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RESUMEN

Las técnicas para analizar los elementos esenciales o téxicos para
las plantas y los seres humanos, ha experimentado un acelerado
desarrollo en los tltimos tiempos, tanto en las convencionales o
cldsicas, que requieren la solubilizacién de la muestra, como en
otras emergentes que no la requieren. Las técnicas convenciona-
les avanzadas y las no destructivas se usan poco por los inves-
tigadores en genética, agronomia, nutricidn, fisiologfa, biologfa,
para evaluar la composicién y calidad nutrimental de alimentos,
cuantificar elementos metélicos esenciales y téxicos, diagnosticar
el estado nutrimental de los cultivos y estudiar alimentos fun-
cionales. Estas técnicas analiticas se pueden aplicar, ademds, a
suelos, abonos y fertilizantes. El objetivo de este ensayo es di-
fundir las posibilidades de aplicacién y los principios bdsicos de
estas técnicas analiticas emergentes. La espectrometria de emi-
sién por atomizacion con plasma inductivamente acoplado (ICP,
Inductively coupled plasma) y la de ICP masas (ICP-MS, Mass
spectrometry with inductive coupling plasma) tienen mayor in-
terés que las técnicas cldsicas usadas en los laboratorios de los
paises de escaso desarrollo, como las espectrometrias de emisién
(AES, Atomic emission spectrometry) y absorcién atémica (AAS,
Atomic absorption spectrometry), que requieren solubilizacién
de la matriz. La ICP-MS y la ICP tienen ventajas para el andlisis
simultdneo de contenidos totales de la mayoria de los elementos
esenciales para el crecimiento de los vegetales. Entre las técnicas
no destructivas de la matriz, la mayoria de las consideradas en
este ensayo se basan en la interaccidon de los rayos X con la
materia, como fotoemisién de rayos X (XPS, X-ray photoelec-
tron spectrometry), emision de rayos X inducida por particulas
(PIXE, Particle induced X-ray emission), fluorescencia de rayos
X (XRE X-ray fluorescence) y espectrometria de dispersion de
energia de rayos X (EDS, Energy-dispersive X-ray spectroscopy),
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ABSTRACT

Conventional and classic techniques to analyze the essential or
toxic elements for plants and humans, either the ones requiring
solubilization of the sample and others emerging ones that do not
need it, have undergone an accelerated development in recent
times. Researchers in genetics, agronomy, nutrition, physiology,
and biology rarely used advanced conventional and non-
destructive techniques to assess the nutrient composition and
quality of food, quantify essential and toxic metallic elements,
in order to diagnose the nutritional status of crops and to study
functional foods. These analytical techniques are applied to soils,
fertilizers and manures also. Atomic emission spectrometry with
inductively coupled plasma (ICP) and that of mass ICP (ICP-
MS, Mass spectrometry with inductively coupled plasma) are of
greater interest than the classical techniques used in laboratories
in developing countries, such as emission spectrometry
(AES, Atomic emission spectrometry) and atomic absorption
spectrometry (AAS), which require matrix solubilization. The
ICP-MS and the ICP allow the simultaneous analysis of the
total contents of most of the essential elements for plant growth.
Among the non-destructive techniques of the matrix, most of
those considered in this essay are based on the interaction of
X-rays with matter; such as X-ray photoemission (XPS, X-ray
photoelectron spectrometry), particle-induced X-ray emission
(PIXE), X-ray fluorescence (XRF) and dispersion spectrometry
of X-ray energy (EDS, Energy-dispersive X-ray spectrometry),
similar in their principles. These techniques, unlike the previous
ones, do not require the solubilization of the sample or its
preparation is minimal. Other advantages are their speed, the
performance of simultaneous multi-element analysis, small
sample size, acquisition of the distribution of chemical elements
in the sample, and mapping in two dimensions. The four
techniques described above analyze total contents. PIXE and
XRF have higher sensitivity than the other two to quantify trace

elements in concentrations of parts per million, and these two,
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similares en sus fundamentos. Estas técnicas, a diferencias de
las anteriores, no requieren solubilizar la muestra o su prepa-
racion es minima. Otras ventajas son su rapidez, la realizacién
de anilisis multielemental simultdneo, tamafio pequefio de
muestra, adquisicion de la distribucién de elementos quimicos
en la muestra y generar mapas en dos dimensiones. Las cuatro
técnicas descritas mds arriba analizan contenidos totales. PIXE y
XRF presentan mayor sensibilidad que las otras dos para cuanti-
ficar elementos traza en concentraciones de partes por millén, y
estas dos mds EDS se pueden acoplar a microscopios ad hoc para
obtener la distribucién de elementos quimicos y hacer mapeos.
La técnica XPS permite analizar fracciones idnicas en estudios de
estados de oxidacién de los elementos, pero las concentraciones
en las muestras deben ser superiores a 0.1% en peso. Las aplica-
ciones de las técnicas no destructivas generan informacién com-
plementaria a las cldsicas y aportan conocimiento bdsico. Otras
ventajas es que la preparacién de las muestras requiere menos
tiempo, excepto cuando se requieren mapeos. Su capacidad para
ejecutar multiandlisis permite reducir costos. En México y otros
paises hay grupos de investigacién especializados en estas técni-
cas, pero es necesario desarrollar e implementar aplicaciones para
realizar andlisis de matrices biolégicas como vegetales (semillas,
hojas, etc.), alimentos, abonos y matriz orgénica de los suelos.
Un conocimiento més profundo de estas técnicas permitird la in-
teraccion de grupos de investigacién y generar informacién para

estudios de ciencia bdsica en agronomia y alimentos.

Palabras clave: técnicas analiticas no convencionales, XPS,

PIXE, XRE EDS, ICP-MS.

INTRODUCCION

| andlisis de la concentracién total de
los elementos esenciales y de algunos
potencialmente téxicos para las plan-
tas, se realiza por lo general mediante métodos
convencionales que requieren la destruccién fisi-
ca o solubilizacién de la matriz de la muestra. En
décadas recientes el andlisis de plantas ha dado
un salto cualitativo y cuantitativo y hay metodo-
logias analiticas con instrumentos que no lo re-
quieren. Estas técnicas actuales se emplean para
determinan elementos totales y algunas permiten
analizar especies idnicas (Tezotto ez al., 2013).
Entre los andlisis convencionales se encuentran
las espectrometrias de emisién atémica (AES, ato-
mic emission spectrometry), absorcién (AAS, atomic
absorption spectrometry), emisién por atomizacién

con plasma inductivamente acoplado (ICP, inducti-
vely coupled plasma) y la de ICP masas (ICP-MS,
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in addition to EDS, can be coupled to ad hoc microscopes to
obtain the distribution of chemical elements and mapping. The
XPS technique allows the analysis of ionic fractions in studies of
oxidation states of the elements, but the concentrations in samples
must be greater than 0.1% by weight. The applications of non-
destructive techniques generate complementary information
to classic ones and provide fundamental knowledge. Besides,
sample preparation requires less time, except when mapping is
required. Its ability to run multi-analysis allows for reducing
costs. In Mexico and other countries, there are research groups
specialized in these techniques. Still, it is necessary to develop
and implement applications to perform analyzes of biological
matrices such as vegetables (seeds, leaves, and others), food,
fertilizers, and soil organic matrix. More in-depth knowledge of
these techniques allows the interaction of research groups and

generate information for basic science studies in agronomy and

food.

Key words: unconventional analytical techniques, XPS, PIXE,
XRE EDS, ICP-MS.

INTRODUCTION

he analysis of the total concentration of the

essential elements and potentially toxic to

the plants is generally performed through
conventional methods that require the physical
destruction or solubilization of the sample matrix.
In recent decades the analysis of plants has taken
a qualitative and quantitative leap, and there are
analytical methodologies with instruments that
do not require such solubilization. These latter
techniques are used to determine total elements
content, and some allow the analysis of ionic species
(Tezotto et al., 2013).

Conventional analyzes include atomic emission
spectrometry (AES), absorption (AAS, atomic
absorption  spectrometry), inductively coupled
plasma atomization (ICP), and mass ICP (ICP-MS).
The AES and AAS techniques are the most used in
laboratories in less developed countries. However,
ICP and ICP-MS have advantages, such as the
simultaneous analysis of the total contents of most of
the essential elements for plant growth, in particular,
those for human consumption and determine the
presence of contaminating or toxic metallic elements.

The interaction of matter with various particles
of the electromagnetic spectrum offers a range of
possibilities for measurements (Grieken, 2004). Thus,
X-ray radiation is used in genetic, agronomic, plant
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mass spectrometry with inductive coupling plasma).
Las técnicas AES y AAS son las mds usadas en los la-
boratorios de los paises menos desarrollados. Sin em-
bargo, ICP e ICP-MS presentan ventajas, como ani-
lisis simultdneo de los contenidos totales de la mayo-
ria de los elementos esenciales para el crecimiento de
los vegetales, en particular, de aquellos para consumo
humano y determinar la presencia de elementos me-
talicos contaminantes o téxicos.

La interaccién de la materia con diversas
particulas del espectro electromagnético ofrece
un abanico de posibilidades para mediciones
(Grieken 2004). Asi, las radiaciones con rayos
X se usan en investigaciones genéticas, agrono-
micas, de nutricién vegetal y fisiologia, para me-
jorar variedades de granos, frutales y otros culti-
vos; para evaluar la composicién y calidad nutri-
mental de alimentos; cuantificar elementos me-
talicos esenciales potencialmente contaminantes
y téxicos; diagnosticar el estado nutrimental de
los cultivos; y generar alimentos funcionales.
Estas técnicas son aplicables a otros materiales
orgdnicos e inorgdnicos, como los componentes
presentes en los suelos que soportan las plantas y
los fertilizantes para su nutricién. Su base es la
interaccion de los rayos X con la materia vege-
tal o los suelos, son técnicas rdpidas, admiten
muestras de tamafio pequefo y se puede ad-
quirir mapas en dos dimensiones de la distri-
bucién de elementos quimicos sin destruir la
muestra (van der Ent et 2/. 2018; de Carvalho
etal.,2018). Las técnicas basadas en la interac-
cién con los rayos X con la materia se pueden
usar en combinacién con ICP e ICP-MS (de
Carvalho ez al., 2018; Romero-Davila et al.,
2018), y aquellas con base en la interaccién
de las radiaciones electromagnéticas del rango
infrarrojo (NIR, MIR) tienen otras cualidades
que no se presentan en este ensayo por razones
de espacio.

