) of some elements (Al, Ca and Fe)

Table 4
Effect of carrier and bypass gas flow rates on the emission signal intensities
(cpss™!) of some elements (Al, Ca and Fe)

Carrier flow Bypass gas flow rate (Imin~") Carrier flow Bypass gas flow rate (Imin~")
rate (Imin~") rate (1min~")
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Al Al
0.00 0.22 0.00 2.83
0.05 4.14 5.20 0.05 333 549
0.10 4.65 8.00 5.87 0.10 4.90 5.17 5.79
0.15 6.47 7.37 0.15 7.20 5.00
0.20 5.96 0.20 5.78
Ca Ca
0.00 0.01 0.00 2.30
0.05 241 345 0.05 8.78 9.38
0.10 2.27 4.26 1.90 0.10 7.04 10.66 6.65
0.15 4.57 3.61 0.15 9.91 6.37
0.20 3.43 0.20 7.56
Fe Fe
0.00 0.02 0.00 1.33
0.05 0.92 0.98 0.05 2.40 222
0.10 0.93 0.90 0.56 0.10 253 2.49 2.01
0.15 1.07 0.64 0.15 2.46 1.87
0.20 0.79 0.20 2.43

Matrix =cullose spiked with 100ng Al, 250 ng Ca and 40 ng Fe.

intensities generated by cellulose spiked with the medium stan-
dard solution were presented in function of the two argon flow
rates. The response surfaces obtained for Al, Ca and Fe were
illustrated in Table 3. Thus, it is possible to visualize the trans-
port efficiency of element in relation with the gaseous conditions
of ETV. Comparable plots were obtained for others elements.
The relative standard deviations obtained on measurements for
each element varied between 5 and 20%. It can be then noted
that signal intensities showed no significant changes for each
individual element for bypass gas flow rate included between
0.4 and 0.2 Imin~! and carrier gas flow rate included between
0.05 and 0.20 I min~ L. Decay of emission intensities were espe-
cially observed only without carrier gas flow rate and, to a certain
extent, for the extreme values of bypass argon gas flow rate.

Concerning the carrier gas, it can be expected that without
gas flow, no argon was available to transport elements to the
exit of the furnace. Increasing carrier gas flow corresponded
to significant change in the amount of hot vapor of the sample
components mixed with the cold gas behind the vaporization cell
and then transported in the ICP torch. For 2 0.101 min~! bypass
flow rate, gravitational settling of aerosol particles can occur
along the length of the transfer tube [39.40] and a fraction of
analytes did not reach the plasma. For the highest bypass flow
rate (0.50 1 min~"), the depressive effect observed on spectral
line intensities could be assigned to the residence time of the
analyte species which decreased in the plasma zone used for
observation.

However, for accurate results, experimental domain for opti-
mum signal intensities must be the same for sample and calibra-
tion. Transport efficiency of volatilized elements was verified
by measuring element signal intensities per mass unit sample
on maize sample as a function of the two argon gas flow rates.
Response surfaces obtained for Al, Ca and Fe were illustrated in

Matrix = maize sample.

Table 4. It appeared that, in comparison with spiked cellulose,
decay of the emission signals were not significant for the extreme
flow rates of bypass argon (0.10and 0.50 I min~"). This tendency
was verified for all elements. It could perhaps be explained by
the nature of the sample matrix. In the case of maize sample,
aerosol generated was probably transported more easily from
ETV unit to the plasma. From analytical point of view, 0.30 and
0.101min~! were chosen for bypass gas flow rate and carrier
gas flow rate, respectively, in the next experiments. These values
appeared as the best compromise conditions for multi-element
measurement.

3.3. Analvze of certified reference materials

On the base of the previous observations obtained with the
cellulose sample and the maize powder sample, the analytical
method created was employed for plant samples with certified
values. For this purpose, the standard reference materials NIST
1568 (rice flour), NIST 1573a (tomato leaves) and NIST 1575a
(pine needles) were used. The results obtained were presented
in Table 5 and show good agreement between the found values
and the certified ones. The calibration with cellulose produced
then accurate results, showing that this calibration form was
very effective for major elements and trace elements in plant
samples [10]. The linearity of the standards was satisfactory for
all species (1% >0.99).

However. K was not determined in samples. In fact. K is very
concentrated in plant samples. Here, the concentration of K is
high enough to saturate the optical detector at 766 nm. Usually,
the problem can be solved by using another wavelength but
the only other wavelength available for K (404 nm) on this
spectrometer lacked of sensitivity. This situation was the same
for the determination of Ca in NIST 1573a which has very
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Table 5
Results (pg g™') for elements in certified plant samples NIST 1575a (pine needles), NIST 1568a (rice flour) and NIST 1573a (tomato leaves)
Al Ca Cu Mg Mn Na Zn
NIST 1575a
Mean (n=5) 535 2375 28 43 1026 485 70 38
S.D. 22 68 0.1 4 21 30 2 2
R.S.D. 4.1 29 4.6 8.4 2.0 6.1 32 39
Certified value 580430 2500+ 100 28402 4642 1060+ 170 488 412 631 3842
NIST 1568a
Mean (n=5) 39 150 1.4 32 730 2.1 15 19.4
S.D. 0.9 17 0.8 1.5 112 1.5 15 23
R.S.D. 230 1.3 57.1 417 15.3 6.9 20,0 11.9
Certified value 44+ 1.0 11816 24403 74+£09 560420 2016 6.6£0.8 19.4+0.5
NIST 1573a
Mean (n=5) 557 5.46 350 11757 242 146 29.8
S.D. 45 0.54 33 19 5 1.2
R.S.D. 8.1 99 9.6 79 37 4.1
Certified value 598+ 12 4.70+0.14 36847 (12000) 2468 136+4 309407

The value in the parentheses is not certified but only indicative. The calibration was carried out with standard solutions on cellulose.

Table 6
Results (pg g~") for elements in the NIST 1575a (pine needles) certified plant sample
Al Ca Cu Fe Mg Mn Na Zn
NIST 1575a
Mean (n=5) 567 2680 29 27 1088 517 67 47
S.D. 42 128 0.2 4 68 32 5 3
R.S.D. 74 4.8 6.9 12.8 6.2 6.1 7.1 6.7
Certified value 580430 2500+ 100 28402 462 1060+ 170 488+ 12 63+1 38+2

Calibration was carried out against aqueous standard solutions without cellulose. The calibration was carried out with standard solutions without cellulose.

high concentration of Ca (50.5mgg~"). The relative standard
deviations obtained were below 10% for NIST 1573a and NIST
1575a. They appeared sometimes enough high (50%) for the
less mineralized sample (NIST [568a). Obtaining repeatable
results in the determination of elements by ICP-AES with ETV
as introduction device depends on the homogeneity of samples
[41] especially in consideration of the mass weighed (1-3 mg).
The rice flour sample was the less mineralized sample. In this
case, the results can indicate that the distribution of elements
was non-homogeneous through the various particles constitut-
ing the sample. However, the precisions obtained for majors
elements were better than those obtained for trace elements
[10]. No signal suppression was observed indicating that matrix
effects are absent under the experimental conditions defined.
No obvious memory effect was noticed during the analysis.
When calibration against aqueous standards was used without
cellulose the results appeared also good in NIST 1575a (Table 6)
except for Fe and Zn. Concerning Zn, overestimated concentra-
tion was observed. An explanation was that without cellulose,
less organic matter was vaporized at the same time of metal. It
results a decrease in the concentration of stable particles formed
at the end of the furnace. The concentration of particles in the
vapor is insufficient to promote good condensation of Zn atoms
on these nuclei transported to the plasma. Concerning Fe, the
obtained concentration appeared underestimated. An explana-
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tion of this phenomenon was difficult to find. However, the
calibration with cellulose produced accurate results, showing
that this calibration form was very effective.

3.4. Detection limits

The detection limits of studied elements are given in Table 7.
They were obtained from the peak area and three times the
standard deviation of the background noise measured with ten
replicates of the platform alone empty. The sensitivities attained
with ETV-ICP-AES were better than those obtained on solu-
tions with radial ICP equipped with pneumatic nebulization

[421.

Table 7
Detection limits (ng g =" for 2 mg of sample

Element Detection limit
Al 20
Ca 80
Cu 1
Fe 20
Mg 40
Mn 1
Na 40
Zn 4
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4. Conclusions

The determination of major elements with ETV-ICP-AES in
plant sample is fairly simple. ETV offers the possibility of in situ
sample preparation by selective vaporization of different sample
components, using appropriate heating programs. A multi-step
furnace temperature program, consisting of a drying step. a
pyrolysis step, a vaporization step and finally a high temperature
cleaning step is enough to fulfill this requirement. Calibration
with cellulose and aqueous standards produced accurate results
in good agreement with certified values. The calibration mode
suggested that the addition of cellulose as simulated plant matrix
has beneficial effect on the similarity between sensitivities estab-
lished for solid samples and aqueous standard solutions.

However, it was clear that metals contained within the plant
must behave not differently than they would have as metals salts
present on the outside of cellulose. For this, the two argon flow
rates were of vital importance to obtain the best signal intensities
forelements. They were responsible of three competitive effects,
efficiency of formation of dry aerosol, transport efficiency of
analytes between ETV unit and ICP-AES and residence time of
the species in the plasma.

To date, the analysis of plant powder samples by electrother-
mal vaporization is a good alternative to major element detection
in digested plant samples. Compared to routine liquid analysis
with digestion procedures, the present approach was extremely
easy and fast. However, ETV remains an appropriated sam-
ple introduction system when the speed with which results are
obtained is considered more important than precision. There-
fore, elements present in high concentration in the plant sample
(K, and sometimes Ca) can produce signal intensities too high
for measurement. This last aspect can be considered as the more
important limitation of the method.
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Sources de variabilité des mesures pendant I’analyse élémentaire dans les
échantillons végétaux par vaporisation électrothermique - spectrométrie

d’émission atomique par plasma inductif

Résumé

Quand la vaporisation électrothermique (ETV) est utilisée comme systéme d’introduction des
échantillons solides dans un spectromeétre d’émission atomique par plasma a couplage inductif
(ICP-AES) pour la détermination élémentaire, le manque d’homogénéité des faibles prises
d’essais (habituellement 1-3mg) cause des grandes variabilités sur les mesures obtenues. Ici,
la contribution de la taille des particules de I’échantillon sur la précision a été étudiée pour
différents elements. Pour cela, un échantillon de mais a été broyé pendant des temps variables
avec un broyeur oscillo-vibrant. Les éléments en trace ont été analysés sur les poudres
résultantes avec cing répétitions et le coefficient de variation (CV) obtenu a été discuté en
fonction du broyage. Les valeurs de CV étaient proches de 30% sur I’échantillon brut. Les
valeurs ont éte abaissees sous les 15% aprés un broyage de 3 minutes. Concernant les
éléments majeurs, les précisions obtenues sont clairement meilleures. La corrélation entre
variances et concentrations a ensuite été étudiée pour trois échantillons végétaux différents.
Dans tous les cas, la distribution des éléments majeurs est plus homogéne a travers les
différentes particules constitutives des échantillons. L’obtention de résultats répétables en
ETV-ICP-AES est donc conditionnée a la représentatitivité de I’echantillon mais aussi a la

concentration de I’élément.
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Sources of variability in application of electrothermal vaporization-

inductively coupled plasma for plant samples analysis

Abstract

When electrothermal vaporization is used as sample introduction system for elemental
determination by inductively coupled plasma methods, the lack of homogeneity of small
sample used (1-3 mg) appeared as the main cause of the high variance values obtained. In this
paper, the contribution of particle size of the sample into the precision was investigated. For
this, a maize sample was ground during various times. Trace elements were analyzed in the
resulting powders with five replicates and the relative standard deviations (RSD) were studied
in function of the grinding. The RSD values were close to 30 % for the coarse sample. The
RSD values were less than 15% in all cases after that the sample was ground during 3
minutes. Concerning major elements, the precisions obtained were clearly better. The
relationship between the variance and the concentration of elements was investigated in three
different plant samples. In all cases, the distribution of major elements was more
homogeneous through the various particles constituting the sample. Obtaining repeatable
results in the determination of metals by ETV-ICP-AES in plant samples is then conditioned

by the representativity of the sample but also by the concentration of analyte.

Keywords: Electrothermal Vaporization; Inductively Coupled Plasma; Plant Sample;

Variability.
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1. Introduction

Solid sampling using electrothermal vaporization (ETV) is an alternative and attractive
sample introduction system for atomic absorption spectrometry, inductively coupled plasma
atomic emission spectrometry (ICP-AES) or inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) [1-3]. Solid sampling limits the sample size required, avoids dissolution and
dilution steps and reduces the risk of contamination or analyte loss. Numerous applications
concerning the determination of metals on various solid matrices have been reported in the
literature [4-22]. ETV has shown its relevance especially to obtain fast and accurate results for
major and trace elements in plant samples [23-24]. However, for all ETV methods mentioned,
the determination of elements is characterized by a large uncertainty. The relative standard
deviation (RSD) values reported in the literature are usually between 10 and 20% and values

between 30 and 40 % are not uncommon [25].

Different researchers have attributed this poor precision of results to various causes:
the weighing and transport of the sample to be atomized; irreproducibility of the position in
which the different samples are deposited in the ETV atomizer, which may lead to changes in
the atomization process and the non-homogeneity of the sample vaporized [25-27]. With
regard to the introduction of solid samples into the graphite furnace, different systems,
specifically dedicated for this purpose, are now commercially available which facilitate the
step of manipulation. Platforms in a boat form containing the solid samples are easily and
reproducibly introduced in the graphite tube, thanks to a stop at its centre [20]. This
satisfactorily solves the question of sample introduction. Therefore, according to Belarra et
al., it can be claimed that the effect of working with very small samples on the total variance

is far more important that any of the other factors [25].

According to Friese et al., the maximum contribution of the ETV method to the RSD
is approximately 5% [10]. In these conditions, it seems reasonable to assume that the
imprecision obtained in the determination of metals is caused by the lack of homogeneity
within the small samples (0.5-3 mg) recommended for analysis [4,12,25,26]. This amount
may be too small to be adequately representative of the whole sample. The most obvious
solution to solve the problem would be to increase the size of the sample. However, the
dimensions of ETV atomizers available do not allow any substantial increase in the amount of
sample vaporized beyond 5 mg. Furthermore, matrix effect occurred when more than a

specific mass is used [27-29]. Problems may also arise due to the excessive sensitivity of the
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technique and analytical signals obtained may be too high for measurement [27]. Another
method reported for improving the homogeneity of samples is the reduction of particle size. In
this way, the effects due to segregation can be avoided. Belarra et al. have found that the RSD
value obtained on Fe concentration in a rice sample decreased from 40% to less than 20%
after reduction of particle size [25]. This procedure increases the time needed to obtain results

and the risk of contamination.

The aim of the present work was to study the causes of the variability obtained during
the direct determination of metals in plant samples by ETV-ICP-AES. Changes in
repeatability with sample size were investigated on a maize sample (entire plant). A grinding
mill can supply very fine powder for plant sample with a high degree of homogeneity.
Grinding, mixing and homogenization were then carried out on this sample at various levels.
Next, precisions of results obtained on major and trace elements were investigated according
to the characteristics of the powder obtained. Precision of results was also investigated
according to the concentration of element of interest. Tomato leaves, pine needles and maize
samples were used in this study. The three plant samples chosen had different nature and
covered a wide range of concentrations of various elements. In these two ways, the particles
size effects and the distribution of metals in the samples were explored and discussed

critically.

2. Experimental

2.1. Apparatus and conditions

An ETV 4000 (Spectral systems, Firstenfeldbruck, Germany) electrothermal
vaporizer was used. The ETV 4000 unit is a commercially available system consisting of
graphite-tube furnace, power supply, gas supply, water cooler and autosampler. Graphite
sample holders (in boat shape) are easily and reproducibly loaded into the cylindrical graphite
furnace with the aid of a pair of tweezers. After loading the sample, one end of the furnace is
closed using a shutter. The operation of the ETV was completely computer controlled.
Construction design and working conditions of the ETV system is reported by Hassler et al
[20]. The ICP instrument was a Thermo Elemental (Franklin, MA, USA) dual view IRIS
INTREPID ICP-AES spectrometer equipped with a standard extended torch and a quartz
injector tube (2.4 mm internal diameter). For this study, the instrument was used with lateral
view for major elements and with axial view for trace elements. Operating parameters of ICP-

AES for multi-element measurement were summarized in Table 1 as well as spectroscopic
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lines chosen for this study. The ETV unit was interfaced to the ICP via a 30 cm long and 6
mm internal diameter PTFE tubing. The sample aerosol was transported directly into the

plasma.

2.2. Reagents and samples

All reagents used were analytical grade. For major elements, five multi-element
standard solutions containing respectively Al (0, 5, 10, 20 and 40 mg I'%), Ca (0, 12.5, 25, 50
and 100 mg I, Fe (0, 2, 4, 8 and 16 mgl™), K (0, 50, 100, 200 and 400 mg 1), Mg (0, 10, 20,
40 and 80 mg 1), Mn (0, 2, 4, 8 and 16 mg I™*), Na (0, 5, 10, 20 and 40 mg I™") and Zn (0, 2, 4,
8 and 16 mg I™*) were prepared by diluting appropriate volumes of 1000 mg I"* commercially
available stock solutions (Merck, Darmstadt, Germany) with distilled water. Concerning trace
elements, five multi-element standard solutions containing respectively 0, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6
mg I of Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni and Pb were prepared by diluting appropriate volumes of
commercially available stock solutions (Merck, Darmstadt, Germany) with distilled water.
These solutions were acidified with 5% (v/v) of concentrated HNO3 (Baker analyzed,
Phillipsburg, NJ, USA).

