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TITRE en Francais : Potentiel du couplage de la chromatographie en phase liquide bidimensionnelle avec I'ICP-
MS/MS pour I'analyse de matrices organiques complexes

RESUME en Frangais : La chromatographie en phase liquide bidimensionnelle permet d’accéder a une capacité
de pics élevée, nécessaire a I'analyse de matrices complexes. Couplée a une détection spécifique comme I'ICP-
MS/MS elle permet d’envisager une spéciation élémentaire, qui peut s’avérer d’un grand intérét dans la
recherche de contaminants. Les matrices pétrolieres ont été choisies comme cas d’étude dans cette thése, avec
comme contaminants d’intéréts : les espéces soufrées ou encore métallées (vanadium et nickel). La mise en place
de ce couplage a nécessité en premier lieu d’évaluer différents systemes d’introduction de I’échantillon en amont
de la détection. La comparaison de nombreux systémes, au regard de la dispersion qu’ils générent, a démontré
gue seule une minorité d’entre eux était adaptée au couplage, dans la mesure ou ils permettaient de conserver
la qualité de séparation obtenue en sortie du systeme LCxLC. Dans un second temps, les conditions de séparation
de premiere et seconde dimension ont été mises au point. Des tests expérimentaux, associés a une étude
théorique basée sur une approche Pareto ont permis de sélectionner le couplage répondant au mieux aux
criteres choisis : une capacité de pics maximale, pour un temps d’analyse raisonnable et un taux de dilution
limité. Ainsi, c’est le couplage SECXRPLC-ICP-MS/MS en mode hors ligne qui a été retenu, il offre une capacité de
pics théorique de 2600 et permet d’accéder en une seule analyse a une information sur la taille et I’'hydrophobie
des contaminants détectés spécifiquement. Les conditions de séparation choisies induisent I'introduction de
phase mobile organique dans le plasma, avec une composition qui varie au cours de I’analyse réalisée en mode
gradient d’élution. Face a ces contraintes pour le maintien du plasma, des solutions permettant d’assurer sa
stabilité et de limiter les différences de réponse au cours de I'analyse ont été proposées et évaluées. Enfin, le
potentiel du couplage développé au cours de ces travaux a été illustré au travers de I'étude de plusieurs
échantillons issus d’unités pilotes et d’origines diverses. Les cartographies bidimensionnelles obtenues sont
inédites a ce jour. Elles, démontrent I'intérét de cette approche pour expliquer le comportement de certaines
matrices au sein des unités de raffinage.

TITRE en anglais : Potential of coupling two-dimensional liquid chromatography with ICP-MS/MS in case of
organic complex matrices

RESUME en Anglais : Two-dimensional liquid chromatography provides access to a high peak capacity required
for the analysis of complex matrices. Used in combination with a specific detection, such as ICP-MS/MS, two-
dimensional liquid chromatography speciation analysis seems to be of great interest in the search of
contaminants. Petroleum matrices were chosen as a case study in this thesis, with sulfur, vanadium, and, nickel
as contaminants of interest. The implementation of this coupling first required the evaluation of different sample
introduction systems prior to the detection. The comparison of those systems, regarding the dispersion they
induce, showed that only a minority of them were suitable for this coupling by keeping the quality of the
separation. Secondly, the first and second dimension separation conditions were developed. Experimental tests,
combined with a theoretical study based on a Pareto approach, made it possible to select the coupling that best
meets the following criteria: maximum peak capacity, for a reasonable analysis time and a limited dilution factor.
Therefore, it is the SECXRPLC-ICP-MS/MS coupling in offline mode which has been selected, as it offers a
theoretical peak capacity of 2600 and allows to have access on both the molecular weight and the hydrophobicity
of elements of interest, in a single analysis. The conditions of the separation chosen induce the introduction of
organic mobile phase into the plasma, with a composition varying during the analysis time due to an elution
gradient mode. Faced with these constraints for maintaining the plasma, solutions to ensure its stability and to
limit the differences in sensitivity have been proposed and evaluated. Finally, the potential of the coupling
developed during this work was illustrated through the study of several samples from pilot units and from various
geographical origins. The 2D-contour plots obtained were never reported until now in the literature. They
demonstrate the interest of this approach in explaining the behavior of certain matrices within refining units.

Discipline : Chimie analytique

Mots-Clefs : Chromatographie bidimensionnelle, ICP-MS/MS, spéciation, produits pétroliers, métaux,
hétéroatomes

Adresse du laboratoire : Institut des Sciences Analytiques (ISA), 5 rue de la Doua, 69100 VILLEURBANNE (France)
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Premiere dimension

Seconde dimension

Chromatographie en phase liquide unidimensionnelle
Chromatographie en phase liquide bidimensionnelle

Plage de composition en solvant organique du gradient

Largeur du pic, du départ jusqu’au milieu du pic, a 10 % de la hauteur
Acétonitrile

Advanced Polymer Chromatography

Pente de gradient dans la relation de Snyder « gradient steepness »
Largeur du pic a partir du centre jusqu’a la fin du pic, a 10 % de la hauteur
Charged Aerosol Detector

Coup Par Seconde

Diode Array Detector

De Asphalted Oil

Facteur de dilution

Direct Injection Nebulizer High Efficiency

Direct Injection Nebulizer

Coefficient de diffusion

Extended X-ray Fine Structure

Débit

Fourier Transform Infrared spectroscopy

Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry
Flow Through Needle

Fluorescence X

Gas Chromatography

Gel Permeation Chromatography

Conversion des asphaltenes

Hydrogénation des cycles aromatiques

Hydrodémétallation

Hydrodéazotation

Hydrodésulfuration

High Matrix Introduction

High Resolution Mass Spectrometry

High Temperature

Chromatographie en phase Gazeuse a Haute Température
Intensité du signal

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy
Institut Francais du Pétrole et Energies Nouvelles

Facteur de rétention

Facteur de rétention a I’élution

Longueur de la colonne

Chromatographie Liquide

Chromatographie en phase liquide bidimensionnelle « Heart-cut »
Chromatographie en phase liquide bidimensionnelle « comprehensive »



LDI Laser Desorption lonisation

LSS Linear Solvent Strenght

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
MCN Micro-Concentric Nebulizer

MeOH Méthanol

MS Spectrométrie de masse

Mw Molecular weight

ne Capacité de pics

N Nombre de plateaux

nop, effective  Capacité de pics effective en 2D

N,y Nombre de plateaux théoriques de la colonne
NMP 1-méthyl-2-pyrrolidone

NP Normale Phase

pC3 Peltier Cyclonic Spray Chamber Cooler

PDA Photo Diode Array

PEEK PolyEther Ether Ketone

PFA PerFluoroAlkoxy

ppm Partie Par Million

PS Polystyréne

RA Résidu Atmosphérique

RMN Résonnance Magnétique Nucléaire

RPE Résonance Paramagnétique Electronique
RPLC Reversed-Phase Liquid Chromatography

RSV Résidu Sous Vide

S Pente du modele de rétention

SARA Saturés, Aromatiques, Résines, Asphalténes
SEC Size Exclusion Chromatography

SFC Supercritical Fluid Chromatography

SIS Sample Introduction System

TEEA Thermal Evaporation Assisted Adsorption
THF Tétrahydrofurane

UHPLC Ultra-High-Performance Liquid Chromatography
uv Ultra-Violet

VGO Vacuum Gaz Oil

ty Temps de rétention du composé le moins retenu
th Temps de rétention du composé le plus retenu
ty Temps de gradient

t, Temps de rétention

/A Volume exclusion total

Vo Volume mort

Vi Volume injecté

Wo 1 Largeur du pic a 10 % de la hauteur maximum
Wos Largeur du pic a mi-hauteur

XANES X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy
XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy

Zin Ratio de split théorique

Zmes Ratio de split mesuré



Ee Porosité externe
& Porosité totale

a Facteur de correction due au sous-échantillonnage
B Facteur de correction du au transfert non idéal

Y Facteur de correction du a I'espace de séparation
o Ecart type en unité de temps a;, ou en volume g,
o Variance d’un pic

Ol prector Dispersion liée au détecteur

0l Dispersion extra-colonne

O-i%jection Dispersion liée a l'injection

Gtzubing Dispersion liée aux tubings

a2, Dispersion liée a la colonne

Les exposants 1 et 2 sont utilisés pour indiquer s’il s’agit d’'une grandeur de premiere ou
seconde dimension.






SOMMAIRE

INTRODUCTION GENERALE vt tvtuettnsesnnesensesuneesnessnsesunessnessnesssnsssnnssnsssnssesnsesnnsssnsessnsesnnessnsesnnessnnsssnsessnssnnnsesnssnsesnnees 1
CHAPITRE 1 - CONTEXTE ET ETAT DE L’ART.....ceeeuuiieetiieeeennnieeeeeeeeeenssseesseeesssnssssssssssssssnsssssssssssssnnssssssssssssnnnsnnns 5

INTRODUCTION «..eeeittttttieeeeeeeeeessaaeeeessesssassaeeeeesssssstnanesssssstannseeesssssssannsaeeessssssasnnaeeessssssssnnneeeessnnnneeeesssssnsnnnnnens
A. Matrices Pétrolieres
[T =T s [=1 = | 1 =1

11, COMPOSItION AES PELIOIES BIULS......uiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e st a e e e e e e s abareeeeesenn s enaaraeeeeeeennnnnees
IIl. Fractionnement des pétroles bruts
IV. Principaux procédés de conversion des fractions lourdes du pétrole

V. Difficultés rencontrées dans le cas de la conversion des produits lourds............cceeeeeeeiuvieeeeeeeiiiiieeee e 16
VI. Caractérisation chimique des coupes PEtrolieres [OUIMdES........ciiiiiiiiiiieieeeeiiiiee e e e e e e e e 16
AV | B o Tol [ T o DO PSSP PRUUPPROOY 20
B. Chromatographie liquide bidimensionnelle..................cooovveeeeeiieeieieeeeeeee et 21

I.  Principe général..........cccuvveen...

Il. Traitement des données
IIl. Aspects théoriques : capacité de pics
IV. Mise en place d’analyses bidimensionnelles
V. Différents couplages LCxLC pour I'analyse de matrices pétroliéres
AV e o Tol [ T H PR OTPPRRUPPPROOt
C. Couplage LC-ICP-MS/MS.
I.  Principe général ICP-MS/MS
II. Dispersion liée aux systemes d INtrOAUCTION ........ccccuuiiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e e erbraeeeeesesenraaaeeeeeennns
IIl. Contraintes liées a I'introduction de solvants organiques dans le plasma ...
IV. Analyseur Triple quadripéle

[V (oY 1ol [V To T o RO USSP SO PO PRSP PO PR PP PRROP
D. Conclusion.........................
REFERENCES vt ettutett sttt eetsetueeaaeesuneesnesanesaneasnneeaneaeasnaannssneennsanneesnseannessnneennssnnsesnnsesnsesnnssnsennnsssnsennnsesnsennns
OBJECTIFS DE LA THESE .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 71
OBJECTIFS DE LA THESE evttteettiitittttteessiiitiat et e e e s sttt s e e e e e s ebas s e aa et e e e e s s bbb s et e e e e s s s bbb b s e e e e e s s s bbb e s eeee s e aabbaaeeeesaaeeesaans 72
CHAPITRE 2 - CONDITIONS EXPERIMENTALES ....cccuvtimimmmmmiienieiiiiiiiniieiiieeieiiieiieieieimemmememeesssssssssssssssssssssssssssssses 75
INTRODUCTION ..eetteettiie e e e ettt e e e et ettt e e e e e e et eeeaae e e e et eee s e e e e e e e e e e ea s e e e e e e e e e ena e e e e eeeeeansnae e e ennnnaeeeeeeeeennnnas 77
AL APDGIEIIAGE. ......ooeecceeeeeeeeeeeee et e ettt ettt e et e et e ettt e e e e e e ettt e e e et e e entraeean 78
I. Appareillages de chromatographie......cooii i e e e 78
Il. Spectromeétre de masse a couplage inductif : ICP-MS/MS 8800 (AIlENt) ....cveeevireriiireeeeiiee e 79
B. PROSES SEALIONNGIIES ...eeveeeeiiiieeee ettt ettt ettt e ettt e e e e ettt e e e e e s sttt eaaessnnnanes
C.o PROSES MODIIS. ...ttt ettt ettt e ettt e e e e ettt e e e e e s st e e e e e anine
D. Composés d’intérets..........
I.  Solution de parabénes
1. SOIULION MUIEI-EIEMENTAINE ...cutieeieee e ettt ettt ettt e sttt e b e seneesane e
IIl. Solution étalon de porphyrine...
Y =TT T o e [l T 1Y A AV =T [T SRR
V. Echantillons réels provenant des coupes 1ourdes du PELIOIE .........ccuvveeeeeeeiiiiiiieeeeeeccieee e e e e esiraee e e e e e eaaa s 85

E. Outils de calculs et traitement des données
I. Optimisation des METNOAES LEXLC........cceiiiirieeeeeeiiiteeeeeeeeeeeitre e e e e e eetaeeeeeeessarsaeeaeesssnabsseeeeeeeanssannssaeeeeeeennes
Il. Données 1D

Ill. Données 2D
REFERENCES . eevvtunetetunseeesuneesssuneessuneessseneesssnneeesssnnsesnnsesssnnsessssnessssnsessssnsesssssneessssnesesssneesssnnsesnnsesssnnsesssnnsesnsnnns



CHAPITRE 3 - OPTIMISATION DE L'INTERFACE DE COUPLAGE LC-ICP-MS/MS.......ccceevirnimninninsinsessesssesssenns 89

INTRODUCTION wttttettttittitteteeteeeee ittt e ettt e eeeeeeeeeaeaeaaeaaaaaaeee ettt ettt e ettt ettt teeeeeaaaaeaaeeeeeeaeeaeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 91
VAN o ToT) Qe (VI VT (=T a1 M Te 1 a0 Yo [V o1 (o) ¢ B SRR 92

B. Autres points faibles du COUPIAQE ............cccoooeeeeeeeeeeee e 101

I. Té Agilent pour le coUPlage LC-ICP-IMIS/IMIS........uutieirieecrireeeeireeeeteeeeetreeeeeaaeeeeabeeeeetaaeeeetbeeesnareeesbsareeesareeas 101

II.  Autres connecteurs pour le couplage LC-ICP-IMS/IMIS ........uuiiiiuveeiiieeeeiireeeeiteeeeeree e eetree e etreeeersareeesrreeesareeas 103

IIl. Etude de I'impact de différents parametres sur la qualité d’un split .........ceeeviiiiiiiieeeeeiiee e 104
CONCLUSIONS ..ttt et ss st e e85t 5555558858888 5 4 s 44 s s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e sensnnnnnnnnnnnnnnne 110
REFERENCES vt ettuett ettt eete e e et e et e st e e suaeeaaeeanesaneaanasaneesnnsesnsaesneenseesneasnsssnnessnesnnessnnsssneessnsesnnsnnsesnnsesnsennnseennes 111

DU PETROLE ....cuuviiiiinneiiinneenessnesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssesssssssssssssnsesssssssssssssssssssnsssss 113
L1001 o 1 T | SRS 115

A. Analyse bidimensionnelle hors-ligne pour les coupes lourdes du pétrole, par SECXRPLC-ICP-MS/MS..... 116

B. Sensiblité du plasma en présence de solvants organiques pour les analyses de spéciation ................... 132
CONCLUSIONS ..ttt ettt ettt e s 5555555555558 5 88854544 s s e e e e e e e et e e e e e ee e e e e snnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 138
REFERENCES +tttttttttttttttttttettteeeetteeeteeeeeeeaeeaeaeeaaaeaaaaaeastttetttttttetttttttettetteeteeeeeeeaeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 139
CHAPITRE 5 - COMPARAISON D’ECHANTILLONS COMPLEXES.......cccoctiiinnniiissnesssssnnsssssssesssssssssssssnssssssssasses 142
L1200 010 T 1 T T SRS 144

A. Comparaison d’échantillons COMPIEXES.........ccoeeeeeeeeeeeeeee et e e 145
CONCLUSIONS ..ttt ettt ettt e 5585555555885 5 88885254 s s s e e e e e e e e e e e e e e aee e e e snnsnnnnnnnnnnnnnnne 163
REFERENCES +tttttttttttttttttttteeeeetteeteeteeeeeeeaeeeaeeeeaaeaaeaeeeetttttttttttettttttttttetteeteaeeeeeaeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeenes 164
CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES .....ttvttttttttsssesssssesseesesssssseseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssssssssssssssssssssssssssssesssssnnnnnnnne 166
AANNEXES .ttt 2 e e e 44244424 e s e e e e e e e e e e e e e e e e s 169

ANNEXE 1 : OPTIMISATION DES PARAMETRES DE PLASMA DANS UNE SOLUTION ACETONITRILE POUR DIFFERENTS SYSTEMES
D INTRODUCTION. . uuttttttteesssuutteteeeesssauusteseeeesasassas e eeeeessan s saaasbbe e e eeeesaaasbba e e e e e e e e ansb e e eeeeeeaanssbeeaeeeseanansanbnneeeeees 170



INTRODUCTION GENERALE

Depuis le début du 21%™¢ siécle, les besoins croissants en énergie de notre société ont
fait émerger ['utilisation de nouvelles sources d’hydrocarbures. En paralléle de
I'accroissement des énergies renouvelables (éolien, solaire, hydraulique...), les nouveaux
types de pétroles dits « non conventionnels » restent une source d’énergie intéressante pour
les compagnies pétrolieres. Ces pétroles « lourds », ainsi que les résidus de raffinage, ont donc
pour objectif d’étre convertis en produits a haute valeur ajoutée, comme des coupes légeres
(essence ou gazole), au sein des unités de craquage.