El objetivo de este ensayo es presentar los
principios basicos de ICP-MS, una técnica des-
tructiva convencional y de técnicas no destructi-
vas, como la fotoemisién de rayos X (XPS, X-ray
photoelectron spectrometry), la emisién de rayos
X inducida por particulas (PIXE, particle indu-
ced X-ray emission), la fluorescencia de rayos X
(XRE, X-ray fluorescence), y la espectrometria de
dispersién de energfa de rayos X (EDS, Energy-
dispersive X-ray spectroscopy), para facilitar el

nutrition, physiology research to improve varieties of
grains, fruit, and other crops; as well as, to evaluate
the composition and nutritional quality of food;
quantify essential, potentially polluting and toxic
metallic elements; diagnose the nutritional status of
crops, and generate functional food. These techniques
are applied to other organic and inorganic materials,
like the components present in the soil that support
the plants and fertilizers for their nutrition. They are
based on the interaction of X-rays with plant matter
or soils, are fast, admit small-sized samples, and two-
dimensional maps of the distribution of chemical
elements can be obtained without destroying the
sample (van der Ent ez 4l., 2018; de Carvalho ez al.,
2018). Techniques based on the interaction of X-rays
with matter can be used in combination with ICP and
ICP-MS (de Carvalho ez 4/, 2018; Romero-D4vila
et al., 2018) and those based on the interaction of
electromagnetic radiation of the infrared range (NIR,
MIR) have other qualities that are not addressed in
this essay for reasons of space.

The objective of this essay is to present the
basic principles of ICP-MS, a conventional
destructive technique, as well as, non-destructive
techniques, such as X-ray photoemission (XPS,
X-ray photoelectron spectrometry), particle-induced
X-ray emission (PIXE), X-ray fluorescence (XRF),
X-ray energy dispersion spectrometry (EDS, Energy-
dispersive X-ray spectroscopy) to facilitate the access
of researchers in an area of knowledge generally
unrelated to their training, and examples of their
applications are given.

Techniques that require the destruction
of the sample

Mass spectrometry with inductively coupled
plasma (IPC-MS)

The ICP-MS is a spectrometry of increasing
interest for the simultaneous analysis of total contents
of macro and trace elements in plant material and
others. The advantage of this technique is to be highly
sensitive. It can quantitatively determine nearly all the
elements present in the periodic table with ionization
potential less than Argon (Ar), to measure nanogram
concentrations per kilogram or parts per trillion
(ppv). Its basis is the generation of ions by using a
plasma; a mass spectrometer separates and detects
ions. The Ar gas transports the solubilized sample
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acceso de los investigadores a un 4rea del conoci-
miento por lo general ajena a su formacién y se
dan ejemplos de sus aplicaciones.

Técnicas que requieren destruccién de la
muestra

Espectrometria de masas con plasma de aco-

plamiento inductivo (ICP-MS)

La ICP-MS es una espectrometria de interés
creciente para el andlisis de contenidos totales
simultdneos de elementos macro y traza, en ma-
terial vegetal y otros. La ventaja de esta técnica es
ser altamente sensible y puede determinar cuan-
titativamente casi todos los elementos presentes
en la tabla periédica con potencial de ionizacién
menor al del Argén (Ar), para medir concen-
traciones de nanogramo por kilo o partes por
trillén (ppt). Su fundamento es la generacién
de iones con un plasma y un espectrémetro de
masas separa y detecta los iones. La muestra so-
lubilizada es transportada por el gas Ar con una
bomba peristéltica hasta el sistema nebulizador,
donde es transformada en aerosol. Este tltimo
es conducido a la zona de ionizacién generada al
someter el flujo de Ar, a la accién de un campo
magnético oscilante (inducido por una corriente
de alta frecuencia) para formar un plasma. En el
interior del plasma se puede alcanzar temperatu-
ras de hasta 8000 K. Los iones pasan al interior
del filtro cuadrupolo a través de una interfase de
vacio creciente y son separados segtin su relaciéon
masa/carga (m/z). Cada una de las masas sin-
tonizadas llegan al detector donde se evalta su
abundancia en la muestra (Sedgwick and Hin-
denlang, 1996).

Los principios del ICP sin acoplamiento de
masas, una técnica de uso frecuente en laborato-
rios de rutina e investigacién, y los de espectro-
metria ICP-MS son similares; ambos se basan en
la produccién y deteccién de lineas espectrales
procedentes de elementos excitados al alcanzar
el estado de vapor atémico o plasma. Este va-
por atémico tiene propiedades fisicas inicas que
lo hacen un agente 6ptimo para vaporizar, ato-
mizar, jonizar y excitar a los componentes de la
muestra (Soltanpour ez 4/., 1996). La diferencia
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with a peristaltic pump to the nebulizer system, to
form an aerosol. The latter is led to the ionization
zone generated by subjecting the flow of Ar to the
action of an oscillating magnetic field (induced by a
high frequency current) to generate a plasma. Inside
the plasma temperatures can reach up to 8000 K.
The ions pass into the quadrupole filter through
an increasing vacuum interface and are separated
according to their mass/charge ratio (m/z). Each of
the tuned masses arrive to a detector to evaluate its
abundance (Sedgwick and Hindenlang, 1996).

The principles of ICP, a technique often used
in routine laboratories and research, and those of
ICP-MS spectrometry are similar. Both are based on
the production and detection of spectral lines that
come from excited elements upon reaching the state
of atomic vapor or plasma. This atomic vapor has
unique physical properties that make it an optimal
agent to vaporize, atomize, ionize and excite the
sample components (Soltanpour ez al., 1996). The
difference between an ICP device and an ICP-MS
is that the latter has an attachment that allows to
identify the mass of the measured elements. The
ICP-MS apparatus mainly analyzes atomic species,
and in more advanced versions its isotopes. The ICP-
MS analysis, like other types of atomic spectrometry
(ICP, EAS and AAS) and conventional techniques
for chemical analysis of agricultural materials
(plants, soils and others), requires solubilization
of the chemical elements present in solid samples
with chemical oxidizing agents (HCIO4, H,O, or
others) (Tezotto e al., 2013). Those chemical species
solubilized by oxidation of the solid sample generate
molecules and ions in a gaseous fluid. lons are
separated based on their m/z ratio in a quadrupole
or mass filter and are detected and quantified. The
ICP-MS equipment have four main components:
a sample introduction system that can be direct,
indirect or from a gas chromatograph; a source of
ions that can be of electronic or chemical impact;
an electrostatic acceleration-analyzer system to
separate the ions, which can be of magnetic sector,
quadrupole or flight time; a detector system; and the
reading device (Rubinson and Rubinson, 2001). The
complete system requires a high vacuum throughout
the spectrometer, from the introduction of samples
to ionic detection. Mass spectrometers are of two
types: atomic mass and molecular mass.
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entre un equipo ICP y un ICP-MS es que este
ultimo posee un aditamento que permite iden-
tificar la masa de los elementos medidos. Con
ICP-MS se analizan principalmente especies
atémicas y en sus versiones mds avanzadas, sus
is6topos; este andlisis ICP-MS, como otros tipos
de espectrometria atémica (ICP, EAS y AAS) y
técnicas convencionales de andlisis quimico de
materiales agricolas (vegetales, suelos y otros), re-
quiere que los elementos quimicos en las mues-
tras s6lidas se solubilicen con agentes quimicos
oxidantes (HCIO » H,0, uotros) (Tezotto et al.,
2013). Aquellas especies quimicas solubilizadas
por oxidacién de la muestra sélida generan mo-
léculas y iones en un fluido gaseoso. Los iones
se separan en funcién de su relacién m/z en un
cuadrupolo o filtro de masas, y son detectados
y cuantificados. Los equipos ICP-MS tienen
cuatro componentes principales: un sistema de
introduccién de la muestra que puede ser direc-
ta, indirecta o desde un cromatégrafo de gases;
una fuente de iones que puede ser de impacto
electrénico o quimico; un sistema electrostdtico
de aceleracién-analizador para separar los iones
que puede ser de sector magnético, cuadrupolo o
tiempo de vuelo; un sistema detector; y el dispo-
sitivo de lecturas (Rubinson y Rubinson, 2001).
El sistema completo requiere tener un alto vacio
en todo el espectrémetro, desde la introduccién
de muestras hasta la deteccién iénica. Los espec-
trémetros de masas son de dos tipos: de masa
atémica y de masa molecular.

La atomizacién de las muestras se realiza con
ablacién laser (una aplicacién ttil cuando se ma-
nejan muestras sélidas, lo cual evita el uso de di-
gestién o solubilizacién con 4cidos y bases fuerte
segun Chirinos ez al., 2017); por chispa; o por
descarga luminiscente. Para ionizar los elemen-
tos en solucidn, segin el tipo de equipo y edad, se
utiliza irradiacién con electrones, fotones, iones
o moléculas, o con procesos térmicos o eléctricos
(Ferndndez-Ruiz, 2008).

El filtro de masas o cuadrupolo que separa los
iones por su relacién m/z es el sistema mds usado
en los espectrémetros de masas atémicas. Estd
formado por un conjunto de barras cilindricas
paralelas que funcionan como electrodos, con
cargas contrarias; a cada par de barras se aplican
potenciales variables de corriente alterna y de

The atomization of the samples is carried out
by laser ablation (useful application when handling
solid samples, which avoids the use of digestion or
solubilization with strong acids and bases, according
to Chirinos ez al., 2017); spark; or by luminescent
discharge. The ionization of the elements in solution
is done by irradiation with electrons, photons, ions
or molecules, or with thermal or electrical processes,
depending on the type of equipment and age
(Ferndndez-Ruiz, 2008).

The mass filter or quadrupole that separates the
ions by their ratio m/z is the most used system in
atomic mass spectrometers and consist of a set of
parallel cylindrical bars that function as electrodes,
with opposite charges, potential alternating current
and radiofrequency variables applied to each pair of
bars. The ions inside this device are accelerated by a
potential of 5 to 10 V. By varying the radiofrequency
parameters of the quadrupole, the ions affect the
detector in suitable ranges of m/z values, to separate
its isotopes. The mass spectra in this system obtained
by scanning the potential applied to the bars or
electrodes are related to the m/z of the isotopes and
elements (Abidn ez al., 2008).