Standard reference materials (SRMs) 1573a (tomato leaves) and 1575a (pine needles)
issue from NIST (National Institute of Standard and Technology, Gaithersburg, MD, USA)
and maize sample were the three solid materials used in this study. The maize sample is an
internal reference material produced in our laboratory. This sample is composed of various
maize samples dried, crushed, mixed and stabilized using gamma radiation. The maize sample
was ground by a Retsch MM2000 mixer mill. This grinder allowed grinding but also

homogenization simultaneously.

2.3. Measurements

ETV-ICP produces a transient signal as a result of pulsed heating of the ETV. Peak
area of the transient signal was integrated over time and was used for data handling. Samples
were introduced manually into purified graphite boat on a Metler microbalance with a
precision of 0.01 mg. For samples, amounts weighed varied between 1 and 3 mg. The
obtained peak areas were divided by corresponding sample mass weighed in order to have
comparable values (concentration in pg g™*). Every determination consisted of five replicate

measurements of samples and results were taken to be the RSD values.
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Purified cellulose with additions of standard solutions was used to establish calibration
curves. The amount of cellulose weighed was typically 2 mg. Aliquots of the standard
solutions (10 ul) had been introduced manually on the cellulose powder by means of a

micropipette. The linearity of the standards was satisfactory for all species (r* > 0.99).

3. Results and discussion
3.1. Sampling study

Four aliquots of about 1 g of maize sample were ground during respectively 1, 2, 3 and
10 minutes. The purpose of this grinding/homogenization of the sample material was to
achieve the most uniform possible distribution of all the elements in the sample. The results
given in Figure 1 show the relationships between the relative standard deviation obtained for
Cd (similar results were obtained for Cr and Ni) and Ca (similar results were obtained for Al

and Mn) and the time of grinding of maize sample.

For trace elements (Cd, Cr and Ni), the effect of sample particle size appeared to be an
important factor. When the sample remained coarse for analysis, the RSD values were close
to 30%. When the sample was ground during 3 minutes, the relative standard deviation was
less than 15% in all cases. Next, the precision of measurement on sample was more improved
after 10 minutes of grinding but more slightly. Concerning major elements (Al, Ca and Mn),
the results obtained were similar to those obtained for trace element and show clear
improvement in precision when grinding occurred before measurements. This effect of
particle size was verified on other elements. The results given in Table 2 show the RSD
values obtained on the initial sample and the RSD values observed when the maize sample
was ground during 10 minutes. The RSD obtained with the pulverized samples were in all

cases lower than that for the original sample.

From a chemical point of view, plant samples can be regarded as mixtures of
cellulose, hemicelluloses, lignin, starch and several minor components [30]. Plant samples
consist also of numerous solid phases differing in their chemical, physical and morphological
properties. The geometric shapes vary from fibres to isometric compact particles. These large
differences in particles shape and density should be taken in account when the homogeneity
of these materials and consequently the precision of the analytical results obtained are
concerned. The initial maize powder was sieved at 500 pum. After 10 minutes, the resulting

particles would pass through a 50-pum sieve.
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According to Jackson, a sample should contain at least 1000, but preferably 3000-4000
particles to adequately represent the bulk [31]. This criterion concerns initially soil and
sediment samples but it may be applied to plant samples. Assuming an average volumetric
mass of 0.4 g cm™ for plant, the minimum sampling of plant (sieved to 500 um) which should
be selected for analysis is 26 mg and the optimum around 100 mg. Inversely, if 2 mg sample
mass are introduced in ETV from a uniformly ground plant, the particles can take the size of
130 um at the maximum. However, the sample preparation step would be expensive in
satisfying this rigorous criterion of representative sampling. The imperfection in homogeneity
can be compensated to a certain degree by increasing the dispensed sample mass and the
number of replicates measurements. Therefore, the sample preparation step increases the risk
of contamination according the chemical composition of the grinding mill. However, the
results showed that particle size of plant sample had a significant effect on elemental
determinations with ETV-ICP-AES. The precision of measurements could be effectively
decreased, especially for the finely ground samples.

3.2. Element distribution

It can be noted from the above results that the precisions obtained on major element
determinations were better than those obtained for trace elements. During a previous study,
low variability (< 10%) was obtained on the determination of major elements in plant samples
[24]. 1t can be expected that, in this case, the distribution of elements are homogeneous

through the various particles constituting the sample.

In Figure 2, the relationships between the concentrations of elements in the maize
sample and the relative standard deviation obtained on their determinations is shown. The
results are given for the initial maize sample and for the maize sample ground during 10
minutes. For the initial maize sample, the variance seems then to be very closely related to the
analyte content of the sample, especially concerning the analytes below 10 pug g*. Next, it was
observed a slightly decrease of variability as a function of concentration. For the ground
sample, the effect was less pronounced. However, it was also observed a linear decrease of

concentration as a function of mass.

This observation was verified for two another plant samples, the reference materials
NIST 1573a (tomato leaves) and NIST 1575a (pine needles). The results given in Figures 3&4
exhibited the same behaviour of uncertainties under the working conditions than for the maize
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sample. The variance appeared also to be closely related to the analyte content. The relative
standard deviations obtained on major elements were below 12% for the tomato leaves
material and between 7.5 and 5% for the pine needles material. These values represented the
maximum contribution of the method to the coefficient of variation of the results [10]. The
RSD values appeared sometimes very high (60%) for the minor elements. The effect was less
pronounced for pine needles sample. Tomato leaves and pine needles powders present
certainly differences in their particle size. It seemed that the NIST 1575a was the most
homogeneous. However, these results indicated a better distribution of major elements in the
different particles constituting the powdered samples.

4. Conclusions

The non-homogeneity of plant samples is the principal cause of poor precision of
results in the determination of elements by ICP-AES with ETV as introduction device,
especially in consideration of the mass weighed (1-3 mg). The effect of sample particle size
appeared as the most important factor. From the size of the sample particles, will depend the
particular analytical purpose. However, reduction of particle size proves to be valid for
obtaining repeatable results in the determination of elements in plant sample. Reducing
significantly the size of solid particles by grinding must be accompanied with homogenization
to ensure the representativity of the sample. Sample grinding should be undertaken only when
justified by a significant improvement in precision. Grinding the specimen may lead to an

additional risk of contamination.
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Table 1 : Operating parameters of the ETV atomizer
and ICP spectrometer.

ETV

Carrier argon flow rate (I min™) 0.3
Bypass argon flow rate (I min™) 0.1
Freon flow rate (ml min™) 2.3
sample mass analyzed (mg) 1-5
Plasma

Power (kW) 1.35
Argon flow rate (I min™) 15

Auxilliary argon flow rate (I min™) 15

Measured wavelenght (nm)

Al 396.1
Ca 318.1
Mn 259.3
Cd 214.4
Cr 205.5
Ni 216.5

Table 2: Relative standard deviation values obtained
on the determination of various elements in maize
sample without grinding and after 10 min. of grinding.

Time of grinding

0 min 10 min

major elements

Al 10.0 7.8
Ca 10.4 3.6
Cu 10.6 8.1
Fe 38.5 6.9
Mn 12.6 3.6
Na 9.8 1.3
Zn 12.8 8.2
trace elements

Cd 29.6 8.1
Co 13.8 17.0
Cr 35.2 14.1
Mo 249 16.2
Ni 31.0 12.0
Pb 10.6 5.2
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Figure 1: Influence of the grinding time on the relative standard deviation (n=5) of Ca and Cd in maize powder sample.
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Figure 2 : Influence of element concentration on the analytical relative standard deviations (n=5)
in maize sample depending of the grinding conditions. (¢) 10 min. of grinding, (m) no grinding.
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Figure 3: influence of element concentration on the analytical relative standard deviations (n=5)
in tomato leaves sample.
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Figure 4: influence of element concentration on the analytical relative standard deviations (n=5)
in pine needles sample.
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Effets de matrice pendant I’analyse directe des végetaux solides par
vaporisation électrothermique - spectrométrie d’émission atomique par

plasma inductif

Résumé

La vaporisation électrothermique (ETV) est un systeme d’introduction des échantillons
solides dans un spectromeétre d’emission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES)
qui est connu pour souffrir d’effets de matrice importants. L’influence d’une augmentation de
la quantité d’échantillon introduite dans ’ETV a été étudiée pour deux échantillons végétaux
différents (feuilles de tomates et mais). Les éléments en trace ont été mesurés avec un
spectromeétre ICP avec visee axiale. Les éléments majeurs ont été mesurés un spectrometre
ICP en visée radiale. Avant la vaporisation, la matiére organique a été détruite selon trois
méthodes différentes : une pyrolyse a 420°C, une pyrolyse a 600°C et une calcination
préalable a 480°C en présence d’oxygene. Les résultats ont montré que la masse d’échantillon
affecte significativement les intensités des signaux analytiques des éléments en trace dans les
conditions de pyrolyse. Inversement, la masse n’affectait pas les résultats apres calcination.
L’effet de suppression peut étre attribué au refroidissement du plasma par les composants de
la matrice dont la quantité augmente avec la masse de I’échantillon. Ces composés se sont pas
détruits par la pyrolyse et donc transportés dans le plasma. Le spectrometre ICP-AES en
configuration de visée radiale est également moins sensible aux interférences et les éléments
majeurs ont pu étre mesurés sans inconvénients en conditions de pyrolyse, jusqu’a 4 mg
d’échantillon. Cependant, la calcination produit la formation de composés réfractaires de Al et
Fe qui ne sont pas évaporés facilement et générent une perte dans le four graphite.
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Matrix effects during direct plant samples analysis by solid sampling-
electrothermal vaporization-inductively coupled plasma atomic emission

spectrometry

Abstract

Electrothermal vaporization (ETV) sample introduction in inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry (ICP-AES) is known to suffer from severe matrix effects. The
influence of an increasing amount of sample introduced into ETV was investigated for two
plant materials (tomato leaves and maize). Trace elements (Cd, Cr) were measured with axial
view ICP-AES. Major elements (Al, Fe) were measured with radial view ICP-AES. Before
vaporization, the organic matter was destroyed according three protocols: pyrolysis at 420°C,
pyrolysis at 600°C and previous dry ashing at 480°C. The results showed that sample mass
affected significantly the signal intensities of trace elements in pyrolysis conditions. Inversely,
sample mass did not affect the results when dry ashing occurred. The suppression effect could
be attributed to the cooling of the central channel of the plasma by matrix components which
increased with mass sample. These compounds were not removed during pyrolysis and were
consequently transported in the plasma. The radial view configuration of ICP-AES was less
sensitive to interference and major elements were measured without drawback under pyrolysis
conditions for masses until 4 mg. However, dry ashing produced the formation of refractory
of Al and Fe compounds which were not easily vaporized and generated losses of analytes in
graphite furnace.

Keywords: Electrothermal vaporization; Inductively coupled plasma, matrix effects, plant

sample.
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1. Introduction

Solid sampling using electrothermal vaporization (ETV) is an alternative and attractive
sample introduction system for inductively coupled plasma atomic emission spectrometry
(ICP-AES) or inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) [1-3]. Direct
production of an analytical signal from a powdered sample offers numerous advantages.
Small sample size is required and minimum sample preparation avoids time-consuming
dissolution and dilution steps reducing risks of sample contamination. Numerous applications
have been reported in the literature, especially concerning biological and environmental
samples [4-13]. However, working directly with solids poses some problems. Matrix effects

are often cited especially related with complex matrices such as plant samples.

Several authors have reported matrix effects in ETV for various sample types such as
polymers or food [14-17]. It was found that the results depend on the mass of sample used. It
can result in a significant analytical error for samples introduced in high quantities in the
graphite furnace. Alteration in transport efficiencies from ETV to ICP is generally assumed to
be the origin of the signal suppression [15,18]. Matrix effects can also be due to changes in
the vaporization process of analytes from the sample due to bulk matrix effects [19]. These
interferences are specific oto the ETV system. However, the amounts of vaporized matrix
reaching the plasma could load the plasma considerably resulting in analytical signal
suppression [18]. Therefore, matrix components may also interfere with the spectra of the
analytes. Studies of ETV have been focused on the transport from the vaporizer to the plasma.
There remains an incomplete understanding of matrix effects with regard to excitation
conditions in the plasma. To our knowledge, emission intensity changes due to modification
of plasma characteristics during ETV sample introduction into ICP have been little studied
[20].

Non spectroscopic matrix interferences are commonly observed in ICP-AES when
analyzing liquid samples. The alkali and alkaline earth metal elements are known to produce a
significant suppression effect on the intensity of lines of high excitation energies for
continuous sample introduction [21-23]. It is assumed that interferences result from changes
in the excitation conditions in the plasma itself such as electron number density and ionization
temperatures. Plant samples usually contain high concentrations of elements such as calcium
and potassium. Interferences generated by plant matrices have been reported in axial-view
ICP equipped with pneumatic nebulizer and ultrasonic nebulizer and can at times be quite
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severe [24-25]. However, it seems that the plasma behaviour is not easily modified by the
presence of salts when analysis is carried out with ETV-ICP-AES under dry plasma
conditions [19-20]. No significant change was observed in the signals of some trace elements
in synthetic plant samples consisting of by cellulose and various concentrations of K, Ca and
Mg [26]. According to Zucheng [27], high concentrations (5 mg ml™) of alkali and alkaline

earth elements are tolerable under fluorination conditions.

Matrix effects must be considered and compensated to obtain accurate analytical
results. The objective of this study was to evaluate and to understand the mechanisms of
matrix effects occurring in ETV-ICP-AES during plant sample analysis. The most interesting
data to study matrix effects is the relationship between the signal intensity and the sample
mass. The influence of an increasing amount of plant materials was then investigated on the
spectroscopic lines intensities of some elements. For this, two different plant matrices (maize
and tomato leaves) were used. Trace elements (Cd, Cr) were investigated with axial view
configuration [26] and major elements (Al, Fe) were investigated with lateral view
configuration [28]. Matrix effects on the analytical method were also measured under various
pyrolysis conditions. ETV offers the possibility of in-situ sample preparation using an
appropriate heating program with a pyrolysis step that facilitates the removal of matrix,
allowing effective vaporization of the analytes before measurement. With organic samples,
the matrix is generally more volatile than the analyte. It is necessary to eliminate as much
organic compounds as possible during the pyrolysis step to reduce matrix effects [18]. Here,
the organic matter of plant samples was destroyed according to three protocols: pyrolysis at
420°C, pyrolysis at 600°C and previous dry ashing at 480°C in a muffle furnace in presence

of oxygen. Oxygen can help to remove the matrix at a lower temperature [18].

2. Experimental

2.1. Apparatus and conditions

An ETV 4000 (Spectral systems, Firstenfeldbruck, Germany) electrothermal
vaporizer was used. The ETV 4000 unit is a commercially available system containing
graphite-tube furnace, power supply, gas supply, water cooler and autosampler. Graphite
sample holders (in boat shape) are easily and reproducibly loaded into the cylindrical graphite
furnace with the aid of a pair of tweezers. After loading the sample, one end of the furnace is
closed using a shutter. The operation of the ETV was completely computer controlled. The
temperature of various steps of the heating program and the time period can be selected. The
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temperature ranges from room temperature up to about 3000°C. During the temperature cycle,
an argon gas flow removes all vapors from the graphite tube. The metal ions are transformed
into volatile metal halogenides by addition of halogen containing reaction gas (CHCIF,),
which was active (2.3 ml min™) before starting the vaporization step. The chlorides and
fluorides produced were easily vaporized from the graphite furnace because the boiling points
of these compounds are much lower than of those carbides or oxides [29-32]. A coolant argon
gas flow was introduced downstream of the evaporation tube. Rapid cooling of atoms and
formed molecules enhances the formation of stable and transportable aerosol [33-35]. The
construction design of the ETV system is reported by Hassler et al [36]. The ETV unit was
interfaced to the ICP via 30-cm long and 4-mm internal diameter PTFE tubing. The sample

aerosol was transported directly into the plasma.

The simultaneous ICP instrument was a Thermo Elemental (Franklin, MA, USA) dual
view IRIS INTREPID ICP-AES spectrometer with CCD detector and equipped with a
standard extended torch and a quartz injector tube (2.4 mm internal diameter). The instrument
was used in lateral view for the determination of Al and Fe and in axial view for the
determination of Cd and Cr. Operating parameters of ICP-AES and ETV for multi-element
measurement were selected as in previous works [26,28]. They are summarized in Table 1 as
well as the spectroscopic lines chosen for this study. ETV-ICP produces a transient signal
issued from pulsed heating of the ETV. Peak area of the transient signal was integrated over

time and was used for data processing.