Au sein de IFPEN, les équipes travaillent couramment a la valorisation de matrices
pétrolieres en tant que carburant. Parmi ces mélanges, certains sont trés difficiles a
caractériser du fait de leurs propriétés (haut point d’ébullition, grande gamme de poids
moléculaire, composés hautement polaires...). La technique de caractérisation détaillée
employée pour la majorité des analyses des coupes pétrolieres est la chromatographie en
phase gazeuse (GC). Cependant, cette technique séparative nécessite une volatilité suffisante
des échantillons ainsi qu’une faible polarité des molécules. Certains mélanges, tels que les
fractions les plus lourdes du pétrole, ne peuvent donc pas étre analysés par chromatographie
en phase gazeuse. La connaissance de ces coupes reste alors limitée du fait du manque d’outils
analytiqgues exploités pour leur caractérisation. Les contaminants métalliques ou
hétéroatomiques contenus dans ces matrices sont nombreux (Ni, V, S...) et peuvent étre la
cause de multiples problémes au sein des unités de conversion ou de traitement
(empoisonnement des catalyseurs par exemple...). En outre, les spécifications
environnementales tendent a se durcir concernant les teneurs en soufre, d’ou la nécessité de
mieux caractériser les fractions les plus lourdes du pétrole, qui en contiennent jusqu’a
plusieurs pourcents.

Pour accéder a I'analyse par spéciation de ces matrices pétroliéres, la chromatographie
en phase liquide bidimensionnelle couplée a une détection spécifigue comme Ia
spectrométrie de masse a couplage inductif (LCxLC-ICP-MS) a été envisagée dans cette étude.
Il a été largement démontré en LCxLC que l'ajout d’'une dimension de séparation permet un
gain important en capacité de pics par rapport aux analyses unidimensionnelles. Le haut
pouvoir de séparation offert par la LCxLC, avec une détection spécifique, telle que I'ICP-
MS/MS, permet donc d’envisager une bonne caractérisation des espéces métalliques
présentes, sans se limiter a la teneur totale en éléments. Un tel couplage reste, a notre
connaissance, inédit a ce jour.

Une description des matrices pétroliéres (produits issus des coupes pétroliéres
lourdes) est proposée dans le chapitre 1, ainsi qu’un état de l'art des contraintes liées au
couplage de la chromatographie liquide avec I'lCP-MS/MS et des solutions qui sont proposées.
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Ce chapitre détaille les principes théoriques de la chromatographie liquide bidimensionnelle.
Apres avoir décrit dans le chapitre 2 les conditions expérimentales utilisées dans les
différentes études, I'optimisation de l'interface de couplage entre LC et ICP-MS/MS est
détaillée dans le chapitre 3. La démarche d’optimisation est fondée sur une méthodologie
permettant de quantifier la perte d’efficacité induite par les différentes interfaces envisagées.
Ces différentes interfaces, (systeme d’introduction d’échantillon (SIS)) ont ainsi pu étre
comparées. Ce chapitre a aussi pour objectif d’évaluer I'impact de pieces additionnelles (tés,
connectiques...) au montage LCxLC-ICP-MS/MS, et de statuer sur la pertinence de leur
utilisation.

La seconde partie du développement instrumental concerne I'optimisation de la partie
LCxLC. Elle est décrite dans le chapitre 4. Le choix de deux mécanismes de rétention différents
(SEC et RPLC), primordial au vu de la complexité des échantillons (en termes de polarité,
solubilité, poids moléculaire...), est discuté dans ce chapitre. La sélection du mode (hors-ligne
ou en-ligne) ainsi que la position des deux séparations (SECXRPLC ou RPLCxSEC) sont
également discutées. L'introduction de matrices organiques dans les sources plasma est rendu
difficile du fait des nombreuses contraintes instrumentales et analytiques qui sont en jeu. Ceci
est d’autant plus vrai en gradient d’élution en phase inverse (RPLC) lorsque la composition en
solvant organique évolue au cours du temps. Une discussion sur les solutions existantes
pouvant pallier ce probléeme est proposée dans ce chapitre.

Enfin, le chapitre 5 est dédié a I’analyse comparative d’échantillons de provenance
diverse, par la méthode développée dans le chapitre 4. En effet, des observations faites par
les chercheurs de IFPEN, montrent le caractére réfractaire a la conversion de certaines coupes
lourdes. Grace a la méthode proposée, une tentative est menée dans ce chapitre pour
comprendre les comportements des huiles dans les procédés de conversion, et pour les
expliquer a l'aide des cartographies 2D (LCxLC-ICP-MS/MS). La connaissance du poids
moléculaire et de I’hydrophobie de certaines espéces permet d’apporter des informations
complémentaires a celles obtenues.

Quatre études sont présentées sous forme d’articles scientifiques :
Article 1 (chapitre 1)

“Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively coupled plasma-mass
spectrometry for the analysis of organic matrices. 1 Theoretical and experimental
considerations on solute dispersion”

M. Bernardin, F. Bessueille-Barbier, A. Le Masle, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. 1565 (2018) 68—80. d0i:10.1016/j.chroma.2018.06.024



Article 2 (chapitre 3)

“Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively coupled plasma-mass
spectrometry for the analysis of organic matrices. 2 Comparison of Sample Introduction
Systems”

M. Bernardin, F. Bessueille-Barbier, A. Le Masle, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. (2019), 380-387, doi:10.1016/j.chroma.2019.04.074

Article 3 (chapitre 4)

“Comprehensive two-dimensional liquid chromatography with inductively coupled plasma
mass spectrometry detection for the characterization of sulfur, vanadium and nickel
compounds in petroleum products”

M. Bernardin, A. Le Masle, F. Bessueille-Barbier, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. (2019), in press

Article 4 (chapitre 5)

“Speciation of sulfur, vanadium and nickel in heavy crude oils by comprehensive two-
dimensional liquid chromatography hyphenated to inductively coupled plasma mass

spectrometry”

M. Bernardin, A. Le Masle, F. Bessueille-Barbier, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, Talanta (2019),
submitted
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Chapitre 1 - CONTEXTE ET ETAT DE L’ART

Ce chapitre a fait I'objet d’une publication :

Article 1

“Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively coupled plasma-mass
spectrometry for the analysis of organic matrices. 1 Theoretical and experimental
considerations on solute dispersion”

M. Bernardin, F. Bessueille-Barbier, A. Le Masle, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. 1565 (2018) 68-80. d0i:10.1016/j.chroma.2018.06.024
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INTRODUCTION

La chromatographie liquide bidimensionnelle (LC-2D) est une technique séparative a
trés haut pouvoir résolutif. Ce couplage associé a la dimension supplémentaire fournie par la
spectrométrie de masse a couplage inductif offre la possibilité de caractériser des échantillons
d’une grande complexité a I’échelle élémentaire.

Néanmoins, atteindre le plein potentiel d’une analyse bidimensionnelle avec une
détection spécifique est un défi analytique qui requiert la prise en compte des contraintes
instrumentales inhérentes a chacune des deux techniques analytiques. La chromatographie
liguide bidimensionnelle « compréhensive » est une technique complexe qui nécessite, pour
développer correctement des méthodes, d’aborder des équations théoriques et empiriques
reliant de nombreuses grandeurs chromatographiques entre elles. Le couplage de LC-2D avec
I'ICP-MS/MS dans le cas de matrices organiques pose un certain nombre de probléemes d’un
point de vue instrumental, mais permet d’envisager d’obtenir une meilleure caractérisation
des matrices d’intéréts, a I'échelle élémentaire.

Ce chapitre présente dans une premiere partie les matrices qui ont été retenues pour
ce développement instrumental et met en lumiere les techniques analytiques classiquement
utilisées pour leur caractérisation. Une seconde partie est dédiée a la description de la
chromatographie liquide bidimensionnelle et a ses rares applications dans le domaine
pétrolier. Enfin, une derniére partie est consacrée aux contraintes instrumentales liées a un
tel couplage en milieu organique. Une attention particuliére est portée sur I'interface entre le
systéme chromatographique et le systéeme de détection, en particulier les dispersions dans
I'interface, dans le cas des matrices organiques, étant au vu de la littérature, le point faible
des analyses par LC-ICP-MS/MS. D’autre part, I'introduction de solvants organiques dans une
source plasma est un défi dans le domaine de la spectrométrie de masse a couplage inductif.
Un compromis entre sensibilité, stabilité du plasma et haut pouvoir résolutif, doit donc étre
trouvé pour 'analyse de mélanges complexes organiques. Les spécificités d’un tel montage
seront détaillées dans ce chapitre.
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A. MATRICES PETROLIERES

I.  GENERALITES

Le pétrole est issu de I'accumulation de sédiments riches en matiére organique qui
n‘ont pas été recyclés par la biosphere. Sous I'effet de la compression, les couches de
sédiments formées, appelées kérogéne, se transforment en roches qui évoluent en réservoirs
de pétrole. L’épaisseur de ces strates sédimentaires augmente et la température s’éleve,
entrainant ainsi la transformation des matiéres organiques originelles en hydrocarbures
constituées de carbone, d’hydrogene et autres hétéroatomes [1]. Un pétrole brut extrait du
sol contient un grand nombre de fractions que I'on peut différencier par leur point
d’ébullition.

Le raffinage permet, grace a une étape de distillation a pression atmosphérique, la
séparation des fractions légeres d’un pétrole (gaz, essence, kéroséne...) qui seront valorisées
en tant que carburant aprés un traitement final adéquat. Le résidu atmosphérique obtenu a
I'issue de cette étape peut subir une seconde distillation, dans des conditions de faible
pression, afin d’abaisser les températures d’ébullition des composés et ainsi récupérer un
maximum de distillat valorisable en carburant aprés conversion et traitement final. Un résidu
sous vide (RSV) est récupéré apres cette seconde étape et contient les fractions les plus
lourdes du pétrole, notamment les asphalténes et les résines [2]. Ces deux étapes de
distillations sont illustrées de facon schématique sur la Figure 1-1.

Gaz

Distillat léger et moyen
(Clo a CZS)

pétrole
brut

]
c 3
© =
5 -0
© C
=
@ 0
@ [

=
<

Résidu
atmosphérique
(RA)

—> Gazole lourd

Gazole sous
— vide lourd
(VGO)

Distillation sous

Résidu sous
vide (RSV)

Figure 1-1 : Représentation schématique des étapes de distillation au sein d’une raffinerie
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La Figure 1-2 présente les différentes coupes pétroliéres existantes en fonction du
nombre de carbones et de leur température d’ébullition.

T Gaz combustible C,-G
Propane (oN
Butane C,
0°C —
Essence légere
Coupe essence —————— G, G,
Essence lourde
185°C || G0l
P . CQ—Cll
Kérosene
220°C 3 240°C |— Ci3C,
Gazole léger
360°C 4 380°C || C,0.C5s
550°C 3 600°C |_| Cso
C50+
Résidu sous vide

Figure 1-2 : Représentation schématique des différentes coupes pétroliéres (adapté de
formation IFP Training 2018 — RA DIV-MS18 - Ver1.0)

Les coupes lourdes sont encore assez peu valorisées en carburant étant de loin les plus
difficiles a convertir et a purifier dans les pétroles. Elles servent surtout comme combustible
(fiouls lourds industriels), comme base pour I'élaboration des bitumes routiers ou encore
comme carburant lourd (fioul lourd de soute) pour les navires de gros tonnage. Toutefois, le
marché des fiouls lourds industriels se réduit chaque année davantage. Celui des bitumes
reste relativement stable, alors que celui des fiouls de soute augmente. Ces coupes lourdes
sont appelées a étre de plus en plus converties et purifiées dans les années a venir. Néanmoins
des contraintes extrémement sévéeres sont attendues prochainement concernant la teneur en
soufre par exemple.

Il.  COMPOSITION DES PETROLES BRUTS

A température ambiante, les pétroles bruts sont des mélanges complexes pouvant se
présenter sous plusieurs formes : liquide, gazeux, ou solide en fonction du nombre d’atomes
de carbone qu’ils contiennent. Ces atomes de carbone s’associent a d’autres atomes
conduisant a la formation de composés chimiques diversifiés qu’il est possible de regrouper
en différentes familles [3].
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1. Hydrocarbures

Ce sont les constituants essentiels des pétroles. Ces molécules ne contiennent que des
atomes de carbone et d’hydrogene et se regroupent en plusieurs familles chimiques selon
gu’elles contiennent ou non des liaisons doubles, triples ou des noyaux aromatiques. Ces
structures sont basées sur la tétravalence de I'atome de carbone. Il est donc possible de
différencier les composés saturés pour lesquels toutes les liaisons sont complétées par des
atomes d’hydrogene, des composés insaturés qui présentent des liaisons C=C et/ou C=C.

1.1. Hydrocarbures saturés

IIs sont constitués d’'un ensemble d’atomes de carbone portant chacun de 0 a 3 atomes
d’hydrogéne. On distingue deux types de molécules : celles constituées d’atomes de carbone
saturés par de I’hydrogene (paraffines), et celles cycliques (naphténes).

Les paraffines peuvent, elles aussi, étre divisées en deux catégories : les paraffines
normales (n-paraffines) constituées de chaines linéaires, et les paraffines ramifiées (iso-
paraffines) pour lesquelles les atomes de carbone forment des chaines branchées.

D’autre part, les composés naphténiques se caractérisent par la présence de cycle(s)
saturé(s) de 5 ou 6 atomes de carbone formant des cyclopentanes ou des cyclohexanes qui
ont la possibilité d’étre ramifiés par une chaine paraffinique elle-méme droite ou ramifiée. Il
existe aussi la possibilité d’avoir des cycles condensés.

1.2. Hydrocarbures insaturés

Les composés aromatiques ainsi que les oléfines constituent les deux familles
d’hydrocarbures insaturés. Les aromatiques comprennent un ou plusieurs cycles benzéniques,
appelés hydrocarbures polyaromatiques. Les oléfines sont composées d’atomes en chaine
avec une ou deux doubles liaisons mais il existe aussi des oléfines cycliques. Les oléfines ne
sont pas présentes dans le pétrole brut mais on les retrouve dans les procédés de raffinage,
particulierement dans les fractions provenant de procédés de conversion des fractions
lourdes, que ces procédés soient thermiques ou catalytiques. Ce sont des matiéres de base
importantes dans la pétrochimie [3].

2. Composés hétéroatomiques

2.1. Composés soufrés

Le soufre est I'un des hétéroéléments le plus répandu dans les pétroles bruts. Les
composés soufrés se divisent en quatre groupes : les thiols de formule brute R-S-H, les sulfures
ou ils s’intercalent dans une chaine ou un cycle saturé R-S-R’ voire méme les polysulfures de
formule brute R-S...-S-R’ et les thiophéniques pour lesquels le soufre est inséré dans un cycle
aromatique (ex : benzothiophéne...). La caractérisation de ces produits est nécessaire car ils
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sont nocifs pour diverses raisons : odeurs désagréables, production de SO, par combustion,
empoisonnement des catalyseurs. Un grand nombre de procédés de raffinage, appelés
procédés de désulfuration, ont pour objectif d’éliminer ces molécules soufrées qui se trouvent
dans les produits pétroliers, jusqu’a plusieurs pourcents.

2.2. Composés oxygénés

Les pétroles bruts comprennent en regle générale, moins d’oxygene que de soufre.
Malgré sa faible abondance, |'oxygene participe au caractére acide des pétroles qui leur
confére des propriétés corrosives, non souhaitables. Les familles chimiques de composés
oxygénés principalement retrouvées dans le pétrole sont les phénols, les furanes et
benzofuranes ol un cycle oxygéné est condensé a un ou plusieurs cycles aromatiques, et les
acides carboxyliques.

2.3. Composés azotés

Ces derniers sont essentiellement présents dans les fractions lourdes du pétrole et en
plus faible quantité que les composés soufrés. lls se retrouvent majoritairement dans les
fractions a haut point d’ébullition (>250 °C) tels que les gazoles, distillats/résidus sous vide ou
encore les asphalténes [3]. L'azote peut se trouver sous la forme d’amides saturés ou
aromatiques, d’amines, de carbazoles ou encore de pyridines. De maniére générale, les
propriétés chimiques de ces espéces constituent un obstacle (empoisonnement ou inhibition
de catalyseurs) a la conversion catalytique des produits lourds.