To calibrate the ICP-MS to study various
materials, including plant analyses and soil solutions,
AAS, AES, and ICP techniques are used (Masson ez
al., 2010). The ICP-MS is less accurate and precise
than conventional atomic spectrometric techniques
for analyzing essential elements (macro and micro)
in the plant, soil, and other samples. But this last
technique shows greater precision and sensitivity
for the analysis of trace elements (Chirinos er 4.,
2017; Masson ez al, 2010; Soltanpour ez al., 1996).
The ICP-MS can detect metals and non-metals
elements in concentrations as low as parts per trillion
(Caughlin, 2010; Chirinos ez al., 2017; Ruvalcaba,
2013); these concentrations are characteristic of rare
earth (Caughlin, 2010), so their use is frequent in
environmental studies (Caughlin, 2010; Masson ez
al., 2010; Ruvalcaba, 2013). The ICP-MS analysis
cost is usually higher than the AAS, AES and ICP
techniques, but it is compensated by the ability to
simultaneously analyze macro, micro and trace
elements (Chirinos ez al., 2017; Soltanpour ez al.,
1996), and some instruments can analyze isotopes.
With ICP and ICP-MS it is possible to measure
elements such as P, S, which cannot be evaluated in

AAS and AES devices (Soltanpour ez al., 1996).
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radiofrecuencia. Los iones al interior de este dis-
positivo son acelerados por un potencial de 5 a
10 V. Al variar los pardmetros de radiofrecuencia
del cuadrupolo, los iones inciden en el detector
en rangos adecuados de valores m/z, para sepa-
rarlos en isétopos. Los espectros de masas en este
sistema se obtienen mediante un barrido del po-
tencial aplicado a las barras o electrodos relacio-
nado a la m/z de los isétopos y elementos (Abidn
et al., 2008).

Para calibrar el ICP-MS en el estudio de ma-
teriales diversos, incluidos los anilisis vegetales y
disoluciones de suelos, se usan las técnicas AAS,
AES e ICP (Masson et al., 2010). La ICP-MS es
menos exacta y precisa que las técnicas atémicas
convencionales para analizar elementos esencia-
les (macro y micro) en muestras vegetales, sue-
los y otros. Pero esta tltima técnica ha mostrado
mayor precisién y sensibilidad para el andlisis de
elementos traza (Chirinos 4/, 2017; Masson et
al., 2010; Soltanpour ez al., 1996). La ICP-MS
puede detectar metales y elementos no metali-
cos en concentraciones tan bajas como partes
por trillén (Caughlin, 2010; Chirinos et al.,
2017; Ruvalcaba, 2013); estas concentraciones
son caracteristicas de las tierras raras (Caughlin,
2010), por lo que su uso es frecuente en estu-
dios ambientales (Caughlin, 2010; Masson ez al.,
2010; Ruvalcaba, 2013). El costo de andlisis de
ICP-MS suele ser elevado en comparacién con
las técnicas AAS, AES e ICP, pero se compen-
sa por la capacidad de analizar simultdineamente
elementos macro, micro y traza (Chirinos ez al.,
2017; Soltanpour et al., 1996), y algunos equi-
pos pueden analizar isétopos. Con ICP e ICP-
MS es posible medir elementos como Py S, que
no se pueden evaluar en aparatos de AAS y AES
(Soltanpour et al., 1996).

El detector de los iones produce la multipli-
cacién y amplificacién en cascada de las sehales
en nanosegundos. La espectrometria ICP-MS
es sensible y rdpida, pero presenta interferencias
espectrales y no espectrales (Ferndndez-Ruiz,
2004). Las interferencias espectrales pueden ser:
isobdricas, es decir, de elementos que presentan
masas nominales semejantes (v.g. **Ni*, **Fe’);
por presencia de iones poliatémicos (v.g. **Ti,
3P, °0), que incluye elementos presentes en

el sistema (v.g. 4‘)Ar2+,1602+2, 1N*,'*OH*); por
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The ion detector produces the multiplication
and amplification in a cascade of the signals in
nanoseconds. The ICP-MS spectrometry is sensitive
and fast but has spectral and non-spectral interference
(Ferndndez-Ruiz, 2004). The spectral interferences
can be: isobaric, that is, of elements that have similar
nominal masses (e.g. **Ni*, **Fe’) due to the presence
of polyatomic ions (e.g. “®Ti, >'P, '°O), which includes
elements present in the system (eg. “°Ar*, 16Oz*,
“N*, *OH"); by the formation of doubly charged
molecules (M*, e.g. ArO, ArH") or because they come
from the sample matrix. Nonspectral interferences
are attributed to the sample matrix. They can be
total dissolved solids; elements of high masses that
affect their balance with low masses; easily ionizable
elements such as Na and K, or by the formation of
oxides. Spectral interferences are minimized: when
those interference-free isotopes are measured (e.g.
1Ba instead of '*Ba); by the use of a cold plasma
(with reactive gases - H, O,, NO, NO,, CH,,
NH,, or with inert gases - He, K, Xe) that prevents
the formation of oxides and M?* (Ferndndez-Ruiz,
2004). Nonspectral interferences are minimized:
diluting the sample, by the elimination of the matrix
and by the use of internal standards (of concentration
and ionizing potential analogous to that of the
analyte and not present in the sample). Procedures
such as chelation, chromatography or desolvation,
mathematical corrections, use of collision/reaction
cells within the quadrupole (octopoles) allow
eliminating matrix effects, such as the presence of
solids (Chirinos ez al., 2017).

Mass spectrometry is a technique with various
applications in the chemical analysis of plant
material, for example, to detect atomic and molecular
species in various organic materials and quantify
them. For this, the spectrometers must be coupled
with gas and liquid chromatographic devices. The
ICP-MS spectrometry is also used to study isotopic
speciation, especially in environmental studies, and
in the research of reaction mechanisms and tracers.
Queralt ez al. (2005) analyzed with ICP, ICP-MS and
XRF essential microelements for plants and some
potentially toxic elements (Cu, Mn, Zn and As, Rb,
St, Pb, Ti) in concentrations of micrograms per liter
to characterize and control the quality of infusions
of medicinal plants. The comparison between the
measurement of ICP-MS and ICP produced similar
results. Guelke-Stelling and von Blanckenburg
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formacién de moléculas doblemente cargadas
(M*, vg ArO-, ArH") o porque son aportadas
por la matriz de la muestra. Las interferencias no
espectrales se atribuyen a la matriz de la muestra.
Pueden ser: sélidos disueltos totales; elementos
de masas altas que afectan el balance de éstas con
las masas bajas; elementos ficilmente ionizables
como Nay K o por formacién de 6xidos. Las in-
terferencias espectrales se minimizan: cuando se
miden aquellos isétopos libres de interferencias
(v.g. '®Ba en lugar de '*Ba); por el uso de un
plasma frio (con gases reactivos - H, O,, NO,
NOZ, CH4, NHa, o con gases inertes - He, K,
Xe) que evita la formacién de éxidos y M** (Fer-
ndndez-Ruiz, 2004). Las interferencias no espec-
trales se minimizan: al diluir la muestra, por eli-
minacién de la matriz y por uso de patrones in-
ternos (de concentracién y potencial ionizador,
andlogos al del analito y que no estén presentes
en la muestra). Los procedimientos como la que-
lacién, cromatografia o desolvatacién, correccio-
nes matemadticas, uso de celdas colisidn/reaccién
dentro del cuadrupolo (octapolos) permiten eli-
minar los efectos matriciales, como por ejemplo
la presencia de sélidos (Chirinos ez al., 2017).

La espectrometria de masas es una técnica
con diversas aplicaciones en el andlisis quimico
de material vegetal; por ejemplo, para detectar
especies atémicas y moleculares en diversos ma-
teriales orgdnicos y cuantificarlas. Para ello, los
espectrémetros se tienen que acoplar con cro-
matdgrafos de gases y liquidos. La espectrome-
trfa ICP-MS también se emplea para estudiar
la especiacién isotdpica, en especial en estu-
dios ambientales, asi como en la investigacién
de mecanismos de reaccién y en el estudio de
trazadores. Queralt ez a/. (2005) analizaron con
ICP, ICP-MS, y XRE microelementos esencia-
les para las plantas y algunos potencialmente
toxicos (Cu, Mn, Zn y As, Rb, Sr, Pb, Ti) en
concentraciones de microgramos por litro para
caracterizar y controlar la calidad de infusiones
de plantas medicinales. La comparacién entre la
medicién de ICP-MS e ICP produjo resultados
similares. Guelke-Stelling and von Blancken-
burg (2012) estudiaron el fraccionamiento del
Fe-isotépico con ICP-MS en plantas de Phaseo-
lus vulgaris L. y Avena sativa L., en tres etapas
del desarrollo, que dificilmente se pudiera hacer
con otra técnica.

(2012) studied the fractionation of Fe-isotopic with
ICP-MS in Phaseolus vulgaris L. and Avena sativa L.
plants, in three stages of development, which could
hardly be done with another technique.

Other techniques that employ mass spectrometry

ICP-MS coupled to a high-performance liquid
chromatograph

Zheng et al. (2013) quantified and studied the
distribution of arsenic (As) and dimethyl arsenic
acid (DMA) in different rice plants with an ICP-
MS coupled to a liquid chromatograph (HPLC-
ICP, High-performance liquid chromatography
inductively coupled plasma mass spectrometry) and
supplemented with X-ray fluorescence (XRF). The
DMA induces toxicity in rice reproductive tissues
and reduces grain yield, while As only accumulated
in vegetative tissues and did not affect its yield.

ICP with laser ablation coupled to triple
quadrupole mass spectrometer

Thyssen ez al. (2018) obtained bio-images of the
distribution of Cd and Pb contaminants and essential
elements P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, and Zn, in cocoa
beans using triple quadrupole mass spectrometry
coupled with ICP with laser ablation (LA-ICP-
TQMS, Laser ablation-inductively coupled plasma-
triple quadrupole mass spectrometry). The analysis
of solid samples with laser ablation avoided common
isobaric or polyatomic interference in the ICP-MS
analysis for elements such as Ca or Fe and the exact
and precise determination of low concentrations of

Cd and Pb.
Secondary ion mass spectrometry (SIMS)

Secondary ion mass spectrometry (SIMS) is an
analytical technique for the study of the distribution
of liquid or solid sample analytes, which are converted
to the gaseous state. SIMS is used for plant samples
analysis. Small concrete points on the surface of the
sample are bombarded with a beam of primary ions
(atoms or fragmented molecules, for example, Cs* or
O?) in an energy range between 0.5-100 KeV. These
energetic ions expel ions from the surface of the
material, called secondary ions; the ejected material
is in a gaseous state and can be analyzed using a mass
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Otras técnicas que emplean espectrometria
de masas

ICP- MS acoplado a un cromatégrafo de li-
quidos de alta resolucién

Zheng et al. (2013) cuantificaron y estudiaron
la distribucién de arsénico (As) y dcido dimeti-
larsénico (ADMA) en diferentes plantas de arroz
con un ICP-MS acoplado a un cromatégrafo de
liquidos (HPLC-ICP, High-performance liquid
chromatography inductively coupled plasma
mass spectrometry) y complementado con fluo-
rescencia de rayos X (XRF). El ADMA induce
toxicidad en los tejidos reproductivos del arroz y
reduce el rendimiento del grano, mientras que el
As sélo se acumuld en los tejidos vegetativos y no
afect6 su rendimiento.