2.2. Reagents and samples

All reagents used were analytical grade. Five multi-element standard solutions
containing respectively Al (0, 5, 10, 20 and 40 mg 1), Fe (0, 2, 4, 8 and 16 mg '), Cd (0, 2,
4, 8 and 16 pg I™) and Cr (0, 2, 4, 8 and 16 mg I™) were prepared by diluting appropriate
volumes of commercially available stock solutions (Merck, Darmstadt, Germany) with
distilled water. These solutions were acidified by 5% (v/v) of concentrated HNO; (Baker
analyzed, Phillipsburg, NJ, USA).

Standard reference materials (SRMs) 1573a (tomato leaves) issue from NIST
(National Institute of Standard and Technology, Gaithersburg, MD, USA) and maize sample
(entire plant) were the two solid materials used to assess matrix effects. The maize sample is

an internal reference material produced in our laboratory. This sample is composed of various
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maize samples dried, crushed, mixed and stabilized using gamma radiation. The
concentrations (certified values for SRM 1573a, indicative values for maize sample) of the
investigated elements are listed in Table 2. Dry ashing at 480°C was obtained by separate

thermal pretreatment in a muffle furnace.

2.3. Measurements

Before performing measurements, a purification process involving halocarbon assisted
thermal purification at 2600°C was performed on graphite boats. Next, samples were
introduced manually into purified graphite boats on a Metler microbalance with a precision of
0.01 mg. For samples, amounts weighed varied between 1 and 5 mg. The obtained results
were divided by the corresponding sample mass in order to have comparable values
(concentration in pg g*). Every determination consisted of five replicate measurements of

samples and results were taken to be the mean values.

Purified cellulose with additions of standard solutions was used to establish calibration
curves. The mount of cellulose weighed was typically 2 mg. Aliquots of the standard
solutions (10 pl) had been introduced manually on the cellulose powder by means of a
micropipette. The linearity of the standards was satisfactory for all species (r* > 0.99).

3. Results and discussion
3.1. Determination of trace elements

Ideally, for elimination of sample-dependent matrix interference, analyte signal
response would be independent of the chemical form of the analyte and independent of the
matrixX. The results given in Figure 1 exhibit the typical behaviour of Cd (Fig. 1a) and Cr (Fig.
1b) under the working conditions for the tomato leaves sample. With pyrolysis at 420°C, the
sample mass strongly affected Cd determination. Underestimated result was already obtained
for only 1 mg in tomato leaves. It was necessary to take about 0.5 g of sample to get an
acceptable concentration (1.53 pg g7). Next, it was observed a linear decrease of
concentration in function of mass. The relative standard deviations obtained on measurements
varied between 2 and 13%. The results could then be considered as significant. For Cr, correct
results were obtained if a maximum of 2 mg were used and underestimated results are
obtained with greater amounts of sample. For Cd, the same behaviour can be observed on
maize sample (Fig. 2a) but the measured concentrations were less affected. Accurate results
were found until 2 mg. Inversely, mass did not affect the determination of Cr. It appeared that
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matrix effects were related to the nature of plant powder. From a chemical point of view,
plant samples can be regarded as mixtures of cellulose, hemicelluloses, lignin, starch and
several minor components [37]. Tomato leaves and maize samples certainly present

differences in their organic matrix composition.

When a pyrolysis step at 600°C was used in the heating cycle, the most resistant
organic compounds of plant samples were removed [10,38]. Accurate results were obtained
for Cr determinations with up to 4 mg for each sample. However, high variabilities (5-25%
for tomato leaves, 2-40% for maize) on the concentrations were sometimes observed.
Concerning Cd, severe losses occurred. The situation was complicated because Cd
vaporization and matrix vaporization temperatures were similar. This problem was previously
reported [39]. When Cd was vaporized alone, it was possible that the concentration of atoms
in the vapour state could be insufficient to promote self nucleation or homogeneous
condensation [40-41]. In this case, Cd atoms were lost in the cooler parts of the ETV cell and
in the transport tube before they can be enter in the argon plasma. For organic matrices, the
most widely used approach involves a modifier, such as palladium, which interacts with the
analyte to allow higher pyrolysis temperatures without analyte losses [14,18,39]. However, Pd
may react with Freon to form volatile halides.

After dry ashing, the sample mass does not significantly affect the concentration
obtained for Cd in the two plant samples. Acceptable results were also observed for Cr
determinations with up to 5 mg for maize and up to 4 mg of tomato leaves but the obtained
concentrations presented high variability (20-40%). However, the matrix interferences were
especially observed with a pyrolysis step. The organic part of the plant matrix was then not
sufficiently eliminated. It can be expected that changes in transport efficiencies from ETV to
ICP [15,18] or in plasma characteristics [18] were at the origin of the signal suppression. In
the two cases, aerosol formation influences the analytical sensitivity and the susceptibility to

matrix interference.

The primary transport of analytes from the ETV to the ICP is particles [40,42].
Particles are formed after the vaporization of matrix compounds. Condensation of the analyte
vapours take place on these stable nuclei, which enhance the transport efficiency of the
analytes from the vaporizer into the plasma. It can be expected that an increase in sample

mass and vapour concentration results in an increase of the particle concentration or in an

134




increase of the particle size by coagulation of the finer particles. Through this process, the
analytes remained embedded in the particles and were deposited in the tubing by gravitational
or streaming forces. Losses of analytes in the transfer tube have been observed previously
[33,42-43]. On the other hand, vaporization of higher masses may result in a greater amount
of aerosol reaching the plasma. In these conditions, the energy required for particle
dissociation was substantial. It may represent a large fraction of the total energy available in
the central channel of the plasma. This process was accompanied by a decrease in excitation

temperatures resulting in significant signal suppression.

The two explanations were consistent with the fact that matrix is efficiently removed
during the ashing step or during pyrolysis at 600°C (for Cr) where more organic matter was
eliminated. However, no conclusion can be reached on the relative importance of these
mechanisms. To study matrix effect in more detail, an additional experiment has been
conducted on major elements with ICP-AES in lateral view configuration. Lateral view ICP-
AES is known to be less sensitive to matrix effects occurring in the plasma itself. If the signal
suppressions were only due to transport losses, then, the effects on major elements should be
the same as on trace elements. If not, then, the effects were due to changes in the plasma
characteristics.

3.2. Determination of major elements

The results given in Figure 3 exhibit the relationships between the concentrations of
Al and Fe in tomato leaves and sample mass. Within the experimental error (in the range 1-
16%), no influence of the increasing amount of plant sample transferred into the plasma was
observed with up to 4 mg when pyrolysis at 420°C was used. It can be noted that
overestimated Fe concentration was obtained for a mass of 1 mg. This phenomenon has been
observed previously [16]. Accurate results were also obtained for Al and Fe with pyrolysis at
600°C but with up to 2 mg. For higher masses, it was observed a linear decrease of
concentration in function of mass. No interference was observed for Al with dry ashing of

sample. Inversely, underestimated results were obtained for Fe.

As it can be seen in Figure 4, Al and Fe analytical signals were less affected with the
maize sample in the mass range analyzed. The relative standard deviations obtained on
measurements varied between 1 and 12%. As for trace elements, the matrix effects were

related to the nature of plant material. Nevertheless, dry ashing of sample at 480°C gave
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underestimated concentrations of Al and Fe. This may be explained by the fact that these
partial losses of metals were mainly due the formation of stable binary and tertiary oxides in
an oxygen rich environment. The presence of Freon in the graphite furnace during the
vaporization step should enhance metal vaporization. Here, Al and Fe were present at high
concentrations in comparison with trace elements. The concentration of Freon was perhaps
not sufficient to form volatile chloride and fluoride compounds with the total amounts of Al
and Fe. It appeared then that best results on major elements were obtained when pyrolysis

occurred at 600°C. This was opposed to the investigations on trace elements.

However, the suppression effect observed in ETV-ICP-AES for plant samples could
be attributed to matrix components which are not removed during the ashing step and which
are consequently transported to the plasma together with analytes [7]. In these conditions, the
dissociation of carbon particles became a predominant phenomenon in the plasma. Therefore,
using ETV, it is not possible to get the same plasma excitation conditions obtained for the
conventional sample introduction system [19]. In the absence of water, it was reported that the
injection of dry aerosol corresponds to excitation temperatures and electron density in plasma
lower than those observed for the conventional injection of wet aerosol [44-46]. The energy
consumption for the vaporization of particles changed then significantly the plasma conditions
in the axial zone. It results in a poor energy transfer in the central channel of the plasma. In
lateral view, the plasma behaviour was not easily modified by the matrix when the analysis
was carried out under dry plasma conditions. In axially viewed ICP, the emission from the
excited analytes in the central channel of the plasma is isolated from the surrounding argon
radiation. It was proposed to use the Ar," signal as an internal standard to correct the matrix
effects in ETV-ICP-MS [47]. The spectroscopic line of Ar may be also proposed as an
internal standard to compensate matrix effect in ETV-1CP-AES.

4. Conclusions

Under the conditions used in this work, it appeared that the transport efficiency for
plant samples was not significantly changed with the sample mass and that matrix effects
were induced by the amount of aerosol introduced into the plasma. The suppression effect
could be attributed to cooling of the plasma by matrix particles entering the central channel.
The dissociation and ionization of the concomitant compounds consumed a lot of energy,
resulting in a change in excitation conditions of the plasma. The phenomenon was especially
visible in the axial zone. If the matrix is removed efficiently by dry ashing, signal suppression
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should be unimportant with axial observation. However, dry ashing could become a drawback
for analysis of elements present in large quantities in plant samples such as Fe. These

elements could be measured with lateral view ICP-AES after a simple pyrolysis step.
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Table 1 : Operating parameters of the ETV atomizer
and ICP spectrometer.

ETV

Carrier argon flow rate (L min™) 0.3
Bypass argon flow rate (L min™) 0.1
Freon flow rate (mL min™) 2.3
sample mass analyzed (mg) 1-5
Plasma

Power (kW) 1.35
Argon flow rate (L min™) 15

Auxilliary argon flow rate (L min™) 1.5

Measured wavelenght (nm)

Cd 214.4
Cr 205.5
Al 396.1
Fe 238.2

Table 2 : elemental composition (ug g™) for plant samples

Al Cd Cr Fe
Tomato leaves
concentration 598 1.52 1.99 368
uncertainty 12 0.04 0.06 7
Maize
concentration 189 1.55 3.37 343
uncertainty 7 0.07 1.22 12
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Figure 1: Influence of the sample mass on the analytical measured
concentrations of Cd (a) and Cr (b) in tomato leaves sample (NIST
SRM 1573a) depending to the pyrolysis conditions: (#) 420 °C,
(m) 600 °C, (A) dry ashing at 480 °C. The red lines indicate

the certified value = 20%.
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Figure 2: Influence of the sample mass on the analytical measured
concentrations of Cd (a) and Cr (b) maize sample depending to the
pyrolysis conditions: (¢) 420 °C,(m) 600 °C, (A) dry ashing
at 480 °C. The red lines indicate the reference value + 20%.
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Figure 3: Influence of the sample mass on the analytical measured
concentrations of Al (a) and Fe (b) in tomato leaves sample (NIST
SRM 1573a) depending to the pyrolysis conditions: (¢) 420 °C,
(m) 600 °C, (A) dry ashing at 480 °C. The red lines indicate
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142




240 e

)
N
N
o

L
114
P | | e
albui

[E
(o))
o

[

[EEN
S
o

Concentration (ug g

[EEN
N
o

=
o
o

400

w
w
o

w

o

o

-
[ ]

.’

e

> ¢
e S

N
o
o

Concentration (ng g)
[;

[y
w1
o

Masg (mg) 4

Figure 4: Influence of the sample mass on the analytical measured
concentrations of Al (a) and Fe (b) in maize sample depending to
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Application de I’analyse directe des échantillons végétaux solides par
vaporisation électrothermique - spectrométrie d’émission atomique par
plasma inductif : détermination de Cd et Si dans des buts

environnementaux

Résumé

La détermination des teneurs élémentaires dans les végétaux est habituellement destinée aux
études agronomiques ou environnementales. L’analyse directe des solides est possible quand
la vaporisation électrothermique (ETV) est utilisée comme systéme d’introduction des
échantillons en spectrométrie d’émission atomique par plasma inductif (ICP-AES). Ici, le
couplage ETV-ICP-AES a été utilisé dans le cadre de deux applications particuliéres pour les
plantes. La premiere application concernait la détermination de Cd dans de trés petits
échantillons végétaux. Plusieurs matériaux de référence ont eté utilisés pour valider la justesse
de la méthode. Le contrdle qualité incluait aussi I’analyse systématique d’un échantillon de
référence dans chaque série d’échantillons inconnus. Les performances de la méthode ont pu
ainsi étre illustrées par une carte de contrdle. La deuxieme application concernait la mesure
des quantités de Si dans les plantes. La quantification de Si a été réalisée sur des echantillons
issus de test inter-laboratoires. Une limite de détection de 30 pg g™ a été obtenue. Dans tous
les cas, I’étalonnage a été réalisé au moyen de solution étalons déposées sur un support de
cellulose.
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Abstract

Elemental determinations are usually performed on plant samples for agronomic or environmental studies. Direct solid sampling is possible
when electrothermal vaporization (ETV) is used as a method of sample introduction in inductively coupled plasma atomic emission spectrometry
(ICP-AES). ETV-ICP-AES was applied for elemental determinations in plant samples. The first application aimed at Cd determinations in very
small size plant material samples. Several reference plant materials were used to validate the accuracy of the method. Quality control included the
systematic analysis of a reference sample in each batch of unknown samples. The performance of the method in time was illustrated by a control
chart. The second application aimed at the content of Si in plant materials. Quantification of Si in plant samples was carried out using samples
issued from an inter-laboratory test. Detection limit of 30 pg g ' was achieved for Si. In all cases, quantification was accomplished easily by

means of aqueous standard solutions deposited on cellulose support.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Electrothermal vaporization; Inductively coupled plasma; Plant samples; Cadmium; Silicon.

1. Introduction

Due to environmental considerations, there is an increasing
demand of simple techniques for heavy metal analysis in
agrosystems. Human activities involve modifications of the
composition of soils. The toxicity of heavy metal such as Cd is
related to effects on plant growth and detailed information on
plant constituents can be highly variable. Genotypical variations
in the uptake of Cd are observed in numerous plant species [1,2].
Studies of the distribution of Cd in the different parts of plants
(leaves, stems, roots) are of increasing interest for environmental

* This paper was presented at the VII European Fumace Symposium on
Atomic Absomption Spectrometry, Electrothermal Vaporization and Atomization
(VII EFS) and XII Solid Sampling Colloquium with Atomic Spectrometry (X11
SSC), held in St. Petersburg, Russia, July 2-7, 2006 and is published in the
special 1ssue of Spectrochimica Acta Part B, dedicated to that conference.

* Corresponding author. Tel.: +33 557 12 24 05; fax: +33 5 57 12 23 99.

E-mail address: masson(@bordeaux.inra.fr (P. Masson).

0584-8547/% - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.5ab.2007.01.004

or physiological research. Dissolution of solid material prior
inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-
AES) analysis is the usually way of elemental determination in
plant samples. However, the digestion of plant materials is time-
consuming and requires highly dangerous acids at high
temperature. Therefore, amount of material available for such
of samples may be very small, especially for young plants which
start to grow. With current digestion methods, the dilution rate is
too high for a quantitative determination of Cd with ICP-AES.
The concentrations in solution are generally below the limits of
quantification (except with inductively coupled plasma mass
spectrometry). In these conditions, it can be expected that the
direct analysis of solid plant samples is the best adapted tech-
nique for accurate determination Cd.

Due to agronomic considerations, there is also an increasing
demand of simple techniques for silicon analysis in agrosys-
tems. Si is after oxygen, the second most abundant element in
Earth crust. However, the essential character of Si in plant
remains largely unexplored. In recent years, research interest on
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the role of silicon in plants has increased [3.4]. Several investi-
gations have shown a lack of silicon in cereal growth [5.6].
The rescarch is severely hampered by analytical difficulties
encountered when determining Si in biological samples. The
more traditional methods reported require sample dissolution
with HF in closed vessel or with alkaline fusion [7-9]. These
methods are time-consuming and hazardous. It can be expected
that the direct anaiysis of soiid piant sampies is more adapted 1o
overcome these analytical difficulties.

Electrothermal vaporization (ETV) coupled with ICP
methods have shown considerable potential for the analysis of
various solid matrices directly [10-17]. The use of ETV
introduction into an ICP for biological samples is well
established. especially with the use of slurries [18-25]. This
approach is also of particular interest for materials or elements
that cannot or only with great difficulty be brought into solution.
Some papers have been published on Si determination using
solid sampling by ETV but the matrices studied were
polyamides or ceramics [26,27]. Direct solid analysis of plants
using ETV is also viable [28-34]. In the case of plant samples,
the urgan:c matrix composition consisted of ceiiuiose, hemi-

starch and lignin [35] It 1s known that organic

m'urrces are particularly wd] quucd for direct analysis in a
graphite furnace because these types of matrices can be very
efficiently removed durini_ the pymlysi‘; step and thus the

1l 1o amoriaatiamn ol tha almanot fran P
auu.‘.u.\.]u\.-lu VaporiZauon o1 wid auul_vn.a 15 ainost Iwed Irom

matrix effects. However, plant samples were generally used
during ETV studies to verify the accuracy of the final method,
as well as other environmental materials. Spccil" ic studies using
ETV lECui‘liCii.it‘: where the first Ppurpose is |Jld.lll bdi‘l‘x]‘)ic sllldl)fblb
remain few investigated. The intention of the present applica-
tion was to demonstrate the capability of solid sampling ETV-
ICP-AES to accomplish the determination of Cd and Si in plant
materials.