2.4, Composés organométalliques

Des éléments métalliques tels que le nickel et le vanadium sont présents dans les
fractions lourdes du pétrole jusqu'a quelques centaines de parties par million (ppm). On les
retrouve dans les résines et les asphalténes. Une partie de ces molécules constitue la famille
des porphyrines ou le motif de base est constitué par un ensemble de quatre cycles
pyrroliques, le métal étant chélaté au centre de cet ensemble (Figure 1-3).

Figure 1-3 : Exemple de composés porphyriniques avec du nickel

Lorsque le métal central d'une porphyrine est le vanadium, celui-ci se trouve
systématiquement sous sa forme oxydée [4]. La présence de ces éléments métalliques dans
les fractions lourdes du pétrole a un impact sur les procédés de conversion. En effet, ils sont
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en partie responsables de la contamination et de la désactivation des catalyseurs utilisés dans
les raffineries [5]. lls peuvent étre responsables par exemple des phénomenes de corrosion
par formation de vanadates lors de la combustion. Ils sont aussi responsables du vieillissement
des catalyseurs d'hydroconversion et d'hydrotraitement des fractions résiduelles dans la
mesure ol ils restent sur le catalyseur et recouvrent petit a petit les sites actifs. Ces métaux
sont également présents dans des structures autres que porphyriniques qui n’ont pas été
identifiées a ce jour. Il a de plus été récemment démontré que les porphyrines métalliques
jouaient un réle important dans I'agrégation des asphalténes en étant piégées d’une certaine
maniere par ces molécules a haut poids moléculaire [6].

Le Tableau 1-1 résume les différentes familles de composés chimiques susceptibles de

se retrouver dans les pétroles bruts.

Tableau 1-1 : Exemples de structures moléculaires présentes dans les produits pétroliers

Famille Nom Structure moléculaire
Méthane CHa
Ethane Cc-C
n-Butane C-C-C-C
Cc
Isobutane R

Hydrocarbures saturés

Cyclopentane

O

Cyclohexane

Cyclane

Hydrocarbures insaturés

Benzéne

@
O
>

Naphtalene

Oléfines e v
R—s
Thiol \
H
Composés soufrés Sulfure PN
Thiophéne

Composés oxygénés

Acide naphténique
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Il.  FRACTIONNEMENT DES PETROLES BRUTS

Les fractions les plus lourdes du pétrole ne sont, a I’heure actuelle, pas décrites avec
un détail moléculaire, méme si de nombreuses études sont en cours pour caractériser au
mieux ces fractions. En raison de la complexité des produits pétroliers lourds, il est courant de
les séparer en fonction de leur polarité et de leur solubilité pour obtenir 4 fractions
communément appelées «SARA». Ces fractions sont constituées de composés Saturés,
d’Aromatiques, de Résines et d’Asphalténes. Les techniques analytiques telles que la
chromatographie d’adsorption gravimétrique, la chromatographie en phase liquide haute
performance, ou encore la chromatographie sur couche mince sont traditionnellement
utilisées pour séparer ces différentes familles chimiques (Figure 1-4) [7].
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Figure 1-4 : Schéma de séparation traditionnel des SARA, adapté de [8]

1. Saturés

Comme détaillé précédemment, cette famille de composés apolaires est constituée de
paraffines ainsi que de cycles naphténiques et elle ne contient quasiment pas
d’hétéroéléments (mis a part le soufre).

2. Aromatiques

Cette famille est formée de molécules contenant jusqu'a 5 ou 6 cycles aromatiques
(condensés ou non), pouvant étre alkylés. Les éléments soufrés sont contenus dans cette
famille, ainsi que des éléments tels que I'azote ou I'oxygene.

3. Résines

La famille des résines contient des structures aromatiques tres marquées. Leur masse
moléculaire peut varier de 100 & 1000 g.mol?! [3]. La coupure entre les familles des
aromatiques et des résines varie selon la méthode de séparation appliquée. Cette fraction
reste néanmoins riche en hétéroéléments.

4. Asphalténes

Les asphalténes sont constitués d’agrégats de différentes tailles. Leur masse
moléculaire peut varier de 1000 & 100 000 g.mol™* [3]. Ce sont des solides noirs et brillants.
L'unité de base des asphaltenes est un feuillet polyaromatique péricondensé, comportant des
hétérocycles (N, S) supportant des groupements fonctionnels et des substituants alkyles. Ce
type de structure est appelé « continental » [9]. Mais les asphalténes peuvent aussi étre dits
de type « archipel » [9], si les noyaux aromatiques sont reliés par des chaines alkyles
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hétéroatomiques ou non. Un repliement de la construction place les feuillets ou les cycles,
selon le type de structure, en empilement dont la cohésion est assurée par les électrons m des
doubles liaisons des cycles benzéniques. Finalement, les particules s’associent par attraction
dipolaire pour former des agrégats de différentes tailles [10]. De ces agrégats résultent des
propriétés comme |'auto-association, la floculation, la sédimentation et la précipitation [9].
Les asphalténes sont concentrés en hétéroatomes : soufre, azote, nickel et vanadium [10].
Leur teneur est variable en fonction de I'origine des pétroles.

Les asphaltenes peuvent étre séparés des autres constituants du pétrole (malténes)
par précipitation dans du n-heptane ou n-hexane en fonction des protocoles utilisés [11]. Les
asphalténes sont définis par leur insolubilité dans un solvant paraffinique donné (n-Cs ou n-
C7) tandis que les malténes, a l'inverse, sont définis par leur solubilité dans ce méme solvant
paraffinique du fait de leur caractere plus apolaire.

IV.  PRINCIPAUX PROCEDES DE CONVERSION DES FRACTIONS LOURDES
DU PETROLE

Les réserves en pétrole conventionnels sont en nette diminution, un intérét croissant
est donc porté sur les réserves dites « non-conventionnelles » constituées de bruts lourds
(originaire du Venezuela ou du Canada par exemple). Dans ces pétroles, la part de coupes
lourdes peut atteindre 80 %. Etant donné la complexité de ces coupes, non ou peu distillables,
et leur richesse en hétéroéléments et en métaux, des procédés de séparation ont été
développés afin de les éliminer ou de les séparer du reste de la matrice d'hydrocarbures. Ils
sont divisés en deux catégories : ceux avec rejets de carbone tels que le désasphaltage ou la
cokéfaction, et ceux sans rejet de carbone comme les procédés de conversion sous pression
d’hydrogéne. Les procédés principalement utilisés a IFPEN sont des conversions sous forte
pression d'hydrogéne, ou hydroconversion.

1. Désasphaltage

Il s’agit d’'une technique de séparation des asphalténes et des maltenes d’un pétrole
développée a I’échelle industrielle. Elle consiste a faire précipiter les asphalténes en utilisant
un solvant paraffinique léger (propane Cs, butane C4, pentane Cs, hexane Cg, heptane Cy7) [12].
Selon le nombre de carbone du solvant paraffinique utilisé pour le désasphaltage, on parlera
d'asphalténes Cs, C4, Cs, Cs ou Cy. En effet, I'addition d’un tel solvant casse I'équilibre entre les
différentes entités asphaltenes (molécules isolées ou agrégats) et le reste de la matrice
pétroliere. Ce procédé conduit donc a la formation d’une phase asphalte contenant les
asphalténes, d’une fraction plus ou moins importante, mais notable, des résines les plus
polaires, et d’'une huile désasphaltée (DAO pour De Asphalted Qil) ne contenant plus
d'asphalténes et formée de composés saturés, aromatiques et résines les moins polaires.
Plusieurs parametres ou conditions opératoires, tels que la nature du solvant utilisé, le ratio
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entre le solvant d’extraction, la quantité d’échantillon a désasphalter ou encore le temps de
contact, vont avoir une influence sur la séparation des phases asphaltes et des malténes [13].

2. Procédeés d’hydroconversion

Une alternative au procédé présenté précédemment est possible. En effet, la
valorisation des fractions pétrolieres lourdes ne nécessite pas systématiquement un
fractionnement  préalable tel que le désasphaltage. Des procédés dits
d'hydroconversion/hydrotraitement ont pour objectif de traiter directement des charges de
type résidu atmosphérique (RA) ou résidu sous vide (RSV) afin de les rendre valorisables en
coupes légéres ou de distillats moyens. Ces procédés fonctionnent sous forte pression
d’hydrogéne et en présence de catalyseurs sulfures adaptés. Ills mettent en jeu des réactions
d'hydrodésulfuration (HDS), d'hydrodémétallation (HDM), d'hydrodésazotation (HDN),
d'hydrogénation des cycles aromatiques (HDAr, HDCCR), de conversion des asphalténes
(HDAC?7), associés pour les plus convertissant a des réactions de craquage en présence
d'hydrogene. Quel que soit le réacteur utilisé, le catalyseur se compose généralement
d'oxydes de molybdene, cobalt, nickel ou tungsténe sur un support d'alumine, de silice ou
d'un mélange alumine/silice, et, est sulfuré pour étre actif en hydrotraitement [12,14].

V.  DIFFICULTES RENCONTREES DANS LE CAS DE LA CONVERSION DES
PRODUITS LOURDS

Le choix du procédé de conversion nécessite donc une bonne connaissance de la
charge a traiter. Pour déterminer le procédé qui sera le plus adapté a une charge donnée, il
est important d'avoir une idée de la teneur en asphalténes et en métaux de celle-ci. De plus,
pour envisager une amélioration des procédés, afin d'augmenter la qualité des produits, la
durée de vie des catalyseurs et les taux de conversion, il est indispensable de pouvoir apporter
une explication précise au caractere réfractaire a la conversion de certaines charges. Les
métaux s'adsorbent sur les catalyseurs en provoquant leur désactivation, une connaissance
approfondie des produits métallés pourrait permettre d'expliquer de maniere détaillée ce
phénomene d'adsorption. Il serait alors possible d'améliorer la technologie des catalyseurs
utilisés pour les procédés de conversion. Ce manque de connaissances des fractions lourdes
utilisées en tant que charge a conduit a de nombreux développements analytiques [15]. La
caractérisation des fractions les plus lourdes (asphaltenes) est particulierement recherchée ;
les espéces métallées, en grande majorité présentes dans ces coupes asphalténes, sont
notamment au centre de beaucoup de projets analytiques [16].

VI.  CARACTERISATION CHIMIQUE DES COUPES PETROLIERES LOURDES

D’une maniere générale, la chromatographie en phase gazeuse reste la technique de
choix pour I'analyse détaillée des distillats pétroliers. Le développement de Ia
chromatographie en phase gazeuse mono et bidimensionnelle a d’ailleurs permis, grace a son
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haut pouvoir séparatif, d’acquérir une connaissance détaillée des coupes pétrolieres légeres
(essences, kérosenes, gazoles) et une approche par grandes familles pour les coupes
pétrolieres plus lourdes (distillats sous vide). Cependant, la grande polydispersité en masse
moléculaire des coupes lourdes de type RSV, leur faible volatilité (point d'ébullition supérieur
a 550°C) et le fait qu'elles contiennent des molécules pouvant s’agréger, limitent I’utilisation
des techniques habituellement utilisées. La chromatographie en phase gazeuse [3] ne suffit
pas a fournir un détail moléculaire suffisant. Grace au développement de phases stationnaires
résistantes a de trés hautes températures, des composés lourds peuvent tout de méme étre
désormais élués en HT-GC. De ce fait, des alcanes linéaires contenant jusqu’a 68 atomes de
carbone (n-Ceg) ont pu étre observés a IFPEN lors d’analyses en HT-GCxGC, ainsi que des
composés contenant jusqu’a 7 cycles aromatiques tels que le coronéne [17].

La RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) peut aussi étre utilisée pour obtenir une
guantification des différentes macro-familles (saturés et aromatiques) en vue de calculer des
ratios C/H aliphatiques et C/H aromatiques, et ce grace a la RMN du proton. De méme, la RMN
du carbone permet de distinguer les carbones aromatiques des carbones aliphatiques des
fractions pétrolieres. Enfin, les fonctions chimiques comprenant des hétéroatomes,
notamment des fonctions acides, peuvent étre distinguées par RMN [18].

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) fournit une information
sur les fonctions chimiques présentes dans les fractions pétrolieres. Grace a cet outil
analytique, il est possible de mettre en évidence des fonctions oxygénées telles que des acides
carboxyliques, des phénols, des cétones ou des esters. Pour les produits lourds du pétrole,
I'information sur le caractere aromatique et aliphatique, de méme que les longueurs et les
ramifications des chaines alkyles, sont aussi déterminées par FTIR. De ce fait, cette technique
est complémentaire a la RMN pour la description des fonctions chimiques présentes dans les
fractions pétrolieres lourdes [19-21].

Afin d’acquérir plus d’informations sur les hétéroéléments majoritairement présents
dans les fractions pétrolieres lourdes (S, N, Ni et V), des techniques aux rayons X ont été
largement employées. La technique XANES (« X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy »)
permet d’étudier la structure électronique de ces hétéroéléments. Elle a permis notamment
de mettre en évidence les différentes formes chimiques du soufre présentes dans les
asphalténes (thiophénes, sulfures, sulfones, sulfoxydes), mais aussi de I'azote (structures
pyridiniques et pyrroliques) [22,23]. La technique EXAFS (« Extended X-ray Fine Structure »)
fournit de [linformation sur les atomes voisins d'un élément particulier (distances
interatomiques avec les voisins et nombre de ses voisins). Elle a permis, avec la technique
XANES, de découvrir I'’environnement chimique du nickel et du vanadium [50,51]. L’existence
de structures porphyriniques a ainsi été mise en évidence. Ces deux techniques démontrent
aussi I'existence de structures non porphyriniques, mais dont la nature est toujours inconnue
actuellement. La technique XPS (« X-ray Photoelectron Spectroscopy ») est une analyse de
surface par irradiation qui permet notamment de connaitre la composition élémentaire de
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matériaux et I'état d’oxydation des éléments détectés. Cette technique est tres utile pour
apporter une explication aux phénomeénes d’adsorption des asphaltenes sur les surfaces
métalliques, adsorption qui complique les étapes de production et de transport d'un pétrole
lourd [24,25]. L'XPS est aussi utilisé pour déterminer les différentes formes que peut prendre
le soufre (sulfures, thiophenes...) dans les produits lourds [26].

La Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) est une technique dont le principe
est similaire a celui de la RMN, a la différence qu’en RPE, ce sont les spins des électrons qui
sont excités et non ceux des noyaux atomiques. Pour étre détecté par RPE, un élément doit
alors étre paramagnétique (posséder au moins un électron non apparié) : il sera donc possible
de détecter le vanadium (degré d'oxydation IV) par RPE, mais le nickel ne sera pas détecté
dans son degré d’oxydation Il (degré d’oxydation au sein des porphyrines). La technique a
permis de déterminer I'environnement chimique moyen du vanadium dans les pétroles bruts
[27,28].

La Spectrométrie de masse (MS) est utilisée dans le but de détecter des composés
spécifiquement en fournissant, dans le cas d’une résolution suffisante, leur masse exacte
permettant d’accéder a leur formule brute. Elle permet un détail moléculaire que ne
permettent pas les techniques citées précédemment. Le choix de la source d’ionisation est
I'’étape principale de I'optimisation d’une détection par spectrométrie de masse. Afin
d’obtenir le maximum d’informations, un analyseur de type FTICR (Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance) est le plus souvent choisi pour sa trés grande résolution. Ce type
d’analyseur est généralement associé a une source ESI (Electrospray lonisation) et permet de
distinguer plus de 10 000 composés en fournissant leur formule brute [29—-31].

La Fluorescence X (FX) est largement utilisée dans I'industrie pétroliere pour étudier
I'ensemble des produits pétroliers mais aussi pour analyser les catalyseurs. L’échantillon est
soumis a un rayonnement X primaire. Sous l'effet de ce rayonnement, des électrons des
couches internes sont arrachés. Les « trous » occasionnés par ces départs sont comblés par
des électrons venant des couches supérieures. Ce réarrangement électronique s’accompagne
d’une émission de rayons X dits secondaires dont les longueurs d’onde sont caractéristiques
d’un élément présent. Cette technique est utilisée pour le dosage des métaux tels que le
nickel, le vanadium, le fer, ainsi que le plomb [3,32].

La Combustion est une technique d’analyse permettant le dosage du soufre du
carbone, de I’hydrogene et de I'azote dans les produits pétroliers. La substance a analyser est
introduite dans un four chauffé a 1050 °C, balayé par un mélange d’hélium et d’oxygene. Les
produits de combustion passent sur un oxydant (Cr.0s, Co30a...) ou ils sont alors transformés
en COy, H,0 et oxydes d’azote NOy, puis entrainés par le gaz inerte. Le mélange passe sur du
cuivre chauffé a 650°C qui va réduire les NOx en Na. Les gaz sont ensuite séparés par une
colonne de chromatographie gazeuse équipée d’un détecteur catharométrique. D’autres
techniques d’analyse peuvent se substituer a la chromatographie gazeuse, comme la
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gravimétrie aprés absorption sur différents pieges [3]. L'analyse par combustion des produits
soufrés peut aussi étre réalisée sur les produits pétroliers. L’échantillon est pyrolysé dans un
courant d’oxygéne-azote (80/20) vers 1050-1110 °C, les gaz de combustion peuvent étre dosés
par iodométrie, ou encore par fluorescence UV [3].