ICP con ablacién por léser acoplado a espec-
trémetro de masas con triple cuadrupolo

Thyssen ez al. (2018) obtuvieron bioimdgenes
de la distribucién de contaminantes de Cd y Pb
y de elementos esenciales P, K, Ca, Mg, Na, Fe,
Cuy Zn, en granos de cacao mediante espectro-
metria de masas de triple cuadrupolo acoplado
con ICP con ablacién ldser (LA-ICP-TQMS,
Laser ablation-inductively coupled plasma-triple
quadrupole mass spectrometry). El andlisis de las
muestras sélidas con ablacién ldser evité interfe-
rencias isobdricas o poliatémicas comunes en el
andlisis ICP-MS para elementos como Ca o Fe y
la determinacién exacta y precisa de concentra-

ciones bajas de Cd y Pb.

Espectrometria de masas de iones secundarios

(SIMS)

La SIMS (Secondary ion mass spectrometry)
es una técnica analitica para el estudio de la dis-
tribucién de los analitos de muestras liquidas o
solidas que son convertidas al estado gaseoso y
se ha usado para muestras vegetales. Pequefos
puntos concretos de la superficie de la muestra se
bombardean con un haz de iones primarios (dto-
mos o moléculas fragmentadas, por ejemplo, Cs*
u O,") en un intervalo de energia de 0.5 a 100
KeV. Estos iones energéticos expulsan iones de la
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spectrometer. The mass and abundance of ions in the
gaseous state are measured by SIMS in the following
sequence: generation of molecules in the gas phase
(and fragments of molecules and atoms), ionization,
separation according to their mass and detection
of ion peaks (Rubinson and Rubinson, 2001). The
SIMS technique allows measuring m/z ratios of
these secondary ions to determine their elemental,
isotopic or molecular composition. Metzner ez al.
(2008) used flight time SIMS coupled with scanning
electron microscopy and a cryogenic procedure
(TOE-SIMS and SEM, Time-of-flight secondary
ion mass spectrometry and cryo-scanning electron
microscope) to study macronutrient transport routes,
as well as their distribution at the cell level in situ
in fresh bean tissue. Ionization with this flight time
spectrometer (TOF) is done by a pulse of energy
on the sample; with the thermal shock, molecules
are positively or negatively charged and go into the
gas phase. Although this technique has a moderate
resolution, it allows detecting all the ions projected
by the ionization source (Sedgwick and Hindenlang,
1996).

Techniques that do not require
destruction of the sample

In this essay the techniques that use X-rays
(wavelength between 10 and 0.01 nm) were
considered to perform elementary analysis, based
on the interaction of electromagnetic radiation
(REM) with the material to be analyzed. The REM is
generated by the deceleration of high-energy charged
particles (photons, electrons, or protons) when they
hit a metallic target (Ruvalcaba, 2013; van der Ent ez
al., 2018). These particles interact with the electrons
of internal energy levels of the atoms in the sample,
excites, and expels them, which generates gaps in the
corresponding orbital. Other electrons with more
external and higher energy levels fill these empty
spaces, generating X-rays.

The use of XPS, PIXE, XRE EDS techniques
applies to the identification of total essential
elements and trace in plants; some of the latter
may be potentially contaminating in soils. The
name of microanalysis techniques is because they
handle small sample sizes. The PIXE, XRF, EDS
and WDS techniques can work in combination
with microscopes to generate distribution maps of
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superficie del material, llamados iones secundarios;
el material eyectado queda en estado gaseoso y
puede analizarse mediante un espectrémetro de
masas. La masa y la abundancia de iones en es-
tado gaseoso por SIMS se mide en la siguiente
secuencia: generacién de moléculas en fase ga-
seosa (y fragmentos de moléculas y dtomos), io-
nizacién, separacion segun su masa y deteccién
de los picos de los iones (Rubinson and Rubin-
son, 2001). La técnica SIMS permite medir re-
laciones m/z de estos iones secundarios para de-
terminar su composicién elemental, isotépica o
molecular. Metzner et 2/. (2008) usaron SIMS de
tiempo de vuelo acoplado con microscopia elec-
trénica de barrido y un procedimiento criogéni-
co (TOF-SIMS and SEM, Time-of-flight secon-
dary ion mass spectrometry and cryo-scanning
electron microscope) para estudiar las rutas de
transporte de macronutrientes y su distribucién
a nivel de célula in situ, en tejido fresco de frijol.
La ionizacién con este espectrémetro de tiempo
de vuelo (TOF) se hace mediante un pulso de
energfa sobre la muestra; con el golpe térmico las
moléculas se cargan positiva o negativamente y
se proyectan a la fase gaseosa. Aunque esta técni-
ca tiene una resolucién moderada permite detec-
tar todos los iones proyectados por la fuente de

ionizacién (Sedgwick and Hindenlang, 1996).

Técnicas que no requieren destruccién
de la muestra

En este ensayo se consideraron técnicas que
emplean rayos X (longitud de onda entre 10 y
0.01 nm) para realizar andlisis elemental y su
base es la interaccién de la radiacién electromag-
nética (REM) con el material que se analiza. Las
REM se generan por la desaceleracién de parti-
culas cargadas de alta energfa (fotones, electro-
nes o protones) al chocar con un blanco metali-
co (Ruvalcaba, 2013; van der Ent et al., 2018).
Estas particulas interaccionan con los electrones
de niveles energéticos internos de los dtomos de
la muestra, los excita y expulsa, lo cual genera
vacios en el orbital correspondiente. Otros elec-
trones de niveles energéticos mds externos y de
mayor energia llenan estos espacios vacios y se
generan los rayos X.

the concentration of chemical elements (Ruvalcaba,
2013; van der Ent et al., 2018). These techniques
are complementary to the conventional ones used to
determine chemical elements in materials of different
nature. The basic of these techniques are presented
below.

X-ray photoemission spectrometry (XPS)

X-ray photoemission spectrometry is based on
bombarding an atom of solid material with a photon
(generated by X-rays), with enough energy to eject
an electron from the atom (Figure 1) (Vempati ez al.
1996). Energy greater than 1000 eV is required to
separate the electron from the atom corresponding
to the binding energy (Rubinson and Rubinson,
2001). The energy of electrons can only come from
the first layers of the atom. The most used lines are
AIK (1486.6 ¢V) and MgK (1253.6 ¢V) (Vempati ez
al., 1996).

An electron of a higher energy level occupies
the gap left by the ejected electron. As a result of
photoemission, the internal recombination of energy
occurs in the excited atom, including the expulsion
of a second electron from external levels called Auger
electrons. The emission of electrons of this type is the
basis of the Auger surface spectrometry, but it is not
addressed in this essay.

The speed and bond energy (EL) of the expelled
electrons are characteristic of each element. According
to Vempati ez al. (1996), small changes in the
binding energy (50 eV) may reflect differences in the
chemical state of the atom, which allows obtaining
stoichiometric information on quantification of
ionic species, the oxidation state, and the electronic
structure.

The XPS spectrometry is a surface analysis
technique; the penetration depth of the photon beam
does not exceed 1 to 2 nm. It is non-destructive and
a total analysis technique; it is multi-elemental, but
does not include hydrogen; it is semi-quantitative
(error + 10 and 20%), and quantitative; and is used
to analyze the qualitative, quantitative composition,
and the chemical state of the elements on the surface
of a material. The sensitivity of XPS depends on the
concentration of the element in the matrix, as well
as its purity. The analysis of a heterogeneous matrix
with of low concentration of the analyte is less
sensitive than a homogeneous matrix. The essential
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Las técnicas XPS, PIXE, XRE EDS se usan
para identificar elementos esenciales y traza
totales; algunos de los tltimos pueden tener po-
tencial contaminante en los suelos. El nombre
técnicas de microandlisis se debe a que manejan
tamafios de muestra muy pequefos. PIXE, XRE
EDS y WDS pueden funcionar combinadas con
microscopios para generar mapas de distribucién
de la concentracién de elementos quimicos (Ru-
valcaba, 2013; van der Ent et 4/, 2018). Estas
técnicas son complementarias a las cldsicas usa-
das para determinar elementos quimicos en ma-
teriales de distinta naturaleza. A continuacidn, se
presentan fundamentos de estas técnicas y ejem-
plos de su aplicacién en el estudio de material
vegetal y de suelos.

Espectrometria de fotoemisiéon

de rayos X (XPS)

La XPS se basa en bombardear un dtomo de
un material s6lido con un fotén (generado por
rayos X), con suficiente energia para expulsar un
electrén del dtomo (Figura 1) (Vempati ez al.,
1996). Se requiere una energfa mayor a 1000 eV
para separar al electrén del dtomo correspondien-
te a la energfa de enlace (Rubinson y Rubinson,

Fotones de rayos X
E=hv

® Electrén Auger

Regi6n superficial

components of an XPS spectrometer are an ultra-
high vacuum chamber, an X-ray source (electron
beam), an electron counter, a detector, and a data
acquisition and processing system (Figure 2).

Measurement with XPS requires ultra-high
vacuum conditions, less than 107 pascals, or 100
nanopascals. Turbo-molecular and rotary oil vacuum
pumps generate the vacuum (Barr ez al, 1999;
Vempati et al., 1996). The development of new
materials such as polymers and adhesives, metallurgy,
heterogeneous catalysis, corrosion studies, and in the
characterization of solid surfaces use this technique
(Fadley, 2010). Still, there is little information on
its use to study mineral elements in plant material,
because XPS detection limits (more than 0.1%)
(Hofmann,2012) areabove theaverage concentrations
of elements in these materials. However, XPS can
be useful in studies of physiological processes, and
to study the contamination of plant material. For
example, Reyes-Moreno e al. (1993) reported that
the oxidation of lipids from bean seeds intervened
in the hardening of the seed coat. This phenomenon
can be studied with XPS as a complement to other
analytical methodologies, as suggested by Hoffman
(2012).