Cd is present in trace amount in plant samples and axial view
configuration of ICP-AES was used [33]. A study concermning
matrix effects was first carried out. Accuracy of the whole
procedure was controlled on various certified reference

mntamale  Tinally ETVY soomlad wath EOD_ALRC o mcad 0
MTian s, ribdiry, i v COUPICU Wil i -auno 0§53 UsCU W

determine Cd in various parts of plant samples. Some results are
presented. However, the need of quality assurance for measure-
menis is essential to ensure good comparability of data. During
the period time (6 months) where the different plant samples
were analyzed, five replicates of a reference material were
integrated in each batch of samples. A control chart based on the

organized by the University of Wageningen (The Netherlands)
named International Plant Exchange (IPE) [36]. Analyses were
carried out on ten plant materials, presenting different properties
in terms of origin, matrix composition and concentration range

of Si.

2. Experimental

An ETV 4000 (Spectral systems, Fiirstenfeldbruck, Ger-
many) electrothermal vaporizer was used. The ETV 4000 unit
consists of a commercially available graphite-tube furnace,
power supply. gas supply. water cooler and autosampler [37].
Graphite sample holders (in boat shape) are easily loaded into
the cylindrical graphite furnace with the aid of a pair of tweezers.
After loading the sample, one end of the furnace is closed using a
shutter. The heating cycle of the ETV was completely computer
controlled. The temperature ranges from room temperature up to
about 3000 °C., During the heating cycle, argon gas flow
removes aii vapors in the graphite tube. The eiements are

generally transformed inte velatile halogenide compounds by
the addlrmn of halogen containing reaction gas (CHCIF,, 2.3 ml

min ). Chlorides and fluorides produced were easily vaporl,ccd
from the graphite furnace because the boiling points of these
wulpuuuda are much lower than carbides or oxides of the same
elements [38-40]. A second argon gas flow was introduced after
the evaporation tube. Rapid cooling of atoms and molecules
formed enhances the formation of stable and transportable
aerosol {41-43]. The ETV unit was interfaced io the 1ICP via
30 em long and 6 mm intermal diameter PTFE tubing. The
sample aerosol was transported directly into the plasma.

The simultaneous ICP instrument was a Thermo Elemental
(Franklin, MA, USA) dual view IRIS INTREPID ICP-AES

ﬂnPNmn‘nPh’-r lUIl"I r‘t’“n rieteﬂqr !nr] mnlnnl‘(‘] wnh Q_I_g_lldg__rd

exlcnded torch and a quartz injector lube (2.4 mm internal
diameter). For this study, the instrument was used with axial
view for Cd determinations and with radial view for Si

datarmunatinne  (marating maramatare of D_ALDC and BTV
ML HIIOUUID. WPLIOUIE  Paildiiivivia A o -ied aiid g v

for mult-element measurement were selected in previous works
[33.34]. They are summarized in Table 1. The heating program

Table 1
Operating parameters of the ETV atomizer and ICP spectrometer for Cd and Si
detenminations

mean of results was constructed and presented.
Si is present in large amount in plant samples (0.1-2% dry
matter) and radial view r_'cm_f: uration of ICP-AES was used.

Optimization of ETV operating parameters has been investigat-
ed in previous work [34] but short studies of vaporization
temperatures and matrix effects were carried out specifically for

Si. Annronnate reference nlant materials with certified values in
St Approprnate relerence piant malenais wilh certiied values i

Si were difficult to obtain. In the absence of these materials, the
best way to evaluate quality performance of an analysis method
is to participate in an independent proficiency testing scheme.
Accuracy and precision of our ETV method were checked by
comparing results with those obtained in the evaluating program

ETV

Carrier argon flow mte (L min~ ') 0.3
Bypass argon flow rate (L min™*) 0.1
Freon flow rate {(mL min~") 2.3
Plasma

Power (kW) 1.35
Argon flow rate (L min™") 15

Auxilliary argon flow rate (L min™") 1.5

Measured wavelength (nm)
cd 2144
i 2514
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Table 2
I'hermal cycle of the ETV (for Cd and Si1)

Program step Temperature (°C) Ramp (s) Hold time (s)
Pyrolysis | 270 30 60
Pyrolysis 11 420 30 30
Vaporization 1900 15 15
Cleaning 2400 2 15
Cooling 20 60 10

is given in Table 2. The same thermal cycle was used for Cd and
Si determinations. ETV-ICP produces a transient signal as a
consequence of pulsed heating of the ETV. The transient signal
was integrated over time and was used in data handling. Cd
and Si signals were measured at 214.4 nm and 251.4 nm,
respectively.

2.2, Reagents and samples

For Cd determinations, five standard solutions containing
respectively 0, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 mg L™ " were prepared by
diluting appropriate volumes of available commercial stock
solutions (Merck, Darmstadt, Germany) with distilled water.
These solutions were acidified with concentrated HNO; (Baker
analyzed, Phillipsburg, NJ, USA) for a final concentration of
5% (v/v).

Standard reference materials SRM 1573a (tomato leaves) and
SRM 1575a (pine needles) from NIST (National Institute of
Standard and Technology, Gaithersburg, MD, USA) and
certified reference materials CRM 281 (rye grass), CRM 062
(olive leaves) and CRM 189 (Wholemeal flour) issue from the
IRMM (Institute of Reference Materials and Measurements,
Brussels, U.E.) were the certified plant samples used to verify the
accuracy of the method for Cd determinations. Five replicates
were made for all samples. These samples consisted of dried
powders. The analyzed samples are roots and leaves from Ara-
bidopsis thaliana ecotype Columbia. These samples were grown
on soil contaminated with Cd from atmospheric fallout. At
different stage, the leaves and roots were harvested, washed with
deionized water and frozen at —80 °C. Before use, they were
freeze-dried and ground. Dry ashing of samples at 480 °C was
obtained by separate thermal pre treatment in muffle furnace.

For Si determinations, five standard solutions containing
respectively 0, 250, 500, 1000 and 2000 mg L™ " were prepared
by diluting appropriate volumes of available commercial stock
solutions (Merck, Darmstadt, Germany) with distilled water.
Concerning the IPE testing scheme, many plant samples were
sent each year to our laboratory. Ten were selected for the
present study. These samples consisted of dried powders
prepared by the University of Wageningen (The Netherlands).

2.3. Measurements

Before performing measurements, a purification process
involving halocarbon assisted thermal purification at 2600 °C
was performed on graphite boats. Next, samples were intro-
duced manually into a purified graphite boat on a Metler
microbalance with a precision of 0.01 mg. Amounts weighed
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varied between 1 and 5 mg. The obtained results were divided
by corresponding sample mass weighed in order to have
comparable values (concentration in pg g~ '). Every determi-
nation consisted of five replicate measurements of samples and
the mean was taken as a representative value.

Quantification on the ETV-ICP-AES instruments was ac-
complished against aqueous solutions on purified cellulose.
Cellulose was found to be the ideal support for matrix matching
of calibration curves. Cellulose simulated the organic part of
plant sample and it was found that transport efficiency of
elements in sample matrix or on cellulose was the same [33,34].
Amount of cellulose weighed was typically 2 mg. Aliquots of
the standard solutions (10 pL) was introduced manually on the
cellulose powder by means of a micropipette.

3. Results and discussion

3.1, Quantification of Cd

ETV coupled with axial view ICP-AES was used to
determine Cd in various parts of plant samples (4. thaliana).
Before measurements in plant samples, matrix effects were
considered to obtain accurate analytical results on Cd
determinations. Several authors have reported matrix effects
in ETV for various sample types [44-47]. It was found that the
results depend on the mass of sample used. The influence of an
increasing amount of SRM NIST 1573a (tomato leaves) was
investigated on the spectral line intensity of Cd. The result is
shown in Fig. 1. The organic sample material was destroyed
according to three protocols: pyrolysis at 420 °C, pyrolysis at
600 °C and previous dry ashing at 480 °C in a muffle furnace in
the presence of oxygen. The ETV 4000 unit cannot handle
oxygen ashing directly in the graphite furnace. With pyrolysis at
420 °C, the sample mass strongly affected the Cd determination.
Underestimated result was already obtained for only | mg in
tomato leaves. It was necessary to take about 0.5 mg of sample
to obtain acceptable concentration (1.53 pg g '). Next, a
linearly decrease of concentration was observed in function of
mass. When a pyrolysis step at 600 °C was used in the heating
cycle, the most resistant organic compounds of plant samples
were removed [30,48] but severe losses of Cd occurred. The
situation was complicated because both Cd vaporization and

2
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Fig. 1. Influence of the sample mass on analytical concentration of Cd in the

NIST 1573a (tomato leaves) depending of the pyrolysis conditions: (A, )
420 °C, (#,...) 600 °C, (M, —) dry ashing at 480 °C. The error bars indicate the

standard deviation obtained for 5 replicates.
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Table 3

Results (pg g~ ") for Cd in certified plant samples SRM 1575a and SRM 1573a
from NIST and CRM 281 (ryve grass), CRM 62 (olive leaves) and CRM 189
(wholemeal flour) from IRMM

SRM 1575a SRM 1573a CRM 281 CRM 62 CRM 189

Mean (n=5) 0.200 1.486 0.103 0.098 0.062
St. dev. (n=5)  0.030 0.136 0.012 0.004 0.020
RSD% 15.0 92 12.1 4.1 321
Certified value 0233+ 1.5204 0.120  0.1004 0.0714
0.004 0.040 0.003 0.020 0.003

The certified values and uncertainties are given in the certificates delivered with
cach sample.

matrix vaporization occurred at this temperature. This problem
was previously reported [49]. After dry ashing, and within the
experimental error, no influence of an increasing amount of
plant sample transferred into the plasma was observed until
5 mg. The accuracy of the method was also verified by using
some reference materials with certified values for Cd. Reference
materials are certainly the most popular tools to prove accuracy
of an analytical process [S0]. The results obtained (mean,
standard deviation and relative standard deviation of five
replicates) are presented in Table 3. Good agreement is obtained
between the found values and the certified values at the 95%
confidence level.

For some plants growing in very contaminated soil, the total
dry mass ranged from 0.9 to 7.7 mg. The bulk of various plant
matrices were removed with previous oxygen ashing. Despite
this very small size material, ETV technique was able o
measure concentrations of trace elements as cadmium, in shoots
of A. thaliana growing on weakly and strongly contaminated
soils (Fig. 2). This will provide useful data to have a better
comprehension of accumulation and distribution of trace ele-
ments in plants [51,52]. The quality of measurements was
verified by using a reference material with certified values for
Cd. During the period of time (6 months) when the different
plant samples were analyzed. the reference sample SRM 1573a
was inserted with five replicates in each batch of unknown plant
samples analyzed in our laboratory. The Cd concentration
values are presented as the mean and the standard deviation.
The data were compared using the quality control charts. The
charts are composed of the running mean and the control lines

Cd concentration (ug g-1)
o N & 0 @

P1 P2 P3 P4 PS5 P6
Type of soil

Fig. 2. Concentration of Cd in young shoots of Arabidopsis thaliana measured

in two soils weakly (P1, P2, P3) and strongly (P4, P5, P6) contaminated. The
error bars indicate the standard deviation obtained for 5 replicates.
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Fig. 3. Control chart of Cd concentration. Each point is the observed value of Cd
i the SRM NIST 1573a (tomato leaves). Certified value=1.52+0.04 pg g ',
UCL=upper control limit (certified value+20%); LCL=lower control limit
(certified value =20 %). The error bars indicate the standard deviation obtained
for 5 replicates.

(certified value =20%). When a certified reference material is
used as in our example, it is preferable to establish a tolerance
value around the expected value. In view of the heterogeneity of
the plants samples with respect of sample amount used in ETV,
a deviation of the concentration of =20% with the respect to the
nominal value could be considered as acceptable. The
inhomogeneity of the sub samples used is the principal reason
for the poor precision of the technique [46,53].

Fig. 3 illustrates the long-term ETV-ICP-AES method
performance for Cd. The control chart allows evaluation of
method performance during a longer period of time [54]. The
data obtained reflect the sum of variations of sample inhomo-
geneity and analytical method variance. When the control value
falls within the limits, the run can be classified as “in-control”.
When the control value is outside the limits, the run must be
classified as “out-of-control”. The seventh point was beyond the
upper control line. This deviation of results outside the control
levels might be an indication of insufficient homogeneity and/
or low quality of the analytical method. The samples associated
to this result were re-analyzed. Inspection of the other data
generated indicated that a generally good response was ob-
tained over several months. The method maintained good
accuracy. No increasing or decreasing response was observed.
Statistical analysis revealed the absence of significant differ-
ence between input groups. The relative standard deviations
(between 2 and 14 %) showed that the certified value was in
agreement with the measured concentration. The accumulation
of results on the reference sample demonstrated also the trace-
ability of data.

Signal of Si (Counts s-1)
o
S

500 1000 1500 2000 2500 3000
Temperature (°C)

Fig. 4. Effect of the vaporization temperature on the signal intensity for Si.
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3.2. Quantification of Si

Before measurements in plant samples, it was essential to
control efficiently the process of vaporization of Si. Fig. 4 show
the behavior of Si signal intensities generated by cellulose
spiked with 5 pg of element as a function of temperature. Under
halogenating vapors, Si was vaporized in the temperature range
of 16002100 °C. No significant silicon losses can be observed
for temperatures below 1600 °C and temperatures above
2300 °C guarantee complete evaporation of element. The
vaporization curve of Si was similar to this obtained by Resano
et al. for polyamide samples [26]. Si showed exactly the same
behavior as the other major elements [34]. Therefore, the same
heating cycle defined for the determination of major elements in
plant samples was used.

Matrix effects must be also considered to obtain accurate
analytical results. As for Cd, the influence of an increasing
amount of SRM NIST 1573a (tomato leaves) was investigated
on the spectral line intensity of Si. However, a simple pyrolysis
step at 420 °C was used. The result is given in Fig. 5. Within the
experimental error, no influence of an increasing amount of
plant sample transferred into the plasma was observed up to
4 mg. Si determination in plant materials appeared to be little
affected by matrix effects when ICP-AES with radial viewing
was used.

For the IPE samples, Si levels are reported as the mean and
the standard deviation of five replicates. The obtained results are
compared with those of all the other members of the exchange
program. The results of each participant were collected and
processed at the Wageningen University [36]. For statistical
calculations, a mean value and a standard deviation value were
calculated using all reported data. They are considered as
recommended values. The participation in a recognized profi-
ciency testing scheme provides samples with a wide variety of
matrices and large concentration range. Usually, the first stage
in producing a score from a result X (a single measurement of
analyte concentration in a test material) is obtaining the estimate
of the bias, thus: bias = x—X, where x is the true concentration
of analyte. Most proficiency test programs proceed by com-
paring the estimate of the bias with a standard error. An obvious
approach is to form a z-score given by: z=(x —X) / o, represent-

L

Si concentration (ug g-1)

0 1 2 3 4 5 6
Sample mass (mg)

Fig. 5. Influence of the sample mass on the concentration of Si found in NIST
1573a (tomato leaves). Pyrolysis at 420°C was used. The error bars indicate the
standard deviation obtained for 5 replicates.
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Table 4
Si concentrations (mg g ') in various plant samples from inter-laboratory tests

Cherry laurel  Potato  Luceme Camation  Sunflower

Mean (n=35) 025 029 048 1.68 2.00
St. dev. (n=5)  0.06 0.07 020 0.30 0.20
RSD% 17.3 241 412 17.7 10.0

Mean IPE 0.36 045 085 4.83 241
St. dev. IPE 0.17 022 054 241 0.24
z-score 0.65 0.74  0.69 1.31 1.72

Barley grain ~ Grass  French bean Bokashi  Oilpalm leaf

Mean (r=5) 241 10,62 13.36 15.55 17.01
St. dev. (n=5) 1.58 0.93 2.76 1.46 237
RSD% 65.7 8.7 20.7 94 13.9

Mean IPE 4.01 1133 1170 18.73 19.11
St. dev. IPE 345 0,88 212 5.68 3.1
z-score 0.46 0.81 0.78 0.56 0.68

Calibration was carried out against aqueous standard solutions with cellulose.

ing the maximum allowable variation consistent with valid data.
A z-score <1 can be considered as very good result. A z-score
between 1 and 2 can be considered as acceptable result and a z-
score >2 can be considered as unacceptable result.

Concerning the 10 plant samples analyzed, results of Si
determination are given in Table 4 which included the z-score
values. In comparison with the given IPE values, the agreement
was good. The dispersion of results appeared high. It was an
indication of insufficient homogeneity of plant powders.
Therefore, the standard deviation values calculated with the
IPE values demonstrate also the inherent variability due to
different methods employed by various laboratories which used
digestion of samples with HF or alkaline fusion.