Enfin, I'ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) est une technique
d’analyse élémentaire employée pour I'analyse des fractions pétrolieéres. Dans ce cas, les
molécules de I'échantillon sont dans un premier temps atomisées, puis excitées, et enfin
ionisées grace a un plasma d’argon a 8000 °C. L'ICP-MS permet de détecter et quantifier les
isotopes des éléments présents dans la matrice étudiée. Cette technique a été employée pour
I'analyse des métaux tels que le vanadium et le nickel pour des fractions lourdes du pétrole
[11]. Cette technique de détection peut étre accompagnée d’'une méthode de séparation en
amont comme la chromatographie d’exclusion stérique (SEC ou GPC), permettant de séparer
les espéces en fonction de leur masse moléculaire. Ces analyses sont appelées, analyses de
« spéciation » et permettent d’obtenir des informations en fonction des différentes formes
chimiques d’un élément, dans un environnement donné [33]. Ce type d’analyses réalisées
avec une seule dimension de séparation est le plus souvent employé pour accéder a I'analyse
de spéciation élémentaire des éléments Ni et V [34—39]. En raison de la grande complexité de
ces matrices, des études sont d’autre part consacrées a la simplification des coupes lourdes
en amont des analyses de GPC [40] et ce par extraction liquide-liquide par exemple. Enfin,
trois revues ont été publiées a ce jour concernant les analyses de spéciation réalisées sur les
produits pétroliers lourds [11,16,41]. Au vu de ces études, il s'avere que certains auteurs
utilisent deux dimensions de séparation en amont de la détection ICP-MS. La
chromatographie a polarité de phase normale (NP), sur phase stationnaire silice, est utilisée
par Caumette et al. [42] pour apporter une dimension de séparation supplémentaire a la GPC.
La phase normale est choisie ici pour permettre la solubilisation des matrices dans la phase
mobile, un gradient de solvant xylene/THF est réalisé. La chromatographie d’exclusion
stérique n’est pas le seul mécanisme de rétention employé pour I'analyse des constituants du
pétrole. C.B. Duyck et al. [43] et F.G. Wandekoken et al. [44] se sont intéressés au couplage
unidimensionnel de la chromatographie a polarité de phases inversées (RPLC) avec I'ICP-MS,
pour 'analyse de structures porphyriniques dans le cas du vanadium et/ou du nickel. Pour cela
une phase stationnaire silice greffée Cis est employée, communément a ces deux articles. En
revanche, les phases mobiles utilisées difféerent quelque peu. Elles sont respectivement
composées d’un mélange méthanol/chloroforme ou encore d’'un mélange méthanol/toluéne.

Toutefois, ces caractérisations semblent insuffisantes pour comprendre au mieux les
comportements de ces matrices au sein des unités de raffinage. En effet, les profils SEC seuls
ne permettent pas d’expliquer pourquoi certaines matrices sont plus difficiles a convertir que
d’autres, une dimension de séparation additionnelle pourrait permettre de mieux
comprendre les phénomeénes présents au sein des unités de conversion et de lever un certain
nombre de verrous analytiques.
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Vil.  CONCLUSION

Les produits pétroliers sont donc des matrices d’une grande complexité de par le
nombre de molécules qui les composent. Ainsi, du fait de leurs propriétés chimiques et
physiques, les outils analytiques qui peuvent étre utilisés pour caractériser ces coupes lourdes
ne permettent pas actuellement d’obtenir le détail moléculaire et élémentaire souhaité. Il est
donc nécessaire de développer de nouveaux outils possédant un grand pouvoir de séparation.
Au vu de la littérature, le couplage unidimensionnelle SEC-ICP-MS/MS est largement utilisé
pour la caractérisation des fractions lourdes du pétrole d’un point de vue élémentaire, mais
ne permet pas d’obtenir une vision compléte des espéces présentes dans ces matrices. La
chromatographie liquide bidimensionnelle apparait étre une technique de choix qui pourrait
permettre de lever un certain nombre de verrous analytiques. Le couplage avec une détection
ICP-MS/MS va permettre d’obtenir des informations a I’échelle élémentaire concernant les
éléments soufre, vanadium et nickel, responsables d’un certain nombre de problémes au sein
des unités de raffinage. Ainsi le développement de la chromatographie liquide
bidimensionnelle couplée a I'lCP-MS/MS est envisagé, cette technique pouvant s’adapter a la
grande complexité des matrices d’intéréts. Les points d’attention d’un tel coulage sont
détaillés dans la suite de ce chapitre : (i) mise en place de I'analyse bidimensionnelle, (ii)
interface de couplage entre la LC et I'|CP-MS/MS dans le cas des matrices organiques, et enfin
(ii) utilisation d’un analyseur triple quadrip6le ICP-MS/MS.

Chapitre 1 — Contexte et état de I'art |20



B. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE BIDIMENSIONNELLE

. PRINCIPE GENERAL

En chromatographie en phase liquide unidimensionnelle, on ne peut guére espérer
séparer plus de 200 a 500 pics [45,46]. Il faut noter que ce nombre important ne peut étre
atteint qu’avec des phases stationnaires et des phases mobiles possédant un haut pouvoir
résolutif pour les composés a séparer et au prix d’une durée d’analyse significative (de
guelques heures a quelques dizaines d’heures), en utilisant des colonnes tres longues [47].
Ces performances ne sont pas suffisantes pour des mélanges trés complexes tels que ceux que
nous souhaitons étudier (pouvant contenir plus de 40 atomes de carbones [48]). La mise en
place d'une séparation bidimensionnelle permet d’augmenter le nombre de pics qu'il est
possible de séparer pour un temps d’analyse donné. La chromatographie liquide
bidimensionnelle permet d’effectuer deux séparations successives d’un méme échantillon. Un
changement de sélectivité entre les deux dimensions permet de séparer en seconde
dimension des composés qui coéluent dans la premiere dimension.

Il existe plusieurs modes possibles en chromatographie bidimensionnelles, chacun
présentant des avantages et des inconvénients. Avec le mode « heart-cutting », noté LC-LC,
une seule fraction de I’échantillon est injectée dans la deuxieme dimension. Cette approche
est adaptée lorsqu’un groupe spécifigue de composés doit étre analysé. Il permet d’éviter
d’envoyer dans le détecteur le reste de la matrice [49].

En revanche, quand l'objectif de I'analyse est de caractériser la totalité d’un
échantillon, le couplage bidimensionnel de type « comprehensive » sera plus adapté. Dans
cette configuration, notée LCxLC, tous les constituants du mélange traversent les deux
dimensions de séparation. L’intégralité du flux sortant de la premiére dimension sera
réinjectée par tranches successives pour subir une seconde séparation sur la deuxiéme
dimension. Ainsi, du fait des mélanges trés complexes a analyser et dont la connaissance reste
limitée, un tel systéme est a privilégier pour les problématiques des produits pétroliers lourds.
Par la suite, nous nous intéresserons essentiellement a la chromatographie liquide
bidimensionnelle comprehensive pour maximiser le pouvoir de séparation.

Un systeme multidimensionnel est dit hors-ligne (off-line), lorsque les deux
dimensions de I'analyse bidimensionnelle sont réalisées de maniére indépendante. Dans ce
cas, I'effluent de la premiére colonne est collecté en un nombre variable de fractions, selon la
vitesse de collecte. Puis les fractions sont injectées indépendamment dans la seconde
dimension. Avec ce type d’analyse il existe un risque de contamination ou de perte de
I’échantillon et les temps d’analyses sont relativement longs, en revanche les capacités de pics
obtenues peuvent étre tres élevées [50].
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Au contraire, un systéme multidimensionnel est dit en-ligne (on-line), lorsque le
transfert de I'effluent de la premiere dimension vers la seconde dimension se fait avec une
modulation en continu. Entre les deux colonnes des deux dimensions se trouve une interface
permettant ce transfert, comme le montre la Figure 1-5. Un tel systeme est complétement
automatisé et permet donc des analyses dans un temps relativement court en comparaison
du mode hors-ligne.

< > < >

Premiére Dimension Seconde Dimension

Poubelle

Colonne 1 Colonne 2

Passeur
échantillon

Poubelle

Détection

Figure 1-5 : Schéma de 'instrumentation en chromatographie liquide bidimensionnelle en-
ligne

Il.  TRAITEMENT DES DONNEES

Le traitement des données est un défi, car une analyse bidimensionnelle génére une
guantité importante de données, ce a quoi se rajoute en général, la troisieme dimension
apportée par la détection [51].

1. Prétraitement des données

En mode en-ligne, la premiére dimension est échantillonnée et chacune des fractions
est analysée dans les conditions de la deuxieme dimension, en un temps égal au temps
d’échantillonnage. Un long chromatogramme est généralement obtenu a l'issue de la seconde
dimension. Celui-ci est découpé en autant de chromatogrammes qu’il y a de fractions [51]. En
revanche, dans le cas d’analyses bidimensionnelles hors-ligne, I'analyse de chaque fraction de
seconde dimension donne lieu a un seul chromatogramme, la reconstitution d’'une matrice de
données est donc possible pour permettre |I'exploitation des résultats.

S’ensuit une étape de transformation de la représentation graphique dans le but
d’aligner les chromatogrammes de toutes les fractions pour faciliter la visualisation en 2D.
Cette étape consiste en l'alignement des temps de rétention. En effet, il existe en
chromatographie, des décalages incontrolés qui peuvent étre dus a des variations de
température, de pression, ou encore a des effets de matrice [51]. Ce phénomeéne est d’autant
plus vrai qu’il peut avoir lieu dans chacune des deux dimensions. Dans le cas de certains
systémes commerciaux, s’ajoutent a ceci, des décalages contrb6lés qui sont eux, liés a

Chapitre 1 — Contexte et état de I'art |22



d’éventuels chemins additionnels présents au niveau de l'interface entre les deux dimensions
[51]. Vient ensuite I'étape d’affectation des pics de deuxieme dimension a un pic de premiére
dimension. En effet, de par I'’échantillonnage des pics de premiere dimension, plusieurs pics
de seconde dimension correspondent au méme composé et doivent étre regroupés pour
permettre |'exploitation des données [52,53]. Enfin, la correction du bruit de fond est
nécessaire lors du prétraitement, afin d’améliorer la représentation finale. En effet, certains
phénomenes peuvent venir perturber la ligne de base des chromatogrammes de seconde
dimension comme :

- le changement d’indice de réfraction du milieu, lié a I'introduction du solvant de la
seconde dimension qui va former un pic trés intense en début de chromatogramme
dans le cas d’un de l'utilisation d’un détecteur UV [54],

- l'utilisation des gradients qui vont provoquer une dérive de la ligne de base [51],

- unretour rapide aux conditions initiales qui va perturber le signal.

Tres peu de logiciels dédiés au retraitement des données sont commercialement
disponibles. De plus, les logiciels comme LC-Image (Zoex) ne permettent pas toujours de
traiter les données comme souhaité, et les laboratoires qui réalisent ce type d’analyses ont
souvent di développer leur propre logiciel de retraitement, via le plus souvent I'utilisation de
Matlab.

2. Représentation des données

La matrice de données obtenue permet, aprés retraitement, de visualiser les
chromatogrammes sous deux formes différentes :

- tracé de contour en 2D : les axes d’abscisses et d’ordonnées représentent le temps
dans chacune des dimensions de la séparation, la couleur des taches représente
I'intensité des pics (Figure 1-6),
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Figure 1-6 : Visualisation des données obtenues en 2D-LC en 2D (adapté de [55])

- tracé en 3D : les abscisses et les ordonnées représentent le temps dans chacune des
dimensions, un troisieme axe vertical représente I'intensité du signal (Figure 1-7).
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D1 (min) 50 D2(s)

Figure 1-7 : Visualisation des données obtenues en 2D-LC en 3D (adapté de [55])

. ASPECTS THEORIQUES : CAPACITE DE PICS

Historiguement, la capacité de pics a été introduite par Giddings [56], comme le
nombre de pics, qui peuvent étre placés cote a cote entre le premier pic (souvent représenté
par le temps mort, t,) et le dernier pic d’intérét, avec une résolution constante. Cette
résolution est généralement fixée a 1 ce qui correspond a un écart de 40 entre les temps de
rétention pour deux pics gaussiens. La capacité de pics d’un échantillon, n., telle qu’elle a été
définie par Dolan [57], est donnée par la relation [58] :

—1+ftn ! dt
ne = . 4a (1)

1

Aveg, t1 et tn, respectivement les temps de rétention du composé le moins retenu et
du plus retenu, et o I'écart type en unité de temps.

Dans le cas de séparations effectuées en isocratique, o n’est pas constant et varie selon
I’équation suivante [59] :

=N 2)

Le nombre de plateaux, N, est supposé constant tout au long du chromatogramme et
I’équation (1) devient [59] :

VN 1 VN (t_n> 5

=1+— —dt=1+—1
ne + x ), 1 + 1 n t,

Dans le cas de séparations effectuées en mode gradient, une solution possible a
I’équation générale (1) existe dans le cas ou le gradient suit le modéle LSS (« Linear Solvent
Strength ») développé par Snyder [60]. Dans ce cas précis la capacité de pics devient [61] :
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(4)

Lo YN 1 _n(2-3b+1_ez.3me_;>
4 23b+1 2.3b 2.3b

Ou AC, est lagamme de composition en solvant organique a I’élution, N est le nombre

de plateaux théoriques, S est la pente du modéle de rétention, et le parameétre b est la pente
du modele LSS donné par [60] :

AC
tg

t; étant la durée de la montée linéaire du gradient et ¢, le temps mort de la colonne.

AC étant la plage de composition du gradient linéaire.

En théorie la capacité de pics pour un systeme bidimensionnel est donnée par le

produit des capacités de pics des deux dimensions :

_ 1, 2
nthéorique = nn (6)
Ou n et ?n sont respectivement les capacités de pics des dimensions 1 et 2.

Cette équation théorique suppose que la totalité de I'espace de séparation est

accessible aux composés analysés, qu’il n'y a pas de perte de séparation ni en premiére

dimension du fait du sous-échantillonnage, ni en deuxieme dimension du fait de

I'élargissement possible des pics avec I'injection de larges volumes. Cependant, ces conditions

ne sont jamais totalement respectées. C’'est pourquoi, pour se rapprocher de la réalité, 3

facteurs de correction sont a prendre en considération :

(i)

a : facteur de correction de la capacité de pics de premiére dimension prenant en compte
le sous-échantillonnage des pics. Dans le cas d’une analyse bidimensionnelle en-ligne,
I'interface entre les deux dimensions est constituée d’une vanne multiport. Ces vannes
sont équipées de 2 boucles identiques qui assurent un transfert continu de la premiere
dimension a la seconde dimension. Si I'on veut maintenir la résolution obtenue en
premiére dimension, un certain nombre de fractions doivent étre collectées pour chaque
pic de premiere dimension. Trois fractions par pics permettent de conserver 75 % de la
capacité de pics de premiére dimension. Le facteur de correction, «, lié a la fréquence
d’échantillonnage, tend vers 1 au-dela de 3 fractions [62]. Dans le cas d’une analyse
bidimensionnelle hors-ligne, a peut-étre proche de 1. En effet, le temps d’analyse de
seconde dimension n’est pas lié au temps de premiére dimension, les deux séparations
n'étant pas effectuées consécutivement. Le nombre de fractions peut donc étre
suffisamment élevé pour ne pas affecter la capacité de pics théorique au détriment du
nombre de runs qui lui peut devenir trés important.

Chapitre 1 — Contexte et état de I'art |25



(ii) B :facteur de correction de la capacité de pics de seconde dimension prenant en compte
I'élargissement des pics en général, majoritairement d{i aux effets a I'injection. Etant
donné les contraintes liées au dimensionnement du systeme bidimensionnel lorsque le
couplage est réalisé en-ligne, des volumes importants sont souvent injectés en seconde
dimension. La différence de force éluante entre les deux dimensions doit étre contrélée
pour éviter des élargissements voire des dédoublements de pics, dans le cas ou la phase
mobile de premiére dimension est constituée de solvants forts par rapport a la seconde
dimension [63]. Dans le cas d’un couplage hors-ligne, les effets a l'injection, et donc
I'impact de B, peuvent étre minimisés (B proche de 1). En effet, il est tout a fait possible
de retraiter les fractions entre les deux dimensions et donc de s’affranchir des
incompatibilités de solvants.

(iii) y : facteur de correction prenant en compte |'occupation de I’'espace de séparation 2D.
Ce terme dépend de la sélectivité des deux dimensions mises en jeu et est fonction de la
gamme de composition dans la deuxieme dimension [64].