In soils, XPS allows the study of adsorption,
dissolution, and precipitation processes of ions in

Fotoelectrén

Produccién de fotoelectrones y electrones
Auger:

1) Absorcién de fotones de rayos X por el
electrén del nicleo

2) Expulsién del fotoelectrén del nivel-nicleo

3) Relajacién del electrén del nivel mas

wu ¢-|

externo en el hueco

4) Energia de relajacién recombinada
internamente

5) Expulsién del electrén Auger

Figura 1. Esquema del proceso de fotoemisién y del electrén Auger inducido por el bombardeo de rayos X (Vempati ez al., 1996).
Figure 1. Scheme of the photoemission process and the Auger electron induced by X-ray bombardment (Vempati ez al., 1996).
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2001). La energia de los electrones sélo puede
provenir de las primeras capas del 4tomo. Las li-
neas mds usadas son AIK (1486.6 ¢V) y MgK
(1253.6 eV) (Vempati et al., 1996).

Un electrén de un nivel energético mayor
ocupa el hueco dejado por el electrén expulsa-
do. Como resultado de la fotoemisién se produ-
ce una recombinacién interna de energfa en el
dtomo excitado, incluyendo la expulsién de un
segundo electrén de los niveles externos llama-
dos electrones Auger. La emisién de electrones
de este tipo es la base de la espectrometria de su-
perficie Auger, el cual no se trata en este ensayo.

La velocidad y la energfa de enlace (EL) de
los electrones expulsados son caracteristicas de
cada elemento. Segiin Vempati ez al. (1996), pe-
quenos cambios en la energfa de enlace (50 eV)
pueden reflejar diferencias en el estado quimico
del d4tomo, lo cual permite obtener informacién
estequiométrica sobre cuantificacién de especies
iénicas, el estado de oxidacién y la estructura
electrénica.

La XPS es una técnica de andlisis de super-
ficie, porque la profundidad de penetracién del
haz de fotones en la muestra no superala 2 nm;
es no destructiva y de andlisis total; es multiele-
mental, pero no incluye al hidrégeno; es semi-
cuantitativa (error + 10 y 20%), y cuantitativa;
y se usa para analizar la composicién cualitativa,
cuantitativa, y el estado quimico de los elemen-
tos en la superficie de un material. La sensibi-
lidad de XPS depende de la concentracién del
elemento en la matriz y de la pureza de ésta ulti-
ma. El andlisis de una matriz heterogénea y con
baja concentracién del analito de interés, serd
menos sensible. Los componentes bésicos de un
espectrometro XPS son: una cimara de ultra alto
vacio, una fuente de rayos X (haz de electrones),
un contador de electrones, un detector y un sis-
tema de adquisicién y procesamiento de datos
(Figura 2).

La medicién con XPS requiere condiciones
de ultra alto vacio, inferiores a 107 pascal o 100
nanopascales. El control de vacio se consigue
mediante bombas turbo-moleculares y rotatorias
de aceite (Barr ez al., 1999; Vempati ez al., 1996).
Esta técnica se usa en el desarrollo de nuevos ma-
teriales como polimeros y adhesivos, metalurgia,
catdlisis heterogénea, estudios de corrosién, y en

the environment and their components, which
previously underwent experimentation exclusively
in solutions (Vempati ez al., 1996). A more recent
application is the mapping of a region of solid soil
samples to study the chemistry of silicates and their
association with biological materials, with a spatial
resolution of 10 mm (Barr et al., 1999).

Particle-induced X-ray emission
spectrometry (PIXE)

The PIXE technique basis is the detection of the
X-rays emitted when a beam of charged particles
interacts with atom electrons in a sample (Figure
3A). The electrons of the internal layers are expelled
and the excess energy of the atoms may be liberated
through the emission of X-rays (van der Ent ez 4/,
2018). The energy of the emitted X-rays is equal
to the energy difference between the levels of the
transition, which is characteristic of each element.
The particle beam can be protons or electrons of
heavy atoms that are accelerated and acquire energy
ranging from a few KeV to 10 MeV. The particle
beam penetrates the sample linearly up to about 15
mm. The use of highly focused protons allows the
obtention of one- and two-dimensional images of
the distribution of chemical elements in the sample
(Johansson ez al., 1995). Under this principle, PIXE
is a total analysis technique that does not require
atomization (Rubinson and Rubinson, 2001), whose
detection limits are milligrams per kilogram or parts
per million (ppm). And it is a non-destructive surface
technique for the complete- multi-element analysis.

A PIXE spectrometer consists of an ultra-high
vacuum chamber, a source of protons or electrons,
and a nuclear accelerator (of the tandem or Van de
Graaff type), a proton or electron analyzer, a detector
and a counter (Figure 3B).

The detector of Si (Li) solid-state measures the
energy of X-rays, which varies from 1 to 3 MeV (van
der Ent ez al., 2018) and for heavy elements up to
10 MeV (Ruvalcaba, 2013). The efficiency of the
detector is higher if the energy applied is 5 to 25 eV.
In part, this determines the series of X-ray emission
used for the analysis of elements according to their
atomic number (Z). The PIXE technique allows
analyzing more accurately elements with Z between
18 and 40 (van der Enter al., 2018). With PIXE, it
is not possible to analyze light elements such as Na,

PADILLA-CUEVAS et al. 423



AGROCIENCIA, 1 de abril - 15 de mayo, 2020

Cdmara de ultra alto vacio
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Figura 2. Componentes de un instrumento XPS (Hofmann, 2012).
Figure 2. Components of an XPS instrument (Hofmann, 2012).

la caracterizacién de superficies de s6lidos (Fadley,
2010), pero hay poca informacién de su uso para
estudiar elementos minerales en material vegetal.
Esto podria atribuirse a que los limites de detec-
cién de XPS (mayor a 0.1%) (Hofmann, 2012)
son superiores a las concentraciones normales de
elementos, en estos materiales. Sin embargo, XPS
puede ser util en estudios de procesos fisioldgicos
y para investigar la contaminacién de material
vegetal. Por ejemplo, Reyes-Moreno ez al. (1993)
reportaron que la oxidacién de los lipidos de las
semillas de frijol intervenia en el endurecimiento
de la testa. Este fenémeno se puede estudiar con
XPS como complemento de otras metodologias
analiticas, segtn lo sugiere Hoffman (2012).

En suelos, XPS permite estudiar procesos de
adsorcién, disolucién y precipitacién de iones
en el ambiente y sus componentes, que antes
se experimentaban exclusivamente en solucio-
nes (Vempati et al., 1996). Una aplicacién mds
reciente es el mapeo de una regién de muestras
solidas de suelo para estudiar la quimica de los
silicatos y su asociacién con materiales biol6gi-
cos, con una resolucién espacial de 10 mm (Barr

et al., 1999).

Espectrometria de emisién de rayos X
inducida por particulas (PIXE)

La técnica PIXE se basa en la deteccién de
los rayos X emitidos cuando un haz de particulas
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Al, Mg, and Si (Kuisma-Kursula, 2000), which are
of interest in studies of plants and soils. The PIXE
equipment is in nuclear physics laboratories, and
its use is not for routine analysis purposes, because
the device includes a particle accelerator. However,
the micro version of PIXE is a technique used more
frequently and increasingly presents new applications
(Johansson et al., 1995; Grieken, 2004).

The first use of the PIXE spectrometry
was to analyze trace elements in thin leaves in
semiconductors. Then the sample holders were
modified to introduce and analyze geological,
archaeological, forensic materials, and artistic objects
where it is important not to alter the sample, and no
vacuum is required. This technique is sensitive and
fast to analyze these materials (Johansson ez 4/, 1995)
and complement other techniques. Applications for
the study of physiological processes in living plants
were subsequently developed (van der Ent er al,
2018).

Mesjasz-Przybytowicz and Przybylowicz (2002)
used micro-PIXE to study physiological processes
in plants at the cell level and determined essential
nutrients and toxic elements. Micro-PIXE is a
microprobe analysis technique that consists of
applying the stable and focused beam of protons on
micro samples or micro areas of larger specimens.
The microprobes use modified optical microscopes
to locate the area to be analyzed, direct the probe
beam, and collect the analytical signal. With this
procedure, it is possible to obtain one- and two-
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cargadas interacciona con electrones de los d&tomos
de una muestra (Figura 3A). Los electrones de
las capas internas son expulsados y el exceso de
energia de los dtomos se puede liberar mediante
la emisién de rayos X (van der Ent ez al., 2018).
La energia de los rayos X emitidos es igual a la
diferencia energética entre los niveles de la tran-
sicién, la cual es caracteristica de cada elemen-
to. El haz de particulas puede ser de protones o
electrones de dtomos pesados que son acelerados
y adquieren energia desde unos pocos KeV a 10
MeV. El haz de particulas penetra linealmente la
muestra hasta unas 15 mm. El uso de protones
altamente enfocados permite obtener imdgenes
de una y dos dimensiones de la distribucién de
elementos quimicos en la muestra (Johansson ez
al., 1995). Bajo este principio PIXE es una técni-
ca de andlisis total que no requiere atomizacién
(Rubinson y Rubinson, 2001), cuyos limites de
deteccién son de miligramos por kilogramos o
partes por millén (ppm). Y es una técnica de su-
perficie, no destructiva, para el andlisis multiele-
mental total.

Un espectrémetro PIXE se compone de una
cdmara de ultra alto vacio, una fuente de pro-
tones o electrones y un acelerador nuclear (del
tipo tindem o Van de Graaff), un analizador de
protones o electrones, un detector y un cuantifi-
cador (Figura 3B).

El detector de Si (Li) de estado sélido mide la
energfa de los rayos X que varfa de 1 a 3 MeV (van
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dimensional images of the distribution of chemical
elements in the sample. Micro-PIXE has the potential
to study the distribution of chemical elements in
various materials and vegetables of interest in this
essay. Progress in the application of this technique
is subject in part to closer collaboration between
biologists researching plants and the community
of PIXE scholars to address the problems: sample
preparation, refinement of analytical protocols,
mainly in quantitative elementary mapping and
interpretation of results. This essay seeks to enhance
this type of interaction.

In this respect, Cvitanich ez a/. (2010) used ICP
and PIXE to study the accumulation of Fe and
ferritin in the seed coat and cotyledon of Phaseolus
seeds. These studies are useful in the biofortification
of micronutrients in this crop. Romero-Dévila ez
al. (2018) measured the total concentrations of P,
S, Cl, K, and Ca with PIXE (1.7 MeV) in fortified
cereals consumed in Mexico and Fe, Cu, Mn, and
Zn with X-ray fluorescence (XRE, 35 kV). They used
reference materials for quality control and a certified
fortified cereal material to verify analytical accuracy
and reported the overestimation of some content of
these elements on cereal labels.