This correlation between our results and the IPE values is an
important aspect of the quality for demonstrating the correctness
of the method. For samples with the higher silicon content, a
sample mass of 1 mg was considered suitable. For the
determination in samples with the lower silicon content, a
sample mass of approximately 3 mg could be preferred. The
detection limit was calculated at 30 pg g ' for Si in 2 mg of
sample. The value obtained is sufTicient for some relevant Si
determination in plants.

4. Conclusions

In spite of the fact that ETV-ICP-AES remains few used in
environmental studies, it offers great interest in some cir-
cumstances. For small size plant samples, it can be stated that
solid sampling ETV-ICP-AES is a method capable to provide
reliable quantifications of major and trace elements. However,
the precision is sometimes limited by the inhomogeneity of the
distribution of elements in powdered samples. ETV-ICP-AES
provides also reliable results for elements which are difficult to
bring into solution. Determination of Si in plant samples
illustrated this application. In all cases, accurate quantification
can be accomplished easily by means of aqueous standard
solutions. Compared to routine liquid analysis with digestion
procedures, the present approach was extremely easy and fast.
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In the majority of cases, ETV-ICP-AES provides a significant
reduction in analysis time and costs.
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Détermination directe du phosphore dans des échantillons végétaux solides
par vaporisation électrothermique - spectrométrie d’émission atomique par

plasma inductif

Résumé

Le phosphore (P) n’est pas un élément habituellement déterminé par vaporisation
électrothermique a cause de sa volatilité et du mangue de sensibilité de la mesure. Cependant,
I’analyse directe de P dans les végétaux a I’état solide est possible quand la vaporisation
électrothermique (ETV) est couplée avec la spectrométrie d’émission atomique par plasma
inductif (ICP-AES). L’obtention de bons résultats reste néanmoins liée au choix des
conditions opératoires. Les concentrations étudiées, élevees, ont nécessité I’utilisation du
spectrométre en configuration de visée radiale afin de diminuer la sensibilité. Le
comportement de P pendant la vaporisation a été étudié entre 270 et 1900°C. Un étalonnage
externe a été mis en ceuvre utilisant un matériau solide (cellulose) dopé par des solutions
étalons. Plusieurs matériaux de référence ont été utilisés pour valider la justesse de la
méthode. Les résultats analytiques sont en accord avec les valeurs certifiées quand la cellulose
est utilisée au cours de I’étalonnage. Les coefficients de variations obtenus sont compris entre
2 et 14% et la limite de détection a été mesurée & 30 pg g™ pour une prise d’essai typique de 2

mg.
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Phosphorus (P) is not a typical element that is determined with the electrothermal vaporization (ETV)
technique because of its volatility and its lack of sensitivity. However, direct solid sampling is possible
when ETV is coupled with inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES) for the
determination of P in plant samples. Obtaining good results was governed by some special operating
conditions. The concentrations studied necessitated the use of the ICP spectrometer in radial view
configuration. The behavior of P during vaporization was studied between 270 and 1900 °C. External
calibration was carried out using solid external (cellulose) spiked with aqueous standard solutions.
Several reference plant materials were used to validate the accuracy of the method. Analytical results
agreed with certified values when cellulose was used in calibration. Relative standard deviations varied
from 2 to 14%. A detection limit of 30 pg g~' was achieved for a typical mass sample of 2 mg.

1. Introduction

Phosphorus (P) plays an important role in the environment,
especially concerning plant growth and biological activity. Due
to this essential agronomic character, there is an increasing
demand of simple techniques for the rapid analysis of P in plants.
Generally, the determination of P in biological samples requires
dissolution of solid material by acid digestion prior to inductively
coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES) anal-
ysis. However, the digestion of plant materials is time-consuming
and requires highly dangerous acids at high temperature.'
Therefore, the amount of material available for some samples
may be very small, especially for young plants which start to
grow. In these conditions, it can be expected that the direct
analysis of solid plant samples is more adapted to overcome these
analytical difficulties.

Electrothermal vaporization (ETV) coupled with ICP methods
have shown considerable ability for the direct analysis of various
solid matrices.*™ Some papers have been published on P deter-
mination using solid sampling by ETV but the matrices studied
were steels or polymers.®® More recently, Resano et al. proposed
the direct determination of P in biological samples using a solid
sampling-high resolution-continuum source electrothermal
spectrometer.” Direct solid analysis of plant samples using ETV
is also viable and can be used as a sampling system for the
simultaneous determination of major elements.®'* However, P
was not investigated in this last study because it presents no
sensitive spectral line in the window of wavelengths used. The

INRA, USRAVE, Centre de Recherches de Bordeaux, B.P. 81, 33883
Villenave d'Ornon cedex, France. E-mail: masson@bordeaux.inra fr;
Fax: +(33) 0557 1223 99; Tel: +(33) 05 57 12 24 (02

main resonance lines for P are in the vacuum-ultraviolet, inac-
cessible during the analysis of the other elements. Therefore, P is
not a typical element analysed by ETV because of its volatility."!
P represents then a challenging element for this technique.

The aim of this study was to demonstrate the capability of
solid sampling ETV-ICP-AES to accomplish the determination
of P in plant materials. P is present in a large amount in plant
samples (0.1-1% dry matter). At these concentrations, the
sensitivity of the method could become a drawback because it is
difficult to dilute the samples with ETV. Here, the sensitivity of
the method was also decreased with the use of ICP in the radial
view configuration. Optimization of ETV operating parameters
has been investigated in previous work.' However, a short study
was focused on the thermal release of P depending of the
temperature. Matrix effects were also carried out specifically for
P. Next, accuracy and precision were verified with appropriate
reference plant materials with certified values in P. It was easy to
obtain several materials presenting different properties in terms
of origin, matrix composition and concentration range of P.

2. Experimental
2.1. Apparatus and conditions

An ETV 4000 (Spectral systems, Fiirstenfeldbruck, Germany)
electrothermal vaporizer was used. This unit consists of
a graphite-tube furnace, power supply. gas supply. water cooler
and autosampler.” Graphite sample holders are easily loaded
into the cylindrical graphite furnace with the aid of a pair of
tweezers. After loading the sample, one end of the furnace is
closed using a shutter. The heating cycle of the ETV was
completely computer controlled. The temperature ranges from
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room temperature up to about 3000 °C. The heating program is
given in Table 1. During the heating cycle, argon gas flow con-
taining a reaction gas (CHCIF,, 2.3 ml min~') removes all vapors
in the graphite tube. The elements are generally transformed into
volatile halogenide compounds by the addition of halogen. A
second argon gas flow was introduced after the evaporation tube.
Rapid cooling of atoms and molecules formed enhances the
formation of stable and transportable aerosol."”® The ETV unit
was interfaced to the ICP vig 30 em long and 6 mm internal
diameter PTFE tubing. The sample aerosol was injected directly
into the plasma.

The simultaneous ICP instrument was a Thermo Elemental
(Franklin, MA, USA) dual view IRIS INTREPID ICP-AES
spectrometer with CCD detector and equipped with a standard
extended torch and a quartz injector tube (2.4 mm internal
diameter). For this study, the instrument was used with radial
view. In this configuration, the height of measurement was fixed.
Operating parameters are summarized in Table 2. The spectral
line chosen for this study was 185.9 nm. The peak area of the
transient signal was integrated over time and was used for data
handling. For background correction, intensities were also
measured to the sides of each peak.

2.2. Reagents and samples

For calibration, a standard solution containing 80 mg "' of P
was prepared by diluting appropriate volumes of available
commercial stock solutions (Merck, Darmstadt, Germany) with
distilled water. Analyses were carried out on eight plant mate-
rials: standard reference materials SRM 1573a (tomato leaves),
SRM 1575a (pine needles), SRM 1547 (apple leaves) and SRM
1568a (rice flour) from NIST (National Institute of Standard and
Technology, Gaithersburg, MD, USA) and certified reference
materials CRM 100 (beech leaves), CRM 101 (spruce needles),
CRMI89 (wholemeal flour) and CRM 129 (hay powder) issue
from the IRMM (Institute of Reference Materials and
Measurements, Brussels, U.E.). These samples consisted of dried
powders. They were used to verify the accuracy of the method for
P determinations.

2.3.  Measurements

Before performing purification process
mvolving halocarbon assisted thermal purification at 2400 °C
was performed on graphite boats. Next, samples were introduced
manually into a purified graphite boat on a metrological
controlled Mettler microbalance AT261 DR (Mettler, Grei-
fensee, Switzerland) with a precision of 0.0l mg. Amounts
weighed varied between 1 and 5 mg. The obtained results were
divided by corresponding sample mass weighed in order to have

measurements, a

Table 1 Thermal cycle of the ETV

Program step TeC Ramp/s Hold time/s
pyrolysis 1 270 30 60
pyrolysis 11 420 30 30
vaporization 1200 5 20
cleaning 2300 5 15
cooling 20 60 10

Table 2 Operating parameters of the ETV atomizer and ICP spec-
trometer for P determinations

ETV

Carrier argon flow rate/l min™! 0.3
Bypass argon flow rate/l min™' 0.1
Freon flow rate/ml min™' 23
Plasma

Power/kW 1.35
Argon flow rate/l min™' 15
Auxilliary argon flow rate/l min~' 1.5
Measured wavelength/nm 185.9

comparable values (concentration in pg g'). Every determina-
tion consisted of five replicate measurements of samples and the
mean was taken as a representative value.

Quantification on the ETV-ICP-AES instrument was accom-
plished against aqueous solution on purified cellulose. Cellulose
was found to be the ideal support for matrix matching of cali-
bration curves. Cellulose simulated the organic part of plant
sample and it was found that transport efficiency of elements in
sample matrix or on cellulose was the same.'® The amount of
cellulose weighed was typically 2 mg. Aliquots of the standard
solution (10, 20, 30 and 40 pl) were introduced manually on the
cellulose powder by means of a micropipette. It should be noted
that the analyses of cellulose blank gave no significant signal.

3. Results and discussion
3.1.  Vaporization of P

Before measurements in plant samples, it was essential to control
the process of vaporization of P. The optimization of the
pvrolysis of plant samples step has been investigated in
a previous work.' Vaporization temperatures established for
metal analysis were not necessarily adapted to the determination
of P. Vaporization involves processes in the solid phase and in
the gaseous phase. The vaporization step of the heating cycle was
optimized by measuring the element signal intensity generated by
cellulose spiked with 1.6 pg of P in the temperature range of 270—
1900 °C (Fig. 1). Under halogenating vapors, temperatures
above 800 °C guarantee complete evaporation of element. No
vaporization temperature below 700 °C must be used.

4
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Fig. 1  Effect of the vaporization temperature on signal intensities for P.
Matrix = cellulose spiked with 1.6 pg P. The error bars indicate the
standard deviation obtained for 5 replicates.
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Fig. 2 Influence of the sample mass on analytical concentration of P in
the NIST 1573a (tomato leaves) depending of the vaporization
temperature: (MW, - - -) 1200 °C, (A. - --) 1900 °C. Certified value =
2,16 £ 0,08 mg g '. UCL = upper control limit (certified value + 10%);
LCL = lower control limit (certified value — 10%).

In comparison with others works, there is no loss of P at
a temperature below 500 °C.%"" The formation of molecular
species which volatilize at low temperature, during the pyrolysis
step. is not evident. However, the pyrolysis step was carried out
without oxygen. P appeared then as a volatile element in
comparison with the other major elements of plant samples
which are vaporized at 1900 °C."* This lower volatility of P
compounds could be used to decrease the matrix effect.

3.2, Matrix effect

Matrix effects must be also considered to obtain accurate
analytical results. Several authors have reported matrix effects in
ETV for various sample types.®!" It was found that the results
depend on the mass of sample used." However, it is known that
organic matrices are particularly well suited for direct analysis in
ETV because these types of matrices can be very efficiently
removed during the pyrolysis step and thus the subsequent
vaporization of the analytes is almost free from matrix effects.
Therefore, it has been seen that the vaporization of P can be
separate in time from the vaporization of analytes, and from the
vaporization of the other matrix components according to the
temperature.

The influence of an increasing amount of SRM NIST 1573a
(tomato leaves) was investigated on the spectral line intensity of
P. The organic sample material was destroved according to
pyrolysis at 420 “C. Two vaporization temperatures were inves-
tigated: 1200 and 1900 °C. The result is shown in Fig. 2. At 1900
°C, an underestimated result was obtained for 3 mg in tomato
leaves. It was necessary to take less than 2 mg of sample to obtain

an acceptable concentration. Next, a linear decrease of

Table 3 Results (ug g') for P in certified plant samples”

concentration was observed in function of mass. At 1200 °C, and
within the experimental error, no influence of an increasing
amount of plant sample was observed up to 5 mg. P determi-
nation in plant materials appeared to be little affected by matrix
effects when a moderate vaporization temperature was used. It
can be expected than analyte signal was not affected by the
presence of a high concentration of elements (Ca, K, Mg) which
were not vaporized at 1200 °C. Inversely. these elements
decreased the plasma energy available, and then. improved the
matrix effect, at 1900 °C.

3.3. Quantification of P

On the base of the previous observations obtained with the
cellulose sample, the analytical method created was employed for
plant samples. The accuracy of the method was verified by using
some reference materials with certified values for P. The goal was
to show the agreement of the method for a large diversity of
matrices. Reference materials are certainly the most efficient
tools to prove accuracy of an analytical process. The results
obtained (mean, standard deviation and relative standard devi-
ation of five replicates) are presented in Table 3. Good agreement
is obtained between the measured concentrations and the certi-
fied values at the 95% confidence level. The calibration with
cellulose then produced accurate results, showing that this cali-
bration form was very effective for major elements and trace
elements in plant samples.'® Fig. 3 represents the typical cali-
bration curve obtained during analysis. The linearity of the
standards was satisfactory for all species (# > 0.99).

The method also maintained good precision. The relative
standard deviations varied between 2 and 10%. except for the
NIST 1575a sample. Obtaining repeatable results in the deter-
mination of elements by ICP-AES with ETV as an introduction
device depends on the homogeneity of samples especially in
consideration of the mass weighed (1-3 mg)." In the case of the
NIST 1575a sample, the results can indicate that the distribution
of elements was non-homogeneous through the various particles
constituting the sample. The non-homogeneity of the sub
samples used is generally the principal reason for the precision
problem of the ETV technique. However, for major elements in
plant samples such as P, the precision remains at an acceptable
level, below 10%. Obtaining repeatable results on real samples
analysis must be accompanied by efficient grinding to reduce
significantly the size of solid particles and by homogenization to
ensure the representativity of the sample. No signal suppression
was observed indicating that matrix effects are absent under the
experimental conditions defined. No obvious memory effect was
noticed during the analysis.

CRMI100 CRMI101 CRMI29 CRMI89 NIST1568a NIST1575a NIST1547

beech leaves spruce needles hay powder wholemeal flour rice flour pine needles peach leaves
mean (n = 5) 1605 1801 2296 5342 l6l6 1222 1370
s(n=35) 23 38 73 382 120 170 136
reference 1555 &+ 40 1690 £ 40 2360 £ 70 [5300] 1530 + 8O 1070 = 8O 1370 £ 70

“ The value in the brackets is not certified but only indicative.
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Fig. 3 Calibration curve obtamed with ETV-ICP-AES for P analysis.

3.4.  Detection limit

The detection limit was calculated at 30 pg g' for P in 2 mg of
sample. It was obtained from the peak arca and three times the
standard deviation of the background noise measured with ten
replicates of the empty platform alone. The value obtained is
sufficient for some relevant P determination in plants and is
comparable to the limit obtained with solid sampling-continuum
source electrothermal spectrometer.”

4. Conclusions

Determination of P in plant samples with solid sampling ETV
illustrated the possibility to separate the analyte of interest from
the interfering matrix components by applying an optimized
heating program. This application also offers great interest in
some circumstances such as analysis of small size plant samples.
ETV-ICP-AES provides reliable results in all cases and accurate
quantification can be accomplished easilv by means of aqueous
standard solutions. Compared to routine liquid analysis with
digestion procedures, the present approach was extremely easy

and fast. In the majority of cases. ETV-ICP-AES provides
a significant reduction in analysis time and costs. The main
advantage of ETV technique for the determination of phos-
phorus was the absence of matrix interference.
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Cartographie des élements minéraux dans des feuilles de tabac par
couplage vaporisation électrothermique - spectrométrie d’émission

atomique par plasma inductif

Résumé

Les végétaux sont des organismes complexes qui sont a la base de la chaine alimentaire. Les
vegétaux absorbent et stockent les éléments minéraux selon I'environnement dans lequel ils se
développent. Un déficit en éléments essentiels (Ca, K, Mg, P et S) peut empécher la
croissance des plantes. Des concentrations élevees en éléments toxiques (Cd, Pb, Hg) peuvent
altérer les fonctions biochimiques jusqu'a la mort des cellules. La détermination des éléments

essentiels ou des éléments toxiques dans les végétaux prend alors une importance vitale.

Cependant, il est admis que la composition élémentaire déterminée sur les tissus sélectionnés
peut fournir des informations plus spécifiques que celles provenant de I'analyse des plantes
entieres. L'identification du stockage des ions est d'intérét croissant pour les sciences de
I’environnement et de I’alimentation. Pour obtenir des données au sujet de I'accumulation des
éléments, des méthodes permettant de cartographier la composition chimique de I'échantillon
a I’etat solide doivent étre utilisées. Mais en chimie analytique, I’application de techniques

quantitatives d’imagerie pour les échantillons biologiques reste un défi.