Ces 3 facteurs a, 3, y, sont compris entre 0 et 1. La capacité de pics effective est donc
[61] :

nZD,effective = a. (1 - V)- n+a. .B-V-nl- n; (7)

Sous certaines conditions (y proche de 1), la relation précédente (7) peut étre
simplifiée de la facon suivante :

Napeffective — Q. B.y.ny.n;

(8)

IV.  MISE EN PLACE D’ANALYSES BIDIMENSIONNELLES

1. Séparation rapide en deuxiéme dimension

Dans le cas d’un couplage hors-ligne, les analyses de premiére et seconde dimensions
sont décorrélées, il n'y a donc aucune contrainte sur le temps d’analyse de seconde
dimension. En revanche, il est important de minimiser le temps d’analyse totale pour éviter
des analyses trop consommatrices en solvant et peu applicables au domaine industriel.

En revanche, lorsque le couplage des deux dimensions est effectué en-ligne, les
séparations de seconde dimension doivent étre réalisées en un temps trés court. En effet, le
temps d’analyse de seconde dimension correspond au temps de fractionnement de premiére
dimension. La diminution du temps d’analyse va permettre de réduire le volume injecté et de
maximiser la capacité de pics par unité de temps, en évitant un élargissement de pics liés aux
effets a I'injection. Le volume injecté peut étre adapté en fonction du diametre de colonne de
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premiére dimension ou a l'aide d’un split entre les deux dimensions. Les techniques UHPLC
(Ultra High Performance Liquid Chromatography) combinées avec la haute température HT-
UPLC (High Temperature Liquid Chromatography) permettent de réduire les temps d’analyse
tout en maintenant la capacité de pics [65]. En effet, I'utilisation d’appareils UHPLC permet
d’atteindre des pressions plus importantes par rapport a des systémes conventionnels
(1200 bar contre 400 bar en HPLC) et donc d’utiliser des particules de faible diametre
(sub 2 um) pour un gain en efficacité a des débits élevés de phases mobiles. L'utilisation des
hautes températures en HTLC réduit la viscosité de la phase mobile et donc augmente les
coefficients de diffusion, permettant ainsi de travailler avec des débits plus élevés sans perte
d’efficacité.

2. Dimensionnement des analyses bidimensionnelles

Lors de I'optimisation d’une analyse 2D, les objectifs sont de maximiser le pouvoir de
séparation, tout en minimisant le temps d’analyse, et la limite de détection. Dans le cas des
analyses bidimensionnelles hors-ligne, le dimensionnement des deux dimensions de
séparation est fait de facon indépendante. En revanche, dans le cas d’analyse en-ligne un
certain nombre de parameétres sont a prendre en considération (longueur de colonne,
diameétre de particules, température, ratio de split, etc...). En effet, ces différents parameétres
étant liés les uns aux autres, le développement de méthodes est beaucoup plus complexe [66].
Le choix des conditions chromatographiques doit donc étre fait en veillant a trouver un
optimum a ces trois descripteurs. Pour faciliter I’optimisation, plusieurs approches ont été
décrites dans la littérature. Le dimensionnement peut alors se baser sur les courbes de Poppe
en D [67] ou encore sur une méthode Pareto [66,68]. Cette derniére approche s’adapte a des
optimisations simultanées de différents parametres et est plus générale.

V.  DIFFERENTS COUPLAGES LCXLC POUR L’ANALYSE DE MATRICES
PETROLIERES

La chromatographie bidimensionnelle en phase gazeuse est majoritairement
employée pour l'analyse des matrices pétrolieres [69,70]. En revanche, certains auteurs
s’intéressent depuis peu au potentiel de la chromatographie liquide bidimensionnelle pour
I'analyse des fractions lourdes du pétrole ou pour I'analyse de composés a haut poids
moléculaire [71]. Plusieurs types de couplage sont décrits dans la littérature.

1. Couplage RPLCxRPLC

La chromatographie liquide a polarité de phase inversée (RPLC) utilise une phase
stationnaire apolaire (par exemple une colonne de silice greffée C1sou Cg) et une phase mobile
polaire (contenant le plus souvent de I'eau et un solvant organique). Ce type de couplage
présente de nombreux avantages :

- pas d'incompatibilité de solvants entre les deux dimensions,

Chapitre 1 — Contexte et état de I'art |27



- une modification du solvant de phase mobile suffit parfois a obtenir une orthogonalité
de séparation intéressante, sans changer les phases stationnaires entre la premiére et
la seconde dimension [72],

- untres grand nombre de phases stationnaires commercialement disponibles,

- des mécanismes de rétention connus et prédictibles notamment grace au modele LSS.

Ce type de couplage a été récemment utilisé, par Schoenmakers et al. [73], pour
I'analyse moléculaire d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ou encore pour
I'analyse des fractions malténes du pétrole. Des phases stationnaires cyanopropyl et silice
greffées Cis ont été utilisées comme premiere et seconde dimension respectivement pour
I'analyse de standards HAP, alors que dans le cas de I'analyse des maltenes, la premiere
dimension de séparation est remplacée par une colonne biphényl. La détection des composés
est effectuée a I'aide d’un détecteur UV et d’'un CAD. Au vu de la méthode développée dans
ces travaux, et comme le montre la Figure 1-8, aucun pic n’a pu étre séparé, mais les
enveloppes obtenues sur les contours plots 2D sont comparées pour chacune des fractions
aromatiques, saturés et résines.
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Figure 1-8 : Analyse LCxLC-UV pour la séparation de (A) fraction saturé, (B) fraction
aromatigue et (C) fraction résine, obtenues a 340 nm et analyse LCxLC-CAD pour la séparation de (D)
fraction saturé, (E) fraction aromatique et (F) fraction résine [73].

2. Couplage NPLCxNPLC

En 2010, le potentiel du couplage NPLCxNPLC a été envisagé pour des molécules
modeles soufrées, azotées ou encore oxygénées, contenues dans les pétroles (pyrroles,
pyridine, sulfure, thiophéne, furane...) [74]. Les différences de sélectivité de trois colonnes
Hypercrosslinked (5-HGN, HC-Cs et HC-Tol) sont évaluées par les auteurs. Les structures des
phases stationnaires HC-Cg et HC-Tol utilisées sont représentées Figure 1-9. Les phases
mobiles utilisées sont composées de 25 % de dichlorométhane dans un solvant hexane.
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Aucune analyse bidimensionnelle sur échantillon réel n’est abordée dans ces travaux, seule la

modélisation des facteurs de rétention des standards, pour chacune des phases stationnaires

T

HC-Cg HC-Tol

utilisées, est discutée.
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Figure 1-9 : Structure des phases stationnaires des colonnes HC-Cg et HC-Tol (adapté de [74])

3. Couplage SECxRPLC ou RPLCxSEC

En chromatographie d’exclusion stérique (SEC), les composés d’'un mélange sont
séparés en fonction de leur taille. La séparation est basée sur le trajet plus ou moins court que
les molécules empruntent a travers les pores de la colonne : ainsi plus une molécule est petite,
plus son trajet sera long, donc plus son temps d’élution sera grand. A priori, aucune rétention
des composés sur la phase stationnaire n’est mise en jeu. Il arrive toutefois que certaines
molécules d’'un mélange s’adsorbent sur la phase stationnaire, ce qui représente une des
difficultés de la SEC [75]. Cette technique est généralement couplée a un mécanisme de
séparation en phase inverse et peut étre utilisée en premiére ou en seconde dimension [76].
La chromatographie d’exclusion stérique a également été couplée a un mécanisme de
séparation en phase normale, en mode en-ligne, dans le cas de I'analyse de polymeéres par
exemple [76] (Figure 1-10). Dans ce cas précis, il est possible d’observer une diagonalisation
des polystyrenes (PS) alors que les polystyrénes composés de groupe hydroxyle (PS-OH) eux
ne sont pas diagonalisés et sont séparés grace a la phase normale.
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Figure 1-10 : Analyse NPxSEC obtenue sur un mélange standard de polyméres PS
(Mw = 2450 ; 7000 ; 22 000 ; 200 000) et PS-OH (Mw = 10 000 et 100 000) dans des conditions
critiques pour PS. uLC-colonne : 250 x 1.0 mm I.D. 3 um ; 120 A silice vierge ; 42/58 % THF-hexane
4 ul/min (55 °C). SEC colonne : 75 x 4.6 mm I.D. Mixed-C;100 % THF 0.6 mL/min [76]

VI.  CONCLUSION

L’engouement récent pour la LCxLC, s’explique par son gain en pouvoir de séparation
comparé aux analyses unidimensionnelles. Au vu de la littérature, les dimensions de
séparation envisageables pour I'analyse de produits pétroliers lourds sont la chromatographie
d’exclusion stérique (SEC) et la chromatographie a polarité de phase inversée (RPLC) et ce en
mode hors-ligne ou en-ligne. Dans le cas du mode hors-ligne, méme si ces analyses sont
généralement plus longues et difficiles a introduire dans un contexte industriel, car non
automatisées, les deux dimensions peuvent étre optimisées de facon indépendante pour
obtenir une capacité de pics tres élevée ce qui rend le développement de méthode accessible,
sans outil dédié. En revanche, ce mode présente un risque de contamination des fractions
entre les deux dimensions ou encore une perte de I'échantillon. D’autre part, en mode en-
ligne de nombreux parameétres sont a optimiser et nécessitent I'utilisation d’outils prédictifs
[66], dans le but de maximiser la capacité de pics tout en minimisant la durée de I'analyse et
le facteur de dilution. Au vu de I'état de I'art réalisé, il s'avere que trés peu d’études sont
reportées dans le cas de I'analyse de coupes lourdes du pétrole par chromatographie liquide
bidimensionnelle.

Enfin, le couplage de la chromatographie liquide bidimensionnelle avec une détection
spécifique est un couplage inédit a ce jour. Les contraintes instrumentales ainsi que le systeme
de détection envisagé pour un tel couplage sont détaillés dans la suite de ce chapitre.
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C. COUPLAGE LC-ICP-MS/MS

I.  PRINCIPE GENERAL ICP-MS/MS

La spectrométrie de masse a couplage inductif (ICP-MS) est une technique d’analyse
inorganique permettant I'atomisation, |'excitation et 'ionisation des espéces présentes, a
I'aide d’un plasma induit a haute fréquence. Le systeme d’introduction de I'échantillon dans
I'ICP-MS est constitué d’un nébuliseur et d’'une chambre de nébulisation. Le nébuliseur
transforme I'échantillon qui est sous forme liquide en sortie de colonne en un aérosol dense,
composé de tres fines gouttelettes. La chambre de nébulisation quant a elle limite la charge
en solvant dans le plasma et pour cela homogénéise I'aérosol formé, en limitant la taille des
gouttelettes et en réduisant la vitesse de |'aérosol. La source d’ionisation fonctionnant a
pression atmosphérique et a température élevée et le quadripole fonctionnant sous vide et a
température ambiante, une interface constituée de deux cones successifs est nécessaire.
Enfin, un systeme de lentille focalise les ions a I’entrée du quadripéle. Les ions sont filtrés en
fonction de leur rapport masse/charge et sont ensuite détectés.

Il.  DISPERSION LIEE AUX SYSTEMES D’INTRODUCTION

Les systémes d’introduction d’échantillon dans I'IlCP-MS commercialement disponibles
sont nombreux sur le marché. Une étude approfondie a été menée sur les nébuliseurs et
chambres de nébulisation constituant l'interface de couplage, en mode hydro-organique.
L'objectif de ces travaux est d’évaluer la perte d’efficacité que peuvent générer de tels
montages. 55 publications (de 1997 a 2017) ont servi de point de comparaison pour le
couplage LC-ICP-MS.

Cette partie fait I'objet d’une publication publiée dans le journal Journal of Chromatography
A (ICA).

“Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively coupled plasma-mass
spectrometry for the analysis of organic matrices. 1 Theoretical and experimental
considerations on solute dispersion”

M. Bernardin, F. Bessueille-Barbier, A. Le Masle, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. 1565 (2018) 68—80. d0i:10.1016/j.chroma.2018.06.024
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Liquid chromatography (LC) hyphenated to a specific detection such as inductively coupled plasma-
mass spectrometry (ICP-MS) is a technique of choice for elemental speciation analysis. However, various
instrumental limitations may considerably reduce the expected sensitivity of the technique. Among those,
we were interested by the solute dispersion into the interface located between LC and ICP-MS. The
interface consists of a Sample Introduction System (SIS) and a possible flow-splitter prior to SIS. Flow
splitting can be required in case of organic matrices to reduce the organic solvent amount entering plasma
which may lead to plasma instabilities.

Although extra-column dispersion is usually well taken into account with conventional UV detection
it has been little studied in the context of LC-ICP-MS and moreover never quantified. Our objective is
to assess the loss in column plates and hence in both separation quality and sensitivity which may be
generated by the coupling of LC and ICP-MS in the specific case of organic matrices. In this first study,
this is done (1) from a theoretical approach; (2) from 55 experimental studies reported in LC-ICP-MS and
(3) from our experimental results highlighting the critical impact of the flow splitter on extra-column
dispersion depending on both flow-rate and split ratio. It turns out by evaluating the 55 reported studies
by means of theoretical calculations, that the loss in plates due to extra-column dispersion was most of
the time beyond 50% and even often beyond 90%. Moreover, from our experiments, it has been shown
that a very low split ratio (1:50) could generate an additional variance around 200 wL? which induces a
loss in theoretical plate of 90% for ultra-high performance LC (UHPLC) column (5cm x 2.1 mm, 1.7 pm).

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Nowadays hyphenated techniques such as Liquid Chromatog-
raphy (LC) hyphenated with Inductively Coupled Plasma Mass

1. Introduction

The need for determining elemental species concentrations
rather than total element concentrations has grown within the past
decades. According to Templetonetal.[1,2] speciation analysis con-
sists in identifying and quantifying different chemical species of a
particular element in a given sample. It has become an important
field of research over the past few years in several areas including
biochemistry, environmental chemistry, ecotoxicology, pharma-
ceuticals, petrochemicals, and nutrition science [3].
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E-mail address: sabine.heinisch@univ-lyon1.fr (S. Heinisch).
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Spectrometry (LC-ICP-MS) are widely used both to obtain ele-
mental information and to discriminate species in a given matrix.
LC techniques, including ion exchange chromatography (IEC) [4],
reversed-phase liquid chromatography (RPLC) [5], ion-pairing
chromatography (IPC) [6], size exclusion chromatography (SEC)
[7,8] and hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC)
[9,10], have been used for speciation analysis [11]. Different
hyphenated techniques can be combined together to achieve more
exhaustive characterization of complex matrices. For example, LC-
ESI-MS can be associated to LC-ICP-MS to obtain both structural
information and elemental information [5,12-14].

Most speciation analyses are performed in aqueous matrices by
using ion-exchange chromatography and deal with environmental
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samples [15]. In this specific case, the mobile phase is not critical
for the coupling of both techniques since the amount of organic
solvent in the mobile phase is limited (small percentage of organic
modifier sometimes added, usually without disturbing plasma sta-
bility). However, when using RPLC [ 16-28] or HILIC [9,10,29-34], a
large amount of organic solvent is introduced into the plasma. The
problems involved by this introduction was thoroughly discussed
by Leclercq et al. [35,36] in a recent review.

Some key issues have to be considered for coupling LC to ICP-MS
in case of organic matrices [3]: (i) metal contamination from the
chromatographic system and/or the stationary phase and/or the
mobile phase [3], (ii) plasma instabilities due to the solvent load,
especially in case of organic mobile phases [3], (iii) signal fluctu-
ations in gradient elution depending on plasma parameters [37]
and (iv) solute dispersion into the interface located between LC
and ICP-MS. The interface is made of a sample introduction sys-
tem (SIS) and a possible flow splitter prior to SIS which may be
required, in case of organic matrices, to reduce the amount of sol-
vent entering plasma and hence to decrease plasma instabilities [3].
The solute dispersion in the interface unit is a critical issue because
that can result in additional solute band broadening and hence in
significant loss in both sensitivity and separation quality. Although
extra-column dispersion is usually well taken into account with
conventional UV detection, it has been little studied in the context
of LC-ICP-MS. In the present study, we made therefore an attempt to
assess the extent to which the interface contributes to solute band
broadening. This was done by (i) estimating from published stud-
ies the likely loss in plates due to solute dispersion in the interface
and (ii) showing the critical impact of the flow splitter on extra-
column dispersion depending on both flow-rate and split ratio. To
support the first approach, a synoptic table has been built (Table 2)
which summarizes 55 studies carried out on organic matrices in
LC-ICP-MS and gives, for each study, an estimation of the interface
contribution to solute band broadening. A further second part of
our study will be dedicated to the comparison of a large number of
commercially available SIS regarding the extra-column dispersion.

2. Theoretical considerations

Solute dispersion can be assessed by the peak variance. The total
solute dispersion (total variance, Urzomz) comes from both disper-

. . . . 2
sion inside the column (column variance, o, ;) and extra-column

dispersion (extra-column variance, ajxt).

Extra-column dispersion results from the injection process
(aiznjemon), the different tubing (o and the detection (Utzietector)
[38].

Because variances can be added if the corresponding dispersion
process are independent of each other, the total peak variance can

be written as

2
tubing)

2 2 2
Ototal = Pcol T Oext (1)

Similarly, the extra-column variance is the sum of individual
contributions according to

2 2 2 2
Oext = O'injection + Utubing *+ Odetector ( )

For Gaussian peaks, the total peak variance in volume units can
be given by the measured peak width at half peak height (wq5)
according to

2,02
2 Fwg s

Ototal,y = 554

(3)

Where F is the mobile phase flow-rate.