PIXE can combine with other techniques, such
as the Rutherford elastic backscatter spectrometry
(RBS), particle-induced gamma-ray  emission
(PIGE) (Ruvalcaba, 2013; van der Ent ez al., 2018).
Kuisma-Kursula (2000) combined PIXE with X-rays
(WDXRE, Wavelength dispersive X-ray fluorescence;

Muestra )
Caja de Faraday

e % -
i @
Detector Si(Li)

Analizador | _L_
multicanal

Amplificador

Electrén expulsado

Figura 3. A) Emisién de electrones por PIXE. B) Componentes de un espectrémetro PIXE.
Figure 3. A) Electron emission by PIXE. B) Components of a PIXE spectrometer.
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der Ent ez al., 2018) y para elementos pesados
hasta 10 MeV (Ruvalcaba, 2013). La eficiencia del
detector es més alta si la energia aplicada es de 5 a 25
eV. En parte, esto determina las series de emision de
rayos X usados para el andlisis de elementos segiin
su numero atémico (Z). La técnica PIXE permite
analizar con mayor exactitud elementos con Z entre
18 y 40 (van der Ent e# al., 2018). En PIXE no se
pueden analizar elementos ligeros como Na, Al, Mg
y Si (Kuisma-Kursula, 2000), de interés en estudios
de vegetales y suelos. Los equipos PIXE estdn en la-
boratorios de fisica nuclear y su uso no es para fines
de andlisis rutinario, debido a que el aparato incluye
un acelerador de particulas. No obstante, la versién
micro de PIXE es una técnica usada con mayor fre-
cuencia y cada vez presenta nuevas aplicaciones (Jo-
hansson et al., 1995; Grieken, 2004).

La espectrometria PIXE en su inicio se usé
para analizar elementos traza en hojas delgadas
en semiconductores. Luego se modificaron los
porta muestras para introducir y analizar mate-
riales geoldgicos, arqueoldgicos, forenses y obje-
tos artisticos donde es importante no alterar la
muestra, y no requiere vacio. Esta técnica se usa
para analizar esos materiales porque es sensible,
rdpida (Johansson ez al., 1995) y también puede
complementarse con otras técnicas. Las aplica-
ciones para el estudio de procesos fisiolégicos en
plantas vivas se desarrollaron después (van der
Ent et al., 2018).

Mesjasz-Przybytowicz y Przybylowicz (2002) usa-
ron micro-PIXE para estudiar en plantas procesos fi-
siolégicos a nivel celular, y determinaron nutrientes
esenciales y elementos téxicos. Micro-PIXE es una
técnica de andlisis de microsonda que consiste en apli-
car el haz estable y enfocado de protones sobre micro
muestras o micro dreas de especimenes mds grandes.
Las microsondas usan microscopios épticos modifi-
cados para ubicar el drea a analizar, dirigir el haz de
la sonda y recoger la sefal analitica. Con este proce-
dimiento se obtienen imdgenes de una y dos dimen-
siones de la distribucién de elementos quimicos en la
muestra. Micro-PIXE tiene potencial para estudiar la
distribucién de elementos quimicos en diversos ma-
teriales y para vegetales de interés en este ensayo. El
progreso en la aplicacién de esta técnica estard sujeto,
en parte, a una colaboracién mds estrecha entre los
bidlogos que investigan las plantas y la comunidad
de los estudiosos de PIXE para abordar los proble-

mas de: preparacién de muestras, refinamiento de
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and EDXRE, Energy dispersive X-ray fluorescence)
to determine macro, micro and trace elements in old
glass. The detection limits of EDXRE WDXRE, and
PIXE for that materials were 0.1, 0.01, and 1 to 10
mg kg, respectively.

X-ray fluorescence spectrometry (XRF)

The basis of X-ray fluorescence is the fluorescence
emissions generated by the excitation of the atoms
in a sample using an X-ray source. X-rays (primary
radiation) affect the internal electrons of the atoms
that make up the sample (Ferndndez-Ruiz, 2008),
and an electron of the internal layers is delocalized.
Another electron of a more external level occupies
the vacancy and emits an X-ray (secondary radiation)
photon characteristic of the atom from which it
comes (Goldstein et al, 1981; Fernindez-Ruiz,
2008). The energy of the emitted X-ray photon
(E , ) is equal to the energy difference of the states
of higher (E) and lower energy (Ef). Another more
external electron fills the new vacancy generated in
the outer layer, with the emission of a new photon
of lower energy. This process continues occurring
until a free-electron occupies the last vacancy of the
valence electron and the atom returns to its state
of minimum energy (Figure 4). Because the energy
states of electrons are quantized and distinctive of
each element, the emitted (secondary) X-ray photons
are characteristic of the atoms that generate them. The
radiation that comes from all the photons emitted
from the K, L, or even M layers (Ruvalcaba, 2013),
generates an X-ray spectrum (Towett ez al., 2016). A
spectrometer measures the intensity or energy of the
spectral lines (Sanjeeva and Reidinger, 1996).

The XRF spectrometers classify into two categories
according to the method used to separate energies
from emitted radiation. The energy dispersion
spectrometer (EDXF or EDXRF) uses a solid-state
detector that separates the energies without any
mechanical movement. The wavelength dispersion
spectrometer (WDXF or WDXREF) uses a glass grid
to separate energies and a conventional X-ray detector
measures the intensities. The EDXRF spectrometer
is fast and, in general, has lower sensitivity and
resolution than the WDXRF spectrometer (Sanjeeva
and Reidinger. 1996; Guerra ez al., 2014; Margui
et al., 2011). The essential components of the
EDXRF and WDXREF spectrometers are an ultra-

high vacuum chamber, a primary radiation source, a
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los protocolos analiticos, principalmente en el mapeo
elemental cuantitativo e interpretacién de resultados.
El presente ensayo busca potenciar este tipo de inte-
racciones.

Como ejemplo de lo anterior, Cvitanich ez al.
(2010) usaron ICP y PIXE para estudiar la acumu-
lacién de Fe y la ferritina en la testa y el cotiledén
de semillas de Phaseolus. Estos estudios son dtiles en
la biofortificacién de micronutrientes en este cultivo.
Romero-Ddvila et 4/, (2018) midieron las concen-
traciones totales de P, S, Cl, Ky Ca con PIXE (1.7
MeV) en cereales fortificados consumidos en Méxi-
co y con fluorescencia de rayos X (XRE 35 kV) Fe,
Cu, Mn y Zn. Ellos usaron materiales de referencia
para el control de calidad y un material certificado de
cereal fortificado para verificar la precisién analitica,
y reportaron sobreestimacién en algunos contenidos
de estos elementos en las etiquetas de los cereales.

PIXE puede combinarse con otras técnicas,
como la espectrometria de retrodispersion eldsti-
ca de Rutherford (RBS, Rutherford backscattering
spectrometry), la emisién de rayos gama inducida
por particulas (PIGE, Particle-induced gamma emis-
sion) (Ruvalcaba, 2013; van der Ent ez 4/, 2018).
Kuisma-Kursula (2000) combiné PIXE con rayos X
(WDXREF, Wavelength dispersive X-ray fluorescen-
ce; y EDXRE, Energy dispersive X-ray fluorescence)
para determinar macro, micro y elementos traza en
vidrio antiguo. Los limites de deteccién de EDXRE
WDXREF y PIXE para ese estudio fueron 0.1, 0.01 y
1 al0 mg kg™

Espectrometria de fluorescencia

de rayos X (XRF)

La base de la fluorescencia de rayos X son las emi-
siones de fluorescencia generadas por la excitacién de
los dtomos de una muestra mediante una fuente de
rayos X. Los rayos X (radiacién primaria) inciden so-
bre los electrones internos de los dtomos que compo-
nen la muestra (Ferndndez-Ruiz, 2008) y un electrén
de las capas internas es deslocalizado. Otro electrén
de un nivel mds externo ocupa la vacante y emite un
fotén de rayos X (radiacién secundaria) caracteristico
del dtomo del que procede (Goldstein ez al., 1981;
Ferndndez-Ruiz, 2008). La energia del fotdn de rayos
X (radiacién secundaria) emitido (E, ) es igual a la
diferencia energética de los estados de mayor (£) y
menor energfa (E,). La nueva vacante generada en la

photon analyzer, a detector, and a quantifier (Figure
5). The primary radiation comes from an X-ray tube,
and sometimes a synchrotron (a particular type of
cyclic particle accelerator) or a radioactive material
(Goldstein et al., 1981; Towett et al., 2016) is used.
An X-ray tube with an anode of Rh, Ag, Mo, Cr, or
W emits the photons. The detector is a solid-state
cooled by a Peltier current. Secondary photons are
identified as counts and are converted by a computer
into an energy spectrum, where the peaks correspond
to the elements to be quantified (Towett ez /., 2016).

The XRF spectrometers can be of two types: field
or laboratory (Towett ez al., 2016). The EDXRF
mode is more used in portable or field equipment,
but it can also be used in laboratory equipment, while
WDXREF is more frequent in the latter (Kouichi ez
al., 2004; van der Ent ez al., 2018). Portable devices
are faster to assess the composition of samples and are
less expensive, although the detection limits are lower
than those of laboratory equipment. The WDXRF
technique is more expensive than EDXRE

The XRF is used for performing microanalysis
(micro-XRF) and elementary mapping, for which
the detectors require optical systems, as well as,
exact displacement systems, to make surface sweeps
with the spatial resolution of nanometers. Ad hoc
procedures are necessary to study the distribution of
elements with micro-XRE to prepare the sample and
to preserve the sample in its natural state. The cost of
this microanalysis and mapping equipment is higher
than the other configurations of XRF equipment
(Ruvalcaba, 2013).

The limitation of the XRF techniques is the
interference coming from the matrix of the materials.
Therefore, to know the chemical elements of the
sample references similar to the latter are necessary for
calibration purposes (Goldstein ez al., 1981; Towett
etal., 2016). It is possible to analyze powders, pellets,
films, fibers or pieces of material, as well as liquids
and suspended solids. For quantitative analysis,
the sample preparation is minimal and must be
finely ground to ensure homogeneity (Sanjeeva and
Reidinger. 1996). It is the case of samples of plant
material that Towett ez 2. (2016) studied with XRF
equipment: direct analysis or with sample protection,
application of vacuum or not, use of different plant
matrices.

The XRF is a non-destructive surface spectrometry
suitable for qualitative and quantitative multi-
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capa externa puede rellenarse por otro electrén mds
externo, un nuevo fotén de menor energfa es emitido
y los electrones ocupan los espacios energéticos va-
cios de acuerdo con la teorfa cudntica. Este proceso
se produce sucesivamente hasta que un electrén libre
ocupa la dltima vacante del electron de valencia y el
dtomo regresa a su estado de minima energia (Figura
4). Debido a que los estados de energia de los elec-
trones estdn cuantizados y son caracteristicos de cada
elemento, los fotones de rayos X (secundarios) emi-
tidos son caracteristicos de los dtomos que los gene-
ran. La radiacién que proviene de todos los fotones
emitidos procedentes de las capas K, L o incluso M
(Ruvalcaba, 2013) generan un espectro de rayos X
(Towett ez al., 2016). La intensidad o la energia de
las lineas espectrales se miden con un espectrémetro
(Sanjeeva and Reidinger, 1996).