Dans ce travail, nous avons évalué la faisabilité de I’analyse directe du solide par couplage
vaporisation électrothermique - spectrométrie d'émission atomique par plasma inductif (ETV-
ICP-AES) afin d’obtenir des images quantitatives de divers éléments dans des feuilles de
tabac. La technique ETV n’exige pas de préparation particuliere des échantillons excepté le
séchage des feuilles.

Pour démontrer les possibilités de la méthode, des feuilles issues de plants ayant poussé sur
des sols soit contaminés, soit non-contaminés en métaux ont été choisies comme échantillons.
Cela permet d’effectuer une comparaison sur leurs distributions élémentaires respectives. Ces
feuilles ont été coupées en petites sections et analysées. Le cadmium et le plomb ont été
choisis pour étre analysés car ces elements sont fortement toxiques pour les systemes
biologiques, méme & faibles concentrations (10-100 pg g™*). D’autres éléments tels que P, S,

Mg et Zn ont également été analysés. P et S sont les éléments essentiels impliqués dans la
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détoxification de la plante. Pour I’étalonnage, de la cellulose dopée par des solutions multi-
élémentaires a été employée. Des echantillons de référence aux teneurs certifiées (NIST SRM
1547 feuilles de pécher et NIST SRM 1573a feuilles de tomate) ont été utilisés pour vérifier

I'exactitude des mesures.

Les images des éléments choisis ont montré une distribution non-homogene dans les feuilles
ainsi qu’un comportement trés différent d’un élément a I’autre. Ces résultats peuvent fournir
de nouvelles connaissances au sujet du réle physiologique de I'élément pendant la croissance
et le développement des plantes, aussi bien que dans des réactions de défense en réponse a un

stress environnemental.
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Imaging of elements in leaves of tobacco by solid sampling-electrothermal
vaporization-inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry
(SS-ETV-ICP-AES)

Abstract

Plants take up and store elements according to the environment in which they are growing.
Because plants are at the base of the food chain, the determination of essential elements or
toxic elements in plant materials is of importance. However, it is assumed that the element
content determined on selected tissues may provide more specific information than that
derived from the whole plant analysis. In this work, we assessed the feasibility of solid
sampling-electrothermal  vaporization-inductively  coupled plasma-atomic  emission
spectrometry (SS-ETV-ICP-AES) analyses for quantitative imaging of various elements in
plant leaves. The ETV technique does not require any sample preparation with the exception
of drying of leaves. Leaves of tobacco (Nicotiana tabacum) were selected to be used as
samples. To produce a two dimensional image, sections cut from leaf samples were analyzed.
Cd, Pb P, S, Mg and Zn were chosen for measurements. Cellulose doped with multi-element
solution standards was used as calibration samples. Two standard reference materials (NIST
SRM 1547 Peach Leaves and NIST SRM 1573a Tomato leaves) were used to verify the
accuracy of measurements with good agreement between the measured concentrations and the
certified values. Quantitative imaging of the selected elements revealed different behaviors.
Notable accumulation of Pb was clearly identified in the central vein. Cd and Zn were
accumulated at the tip of the leaf. Mg, P and S showed homogeneous distributions over the

whole leaf.

Keywords: Electrothermal vaporization; Inductively coupled plasma; Plant samples; Imaging
technique.
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1. Introduction

Plants are complex organisms which are at the base of the food chain. Plants take up
and store elements according to the environment in which they are growing. Macro-elements
(Ca, K, Mg, P and S) are essential and play a key role in the development and metabolism of
plants. They are uptaken in high amounts by plants but deficiencies can inhibit metabolic
processes and plant growth [1,2]. Micro elements (Cu, Mn, Fe, Ni, Zn) are also essential but
can cause toxic effects if a certain level is exceeded in the plant. Other elements, without
physiological role, can be uptaken by plant and can be toxic even in small amounts (Cd, Pb,
Hg) with alteration of biochemical functions [3]. However, each plant reacts differently
according to its environment, has specific nutritive requirements and is more or less tolerant

of toxic elements.

The determination of essential elements or toxic elements is then of key importance to
evaluate the nutritional status of crops of economic interest. Generally, the determination of
elements in plant materials is carried out in samples properly collected, cleaned, dried,
crushed and homogenized. Next, samples were dissolved using dry-ashing followed by the
dissolution of ash in acid, or using a mixture of mineral acid such as HNO3 and/or strong
oxidative reagent such as H,O, [4]. Obtained solutions were then analyzed by inductively
coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES), inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) or atomic absorption spectrometry (AAS). The sample preparation is
time consuming and increases the risk of contamination. Therefore, this analytical approach

does not offer spatial distribution at tissue level.

However, it is assumed that the element content determined in selected regions of a
plant tissue (root, stem, leaves, flowers, fruits, or seeds) may provide more specific
information than that derived from whole plant analysis. More interest is attached to the
element distribution and ion storage in environmental science and food production to explore
the mechanisms involved in tolerance and detoxification. Detailed investigation of spatial
macro and micro elements distribution could open new insights for plant physiology.
Understanding plant uptake and accumulation of toxic elements is also important to identify
accumulator species for the removal of elements from the soil (phytoremediation) [5]. For
these reasons, elemental mapping of sample in solid state could help to provide data on the
spatial location of elements but quantitative imaging techniques for biological samples remain
still then a challenging task in analytical chemistry.
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Spectrometry imaging has emerged as an important tool in the last decade to provide
new multiplexed information in many application fields due to its ability to acquire elemental
or molecular specific images. Imaging techniques applied to investigate the distribution of
inorganic species in plant samples include synchrotron radiation X-ray fluorescence [6-7],
proton induced X-ray analysis (pixe) [8], scanning electron microscopy coupled with electron
dispersive x-Ray spectroscopy [9]. However, these X-ray methods are generally not sensitive
enough for trace metal imaging [10]. Mass spectrometry techniques provide also multi-
element and isotope analysis in the field of plant research. Secondary ion mass spectrometry
(SIMS) has been used to image metals and metal containing species in plant science [11-13].
SIMS is able to map elemental distributions at high resolution, down to 50 nm and can detect
low concentrations. However, a major problem in SIMS analysis is the strong matrix effects
of the ion yields and it is difficult to quantify the analytical data [14]. Serious problems occur
in SIMS if no suitable matrix-matched reference materials for imaging mass spectrometry are
available. Quantification of the analytical data is very difficult as the relative sensitivity
factors of elements varied as a function of matrix up to several orders of magnitude [15]. The
main drawback of SIMS is very large matrix effects and high formation rate of polyatomic

ions which do not allow an easy measurement.

The most recently developed technique, Laser Induced Breakdown Spectroscopy
(LIBS) and Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (LA-ICP-MS)
have also presented a significant potential within the plant science, allowing to explore
elemental distribution on leaf surfaces [16-17]. LA and LIBS techniques allow real-time
multi-element analysis in-situ. Their advantages are a very simple sample preparation due to
direct solid sampling, low sample consumption and the capability of analysis with high spatial
resolution, determined by the size of the laser craters produced within the material (100 pm).
These methods then easily provide direct information on elemental distribution of plant leaves
[18-19]. However, LIBS is not suitable for trace elements because its lack sensitivity [20-22].
Conversely, LA-ICP-MS is also a method of choice for the trace and isotope analysis of solid
samples. LA-ICP-MS has been applied to studying the distribution of elemental composition
in cross sections of tobacco tissue [16], sunflower [23-25], oak leaves [26] and various other
plants leaves [17,22,27].

Due to less matrix effects and significant lower formation rate of polyatomic ions, the
measurements by LA-ICP-MS are relatively simple. However, calibration remains
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challenging. For plant leaves analysis, for example, it is next to impossible to prepare standard
samples from leaves for quantitative measurements. The strategy consists generally to use
solid matrix-matched standard with certified reference materials or synthetic laboratory
standards [28]. The difficulty to find a matrix that exactly matches the characteristics of the
sample at an appropriate calibration range is the main limitation of the laser ablation
approach. Therefore, these techniques rely generaly to the surface of sample but not necessary

on bulk analysis of the sample.

For solving these drawbacks, a new strategy must be developed. In this work, a new
approach to generate elemental image of plant material was developed using solid sampling -
electrothermal vaporization-inductively coupled plasma- atomic emission spectrometry (SS-
ETV-ICP-AES). ETV is one of the few techniques that have the potential to overcome the
requirements for LA. To our knowledge, previous investigation dealing with spatial
distribution in biological tissues using ETV was no found in the literature [29]. As for LA,
ETV offers direct analysis of solid samples without sample preparation and without matrix
effects during the measurements [30]. Compared to the LA techniques, ETV allows easy

quantification procedures with simple standard solutions [31].

In this study, this tool was used to investigate the elemental distribution of toxic and
essential elements in leaves of tobacco plants (Nicotiana tabacum) issue from contaminated
and uncontaminated soils. The aim of the present study was firstly to investigate the
accumulation of Cd and Pb. These elements are highly toxic for biological organisms in small
concentrations 10-100 pg g-1 [32-33]. P, S, Mg and Zn were also chosen for measurement. P
and S are essential elements involved in detoxification. ETV-ICP-AES should provide direct
information concerning the physiological role of elements during plant growth and

development, as well as in defense reactions as a response to environmental stress.

2. Experimental
2.1. Apparatus and conditions

A Spectral Systems (Furstenfeldbruck, Germany) ETV 4000 electrothermal vaporizer
was used. The ETV 4000 unit is equipped with graphite furnace-coated tube and platforms
containing the solid samples. These boat-shaped platforms were easily loaded into the
cylindrical graphite furnace with a pair of tweezers. After loading the sample, one end of the

furnace is closed using a shutter. The operations of the ETV were completely computer

166




controlled. The temperature of various steps of heating program and time period can be
selected. Temperature ranges from room temperature up to about 3000°C. During the
temperature program, carrier and bypass argon gas flow rates originating from both end of the
graphite tube remove all vapors. Steps of drying, ashing and vaporization of the samples were
optimized in a previous work [30]. They were as previously selected in this study.

The ICP instrument was a Thermo Elemental (Franklin, MA, USA) axial view IRIS
INTREPID ICP-AES spectrometer equipped with a standard extended torch and a quartz
injector tube (2.4 mm internal diameter). For this study, the instrument was used with axial

view for Cd determinations and with lateral view for Si determinations.

The ICP conditions were selected to maximize ion signals and to minimize matrix
effects. The transfer line between the two instruments consisted of a 30-cm long, 4-mm i.d.
PTFE tubing. Peak area of the transient signal was integrated over time and was used for data
processing. The analytical intensities were measured during the transient signal. For
background correction, intensities were also measured on the sides of each peak. Operating
parameters of ICP-AES and ETV were summarized in Table 1 as well as the spectroscopic

lines chosen for this study.

2.2. Reagents
All reagents used were analytical grade. Quantification on the ETV-ICP-AES

instrument was accomplished against agueous solutions on purified (acid washed) cellulose
(Baker analyzed, Phillipsburg, NJ, USA). For Cd, Pb and Zn determinations, four multi-
element standard solutions containing respectively 0, 400, 800 and 1600 pg L™ were prepared
by diluting appropriate volumes of available commercial stock solutions (Merck, Darmstadt,
Germany) with distilled water. For Mg and P, four multi-element standard solutions
containing respectively 0, 40, 80 and 160 mg L™ were prepared by diluting appropriate
volumes of available commercial stock solutions with distilled water. These solutions were
acidified by 5% (v/v) of concentrated HNO3; (Baker analyzed, Phillipsburg, NJ, USA).
Cellulose was found to be an ideal support for standard solutions. Cellulose simulated the
organic part of plant sample and it was observed that cellulose improved the quality of
calibration [30]. The amount of cellulose weighed in graphitic platforms was typically 2 mg.
Aliquots of standard solutions (20 pl) were introduced manually on the cellulose powder by

means of a micropipette.
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Mapping the distribution of metals in plant leaves requires analysis at different times.
Standard reference materials SRM 1573a (tomato leaves) and SRM 1547 (peach leaves) issue
from NIST (National Institute of Standard and Technology, Gaithersburg, MD, USA) were
the certified plant samples used to verify the accuracy of the method. Five replicates were
made for all samples. These samples consisted of dried powders. Every determination

involved five replicate measurements of the samples.

For the quantitative determination of S, it was not possible to obtain an appropriate
calibration with standard solutions. This element is very volatile, especially in the mineral
form, and losses occurred during the heating program of ETV, giving no analytical signal.
Inversely, S was under organic forms in plant samples, less volatile and giving analytical

signal. For this element, calibration was carried out with the standard reference materials.

2.3. Plant samples

The analyzed samples were two leaves of tobacco plants (Nicotiana tabacum). The
tobacco plants were cultivated in a greenhouse with an environment-controlled room at a
temperature of 25°C. The first plant was grown on a soil contaminated by Cd, Pb and Zn. The
second plant was grown on an uncontaminated soil and served as reference. Leaves (the
seventh up from the root) were collected throughout the cultivation period (after 45 days of
cultivation), washed with Milli-Q water and dried at 50°C. Before use, the area of the leave
surfaces were cut out with a ceramic knife, and subdivided into about one hundred twenty
quadratic field of about 0.5-1 cm?. Each of the fields was analyzed as a single sample. Each
field was then subdivided in two sections, one for the measurement of Cd, Pb and Zn with the

ICP instrument in axial view, one for the determination of Mg, P and S in lateral view.

Samples were introduced manually into purified graphite boat on a Metler
microbalance with a precision of 0.01 mg. Amounts weighed varied generally between 2 and
5 mg. Samples were weighed and dry-ashed at 480°C in a muffle furnace by separate thermal
pre treatment. This procedure avoided matrix effects in the plasma [30]. The contents of
elements in the leaves were normalised to the mass. For this, the analytical signals were

divided by the mass weighed.
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3. Results and discussion

The quality of measurements obtained in this study, was verified on the two standard
reference materials NIST SRM 1547 and NIST 1573a inserted with five replicates in each
batch of unknown plant samples analyzed. The concentrations measured are presented as the
mean and the standard deviation and were in agreement with the certified values (Table 2). Pb
is not certified. Obtaining repeatable results for the determination of trace elements by ICP-
AES with ETV as introduction device depends on homogeneity of samples [34]. Here, the
relative standard deviations were between 5 and 16 % and the results then validated the
analytical procedure.

3.1. Cd, Pb and Zn distributions in the leaves

To obtain two-dimensional images of element distribution in the plant leaf, the whole
sample was cut out and analyzed piece by piece. All the elements measured were clearly
pictured by ETV-ICP-AES and the images are shown in Fig.1. Accumulation areas can be
observed. The distribution of elements differed according to the element and depending on the
environment where plants were cultivated. In the control sample, Cd appeared
homogeneously distributed in all regions of the leaf. This is due to the very low
concentrations measured in this sample (below 1 pg.g-1). Inversely, in the contaminated leaf,
Cd is not homogeneously distributed and is mainly concentrated at the tip of the structure. Zn
presented a distribution close to Cd with high contents in the tip of leaf. This can be explained
by the fact that these two elements have the same chemical properties and the same behavior.
The maximum Zn concentrations were also found in the vein near the petiole and at the

bottom edge around the petiole.

This behavior is different of those observed by Becker et al. on a tobacco leaf using
LA-ICP-MS where Cd and Zn accumulated near the veins [16]. On sunflower leaves, reported
results showed also that Cd and Zn were accumulated at the veins [25]. However, LA-ICP-
MS does not take account the whole sample and is generally limited to surface analysis.
Furthermore, the element concentrations may vary significantly according to the tobacco
species and the bioavailability of metals in soil as well as the characteristics of the soils where
the plant is cultivated. Additionally, the Cd concentrations measured by Becker et al. in

tobacco leaf were smaller (max. 5 pg.g™) than in the present work (up to 30 pg.g™).
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The results observed for Pb were quite different. Specifically, high contents of Pb
were located in the central vein of leaf. This location of Pb in the central veins was always
demonstrated well by LA-ICP-MS measurements on tobacco leaf [16] and other plants [27].
In contrast, Pb was located at the tip of oak leaves [26].The veins are the pathway for
transporting nutrient elements and toxic elements. The tobacco plant seems to sequester Pb in
the veins to avoid its disadvantageous influences on the photosynthetic reactive tissue. The
contaminated leaf presented chlorosis regions, but a direct correlation between the
accumulation of Cd, Zn or Pb in a specific region of the leaf and morphological problems in
the leaf was not observed.

3.2. Mg, P and S distributions in the leaves

To explore the effect of Cd and Pb stress on nutrient uptake by the tobacco plant, Mg,
P and S were also inspected by quantitative imaging with ETV-ICP-AES.

Mg is the main element responsible for photosynthesis. It could be expected that
environmental stress induced either accumulation of the nutrient in cells to avoid decrease in
photosynthetic activity, or a decrease of its concentration due to less efficient metabolism
activity. No significant change can be observed in the concentrations of Mg in the damaged

leaf in comparison to the control leaf (Fig. 2).