For asymetrical peaks, the second order central moment has to
be used to provide a reliable variance value. These latter, in volume
units, is given by

2 L JoT (= )1 (t)dt
total,v foool(t) dt

Where tg is the mean residence time and I(t) the intensity as a
function of time.

Extra-column variance can be approximated by removing the
column and replacing it by a zero dead volume union connector. In
this case, extra-column variance is calculated from Eq. (3).

The column variance, expressed in length units (Ujol,x) is related
to both the column length and the column plate height, H.,,;, by

(4)

2
Ucol X

= LHcol (5)

H., varies with the mobile phase linear velocity, u, and its vari-
ation may be fitted by the van Deemter equation [39] or by the
Knox equation [40] using reduced parameters h¢o (Heo /dp) and v
(u.dp/Dm, dp being the average particle diameter and Dy, the molec-
ular diffusion coefficient of the solute in the mobile phase). At the
minimum of the curve, typical values for h., and v are 3 and 5
respectively.

Considering the solute linear velocity at the time the solute is
eluted from the column (u/(1+ ke), ke being the retention factor
at elution), the column variance can be expressed in volume units
according to

2 VB(1+kelHey
Ucol,v = Tw (6)

Vp is the column dead volume, related to the column length, the
internal diameter, d; and the column porosity, & by

Vo = mle(d?/4) (7)

Under isocratic conditions, k. depends on the retention volume
and is given by

ke=— —1 (8)

Under gradient conditions, k. depends on both the gradient con-
ditions and the solute properties. However a rough estimation of
ke can be made when the linear solvent strength theory (LSST) can
be applied and the solvent strength parameter, S is known [41,42],
using the following relation

1

- 9
2.35t0% ®)

e

With ty the column dead time, AC the gradient composition
range, and t; the gradient time. Typical values of S (S being the
absolute value of the slope of the linear relationship between the
logarithm of the retention factor and the stronger solvent volume
fraction) are 4 for small molecules, 20 for peptides and much higher
for larger molecules [42].

Thus, From Egs. (6) and (7), the column variance for a given
peak in a given chromatogram can be estimated provided that the
column geometry is known, and the retention factor can be deter-
mined.

Similarly to Eq. (6), the total variance in volume units can be
written

2 _ V?)U + ke )*Heotal
Utotal,v - L

(10)

Where Hy,q is the total plate height resulting from the two disper-
sion processes.
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The ratio, 2, between column and total variances corresponds
to the ratio between the two plate heights and hence to the ratio
between effective and column plate numbers according to

2

,32= Gcol _ Hcol _ Neffective (11)

2 H, N,
Gtoml total col

Where Negecrive and N, are effective and column plate numbers
respectively.

The term, B2 represents the fraction of remaining plates for a
given solute, in given chromatographic and instrumental condi-
tions.

The peak height and the resolution between two peaks are
inversely proportional to the peak standard deviation (o). As a
result, the fractions of remaining peak height and remaining reso-
lution are given by B.

The mobile phase flow-rate is related to the reduced linear
velocity by

Vo Dm

F=vT d,

(12)

From Egs. (6) and (12), Table 1 gives an overview of optimum
flow-rates and corresponding column variances (ke = 3) depending
on both column internal diameter and particle size.

Depending on SIS, the flow entering the plasma source is
expected to be a critical parameter regarding the performance of
ICP-MS. According to Table 1, the internal diameter has to be cho-
sen in accordance with the required flow-rate. However as shown
in Fig. 1, any decrease in column internal diameter leads to a severe
decrease in column variance, and hence to a huge decrease in
both plate number and sensitivity if the dispersion in SIS is signif-
icant. The percentage of remaining plates was calculated from Eq.
(11) as a function of extra-column variance for different column
internal diameters and two different particle sizes (5 and 1.7 um).
The calculations were performed for a ke value of 3 and a col-
umn length providing 10,000 plates (Fig. 1a. 15 cm with 5 wm and
5cm with 1.7 wm) and 30,000 plates (Fig. 1b 15 cm with 1.7 pm).
Extra-column variance was considered in the range 0.1 to 1000 L2
that covers current LC-UV instruments except nanoLC instruments.
With the aim of maintaining more than 80% of the plates (32 > 0.8)
and hence more than 90% of the peak height (3 > 0.9), it appears that
the maximum allowable values for the extra-column variance are
(1) 1000 and 100 wL? for conventional columns (4.6 mm i.d) packed
with 5 um and 1.7 pm particles respectively; (2) 50 and 5 pL2 for
narrow bore columns (2.1 mm i.d) packed with 5 um and 1.7 pm
particles respectively; 3 and 0.3 pL? for micro bore columns (1 mm
i.d) packed with 5pum and 1.7 wm particles respectively. These
values are slightly higher for 30,000 plates with 1.7 wm particles
(Fig. 1b). With capillary columns (300 wm i.d.), the extra-column
variance should be much lower than 0.1 wL2. This figure also high-
lights the range of extra-column variance covered by commercially
available HPLC and UHPLC instruments with UV detection. With
the objective of reaching 10,000 plates, it appears that HPLC-UV
instruments are not suitable for conventional columns packed with
1.7 wm particles and that most UHPLC-UV instruments cannot be
used with narrow bore columns packed with 1.7 wm particles.
Furthermore, even very efficient UHPLC-UV instrument (i.e. extra-
column variance as low as 5 pL2) are not suitable for micro bore
columns.

In this context, it is of prime importance to assess the additional
extra-column variance brought by the interface between LC and
ICP-MS. Considering the curve shapes in Fig. 1, it appears that, in
any case, the remaining plates might decrease from 80% to 70%,
50%, and 30% by increasing the extra-column variance by a factor
of 2, 5 and 10 respectively.

As previously discussed, the interest for LC-ICP-MS in case of
organic matrices has significantly grown during the past few years.
In our opinion, instrument performances are often not consid-
ered enough, methods being developed without prior evaluation
of the interface contribution to solute dispersion. To assess the
additional dispersion brought by the interface in LC-ICP-MS, 55
studies reported in the area of organic matrix speciation have been
reviewed and discussed in term of extra-column dispersion in the
next section. With a view to reducing the flow entering SIS, an
alternative to the reduction of internal diameter may be the use
of a flow-splitter prior to SIS. A T-union was indeed used for quan-
tification with online isotopic dilution [25,43-48]. However such
unit may lead to significant additional extra-column band broad-
ening. The contribution of flow splitting to extra-column dispersion
is therefore studied in the last section.

3. LC-ICP-MS interface

Peak band broadening is rarely taken into consideration even
when the sample matrix becomes complex. Most of the time,
authors work with only a few standards instead of a complex mix-
ture to optimize the separation techniques and even less often on
a real sample. For instance, Raber et al. [49] focused on eleven
arsenic species using an LC separation prior to ICP-MS detection
but, as can be seen, the peaks were poorly resolved. A low mea-
sured plate number with respect to the theoretical column plate
number, can be due to (i) solute dispersion in the chromatographic
system (injection system, tubing, UV-detection), (ii) a loss in col-
umn plates (depending on the history of the column), or (iii) an
additional dispersion generated by the interface between LC and
ICP-MS. The interface consists in a Sample Introduction System
(SIS) and a possible flow-splitter prior to SIS which can be required,
in case of organic matrices, to reduce the amount of solvent enter-
ing plasma and hence to decrease plasma instabilities. SIS is usually
divided into two devices, the nebulizer, and the spray chamber. The
nebulizer converts the liquid from the separation technique into a
heterogeneous aerosol made of different droplet sizes. The aerosol
is then usually sorted out in a spray chamber. Larger droplets are
carried to the waste while smaller ones are sent to the plasma
source for atomization/excitation/ionization [35]. Nebulizers, spray
chambers, and flow-splitters represent critical devices for ensur-
ing a high-performance coupling. Particular attention must be paid
both to the quality of the aerosol produced through the nebu-
lizer/spray chamber [50] and to the contribution of the whole
interface to peak band broadening [3,44,45,51-53], both features
being able to significantly affect the sensitivity. A well-documented
summary of SIS devices was reported by Leclerq et al. [36]. Major
advantages and drawbacks were discussed in terms of sensitivity
and ease of use, but other analytical performances such as effi-
ciency, resolution, sensitivity or extra-column solute dispersion,
were not taken into account to compare the different devices. In the
present work, this feature has been subjected to a broad exploratory
study on 55 published studies (from 1995 to 2017) dealing with the
speciation of organic matrices. The corresponding analytical con-
ditions, including LC conditions, type of nebulizers, type of spray
chambers and use or not of a flow-splitter, are listed in Tables 2 and
S1 of Supplementary Information, depending on whether enough
data were available or not. When data were available (Table 2), an
evaluation of the total solute dispersion (total variance, atzot al,v) was
made from Eq. (3) by considering the most retained peak (symmet-
rical peaks only). The column variance, o’ was evaluated from

col,v
Eq. (6). The extra-column variance, szt,v was estimated from Eq.
(1). To easily compare the percentage of remaining plates (32), this
value was systematically determined for a retention factor of 3, by

column variance rescaling using Eq. (6). Corresponding (2 values
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Table 1

Optimum flow-rates (Fop ), column plate number (N ), column variance (6 ) depending on column internal diameter (d;) and particle diameter (dp ). Calculations performed

with ke =3; D, =1072 m2/s; L=150mm; v=5; h=3; et=0.7, using Egs. (5)-(12).

dp=5pm dp=1.7 pm
N1 =10,000 Neoi =30,000
di (mm) FDIJ[ (}LL/mll’l) C"2«:01 (MLZ) Fupt (|.LL/1’1’111’1) o 2co] (MLz)
Conventional 4.6 698 4867 2052 1655
Narrow bore 2.1 145 211 428 72
Micro bore 1 33 11 97 4
Capillary 0.3 3 0.088 9 0.03
Nano bore 0.075 0.2 0.00034 0.5 0.00012
UHPLC-UV HPLC-UV UHPLC-UV HPLC-UV
Instruments instruments Instruments instruments
100 = 3 u . - 100 B BFFRFE-E-0-00 .
:‘ A “A\E‘ 5§ Column geometry oo Gl a Column geometry
90 <, « 2] A (10 000 plates) 90 “o A o {30000 plates)
] - A LY A o
__ 80 P NES — = 150x4.6mm; Sum __ 80 LN .
g o \ L & SOxd.6mm; 1.7um g o s \ H - -3 - 150x4.6mm; 1.7um
Y 8 . A —a&— 150x2.1mm; Sum S \ & g
8 3 AV - & - 50x2.1mm; 1.7um o 60 3 k i =il L T,
= \ A —+— 150x1mm; Spm = R i U
o Py o 50 3 \ \ - -~ 150x1mm; 1.7um
[y X -~ - 50x1mm; 1.7um [y % b
% 4 —&— 150x0.3mm; Spm % 40 N A‘\
= NN 0BG S S i - 0 1 --0-- 150x0.3mm; 1.7um
£ \ ST E 30 ! A
Q Q
o * 3 ° X \
g 20 % N
. a 3 5
. e RN 10 e, o, =
- el AL o Ne i
0 [+ 11900 0T Brere—o—orBre-ol-o- 1S &- 0 I O Pree—e—eroip- 0L G0 e
0.1 b 10 100 1000 (a) 0.1 b 10 100 1000 (b)
Extra column variance (uL?)

Fig. 1. Percentage of remaining plates (32) as a function of extra-column variance
from Eqs. (6) and (7) with ke =3; h=3 and &,=0.7.

are given in Table 2. The reasons for low 32 values can be strongly
related to the instrument characteristics including the type of inter-
face but also the level of matching between the column geometry
and the LC instrument.

Fig. 2 illustrates the relative distribution of nebulizers and spray
chambers used for speciation in LC-ICP-MS in case of organic sol-
vent matrices regarding the dimension of the column used. In many
studies, it was difficult to draw relevant conclusions because of a
lack of information about SIS and/or the column particle diame-
ter and/or even sometimes, the mobile phase flow-rate. However
when the calculations were possible, the following comments can
be provided depending on whether the column was conventional,
narrow-bore, micro-bore or capillary:

3.1. Conventional columns

According to Fig. 2, three different nebulizers have been used:
pneumatic micro-concentric nebulizer (50%) operated with flow-
ratesin the range 40-1000 p.L/min, pneumatic concentric nebulizer
(10%) operated with flow-rates higher than 1000 pL/min and
hydraulic high-pressure nebulizer (10%). With the first and second
ones [17,20,22,24,25], the liquid is introduced through a hori-
zontal capillary and the gas conducted through an external tube
around the liquid capillary. With the third one [54], the liquid
is forced through a highly turbulent hydraulic nozzle. Similarly,
three different spray chambers are used in association with the
preceding nebulizers: cyclonic spray chambers (30%), double pass
spray chamber (20%) and desolvation units (10%). With cyclonic
spray chambers, the aerosol is tangentially introduced and first
impacts against the front walls generate thinner aerosol which
is transported towards the injector [50]. The double pass spray
chambers is composed of two concentric tubes, the external one
promoting droplet elimination through impacts against the wall

Extra column variance (pL?)

for different column geometries providing (a) 10,000 and (b) 30,000 plates. Calculations

and reducing aerosol fluctuation due to pump pulsing, the internal
one eliminating coarse droplets and inducing a laminar flow aerosol
[50]. Finally, desolvation units are designed to reduce the sol-
vent amount into the plasma with either a desolvation membrane
to remove organic/hydro-organic matrices in association with a
micro-concentric nebulizer [16,54,55] or an ultrasonic nebulizer
[56]. The main drawback of desolvation systems is the possible loss
of analytes through the desolvation membrane. As reported, the
sensitivity achieved with a desolvation micro-concentric nebulizer
was dependent on the analyte structure [55,57].

When calculations were possible, the calculated percentage of
remaining plates (82) was found to be lower than 35% (i.e. 24 [17],
16% [24], 31% [20], 14% [25], 34% [58]) except in one case (i.e. 86%
[26]). Unfortunately, in this latter case, the information about the
interface was not available and as a result, no relevant conclusion
could be drawn. As seen in Fig. 2 and mentioned earlier, in many
cases, the necessary information about nebulizer (30%) and spray
chamber (40%) was not provided. It is important to note that, with
conventional columns leading to high column variance values, the
measured loss in plates is likely due either to the interface or to
column ageing or to both, but probably not to the contribution of
LC instrument to extra-column solute dispersion. As a result, it can
be concluded that, in most cases, the separation achieved in the
column was partially or completely lost in the interface. As exam-
ples, with a micro-concentric nebulizer in association with a Peltier
Cooled Cyclonic spray chamber PC3 (supplied by Elemental Scien-
tific), only 24% of the plates remained [17] and 14% in association
with a double pass spray chamber [25]. It can be noticed that only
one study deals with the use of low cyclonic spray chamber among
the 55 publications reported [52]. Finally, in association with a des-
olvation unit, the very bad peak shapes did not allow to conclude
about the impact of the interface [54].
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Fig. 2. Relative distribution of nebulizers and spray chambers depending on the column inner diameter. Based on 55 reported studies dealing with LC-ICP-MS for organic

matrices (from 1995 to 2017).

3.2. Narrow bore columns

The distribution of the nebulizers was different from that
for conventional columns with four different ones used: micro-
concentric nebulizers (67%), parallel path nebulizers (12%) with the
liquid interacting with the high-velocity gas stream coming tan-
gentially into contact with it [50], cross-flow nebulizers (4%) with
liquid and gas outlets perpendicularly mounted on a polymer body
and concentric nebulizers (4%). Most of the time, micro-concentric
nebulizers [9,19,21,23,27-29,33,34,47,52,54,59-64] were associ-
ated to a cyclonic spray chamber (54% of the spray chambers used).
A specific micro-concentric nebulizer (i.e. microflow PFA-ST or PFA-
LC nebulizer supplied by Elemental scientific) was used in several
studies [59,61,64]. It is made of a copolymer, with an internal cap-
illary more recessed than other micro-concentric nebulizers [50].
However, very low percentages of remaining plates were estimated
in these cases. The highest value was 70% [52] while all other ones
were below 20% and even some of them below 5% [29,60]. In the
particular study of Vidler et al. [59], the calculated retention fac-
tor was found to be lower than 1 (i.e. about 0.5) leading to 16% of
remaining plates only. In this study a micro concentric nebulizer
was used, unfortunately, the spray chamber was not mentioned.
However, considering a retention factor of 3, the calculated fraction
of remaining plates is tremendously improved (i.e. 59%), suggest-
ing that, in this particular case, the loss in plates was likely due to
LC system volumes rather to the interface. Interestingly, the use of
two different detectors, ICP-MS and ESI-TOF[33] allowed us to indi-

rectly assess the extra-column dispersion induced by the interface
between LC and ICP-MS, assuming no dispersion in both ESI-TOF
and ICP-MS. From our calculations, the total variance was 1360 L2
with LC-ICP-MS against 490 L2 with LC-ESI-MS, thereby leading to
an impressive peak variance of 870 L2 for the interface alone, far
too high considering the expecting narrow-bore column variance
(i.e.<200 wL? as shown in Table 1). Unfortunately, no information
about the interface was available [33] which could have permitted
to draw some interesting trends.