Los espectrémetros de XRF se clasifican en
dos categorias segiin el método usado para se-
parar las energfas de las radiaciones emitidas. El
espectrometro de dispersién de energia (EDXF
o EDXREF) usa un detector de estado sélido que
separa las energfas sin ningtin movimiento mecé-
nico. El espectrémetro de dispersién de longitud
de onda (WDXF o WDXREF) utiliza una rejilla
de cristal para separar las energfas y las intensi-
dades se miden mediante un detector de rayos X
convencional. El espectrémetro EDXRF es mds
rdpido y, en general, tiene menor sensibilidad y
resoluciéon que el espectrémetro WDXRF (San-
jeeva and Reidinger, 1996; Guerra ez al., 2014;
Margui et al., 2011). Los componentes bdsicos

element analysis in plants. In studies of pollution,
agriculture, forestry, element chemistry of medicinal
plants, and their extracts, XRF is used (Queralt ez
al., 2005; Margui et al., 2011; Tezotto ez al., 2013;
Guerra et al., 2015). Dumlupinara ez al. (2007) used
WDXRF to measure B, K, Ca, Mg, Cl, S, Cu in
bean seedlings subjected to cold stress for the study
of nastics movements, whereas Margui ez al. (2011)
studied the dispersion of metals in mining areas with
EDXR and WDXRF to determine macro, micro and
trace elements in bioindicators plant species.

Tezotto et al. (2013) used EDXRF to measure
Ni and Zn in coffee leaves; the concentrations
measured were higher than those obtained with ICP,
and their cost was lower. Sosa et 2/. (2018) evaluated
concentrations of Fe (30 clones) and Zn (12 clones)
with this same technique in potato breeding studies.
The comparison of B, K, Ca, S, Fe, Mn, and Si in
sugarcane measured with portable and laboratory
EDXRF devices showed a close correlation (P>0.9)
(Guerra et al., 2014). De Carvalho et a4l (2018)
diagnosed the nutritional status in vegetables, in solid
samples, with the combination of XRE ICP-MS,
and laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS),
and created protocols for the use of XRF in direct
analyzes in the field. Guerra ez /. (2015) analyzed in
situ P, K, Ca, S, Fe, Mn, and Si on sugarcane leaves
directly in the field by using EDXRF and LIBS.

Although XRF applications are increasingly
frequentin plantanalysis, detectionand quantification
processes must be optimized to make this technique
as reliable as conventional techniques. Calibration

Caida del electrén en el espacio vacante

Rayos X incidentes

Electrén expulsado

| Rayos X secundarios

Figura 4. Esquema de la emisién de fotones en XRF (Fundamento de fluorescencia de rayos X en imdgenes. s.f. https://helioza.
com/wp-content/uploads/2015/07/xrf-principle-300x232.gif).
Figure 4. Scheme of the emission of photons in XRF (Foundation of X-ray fluorescence in images https://helioza.com/wp-con-

tent/uploads/2015/07/xrf-principle-300x232.gif).
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de los espectrémetros EDXRF y WDXRF son
una cdmara de ultra alto vacio, una fuente de ra-
diacién primaria, un analizador de fotones, un
detector y un cuantificador (Figura 5). La radia-
cién primaria procede de un tubo de rayos X,
aunque también puede usarse un sincrotén (tipo
particular de acelerador ciclico de particulas) o
un material radioactivo (Goldstein et /., 1981;
Towett et al., 2016). Para emitir los fotones (ra-
diacién primaria) se usa un tubo de rayos X con
dnodo de Rh, Ag, Mo, Cr o W. El detector es
de estado sélido refrigerado por una corriente de
Peltier. Los fotones secundarios son identificados
como cuentas y son convertidos por una com-
putadora en un espectro de energia, donde los
picos corresponden a los elementos que se quiere
cuantificar (Towett ez al., 2016).

Los espectrometros de XRF pueden ser de
campo o de laboratorio (Towett ez al., 2016).
La modalidad EDXRF es mds usado en equi-
pos portitiles o de campo, aunque también se
puede usar en equipos de laboratorios, mientras
que WDXREF es mds frecuente en estos tltimos
(Kouichi et al., 2004; van der Ent et al., 2018).
Los dispositivos portdtiles son més rdpidos para
evaluar la composicién de las muestras y su cos-
to es menor, aunque los limites de deteccién
son inferiores a los de equipos de laboratorio.

A

Muestra

Monocromador

Ciristal Si (Li) !

Fuente de rayos X

with matrix standards coinciding with those of the
analyzed samples is still a critical problem that must
be solved (de Carvalho ez a/., 2018; Romero-D4vila ez
al., 2018; Sawisza ez al., 2011. In soils, this technique
is used in combination with the ICP-MS to analyze
heavy elements in low concentrations since their
detection limits are parts per million.

X-ray dispersive energy spectrometry (EDS) and
dispersive wavelength (WDS)

The EDS spectrometry, also called EDX, is a
non-destructive surface technique for qualitative and
quantitative multi-elementanalysis of a wide variety of
materials and plants. Its fundamental principle is the
dispersive energy of X-rays. The XRF spectrometers
couple to scanning electron microscopes (SEM)
or transmission electron microscopy (TEM) or a
combination of both (STEM, Scanning transmission
electron microscopy). This equipment
obtaining the concentration of chemical elements,
and high-resolution images. These techniques
correspond to X-ray fluorescence microscopy (XFM)
(van der Ent ez al., 2018).

The general components of EDS spectrometers

allows

are a source of electrons, an X-ray detector, and a
pulse processor-analyzer. The detector converts X-ray
energy to voltage and this information is sent to a
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Figura 5. Espectrofotémetros EDXRF (A) y WDXREF (B) (Sanjeeva and Reidinger, 1996).
Figure 5. EDXRF (A) and WDXRF (B) spectrophotometers (Sanjeeva and Reidinger. 1996).
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WDXREF es una técnica mas costosa que EDXRE

La XRF permite hacer microandlisis (micro-
XRF) y mapeos elementales, para lo cual los
detectores requieren sistemas épticos, asi como
sistemas de desplazamiento muy precisos para
hacer los barridos de superficie con resolucién
espacial del orden de nandémetros. Para estudiar
la distribucién de elementos con micro-XRF
se usan procedimientos ad hoc para preparar la
muestra y preservar su estado natural. El costo
de estos equipos de microandlisis y de hacer ma-
peo es mayor al de las otras configuraciones de
equipos de fluorescencia de rayos X (Ruvalcaba,
2013).

La limitante de las técnicas XRF son las in-
terferencias provenientes de la matriz de los ma-
teriales. Por lo cual, para conocer los elementos
quimicos de la muestra se requieren referencias
similares a ésta para calibrar (Goldstein ez al.,
1981; Towett ez al., 2016). Es posible analizar
polvos, pellets, peliculas, fibras o trozos de ma-
terial, asi como liquidos y sélidos en suspensién.
Para el andlisis cuantitativo la preparacién de las
muestras es minima y se muelen muy fino para
asegurar la homogeneidad (Sanjeeva y Reidinger,
1996). Este es el caso de muestras de material
vegetal que Towett ez al. (2016) estudiaron con
equipos XRF: anilisis directo o con proteccién
de la muestra, aplicacién o no de vacio, uso de
diferentes matrices vegetales.

La XRF es una espectrometria de superficie,
no destructiva, apropiada para el andlisis cuali-
tativo y cuantitativo multielemental en vegeta-
les. Se usa en estudios de contaminacién, agri-
cultura, foresteria, quimica elemental de plantas
medicinales y sus extractos (Queralt ez 2/., 2005;
Margui et al., 2011; Tezotto ez al., 2013; Guerra
et al., 2015). Dumlupinara ez 4/l. (2007) usaron
WDXRF para medir P, K, Ca, Mg, Cl, S, Cu en
pldntulas de frijol sometidas a estrés de frio para
el estudio de movimientos nasticos, mientras
que Margui ez al. (2011) estudiaron la disper-
sién de metales en dreas mineras con EDXR y
WDXRF para determinar elementos macro, mi-
cro y trazas en especies vegetales utilizadas como
bioindicadores.

Tezotto et al. (2013) usaron EDXRF para medir
Niy Zn en hojas de café; las concentraciones medidas
fueron mds altas que las obtenidas con ICP y su costo
fue menor. Sosa et al. (2018) evaluaron concentraciones
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pulse processor that measures them. Each pulse
corresponds to a current proportional to the energy
of the X-ray that arrives. The current is amplified and
stored according to its amplitude by a multichannel
analyzer. After “counting” a sufficient number of
X-rays, the output of the multichannel constitutes
the X-ray spectrum of the sample (Zavaleta-Mancera
and Arenas-Alatorre, 2013). The new systems have
a solid-state silicon drift detector or SDD devices
(Towett er al., 2016). The accuracy of the EDS
spectra can be affected by the overlapping of peaks
(for example, Ti-K and V-K, Mn-K and Fe-K), the
nature of the sample and the generation of X-rays by
other atoms of the sample excited by the radiation
beam (Goldstein et al., 1981; Goldstein ez al., 2018).

The concentrations of the chemical elements to
be quantified must be at least 100 mg kg™ (Zavaleta-
Mancera and Arenas-Alatorre, 2013), but lower
concentrations can be measured with a modification of
the working conditions of the equipment. According
to the last authors mentioned, this technique is
fast, as low as 3 min in modern equipment, and
gives information about the relative abundance of
chemical elements with atomic numbers higher than
Na (Z=11).

To measure elements with the atomic number
from 40 to 80 with EDS, a potential of 10 to 40
KeV is required. The detection limits of the most
massive elements with EDS are low (especially
at concentrations <100 mg g'), and the depth of
analysis is less than 2 mm (Ruvalcaba, 2013). This
technique may be used to obtain heavy element
mapping with low or medium vacuums. Modi et al.
(2004) compared measurements made with EDS
and AAS in Phaseolus vulgaris seeds. The first one
overestimated the concentration of Ca, but those
results can be useful in semi-quantitative studies. The
EDS coupled to SEM/TEM microscopes was used
by van der Ent ez al. (2018) to study homeostasis of
hyper accumulative plants and the coordination of
metals in plant tissues.