P serves as a constituent of nucleic acids and adenosine triphosphate (ATP). Nucleic
acids are constituents of all cells and contain high amounts of P. This leads to the assumption
that P shall be homogeneously distributed in the plant leaf. However, the maximum P
concentrations were found on the edges. The measured concentrations of this essential
element in the damaged leaf appeared slightly lower than those observed in the control leaf. P
appeared then as the only element affected by the high concentrations of Cd, Pb and Zn. This
stress remained weak in our experimentation but decrease of P can reduce the ATP
mechanism which participates to the energy exchange. In some metal-tolerant plants,

phosphate in cell wall is found to sequester excess metals (31-32).

S is an important component of amino acids and proteins and can serve to stock excess
of metal with phytochelatins which are involved in binding with metals and detoxification. In
these conditions, it can be expected that the concentrations of S increase in the regions of
metal accumulation due to activation of the metabolism of S, accompanied by an important
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uptake of the element. However, concentrations of S in the damaged leaf were not increased
and there is no relationship between S location and metal distribution. The distribution of S

was essentially homogeneous in all regions of the two leaves.

It was clear that the nutrient elements were not really affected by the high
concentrations of Cd, Pb and Zn. Tobacco is known as a very metal tolerant plant and can
accumulate high concentrations of toxic elements in their leaves without suffering from any

impairment of growth.

4. Conclusions

ETV-ICP-AES was successfully applied to investigate accumulation of Cd, Pb and
other essential elements of interest in the leaves of tobacco. Quantitative imaging revealed the
inhomogeneous distribution of elements. Excess of Cd and Zn tended to be focused on
peripheral regions and the tip of the leaf, and Pb was accumulated near the central vein. The
elemental distributions differed according to the element and there is no correlation between

essential element locations and toxic element locations.

However, ETV-ICP-AES provided a promising method for the two-dimensional
imaging of plant organs. Particularly, its capability for analysis a large area (7 cm x 20 cm)
was demonstrated. This tool may be used to monitor pollution levels but can also provide
new knowledge concerning the physiological role of element during plant growth and
development, as well as in defense reactions as a response to environmental stress. The
examination of the spatial organization of elements in biological tissue could also establish
multivariable ionomic signatures of physiological states associated with mineral nutrient

homeostasis that exists in plant.
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Table 1 : Operating parameters of the ETV atomizer

and ICP spectrometer.

ETV

Carrier argon flow rate (L min™) 0.3
Bypass argon flow rate (L min™) 0.1
sample mass analyzed (mg) 1-5
Plasma

Power (kW) 1.35
Argon flow rate (L min™) 15

Auxilliary argon flow rate (L min™) 1.0

Measured wavelenght (nm)

axial view

Cd 214.4

Pb 220.4

Zn 206.2

radial view

Mg 202.6
185.9
182.0

Table 2 : Results (in pg g*) obtained on standard reference materials
Calibration was carried out against aqueous standard solutions with cellulose.

Mg P Cd Zn
NIST 1547 NIST 1547 NIST 1573a NIST 1573a

mean (n=5) 4372 1350 1.60 29.3
st. dev. (n=5) 207 83 0.26 3.5
reference 4320+80 1370+70 1.52+0.04 30.9%0.7
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Figure 1 : Two-dimensional images of Cd, Pb and Zn distribution in contaminated (top) and uncontaminated
(bottom) tobacco plant leaves.
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Figure 2 : Two-dimensional images of Mg, P and S distribution in contaminated (top) and uncontaminated
(bottom) tobacco plant leaves.
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CONCLUSIONS et PERSPECTIVES

Depuis I’introduction des spectrometres ICP, le développement des systémes
d’introduction d’échantillons a été I’un des themes les plus abordés par les chercheurs. Dans
ce cadre, la vaporisation électrothermique a été envisageée, en particulier pour I’analyse directe
des solides. Ce systeme d’introduction était tres attirant parce que combinant simplicité,
sensibilité et rapidité, et limitant en plus les pertes, les contaminations et I’utilisation de
réactifs corrosifs et dangereux. L’ETV permettait aussi de traiter les trés petits échantillons
sans les inconvénients liés a la dilution produite par la mise en solution. Tres en vogue a la fin
des années 1980s et au début des années 1990s, I’ETV a ensuite perdu un peu de son intérét a
cause de I’introduction de nouveaux systemes d’introduction plus accessibles tels que le
nébulisateur microflow en 1995 capable de traiter de faibles échantillons, ou I’ablation laser
peut-étre plus facile a mettre en ceuvre pour I’analyse des solides. De plus, la démocratisation
des spectrometres ICP-MS, tres sensibles, et I’évolution technologique dont ils ont fait I’objet
(cellule de collision/réaction) a rendu possible I’analyse des éléments en traces dans beaucoup

de laboratoire gréace a une limitation plus efficace des interferences isobariques.

L’ETV offre, cependant, certains avantages uniques comme la possibilité de séparer la
volatilisation de la matrice et de I’analyte dans le temps, avec une réduction significative des
interférences spectrales et des effets de matrices, et une sensibilité améliorée en comparaison
des nébulisateurs pneumatiques. La faible quantité nécessaire pour une analyse (quelques mg)
et la possibilité d’analyser une vaste gamme de solides de nature différente continue de
séduire les analystes.

L’ensemble de ce travail avait pour but d’évaluer scientifiquement une unité de
vaporisation électrothermique Spectral System ETV 4000 et de développer des applications
originales ayant trait a I’analyse élémentaire dans les végétaux et pouvant se réveler utiles a la
communauté scientifigue des sciences de I’agronomie, de [I’alimentation et de

I’environnement. Les conclusions et les perspectives sont compilées ici.
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Fonctionnement de I’ETV et génération de I’aérosol

La génération de I’aérosol et son transport vers le plasma est une caractéristique
fondamentale du fonctionnement d’une unité ETV. Elle est celle qui conditionne ses
performances analytiques. Elle est dépendante des débits de gaz vecteurs et influence de
maniere significative a la fois la sensibilité des mesures, les effets de matrice et la qualité de

I’étalonnage.

Les résultats obtenus ont permis de montrer que I’optimisation des parameétres
opératoires est d’une grande importance. Ainsi, les débits des deux gaz argon, la présence de
Fréon (pour les eléments réfractaires,- mais pas pour les éléments volatils) conditionnent a la
fois la formation et le transport de I’aérosol, la thermophorése qui agit sur la perte d’éléments
pendant le transport et enfin le temps de résidence de I’aérosol dans le plasma. Le signal ICP
dépend fortement de la nature de I’aérosol.

Avec I’ablation laser, il a été démontré qu’un plasma humide est plus robuste et plus
tolérant a la charge de matrice qu’un plasma sec et permet de réduire les effets de matrice.
Avec I’ETV, un plasma humide impacte la sensibilité des mesures. En effet, la vaporisation
électrothermique produit déja un flux trés important de particules (bien supérieur a I’ablation

laser) qui affectent le plasma en absorbant une partie de son énergie.

Si I’addition d’eau n’apparait pas justifiée, plusieurs autres aspects peuvent,
cependant, étre testés d’un point de vue technique. Par exemple, il serait intéressant d’utiliser
de I’hélium comme gaz vecteur en lieu et place de I’argon. L’hélium présente un potentiel
d’ionisation plus élevé (1.5 fois), une conductivité thermique plus forte (10 fois) et une
densité plus faible (10 fois). Un gaz moins dense permettra une plus grande dispersion de
I’aérosol et diminuera donc les collisions entre particules. Cela limitera la croissance des
agrégats et favorisera la formation d’un aérosol plus fin, plus facilement détruit dans le
plasma. La forte conductivité thermique de I’hélium devrait aussi permettre de refroidir
I’aérosol aprés sa vaporisation, diminuant ainsi les pertes par thermophorése avec une

efficacité de transport améliorée.

Une grande attention devrait aussi étre portée sur la caractérisation de I’aérosol (des
aérosols ?), en particulier sur la distribution granulométrique des particules produites ainsi que

sur leurs compositions chimiques, en fonctions des conditions opératoires (débits de gaz,
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température de vaporisation). Cela passe par la collecte des particules en fonction de leur
taille avec, par exemple, I’utilisation d’un impacteur basse pression (Low-pressure impaction)
suivie d’une caractérisation des agrégats par microscopie électronique a balayage associée a la
micoanalyse X (SEM-EDX).

Avec le méme objectif de mieux connaitre le fonctionnement des unités ETV, il serait
intéressant d’envisager une unité ETV du point de vue du génie des procédés (ou génie
chimique). Comme I’ont justement fait remarqué Lam et Sturgeon, une unité ETV peut étre
considérée comme un réacteur chimique a haute température. Mais I’efficacité du transport de
I’aérosol est un parametre influencé par de nombreux facteurs. Identifier, comprendre et
quantifier ces facteurs reste fondamental. Dans ces conditions, un logiciel de simulation
numérique, prenant en compte I’ensemble des phénoménes physico-chimiques qui se
produisent dans le four pourrait certainement parfaire notre connaissance de son
fonctionnement. Ce logiciel serait également d’une grande utilité pour optimiser rapidement
(et sans expérimentations) la qualité des mesures effectuées par le spectrometre en terme de
sensibilité et de robustesse. La premiére approche de simulation numérique qui a été présentee

utilise un modéle simple mais peut constituer une base pour des investigations plus élaborées.

Analyse de poudres végétales

L’analyse de poudres végétales par ETV-ICP-AES a démontré une bonne sensibilité,
comparable a celle obtenue sur solutions avec I’utilisation d’un nébulisateur ultrasonique,
mais avec un gain de temps incomparablement supérieur. Le principal point faible réside dans
le manque de répétabilité des mesures pour les éléments en trace. La cause de ce phénomene
n’est pas liée a la technique en elle-méme, mais a I’hétérogénéité des poudres. Les poudres
végétales sont des matrices complexes, composées de particules de tailles et de natures
chimiques différentes (cellulose, hémicellulose, lignine, amidon...). Ce manque de précision
peut étre réduit par un broyage adapté des échantillons. Le choix du broyeur pendant I’étape
de préparation des échantillons devient donc fondamentale et les broyeurs a billes (de type
oscillo-vibrant ou planétaire) qui permettent a la fois d’obtenir une poudre trés fine et une

grande homogénéité doivent étre favorisés.

Cependant, la vaporisation électrothermique ne doit pas étre considérée comme un
systeme d’introduction d’échantillon standard, au contraire d’un nébulisateur pneumatique.

Quand le volume d’un échantillon est suffisant, I’utilisation d’une méthode classique avec
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mise en solution donnera des résultats plus précis. Dans ce cas de figure, a savoir I’analyse
d’un lot d’échantillons, le grand intérét de I’ETV est de pouvoir réaliser une détermination
semi-quantitative rapide sur un trés grand nombre d’éléments (60 et plus). Cette méthode de
détection de la présence -ou non- d’un élément donné permettrait de sélectionner les
échantillons qui méritent une analyse quantitative précise de leur composition. La tres faible
prise d’essais permet de conserver le volume d’échantillon intact pour des analyses
complémentaires avec mise en solution et détermination finale par ICP-MS pour les éléments

en traces par exemple.

La vaporisation électrothermique reste, tout de méme, une technique alternative
attractive pour la mesure des éléments qui sont difficiles ou complexes a mettre en solution
(illustré par I’exemple du silicium). Quoi qu’il en soit, I’utilisation de ’ETV demande une
grande expertise et doit donc étre réservé pour traiter des problémes analytiques particuliers,
qui ne peuvent pas étre résolus facilement par d’autres stratégies.

Analyse d’échantillons entiers, cartographie et autres applications

Le principal intérét de I’ETV reste I’analyse directe des solides. C’est dans ce domaine
que cette technique montre de grands avantages et ouvre de nouvelles stratégies d’analyses.

L’imagerie, par exemple, a été développée pour obtenir une distribution des éléments
minéraux dans des organes végétaux. L’identification des zones de stockage des eléments
toxiques est d’un grand intérét pour les sciences de I’environnement ou de I’alimentation.
Cependant, la technique ETV manque de résolution spatiale en comparaison de I’ablation

laser (1-5 mm contre 100 um).

Une étude similaire sur la localisation des éléments pourrait étre réalisée par ablation
laser-ICP-MS. L’imagerie quantitative croisee d’une feuille par deux techniques différentes
serait riche d’enseignement, avec d’un coté une technique capable d’une grande résolution
mais limitée a I’analyse de surface (ablation laser), et de I’autre coté une technique beaucoup
moins résolutive (vaporisation électrothermique) mais sans doute plus juste (en tout cas plus
facile a étalonner) et qui prend en compte la totalité¢ de I’échantillon. Quelle que soit la
technique utilisée, I’imagerie devrait avoir des conséquences sur les études concernant

I’absorption le transport et le stockage des ions minéraux dans les plantes.
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L’ETV apparait aussi comme un outil adapté a I’analyse d’échantillons qui nécessitent
de mettre en ceuvre une préparation complexe et longue. Ainsi, I’analyse d’echantillons
liquides compliqués comme les seves ou les huiles végeétales doit pouvoir également tirer
profit de ’ETV. Enfin, ’ETV permet surtout I’analyse d’échantillons de tailles trop réduites
pour pouvoir étre traités classiqguement, avec minéralisation, du fait du taux de dilution.
Cependant, I’analyse d’ultra trace dans ce type de matrice devra s’envisager avec un couplage
ETV-ICP-MS. C’est dans ce but, que la vaporisation des végétaux en I’absence de Fréon a été
testée. La présence de Fréon dans le plasma risquerait de compliquer fortement les mesures
étant donné les interférences isobariques potentielles que ce gaz peut provoquer (présence des
atomes H, C, F et CI). L autre probleme a regler en spectrométrie ICP-MS est le choix d’un
étalon interne pour corriger les effets de matrice. On peut alors imaginer I’utilisation d’un
élément comme Pd, servant a la fois d’étalon interne mais aussi de modificateur de matrice

comme en spectrophotométrie d’absorption atomique par électrothermie.

L’utilisation de la spectrométrie ICP-MS ouvrirait aussi la porte aux études de
spéciation, a savoir la séparation, I’identification et la quantification des différentes formes
chimiques dans lesquelles un élément donné est présent dans un échantillon donné. On peut
ainsi concevoir une spéciation directe basée sur des températures de vaporisation différentes
des espéces chimiques considérées. Leur séparation serait réalisée en augmentant
progressivement la température du four. Cette procédure pourrait méme étre améliorée par
I’utilisation de modificateurs chimiques adaptés et favorisant soit la volatilité de telle ou telle
forme chimique. On est bien la dans la fonction de « réacteur thermochimique » de 'ETV

avec prétraitement in-situ de I’échantillon.
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ANNEXES

Les annexes presentees ici correspondent au dossier dépose aupres de la DIVA de I’Université
de Pau et des Pays de I’Adour pour solliciter I’obtention du doctorat par la procédure VAE.
Cela comprend :

- Un curriculum vitae
- Un livret d’expériences et de compétences
- Un récapitulatif des publications et communications
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CURRICULUM VITAE

Pierre MASSON
48 ans, entré a I’INRA en 1992

INRA- USRAVE

Centre de Recherches de Bordeaux-Aquitaine
71, Avenue Edouard Bourleaux

CS20032

33882 Villenave d’Ornon cedex

Tél. : 0557 12 24 02

Fax : 0557 12 23 99
masson@bordeaux.inra.fr

INGENIEUR CHIMISTE
ENS de Chimie de Rennes — 1990

20 ANS D’EXPERIENCE DANS L’ANALYSE VEGETALE et ENVIRONNEMENTALE

PRINCIPALES REALISATIONS

ICP-AES

Mise au point des conditions d’analyse des éléments en trace (Cd, Co, Cr, Mo, Ni et
Pb) dans les végétaux par couplage entre ICP-AES a visée axiale et nébulisation
ultrasonique.

Optimisation des conditions d’analyse de I’arsenic et du sélénium dans les vegétaux
par couplage entre ICP-AES a visée axiale et génération d’hydrure.

ICP-MS

ETV

Mise au point des conditions d’analyse des éléments minéraux (majeurs et traces) dans
les végétaux par ICP-MS.

Mise au point des conditions d’analyse des lanthanides et des actinides dans les
végétaux par ICP-MS.

Mise au point des conditions d’analyse de Pd, Pt et Rh dans les végétaux par couplage
entre ICP-MS et nebulisation ultrasonique.

Etudes théoriques et appliquées de la vaporisation électrothermique

Mise au point des conditions d’analyse des éléments majeurs dans les végétaux par
couplage ETV- ICP-AES (visée radiale).

Mise au point des conditions d’analyse des éléments en traces dans les végétaux par
couplage ETV-ICP-AES (visée axiale).
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Absorption atomique

Mise au point de I’analyse du thallium, de I’étain, de I’antimoine dans les sols et les
vegétaux par spectrophotométrie d’absorption atomique par electrothermie.

Chromatographie ionique

Etude de I’influence des solvants organiques sur la séparation et la détermination des
acides carboxyliques.

Détermination des ions chlorures, nitrates et sulfates dans les végétaux.
Détermination de trace de phosphore (<1 pg/L) dans des solutions de sols.
Spéciation du phosphore dans des solutions de sols.

Assurance Qualité

Elaboration d’une méthode d’assurance qualité pour I’analyse des ions par
chromatographie ionique.

Etude des sources d’incertitudes dans le cadre de I’analyse élémentaire sur les
matrices végétales.