3.3. Micro bore and capillary columns

When the column internal diameter is further decreased, the
trend is towards the use of total consumption nebulizers (35%
and 18% for microbore and capillary columns respectively) at the
expense of micro-concentric ones (67%, 47% and 18% for narrow-
bore, microbore and capillary columns respectively) (Fig. 2). Total
consumption nebulizers do not require spray chambers or des-
olvation systems and can work with low flow-rates (typically a
few tens of pL/min). The primary aerosol is entirely sent to the
plasma. Two different total consumption nebulizers were used with
organic/hydro-organic matrices, namely Direct Injection Nebulizer
(DIN, supplied by CETAC Technologies) and Direct Injection High-
Efficiency Nebulizer (DIHEN, supplied by Meinhard). DIN has been
used since 1992 [65] and was often adapted before use [16,65].
Despite its low volume, highly recommended for hyphenated tech-
niques, its main drawback is its small internal capillary (i.e. 60 jom)
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which can be easily clogged [36,50]. Moreover, finding the correct
distance between the tip and the plasma is not easy considering the
capillary thinness. For the above reasons, this nebulizer is no more
commercialized [66]. DIHEN is a pneumatic nebulizer in glass or
quartz, working with liquid flow-rates between 1 and 100 pL/min.
It is characterized by a larger dead volume than DIN. It is therefore
always used with an inserted capillary to reduce its dead volume
[36,44,45,51,67-69]. The optimum flow-rate for total consumption
nebulizers is a few pL/min, which is also the range of flow-rates
adapted to capillary LC (i.e.<10 p.L/min as seen in Table 1). Never-
theless in all studied cases (see Table 2), the estimated percentage
of remaining plates was lower than 5%.

Finally, two different SIS (a total consumption nebulizer and a
micro-concentric nebulizer combined with a cyclonic spray cham-
ber) were compared for a given capillary column while keeping
the same separation conditions [67]. In both cases, the estimated
percentage of remaining plates was found to be lower than 1%,
highlighting once again the importance of extra-column band
broadening, especially in case of thin columns and the necessity of
trying to ensure the lowest possible contribution of the interface.

In summary, it has been pointed out that it is essential that
the interface is optimized in relation to the separation conditions
and especially to the column geometry. In most cases among 26
published chromatograms, the estimated percentage of remain-
ing plates (calculated with a retention factor of 3) were found to
be lower than 50%, 20%, 5% and 1% for conventional, narrow-bore,
micro-bore and capillary columns respectively. These low percent-
age values clearly show that interfaces are mostly inapropriate.
Moreover, it is important to point out that the extra column dis-
persion is never considered. Further investigations were carried
out in our Lab to compare commercially available SIS with respect
to extra-column dispersion. These results will be extensively dis-
cussed in Part II.

Adapting the flow-rate before entering SIS can be a good option
when using a total consumption nebulizer designed to work at
low flow-rates to limit the amount of organic solvent entering
the plasma. A zero-dead volume T-union along with suitable tub-
ing can be used to adjust the flow-rate just prior entering SIS
[12,25,44,45,67]. Nonetheless, such device is also expected to give
rise to additional extra-column dispersion. Zoorob et al. [45] indeed
showed that a split ratio of 1:20 generated more dispersion in the
interface than DIN alone. However, most authors, using a flow split-
ter did not consider the additional dispersion generate by such
devices [24,25,44,67]. However, it was evaluated under fast separa-
tion conditions by injecting, without column, 20 L of a potassium
iodide solution [47]. Flow splitting was used to reduce the acetoni-
trile concentration and hence to improve ICP-MS performance. The
authors visually compared peak shapes with and without flow split-
ting and deduced that the T-connection did not have a significant
impact on the dispersion. However, the comparison was qualitative
and not quantitative. To the best of our knowledge, no quantitative
study on additional variance brought by flow splitting depending
on both flow-rate and split ratio has been reported. This issue is
addressed in the next section.

4. Determination of peak variance resulting from flow
splitting

The aim of the present study was to quantify the additional
peak variance due to the presence of a flow-splitter. As discussed
above, total consumption spray chambers can be used with low
flow-rates (up to a few tens of wL/min) to reduce the solvent load
into the plasma. However, such flow-rates are much too low when
using narrow bore columns (i.e. 2.1 mm i.d.) and sub 2 wm parti-
cles as usually done in UHPLC. A flow-splitter can be used to solve

Injection valve

Fig. 3. Schematic representation of the instrument set-up for peak variance mea-
surement. F; is the total flow-rate delivered by the pump, F; is the flow-rate towards
UV Detector 2, and F; is the flow-rate sent to the waste. Tubing geometry is given
in Table 3.

this problem. It consists in a zero-dead volume T-union located
between the column outlet and the detector and intended to divide
the main flow into two different flows, the highest being directed
to the waste and the lowest to the detector, thereby significantly
reducing the flow entering the plasma source. The difficulty may
stem from the volumes involved by additional tubing and from the
split itself as both may lead to significant additional band broad-
ening, especially when a low split ratio has to be considered. This
issue is addressed below by assessing the extra-column variance
induced by such device depending on flow-rate, internal diameter
of tubing and split ratio.

4.1. Material and reagents

Methanol was HPLC grade from Sigma Aldrich (Steinheim,
Germany). Water was obtained from Elga water purification system
(Veolia water STI, Le Pless Robinson, France). Methylparaben was
used as test compound and supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany).

4.2. Apparatus

The instrument used was an Acquity UPLC I-Class 2DLC lig-
uid chromatography system. It includes two high-pressure binary
solvent manager with a maximum delivery of 2mL/min, an
autosampler with a 5pL injection sample loop, a column oven
with a maximum temperature of 90 °C and two different detectors
(TUV and PDA) with identical flow-cells, leading to identical sig-
nal intensity. They can be used one after the other with or without
flow-splitter between both. The wavelength was set at 254 nm with
a sampling rate of 40 Hz. The instrument control was performed by
Mass Lynx software. The maximum backpressure allowed in the
first detector cell was 1000 psi.

4.3. Procedure and methods

The mobile phase was a mixture of 50/50 Water/MeOH (v/v).
Methylparaben was diluted in the same mixture with a concentra-
tion of 75 ppm. This study was carried out without column. All peak
variances were calculated from the second order central moment
of the peak, Eq. (4), using in-house calculation tool.The injected
volume was 1 wWLA P-727 (0.57 p.L) T-union was used for flow split-
ting (from Upchurch, Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande, France). This
T-union was chosen according to a previous study on different com-
mercially available T-unions which concluded that this one was the
best adapted to low dispersion [70]. The set-up used to measure
the peak variance due to flow splitting is shown in Fig. 3. Tube #1
was located between UV-detector #1 and the T-union, Tube #2,
between the T-union and UV Detector #2 (replacing ICP-MS detec-
tion for this study) and Tube #3 between the T-union and the waste.
Four different settings were considered. The corresponding tubing
geometries are given in Table 3. The theoretical split ratio, z,, is
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Table 3

Tubing geometry and split ratio (calculated and measured) for Setting A, B, C, D and E (see Fig. 3 for instrument set-up). Split ratio were calculated from Eq. (13).

Setting A Setting B

Setting C Setting D Setting E

Tube 1

Tube 3 - 62 cm x 100 pm
Tube 2 - 29cm x 65 pm
Calculated split ratio 1:1 1:3.6

Measured split ratio 1:1 1:4.8

60 cm x 100 wm
44.5cm x 65 pum 24 cm x 100 pm 132 cm x 127 um
6 cmx 25 pm 56 cm x 65 wm 9cmx 25 pum
1:74 1:14 1:45
1:4.8 1:94 1:50

10.0

=
o

f
o®

o2tubing 1 (uL?)

0 200 400 600 800 1000
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©
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Fig. 4. Variation of the variance due to the tube 1 (0-2ye 1) as a function of Fy. See
Table 3 for tubing geometry and Fig. 3 for instrument set-up. Solute: methylparaben
(75 ppm in 50/50 Water/MeOH v/v). 1 L injected. No column. Mobile phase: 50/50
water/MeOH v/v. 254 nm.

calculated from the Poiseuille law, considering the dimensions of
Tube #2 and #3, Eq. (13):

1

Zth = Bk

L; and d; being the length and the internal diameter of Tube #”i”
respectively.

The measured split ratio, zmeas, was obtained from the mea-
sured flow-rate, F2, in Tube #2 (zmeas=F»/F1 ). In the absence of flow
splitting (Setting #A), the split ratio was 1. The difference between
calculated and measured values in Table 3 may be imputed to inter-
nal diameter irregularity.

The peak variance due to flow splitting ((rzsplit) was assessed
by subtracting the sum of the peak variance measured with Detec-
tor #1 (02p1) and that due to Tube #1 (02 ping 1) from the peak
variance measured with Detector #2 (0%p;), Eq. (14).

2

2 2 2
O%split = D2 — 0“D1 — O Tub# (14)

Uztubing] was measured in the absence of flow splitting with
Detector #1 and 2 in series (0% 1ype #1 =02p2 — 02p1 ). It should be
noted that o2p, corresponds to the total extra-column variance
(02ext in Eq. (2)).

4.4. Results and discussion

Throughout this study, five different settings were studied
(Table 3), which differentiated themselves from their measured
split ratio and/or their tubing geometry. For the five settings,
the dimensions of Tube #1 were the same and hence the vari-
ation of 02pype1 with the total flow-rate (F;). F; was varied
in the range 50-700 p.L/min, 20-150 pwL/min, 50-100 pL/min and
100-400 p.L/min with settings B, C, D and E respectively. The exper-
imental variation of 021y 1 With F; is given in Fig. 4. It could be
fitted with an exponential function. As highlighted in Fig. 4, the vari-
ance increases linearly with the flow-rate up to a value of nearly
200 wL/min and is almost unchanged beyond (i.e. around 8 pL?).
This is in good agreement with reported studies, showing that peak

variance values deviate from linearity at high flow-rates with non
ideal tubing (i.e. short, coiled and/or rugged tubing) [71].

Similarly, the variation of azspm with F; and hence with F, was
studied in the presence of the T-union (Fig. 5). Two different situ-
ations were considered to assess to what extent the peak variance
may vary: a decrease in the internal diameter of Tube #2 while
keeping the split ratio nearly constant (Setting B and C (Fig. 5a))
and a strong decrease in the split ratio while keeping the internal
diameter of Tube #2 constant (Setting C-E (Fig. 5b)).

The impact of the internal diameter of Tube #2 was investigated
with two different internal diameters, 65 pm (setting B) and 25 pum
(setting C). As shown in Fig. 5a, the curves, representing the vari-
ation of the peak variance with F,, are very similar in both cases
with only 2 wL2 difference between both curves, indicating that the
internal diameter of Tube #2 has little or no impact on the disper-
sion generated by the split. On the other hand, the impact of the split
ratio was found to be very significant as highlighted in Fig. 5b. Con-
sidering the same resulting F, value (e.g. 8 wL/min), the measured
peak variance increased from 6 to 34 L2 with a split ratio decreas-
ing by a factor of about 2 (1:4.-1:9.4), and up to 200 wL? with a
split ratio decreasing by a factor of 10. The impact of the flow split-
ter on the dispersion can also be visually assessed by comparing the
peaks obtained with the different settings. The x-axis is expressed
in volume units to have a better comparison of peak broadening.
For a given mobile phase flow-rate of 0.1 mL/min, Fig. 6a shows the
degradation of the peak shape when the split ratio decreased from
1:1 (no flow splitting) to 1:50 (only 2 p.L/min sent to UV-Detector
2). In this latter case, the variance due to the split reached 77p.L2.
When considering a low F, value of 10 pL/min (Fig. 6b), the degra-
dation is even more important with 208 wL? obtained when the
split ratio is decreased down to 1:50. In addition to peak broaden-
ing, Fig. 6 clearly points out the problem of sensitivity that can be
encountered if the interface and in particular the split device are
not carefully chosen.

According to Fig. 1a, a total extra-column variance of only
100 wL? is sufficient to lose more than 70% of the column plates
in UHPLC conditions. Consequently, these results clearly underline
the importance of finding the best trade-off between the split ratio
which must be high enough, the flow entering ICP-MS which must
be low enough and the column flow-rate which must be adapted to
UHPLC conditions (typically in the range 400-1000 p.L/min). In any
case, the additional extra-column dispersion brought by flow split-
ting should be carefully evaluated. Micro-concentric nebulizers can
be considered as a good option for the coupling of UHPLC with ICP-
MS since they avoid the need for low split ratios. Such nebulizers
usually work with flow-rates of around hundreds p.L/min as those
required with narrow bore columns. On the other hand, the use of
a flow splitter in association with a total consumption spray cham-
ber operated at around 10 wL/min, seems inappropriate for UHPLC
purposes.

5. Conclusion and future trends

Within the last number of decades, analytical techniques have
evolved from the simple determination of the total amount of a
metal element to the determination of its chemical species. In
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Fig. 5. Variation of the variance due to the split (Uzspm) with F,. (a) effect of the tube i.d. (25 wm and 65 pm) considering the same split ratio (1:4.8). (b) effect of the split
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Fig. 6. Overlay of the peaks obtained in Detector 2 with settings A, B, C, D and E. (a) Same F; (100 p.L/min) resulting in different F, (100, 20.8, 20.8, 10.6, 2 p.L/min respectively)
and (b) different F; (10, 50, 50, 100, 400 .L/min respectively) resulting in same F, (10 pL/min). Measured extra-column variance (o2ext) is indicated at peak apex. Same

other conditions as in Fig. 4.

speciation studies, ICP-MS is now routinely coupled with liquid
chromatography (LC-ICP-MS).

Most applications are performed in an aqueous solvent and are
therefore much easier to implement than those needing the intro-
duction of a large amount of organic solvent into the plasma source.
Unfortunately, very few analysts pay enough attention to the chro-
matographic aspects when coupling LC and ICP-MS. During method
development, special attention should be focused on extra-column
dispersion to minimize it, avoiding excessive dead volume. In view
of this article, it clearly appears that efforts need to be made in this
specific area before analyzing complex matrix. Indeed, the bene-
fit of method development performed to enhance the analytical
performance (resolution and sensitivity) could be lost if solute dis-
persion in the interface, located between separation and detection
devices, is not minimized. A special attention must be paid to a
better description of Sample Introduction System since it seems to
be the critical part of the coupling and its characteristics are not
always specified by the authors. For speciation analysis, it is higlhy
recommended to thoroughly characterize the interface by evaluat-
ing extra column dispersion induced by SIS and ensuring that less
than 20% plates are loss. This will be extensively discussed in Part
IL.

Flow splitting can be used with total consumption spray cham-
bers to reduce the flow-rate prior to the sample introduction
system but it must be sized properly. As shown in this study,
a low split ratio can significantly increase solute dispersion and
hence solute dilution. Micro-concentric nebulizers are expected to
be more appropriate with possible flow-rates of around hundreds
pL/min, thus without the need of flow splitting. Such nebulizers
will be compared in the second part of this study which will be
devoted to the comparison of commercially available Sample Intro-
duction Systems in term of extra-column dispersion.

A last interesting point, in our view, is the impact of extra-
column peak broadening on the whole analytical performance
when using more complex hyphenated techniques such as 2D-LC-
ICP-MS. In the future, if online comprehensive two-dimensional
separations are more extensively developed, a particular attention
should be paid to the set-up so that every additional dead volume
could be assessed in terms of additional dispersion.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found, in
the online version, at doi:https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.
06.024.
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Table S1. Reported LC-ICP-MS studies on organic matrices, corresponding to those for which
the evaluation of the percentage of remaining plates (B2) was not possible. Explanations are

given by letters (b) ,(c), (d) or (e). Other studies are listed in Table 2 of the main manuscript.