The configuration WDS coupled to microscopes
(Figure 6) (Tanaka ez al., 2008) has a higher spectral
resolution than EDS, and avoids the problems
of false peaks and noise of amplifiers associated
with EDS. However, WDS has a low sensitivity to
measure elements with atomic numbers less than Na
(Z=11) and trace elements (Goldstein et 4/., 2018).
WDS detection limits are 0.01% by weight (Kuisma-
Kursula, 2000).
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de Fe (30 clones) y Zn (12 clones) con esta misma
técnica en estudios de fitomejoramiento de papa. La
comparacién de B, K, Ca, S, Fe, Mn y Si en cana
de azicar medidos con dispositivos EDXRF porta-
tiles y de laboratorio mostré una correlacién estre-
cha (P>0.9) (Guerra ez al., 2014). De Carvalho et 4l.
(2018) diagnosticaron el estado nutrimental en vegeta-
les en muestras sélidas, con la combinacién de XRE
ICP-MS y la ruptura inducida por ldser (LIBS, laser-
induced breakdown spectroscopy), y crearon proto-
colos para el uso de XRF en anilisis directos en el
campo. Guerra ez al. (2015) analizaron iz situ P, K,
Ca, S, Fe, Mn y Si directo en campo en las hojas de
cafna de aztcar por EDXRF y LIBS.

Aungque las aplicaciones de XRF son cada vez mds
frecuentes en el andlisis vegetal, se debe optimizar
los procesos de deteccién y cuantificacién para que
esta técnica sea tan confiable como las técnicas con-
vencionales. La calibracién con estdndares de matri-
ces coincidente con las de las muestras analizadas es
un problema critico todavia y debe ser resuelto (de
Carvalho ez al., 2018; Romero-Davila et al., 2018;
Sawisza et al., 2011. En suelos esta técnica se usa en
combinacién con ICP-MS para analizar elementos
pesados en bajas concentraciones ya que sus limites
de deteccién son de partes por millén.

Espectrometria de energia dispersiva de
rayos X (EDS) y de longitud de
onda dispersiva (WDS)

La espectrometria EDS, también llamada
EDX, es una técnica de superficie no destructiva
para el andlisis cualitativo y cuantitativo multie-
lemental de una amplia variedad de materiales y
de plantas. Su principio fundamental es la ener-
gia dispersiva de rayos X. Los espectrémetros
XRF se acoplan a microscopios electrénicos de
barrido (SEM, Scanning electron microscopy)
o de transmisién (TEM, Transmission electron
microscopy) o a una combinacién de ambos
(STEM, Scanning transmission electron mi-
croscopy). Con estos equipos se obtiene la con-
centracién de elementos quimicos y se adquie-
ren imdgenes de alta resolucién. Estas técnicas
corresponden a microscopia de fluorescencia de
rayos X (XFM, X-ray fluorescence microscopy)
(van der Ent et al., 2018).

Los componentes generales de los espectré-
metros EDS son una fuente de electrones, un

Queralt ez al. (2005) proposed a protocol to
control the nutritional quality of medicinal plants in
situ to analyze P, S, K, Ca, Mg, Na, Al, Si, and Ti
using WDS, and of Fe, Cu, Mn, Zn, As, Rb, Sr, and
Pb with EDS (mg kg' in both cases). The protocol
included measuring in infusions of these plants P, S,
K, Ca, Mg, Na, Al, Si, and Fe with ICP, and Cu,
Mn, Zn, As, Rb, S, and Pb with ICP-MS (mg L
in both cases). The combination of these techniques
performed well to classify these medicinal plants for
nutrient supply purposes.

Final comments

The techniques ICP, ICP-MS, XPS, PIXE, XRF
(EDXRE WDXREF), EDS and WDS, are used to make
multi-element analysis of total contents of elements
present in plant and soil samples, including those
essential for plant growth and some toxic elements.
In contrast, conventional AES and AAS spectrometry
are for non-simultaneous analysis of these elements.
A disadvantage of ICP-MS, ICP, AES, and AAS is
that they require samples solubilization. In the case
of XPS, PIXE, XRF (EDXRE WDXREF), EDS and
WDS, no solubilization or physical processing of the
samples is necessary, and the analysis is punctual, so it
does not include the average value of the sample. The
XPS technique allows the analysis of ionic fractions for
studies of the oxidation states of the elements. ICP-MS,
XREF are versatile and have similar levels of sensitivity.
PIXE, EDS, WDS need that the base instrument be
coupled to a microscope, and the samples require an
ad hoc preparation. The most frequent use of XRF
is to make measurements iz situ of total elements
in vegetables and living tissues. In turn, PIXE has
more restricted applications for routine elementary
plant analysis, and EDS and WDS are useful in the
morphological study of plant surfaces.

The methodologies analyzed in this essay provide
complementary
techniques and describe its basic principles; however,
the use of these non-conventional technique is scarce
in the agronomic field. This essay aims to contribute
to diffusion of the potential of these methodologies
among professionals and researchers of plant
nutrition, food quality, and the environment.

information to conventional

—End of the English version—
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detector de rayos X y un procesador-analizador
de pulsos. El detector convierte la energia de los
rayos X a voltaje y esta informacién se envia a
un procesador de pulsos que las mide. A cada
pulso le corresponde una corriente proporcional
a la energfa del rayo X que llega. La corriente
se amplifica y almacena de acuerdo con su am-
plitud por un analizador multicanal. Después
del “conteo” de un ndmero suficiente de rayos
X, la salida del multicanal constituye el espectro
de rayos X de la muestra (Zavaleta-Mancera y
Arenas-Alatorre, 2013). Los nuevos sistemas es-
tin equipados con dispositivos de estado sélido
tipo silicon drift detector o SDD (Towett et al.,
2016). La precisién de los espectros EDS puede
ser afectada por: sobrelapamiento de picos (por
ejemplo, Ti-K y V-K, Mn-K y Fe-K), la natura-
leza de la muestra y la generacién de rayos X por
otros dtomos de la muestra excitados por el haz
de radiacién (Goldstein et al., 1981; Goldstein
etal., 2018).

Las concentraciones de los elementos quimi-
cos a cuantificar deben ser al menos 100 mg kg™
(Zavaleta-Mancera y Arenas-Alatorre, 2013) y
concentraciones menores se pueden medir con
una modificacién de las condiciones de trabajo
del equipo. Segun los ultimos autores mencio-
nados, esta técnica es rdpida, 3 min en equipos
recientes, y da informacién de la abundancia re-
lativa de elementos quimicos con niimero atémi-
co mayor al Na (Z=11).

Para medir elementos con niimero atémico
de 40 a 80 con EDS, se requiere un potencial de
10 a 40 KeV. Los limites de deteccién de los ele-
mentos més pesados con EDS es baja (sobre todo
a concentraciones <100 mg g) y la profundidad
de andlisis es menor a 2 mm (Ruvalcaba, 2013).
Esta técnica se puede usar para obtener mapeos
de elementos pesados con vacios bajos o medios.
Modi et al. (2004) compararon mediciones he-
chas con EDS y AAS para analizar semillas de
Phaseolus vulgaris. La primera de ellas sobreesti-
mo la concentracién de Ca, pero esos resultados
se pueden usar en estudios semicuantitativos. La
EDS acoplada a microscopios SEM/TEM se
usé por van der Ent ez a/. (2018) para estudiar
la homeostasis de plantas hiperacumuladoras
y la coordinacién de metales en los tejidos ve-
getales.
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La configuracién WDS acoplada a microscopios
(Figura 6) (Tanaka ez al., 2008) presenta una mayor
resolucién espectral que EDS, evita los problemas de
picos falsos y ruido de los amplificadores asociados
con EDS. Pero WDS tiene una baja sensibilidad para
medir elementos con nimero atémico menor al Na
(Z=11) y elementos traza (Goldstein ez al., 2018).
Los limites de deteccién de WDS son 0.01% en peso
(Kuisma-Kursula, 2000).

Queralt ez al. (2005) propusieron un pro-
tocolo para controlar la calidad nutrimental de
plantas medicinales i7 situ con el andlisis de B, S,
K, Ca, Mg, Na, Al, Si y Ti con WDS, y de Fe,
Cu, Mn, Zn, As, Rb, Sry Pb con EDS (mg kg
en ambos casos). El protocolo incluyé medir en
infusiones de estas plantas B, S, K, Ca, Mg, Na,
Al, Si'y Fe con ICD, y de Cu, Mn, Zn, As, Rb,
Sr y Pb con ICP-MS (mg L' en ambos casos).
La combinacién de estas técnicas tuvo un buen
desempeno para la clasificacién nutrimental de
estas plantas medicinales.

Comentarios finales

ICP, ICP-MS, XPS, PIXE, XRF (EDXRE
WDXREF), EDS y WDS se emplean para hacer and-
lisis multielemental de contenidos totales de elemen-
tos presentes en muestras vegetales y de suelos, entre
ellos, los esenciales para el crecimiento de los vege-
tales y algunos tdéxicos. En contraste, las espectro-
metrias convencionales AES y AAS son para realizar
andlisis no simultdneos de estos elementos. Una des-
ventaja de ICP-MS, ICP, AES y AAS es que deman-
dan la solubilizacién de las muestras. En el caso de
XPS, PIXE, XRF (EDXRE WDXREF), EDS y WDS
no se requiere solubilizacién ni procesamiento fisico
de las muestras y el andlisis es puntual, por lo cual no
comprende el valor medio de la muestra. La técnica
XPS permite el andlisis de fracciones inicas para es-
tudios de los estados de oxidacién de los elementos.
ICP-MS, XRF son versdtiles y poseen niveles simila-
res de sensibilidad. Las técnicas PIXE, EDS, WDS
necesitan que el instrumento base se acople a un mi-
croscopio y las muestras requieren una preparacién
ad hoc. El uso més frecuente de XRF es para hacer
mediciones 7 situ de elementos totales en vegetales
y tejidos vivos. Por su parte, PIXE tiene aplicaciones
mds restringidas para el andlisis elemental rutinario
de vegetales, y EDS y WDS son dtiles en el estudio
morfolégico de la superficie de las plantas.
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Figura 6. Esquema de un Sistema STEM-WDS (Tanaka ez al., 2008).
Figure 6. Scheme of a STEM-WDS System (Tanaka et al., 2008).

Las metodologfas discutidas en este ensayo
proporcionan informacién complementaria a las
técnicas convencionales y describen sus princi-
pios bdsicos, pero el uso de estas técnicas no con-
vencionales es escaso en el dmbito agronémico.
El presente ensayo es una contribucién a la di-
fusién de la potencialidad de esas técnicas entre
los profesionales e investigadores de la nutricién
de las plantas, la calidad de los alimentos y el
medioambiente.
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