Management

Directeur d’unité entre juillet 2006 et avril 2007 puis entre septembre 2009 et juin
2010.

Encadrement et organisation d’un laboratoire de 10 personnes.
Gestion administrative et financiere.

Enseignement

Cours donnés a I’ENITA de Bordeaux: sensibilisation des futurs ingénieurs
agronomes a la chimie analytique et aux difficultés rencontrées pendant le cycle d’une
analyse.

Formation théorique et technique a la chromatographie ionique d’agents du centre
INRA de Bordeaux.
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Livret d’expériences et de compétences

Les systemes d’introduction des échantillons en spectrométrie plasma
adaptés a I'analyse des éléments en trace dans les végétaux

Les vegétaux constituent un composant important des ecosystemes parce qu’ils se
situent a I’interface des milieux biotique et abiotique. Ce sont des organismes autotrophes. Ils
produisent leur propre matiére organique a partir des sels minéraux puisés dans le sol et du

dioxyde de carbone, assimilé par les feuilles grace a I’énergie solaire (photosynthése).

Bien que les végétaux montrent une faculté naturelle a sélectionner les éléments
chimiques dont ils ont besoin, cette sélection est parfois limitée pour les éléments en trace (<
1 mg g?). Les végétaux ont une grande habilité & s’adapter aux conditions chimiques de
I’environnement et peuvent accumuler ces éléments en trace, en particulier les métaux, dans
leurs tissus. Les concentrations des éléments en trace dans les végétaux sont souvent corrélées
positivement avec I’abondance de ces éléments dans les sols, provenant de sources naturelles

ou anthropogeniques.

Les végétaux sont donc des bons indicateurs de pollutions et peuvent servir pour
mesurer I’état environnemental d’un site donné. Les plantes sont aussi des réservoirs
intermédiaires a travers lesquels les éléments provenant du sol passent vers les animaux et
I’homme. Le role significatif des végétaux dans le cycle des éléments en trace et la
contamination de la chaine alimentaire est illustré dans de nombreuses publications. L’intérét
pour I’abondance des éléments en trace dans les végétaux provient donc du secteur agricole
qui participe activement aux transferts de ces éléments vers I’homme via la chaine

alimentaire, du contréle de I’environnement et de la distribution des polluants.

Une meilleure compréhension des principes biogéochimiques qui contrélent les cycles
des éléments est donc une des clés du management des éléments en trace dans
I’environnement et un pré-requis pour diminuer les risques de contamination. Cependant,
I’amélioration des connaissances sur les cycles de ces éléments passe nécessairement par une
augmentation du champ d’investigation dans I’environnement et, surtout, par des avancées en

matiere de chimie analytique.
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L analyse des teneurs élémentaires dans les vegétaux a donc sa raison d’étre et a
toujours nécessité des développements méthodologiques. Cela inclut les étapes de préparation
mais aussi les techniques de mesure. Habituellement, I’échantillon se présente sous la forme
d’une solution liquide a cause de son homogénéité, de sa facilité de manipulation et pour
satisfaire les besoins des systemes d’introduction de la plupart des techniques
spectroscopiques utilisées en routine dans les laboratoires d’analyse. Pour les végétaux,
initialement solides, la préparation des échantillons et leur mise en solution n’est pas un
probléme. Ces étapes peuvent étre rapidement achevées par plusieurs procédures appropriées.
Les erreurs dues aux contaminations ou aux pertes sont habituellement résolues si les
précautions nécessaires sont prises concernant les réactifs, les outils et la maniére de

travailler.

Le probleme est différent pour la détermination finale des éléments en trace. La
technique de mesure utilisée doit étre choisie en considération de I’objectif final et I’obtention
de résultats justes et précis. Les techniques de spectrométrie plasma, ICP-AES et ICP-MS,
sont les plus communément employées dans les laboratoires pour I’analyse élémentaire des
végétaux. Ces deux techniques peuvent répondre dans une large gamme de concentrations aux
besoins exprimés en analyse de routine. Cela est d a leur possibilité multi-élémentaire, leur
stabilité, leur rapidité et leur sensibilite (pour I’ICP-MS). L’expérience a montré cependant
que la qualité de I’analyse est liée aux concentrations recherchées ou a la taille de
I’échantillon initial. C’est particulierement vrai pour les éléments présents en trés faibles
concentrations (< 1 pg ™) ou les trés petits échantillons (quelques mg). Dans ces conditions,
le dispositif d’introduction des échantillons dans les spectromeétres représente un point critique

pour I’obtention de résultats cohérents.

Le but principal d’un systeme d’introduction d’échantillon est de faire parvenir la
guantité maximum d’analyte dans le plasma. Pour les échantillons liquides, cela comprend un
nébuliseur qui transforme la solution en aérosol et une chambre de nébulisation qui modifie
les caractéristiques de I’aérosol avant son entrée dans le plasma a travers le tube d’injection de
la torche. Le systeme choisi conditionne donc la sensibilité des mesures. Les nébuliseurs
pneumatiques sont les plus utilisés en ICP pour la génération d’aérosol a cause de leur
simplicité, leur robustesse, leur facilité d’emploi et leur faible col(t. Leur principal
inconvénient est leur faible efficacité de transport (environ 2%), ce qui les rend inadaptés pour
la détermination des éléments les moins concentrés dans les végétaux (As, Cd, Mo, Pb...).
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Cela conduit donc a reconsidérer les systémes d’introduction destiné aux échantillons

vegétaux afin de repousser les limites de quantification.

L’amélioration des systéemes d’introduction d’échantillon a toujours été I’objet
d’études dans le monde de la spectrométrie atomique. Une grande variété de systemes ont été
développés pour tenter de résoudre les probléemes de sensibilité analytique, le but ultime
restant la réalisation d’un systéeme permettant le transport de 100% de I’analyte vers la source
d’ionisation. Ainsi, la nébulisation ultrasonique, la génération d’hydrures et la vaporisation
électrothermique constituent trois approches différentes qui peuvent, dans des cas particuliers,
résoudre les limitations des nébuliseurs pneumatiques, et ameéliorer considérablement la

détermination des éléments en trace dans les végétaux.

Les Nébuliseurs ultrasoniques sont souvent employés pour améliorer la sensibilité
des mesures. La solution est pompée a la surface d’un transducteur piezo-électrique.
L’interaction entre les ondes ultrasoniques et le film liquide fournit un aérosol trés fin. Une
augmentation du transport de I’aérosol vers le plasma est obtenue. Les problémes associés a
I’introduction des liquides et au manque d’efficacité du transport peut étre aussi résolu en
présentant I’analyte dans le plasma sous forme gazeuse. Le principal avantage est d’obtenir
une efficacité de transport proche de 100 %. La génération d’hydrures prend avantage de la
capacité de certains éléments (As, Se) a former des hydrures volatiles pour améliorer les
limites de détection en comparaison de la nébulisation de solutions. Enfin, la production
directe d’un signal analytique a partir de I’échantillon solide offre aussi un nombre important
d’avantages. Il n’y a plus de dilution induite par la minéralisation et les risques de pertes
d’analytes ou de contaminations durant cette étape sont éliminés. C’est dans ce but que la
vaporisation électrothermique (ETV) a été créée. Le principe consiste a déposer I’échantillon
solide dans un four en graphite chauffé électriquement et a analyser les éléments vaporisés de

cette maniére a I’aide de spectrométres ICP-AES ou ICP-MS.

Cependant, ces systemes d’introduction peuvent étre aussi responsables d’erreurs de
mesures, attribuées aux effets de matrice et dues a la différence de composition des solutions
d’étalonnage et des échantillons. Selon la nature de la matrice analysée, le danger
d’interférences spectrales et non-spectrales sur le signal analytique lui-méme est présent et la
justesse des résultats est souvent difficile a assurer. De plus, et dans tous les cas, peu
d’applications sont disponibles dans la littérature concernant I’analyse des végétaux et les
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problémes associés a ces techniques (difficulté d’étalonnage, analyse des petits échantillons,
limitation des interférences, matrices complexes et fortement chargées). Dans ce mémoire, ces
trois modes ont été utilisés et développés afin de dépasser les limites des nébuliseurs
pneumatiques classiques et faire face a toutes les éventualités que peuvent poser I’analyse des
éléments en trace dans les échantillons végétaux. La nature des échantillons a nécessité une
approche méthodique pour minimiser ou éliminer les effets de matrice et a imposé des
conditions opératoires propres a chaque systeme d’introduction en fonction des phénomeénes

de transport de I’aérosol.

L'utilisation d'un nébuliseur ultrasonique améliore les limites de quantification d’un
facteur 10 pour les métaux en comparaison d’un nébuliseur pneumatique. Ce nébuliseur
génere aussi des effets de matrice plus marqués. Les effets de matrices se caractérisent par
une diminution des signaux issus des raies ioniques et une augmentation des signaux issus des
raies atomiques en ICP-AES. Cet effet est causé par la présence des éléments majeurs (K, Ca,
Mg), facilement ionisables et qui perturbent les rapports ion/atome dans le plasma. Cet effet
est minimisé par une forte puissance du plasma. Ce nébuliseur soufre également des effets
négatifs liés a un exces de solvant parvenant dans le plasma. Pour réduire la quantité de
solvant, il est équipé d’une unité de déssolvatation : une premiére cellule de chauffage ou le
solvant est totalement ou partiellement évaporé, et une deuxiéme cellule ou les vapeurs sont
éliminées. Les conditions opératoires (températures d’évaporation et de condensation, débit
du gaz de transport) déterminent la fraction de solvant et d’analyte transportée. Une
diminution du signal est observée pour les quantités importantes d’eau liées a une
déssolvatation incompléete qui consomme I’énergie disponible du plasma, change son
environnement thermique et perturbe les conditions d’excitation des analytes. Inversement,
une augmentation du signal est obtenue pour les déssolvatations les plus completes. Seul un
choix rigoureux des conditions opératoires du nébuliseur permet d’obtenir un comportement
similaires des solutions d’étalonnage, peu chargées et des échantillons aux matrices plus
complexes, et, donc, des résultats justes. L’utilisation de ce systéme, et de son apport en
sensibilité, a permis des applications qui n’auraient pas été possibles sur les végétaux avec un
simple nébuliseur pneumatique (détermination de Cd, Ca, Mo et Pb en ICP-AES,
détermination de Pd, Pt et Rh en ICP-MS). Il apparait également que ce systéeme pose des
problémes insolubles pour la détermination d’As ou Se qui doivent étre analysés de

préférence avec la génération d’hydrures.
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La génération d’hydrures est une technique d’introduction qui a été peu étudiée en
association avec les spectrometres ICP-AES ou ICP-MS, a plus forte raison pour I’analyse
d’échantillons environnementaux. Il y avait la un manque certain d’informations concernant
les effets de matrices potentiels sur les réactions chimiques préalables et les interférences
spectrales. Les investigations menées, ont permis de définir les conditions opératoires
adaptees a I’analyse d’As et Se dans les végetaux. L'utilisation de la génération d’hydrure
abaisse les limites de quantification pour As et Se dans la gamme des 0.10 pg I™*. De plus, la
technique de génération d’hydrures permet de réduire les effets de matrice. En effet, la
séparation physique qui a lieu entre I’analyte et I’échantillon limite les influences spectrales et
non spectrales des autres constituants minéraux des plantes, ce qui permet I’analyse de toutes
les matrices. Quoi qu’il en soit, les conditions de formation des hydrures ne sont pas
uniformes pour tous les éléments. La combinaison de la génération d’hydrure avec I’ICP-MS
est encore plus sensible (limite de détection 0.02 pg I™') sous réserve que certaines
interférences isobariques soit résolues. La mesure des deux isotopes les plus abondants #Se et
"8Se, sont perturbés par des ions polyatomiques produits dans le plasma ““Ar*Ar* et
©Ar8Art. Ce couplage forme un bon choix pour I’analyse de Se en ultra-traces dans les
végétaux. L’utilisation d’une cellule de collision en ICP-MS avec un mélange de gaz He/H,
permet de s’affranchir de ces interférences, en particulier pour "®Se qui donne les meilleurs

résultats sur les matrices vegétales.

Comparée aux deux autres systemes, la vaporisation électrothermique présentait des
inconvénients supplémentaires : difficulté d’étalonnage car le rendement de la vaporisation et
I’efficacité du transport des éléments peut-étre différent entre une poudre (échantillon) et un
liquide (solution d’étalonnage) a cause de leur nature et leur volume respectif, et grandes
variabilités sur les concentrations mesurées causée par le manque d’homogénéité des petits
échantillons (quelques mg). Le mode d’étalonnage de I’ETV a mis en lumiere des problémes
de fond liés aux phenomeénes physiques qui gouvernent son fonctionnement, en particulier la
dynamique de I’aérosol formé. L’utilisation d’un support de cellulose pour les étalons a
permis d”harmoniser la formation de I’aérosol entre I’échantillon et I’étalon, et d’obtenir des
résultats justes. Grace a des études fondamentales et la conception d’un modele mathématique
qui simule la dynamique de I’aérosol formé, les meilleures conditions opératoires peuvent étre
définies selon I’élément analysé et sans expérimentation. Pour augmenter la précision, il est
nécessaire de réduire significativement la taille des particules solides. Il existe plusieurs

broyeurs capables de fournir une poudre tres fine avec un haut degré d’homogénéité. La
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précision a ainsi pu étre augmentee d’un facteur 3 sur les éléments en trace. Les solutions
trouvées étaient totalement inédites et introuvables dans la littérature. Les reésultats obtenus
permettent aujourd’hui des applications qui n’aurait pas pu voir le jour autrement (analyses de
petits échantillons, analyse d’éléments difficile & mettre en solution tels que Si ou la détection
rapide de la présence d’éléments particulier dans les matrices végétales).

Les besoins en analyse de métaux en traces sur les végétaux sont donc étroitement
corrélés aux besoins de I’agronomie et de I’environnement, et le choix de la mise en ceuvre
d'une technique dans le laboratoire est directement dépendant des criteres édictés par celui-ci
entre une productivité analytique importante et d'excellentes limites de quantification. Ainsi,
plusieurs systemes d’introduction de I’échantillon doivent étre disponibles en fonction des
éléments d'intérét et des matrices analysées pour assurer la détermination finale des éléments

dans les meilleures conditions.
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Applications de la vaporisation électrothermique couplée a la technique ICP-AES pour
la détermination élémentaire dans les végétaux : une stratégie permettant I’analyse
directe des échantillons a I’état solide

Résumé:

Parmi les systemes dédiés a I’analyse directe des solides, la vaporisation électrothermique
occupe une place de choix. Elle offre plusieurs avantages. Le temps de préparation des
échantillons est considérablement réduit. Il n’y a pas de dilution induite par la minéralisation
et les risques de pertes ou de contaminations durant cette étape sont éliminés. Son principe de
fonctionnement consiste a transformer, par chauffage, quelques milligrammes d’échantillon
en un aérosol, qui est ensuite transporté dans un spectrometre d’émission atomique par plasma
a couplage inductif, ou la composition élémentaire est mesurée. Une premiere étude
fondamentale a permis de mieux comprendre la dynamique de I’aérosol formé et de définir les
meilleures conditions opératoires. L’utilisation de cette technique pour la détermination
élémentaire dans les végétaux a présenté cependant des difficultés supplémentaires : difficulté
d’étalonnage, effets de matrice et grandes variabilités sur les concentrations mesurées.
L utilisation d’un support de cellulose pour les solutions étalons a permis d’harmoniser les
conditions de formation de I’aérosol pour I’échantillon et pour I’étalon, et d’obtenir ainsi des
résultats justes. Les effets de matrices ont pu étre considérablement réduits par une calcination
préalable des échantillons. Le manque de précision des mesures, causée par le manque
d’homogénéité des échantillons, a pu étre limitée en de réduisant significativement la taille
des particules solides. Ces résultats obtenus sur des poudres ont permis d’autres applications
comme I’analyse d’échantillons entiers ou la cartographie de la composition chimique
d’organes végétaux.

Application of the electrothermal vaporization method coupled with simultaneous
inductively coupled plasma atomic emission spectrometry for the elemental
determinations in plant samples: A strategy for the direct analysis of samples in the solid
state.

Abstract:

Among the systems dedicated to the direct analysis of the solids, electrothermal vaporization
takes up a place of choice. It offers several advantages. The preparation time of the samples is
considerably reduced. There is no dilution induced by the digestion and the risks of losses or
contaminations during this stage are eliminated. Its functioning consists to convert, by
heating, a few milligrams of sample into an aerosol which is then transported in an
inductively coupled plasma atomic emission spectrometer, where the elemental composition
of the sample is determinate. A first fundamental study allowed to better understand the
dynamics of the formed aerosol and to define the best operating conditions. However, the use
of this technique to determine the elemental composition of solid plant samples presented
additional difficulties: difficulty of calibration, matrix effects and important imprecision on
the measured concentrations. The use of a cellulose support for the standard solutions allowed
to harmonize the formation of the aerosol between the sample and the standard, and to obtain
accurate results. The matrix effects can be considerably reduced by a preliminary dry-ashing
of the samples. The variability of measurements, caused by the lack of homogeneity of the
samples, was limited by reducing significantly the size of the solid particles. These results,
obtained on powders, allowed other applications as the analysis of whole plant samples or the
imaging of the chemical composition of plant organs.
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