. LC conditions (Elution mode, column Nebulizer Spray chamber B2
[Ref] Figure S,ample . . . - o
dimension, gradient) Type | Brand Type | Brand [ Cooling | (%)
Conventional column
Standards | RPLC, C18 (250 x 4.6 mm, 5 um), F = nd
. and water | Gradient (Phase A: 0.14 %(v/v) 2- Micro- . .
1 2) (e
(1] (Fig 2) sample, Se, | mercaptoethanol in 50 mM ammonium acetate at | concentric MicroMist | nd nd nd ne
Hg pH 4.6, Phase B: MeOH)
Standards | RPLC, C18 (125 x4 mm, 5 um), 1000 pL/min Concentric
[2] (b) Crude oil, |3 Gradients (Phase A: MeOH, Phase B: CHCl; or nebulizer nd Cyclonic nd -5°C nc
As, 51V, 60Nj | DCM or THF)
Commercia Meinhard | Double
(b)
B3] Itablet, | RPLC, C18 (250 x4 mm, 5 um), 750 uL/min nd nebulizer | pass nd nd ne
chinese Isocratic (30 mM ammonium formate, pH 3, 5 % .
50 Desolvatio
[3] (®) tea, 80Se, v/v MeOH) HHPN nd . nd nd nc
785, 77Se n unit
Narrow bore column
RPLC, Hypercarb (150 x 3 mm, 3 um), 250 pL/min PFA
4] @ Blood Isocratic (Phase A: 25 mmol/L aqueous Micro- microflow | Cvclonic nd 5°C nc
plasma, Fe | ammonium acetate, Phase B: ACN, 30 % A and concentric ¥
ST
70 % B)
15 ;‘;'23” RPLC, C18 (50 x 3 mm, 3.5 um), 1000 uL/min Micro. Scott
lasma 2 isocratic steps (Phase A: 0.5 % formic acid in concentric PFA-LC Double nd nd nc
giclofenac— water, Phase B: 0.5 % formic acid in MeOH) pass




. LC conditions (Elution mode, column Nebulizer Spray chamber B2
[Ref] Figure S,ample . . . - o
dimension, gradient) Type Brand Type Brand | Cooling | (%)
sodium, Cl,
Br
Anion exchange, (150 x 2.1 mm, 5 um),
6] @ Standards, | 400 pL/min Parallel Burgener Double nd nd nc
75As Gradient (Phase A: 20 mM phosphate buffer Path AriMist HP | pass
Phase B: 20 mM phosphate containing 50 %)
D
mr:ti bolite | RPLC, C18 (50X 2.1 mm, 3 um), 200 uL/min Micro.
[7] @ Clozanine Gradient (Phase A: 0.1 mol/L NH4Ac, Phase B: concentric PFA-LC Cyclonic PC3 2°C nc
s pine, 10 % 1 mol/L NH4Ac, 90 % CH30OH)
Cisplatin HILIC, (nd x 2.1 mm, nd), 300 pL/min
Waﬁer Gradient (Phase A: 95 % n-propanol + 5 % 20 mM Micro- Scott
[8] @ sample ammonium formate, Phase B: 50 % n-propanol + concentric Micromist | double nd nd nc
195Ptp ’ 50 % 20 mM ammonium formate Phase C: 100 pass
mM ammonium acetate)
standard RPLC, C18 (250 x 2.1 mm, nd), 175 pL/min M Desol
. tandards, icro- esolvatio
[3] (Fig 1) © 8050 Isocratic (30 mM ammonium formate, pH3,5% | .o oo | MEN-600 | nd nd nc
v/v MeOH)
HILIC, (150 x 2.1 mm, 3.5 um), 50-500 pL/min .
[9] © f:/i:dards' Isocratic (ACN/H.0 (85/15) or (75/25) + AA (O - Z"ﬁzzntric nd Scotttype | nd nd nc
37.5 mM) + FA (0-37.5 mM))
HILIC (150 x 2.1 mm, nd), 100 uL/min
@ Standards, . . Parallel . . . R
[10] Pt Isocratic (80 % ACN/20 % 25 mM ammonium path MiraMist | Cyclonic nd 5°C nc
acetate, pH 6.5)
RPLC, (150 x 2.1 mm, 3 um), 250 ul/min .
[11] (@ ISDttandards, Isocratic (10 mM ammonium formate containing clvcl:r?EZntric PFA-ST Cyclonic nd nd nc
2 % v/v % MeOH)
RPLC, C18 (100 x 2 mm, 3 pm), 200 puL/min eyclonic
Eptihelial Isocratic (0.1 % formic acid in 10 % MeOH) Micro- . .
(d) °
[12] cells, 82Se | Gradient (Phase A: 0.1 % formic acid 2 % MeOH, concentric MicroMist ZE:‘”::ber PC3 ac ne
Phase B: 0.1% formic acid in 50 % MeOH)
;‘;’:d""” RPLC, C18 (30 x 2 mm, 2.2 um), 300 pL/min Meihnard
[13] () lasma Gradient (Phase A: 0.1 % formic acid nd nebulizer nd PC3 nd nc
Elg Mobile phase B: MeOH)
Microbore column
Micro- | peasst Cyclonic | nd nd nc
concentric
RPLC, (150 x 1 mm, 3 um), 60 pL/min Micro- MCNG60
[11] © Standards, | Isocratic (10 mmol/L ammonium formate (pH concentric PFA-ST nd 00 nd nc
Pt 3.75) containing 2 % v/v % MeOH)
nd AriMist Cycloni nd nd nc
Total consumption nebulizer
. o ) nc
Direct injection nebulizer
Root and HILIC, (250 x 1 mm, nd), 50 pL/min . . . .
[14] () leaf, 27Al, Gradient (Phase A: 10 mM ammonium formate, Micro . Mlcrngst Cyclonic Cinnab nd nc
31p S6Fe Phase B: ACN) concentric | Userie ar
Standards
Dolphin HILIC, (250 x 1 mm, 5 um), 50 pL/min . . . IsoMist
[15] liver, 202Hg, | Gradient (Phase A: ACN, Phase B: 5 mM Micro . M|cro.M|st Cyclonic Cinnab | 2°C nc
] concentric | nebulizer
63Cu, 64Zn, | ammonium acetate) ar
lllcd
L 18 (1 1 =
[16] (Fig 2) @ Standards, E:'ufl’afloi (ofoa? Xrad?::t’ 2 ucrE)a;nF innclhe Total consumption nebulizer nc
g 79Br, 127| g Y ging Direct injection nebulizer

conditions and the type of solvent




[Ref] Figure s,ample LC conditions (Elution mode, column Nebulizer Spray chamber B2
’ dimension, gradient) Type | Brand Type | Brand | Cooling | (%)
Strainof | HILIC, (150 x 1 mm, 5 pm), 50 pL/min . . . .
saccharom | Isocratic (80 % ACN + 20 % 1 mM ammonium Modified tota! co'nsumptlon nebulizer with a low dead ne
yces acetate in water + 10 mM acetic acid) volume vaporization chamber
[17] &) cerevisiae 1 Ui
Selenized NP, (3Q0 x1mm,5pum), 50 uL/min . Meinhard '
yeast, 895e Isocratic (80 % ACN + 20 % 2.5 mM ammonium nd nebulizer Cyclonic nd nd nc
78ce 7750 | ACetate in water + 25 mM acetic acid)
standards Micro- laboratory | Desoltation | “5t2
Biological concentric made ¥ unit U-6000 | nd nc
izr:srilfrom RPLC, C18 and C4 300 A (150 x 1 mm, 5 um), nebulizer AT
[18] (@ saccaharo >0 uL./mm Micro- cyclonic
Gradient . laboratory R
myces concentric made spray nd 25°C nc
cerevisiae nebulizer chamber
culture, Total consumption nebulizer
77Se nc
DIN
Capillary column
nd PFAQ05 Cyclonic nd nd nc
nd PFA0O5 z/nclro-_ nd nd nc
standards. | RPLC, (150x0.32 mm, 3 um), 63 pL/min yclonic
[11] (@) () Pt " | Isocratic (10 mmol/L ammonium formate (pH nd PFACOS nd MCN60 nd ne
3.75) containing 2 % v/v % MeOH) 0
nd CEI100 nd nd nd nc
nd AriMist Cyclonic nd nd nc
(15] ® itsa”dards' RPLC, C18 (50 x 0.3 mm,3.5 um), 0.9 uL/min Total consumption nebulizer .
Isocratic (5.0 mM TBAP, pH 5.9) d-DIHEN home made
Standards RPLC, C18 (100 x 0.3 mm, 3.5 um), 8 puL/min
6L, oy " | Isocratic (50 % 50 mM HFIP (hexafluoro-2- Micro- Meinhard In-House
[20] (Fig 2) (e 205:|'| 31P propanol)/8 mM TEA (triethylamine)/water, pH concentric | 90-HEN chamber nd nd nc
32g T 8.3 4+ 50 % 50 mM HFIP/8 mM TEA/ MeOH, pH single pass
8.3)
. RPLC, C18 (150 x 0.3 mm, 3.5 um), 3 pl/min
;%l::; Gradient (Phase A: H,0, 0.05 % TFA, Phase B: 20 % | nd nd nd nd nd nc
[21] ® digest H,0, 80 % MeOH, 0.05 % TFA
Bota casein | RPLC, C18 (150 x 0.1 mm, 3.5 um), 0.5 pL/min
digest, 31P Gradient (Phase A: H,0, 0.05 % TFA, Phase B: 20 % | nd nd nd nd nd nc
H,0, 80 % MeOH, 0.05 % TFA)

nd : not determined or found in the literature

(@) Flow splitting

®) poor peak shape

() ho chromatogram available

(@ chromatogram clarity not sufficient

(©) some required conditions not specified
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Ill. ~ CONTRAINTES LIEES A L’INTRODUCTION DE SOLVANTS
ORGANIQUES DANS LE PLASMA

L’'introduction de solvants organiques dans le plasma est un défi instrumental. En effet,
I'appareillage communément utilisé, employé dans le cas de matrices aqueuses, doit étre
adapté, afin de maximiser la sensibilité et de veiller a la robustesse du plasma [77]. La suite de
cette section décrit les solutions qui peuvent étre envisagées lors de I'introduction de solvants
organiques pour améliorer la stabilité du plasma, éviter le dépo6t de carbone sur les cones et
conserver une bonne sensibilité.

1. Stabilité du plasma

La stabilité du plasma va décroitre lors de I'introduction de matrices organiques, par
rapport aux matrices aqueuses, ce qui est di a la grande volatilité des solvants organiques et
a leur faible tension de surface [78]. Lors de la mise en place de ce type de couplage il est
nécessaire de minimiser la quantité de solvant entrant dans le plasma par unité de temps
(solvent load) [77]. En effet, une trop grande quantité de solvant dans le plasma peut, en plus
d’impacter sa stabilité, provoquer une extinction compléte de celui-ci. Plusieurs solutions sont
envisageables pour pallier un tel probleme :

- une réduction du débit de phase mobile dans le plasma, soit en utilisant des colonnes
chromatographiques de faibles diameétres internes [79,80], soit en utilisant un diviseur
de débit (split) en entrée du nébuliseur [79],

- lutilisation d’un nébuliseur micro-concentrique associé a une membrane de
désolvatation pour réduire la quantité de solvant entrant dans le plasma. En revanche,
cette association présente I'inconvénient d’étre parfois discriminante en fonction des
analytes étudiés [77],

- l'utilisation d’un nébuliseur a injection directe ou de trés faibles débits de phases
mobiles sont nécessaires [77].

2. Dépot de carbone sur les cones

Les espéces riches en carbone, contenues dans les solvants organiques, se retrouvent
dans le plasma : C, C,, CH. Celui-ci est caractérisé généralement par des propriétés réductrices
qui vont conduire a la formation d’un dépot de carbone sur : 'injecteur, les cones écorceurs
et échantillonneurs, ainsi que sur les lentilles. Malheureusement, les cénes sont donc
susceptibles de se boucher en présence de ce dépot et de provoquer I'extinction du plasma.
Pour éviter la formation de charbon et éviter le dépot sur les cones de I'ICP-MS/MS, I'ajout
d’oxygene va permettre la formation d’un plasma légerement oxydant et ainsi la combustion
du carbone, selon la réaction :

C+%Oz=>CO
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0, est aussi parfois appelé gaz « optionnel » ou encore gaz « additionnel ». Pour mieux
résister a ce plasma oxydant, le matériau des cones doit donc étre modifié par rapport a celui
utilisé en présence de matrices aqueuses (cones en nickel). Dans ce cas précis, des cones de
platine sont utilisés, le platine étant plus inerte que le nickel et plus résistant aux conditions
oxydantes. D’autre part, le platine présente un bon compromis entre conductibilité thermique
et point de fusion, par rapport a d’autres métaux utilisés parfois en ICP (nickel, cuivre ou
encore aluminium). Avec une conductibilité thermique élevée de 720 W/m°C par rapport a
celle du nickel, du cuivre, et de l'aluminium, respectivement 91 W/m°C, 401 W/m°C,
237 W/m°C, il est possible de mieux refroidir les cénes au contact du plasma. Le platine
possede de plus une température de fusion assez élevée (de I'ordre de 1770 °C) qui confere
aux cones un assez bon maintien dans le temps.

En revanche, une trop grande concentration d’oxygéne peut mener a la formation
d’espéces polyatomiques conduisant a des interférences et peut endommager les cones en
platine. La quantité d’oxygéne a ajouter va varier avec le type de solvant utilisé et
particulierement avec la longueur de sa chaine carbonée. Ainsi, plus la chaine est longue, plus
la quantité d’oxygene nécessaire pour éviter le dépot de carbone sera importante. L’oxygene
peut étre introduit dans le systeme via plusieurs types d’instrumentation [77] :

- une connexion en T, entre la sortie de la chambre de nébulisation et I'entrée de
I'injecteur [81],
- un mélange effectué au niveau de 'arrivée de gaz dans le nébuliseur [82].

Plusieurs techniques visuelles ont été reportées a ce jour dans la littérature pour
optimiser le débit de ce gaz [77] :

- inspection du dépot de carbone sur les différents instruments (cones, injecteur),
- visualisation du plasma pour éviter la formation d’une zone verte correspondant a
I’émission de C, [77].

Il est important de noter que dans la littérature, les voies d’introduction de ce gaz
additionnel ne sont pas toujours correctement décrites ou pas toujours mentionnées. Une
autre solution proposée dans la littérature pour éviter la formation d’un tel dép6t de carbone
est la réduction du débit de phase mobile avec les mémes solutions que celles citées
précédemment [77] (utilisation de nébuliseurs micro-concentriques, utilisation d’un diviseur
de débit en amont du nébuliseur).

3. Conservation de la sensibilité

La sensibilité de la méthode est une contrainte a prendre en compte lors de la
réalisation d’un couplage LC-ICP/MS et I'optimisation de certains paramétres va permettre un
gain en sensibilité dans le cas de l'introduction de matrices organiques : la puissance de la
radiofréquence, les dimensions de l'injecteur, la distance entre l'injecteur et le plasma
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(sampling depth), les débits de gaz de nébulisation (nebulizer gas flow rate) et de phase mobile
(sample uptake rate), les débits de gaz additionnel (O3), ainsi que la température de la
chambre de nébulisation. Ces parametres sont représentés sur la Figure 1-11.

Sampling
depth
0, gas f:ow rate p
' L Load coil
Plasma gas flow rate
Nebulizer gas E o0
flow rate
Spray chamber /

Sample scc00

uptakeprate — Condenser |_> 5

asma
Y Auxiliary gas (Y )
Temperature flow rate
RF power Sampler cone

Figure 1-11 : Parameétres opératoires influants sur la sensibilité en ICP-MS

[84]

3.1. Puissance du générateur de radiofréquence

Le plasma, souvent considéré comme un quatriéme état de la matiére, peut étre défini
comme un gaz a haute température (6000 K), avec une forte densité d’ions et d’électrons
libres, électriquement neutre. Le plasma a courant induit est maintenu par une énergie
fournie sous forme de champ électrique par un générateur de radiofréquence. L’optimisation
de ce parametre va permettre I'obtention d’un plasma robuste avec un maximum de
sensibilité. Il a été montré que dans le cas de I'ICP-MS, la tendance générale est de travailler
entre 1.2-1.4 kW [77] dans le cas des applications en milieux organiques (une augmentation
d’environ 500 W est a noter par rapport aux valeurs appliquées dans le cas des matrices
aqueuses). Cette tendance peut étre expliquée par le besoin de compenser la diminution de
la température du plasma et I'augmentation de la densité du nombre d’électrons due a la
dissociation des espéces carbonées dans le cas des matrices organiques [77,82,83].

3.2. Sampling depth et dimension de I'injecteur

L'injecteur est un constituant de la torche a plasma qui permet l'introduction de
I'aérosol finement formé, en sortie de chambre de nébulisation, dans le plasma. La position
de l'injecteur par rapport aux cones ainsi que son diamétre interne sont des parameétres qui
ont leur importance lors de I'optimisation des conditions de fonctionnement de I'IlCP-MS mais
qui sont étroitement liés a d’autres parametres tels que la puissance du générateur de
radiofréquence mais aussi le débit de gaz de nébulisation (Figure 1-12). En effet, lors de
I'utilisation de matrices organiques, cette distance est a optimiser en fonction des
applications. Aucune tendance n’a pu étre tirée de la littérature car les choix dépendent des
applications et du pourcentage de solvant organique introduit dans le plasma [77,78]. En

Chapitre 1 — Contexte et état de I'art |53



revanche, de faibles diamétres d’injecteur sont a envisager dans le cas des matrices
organiques (1 mm) par rapport aux matrices aqueuses (2.5 mm) [82].

AXIAL COORDINATES
Sampling
) depth
Load coil "E———
Torch 00
Sample—> Ev’oﬁggonooooo
Plasma
[o3e]e]
RADIAL
COORDINATES

Sampler cone

Figure 1-12 : Représentation schématique de l'introduction de I’échantillon dans le plasma
(sample depth) [84]

3.3. Débit du gaz de nébulisation

Plusieurs stratégies pour optimiser les conditions d’analyses en présence de matrices
organiques sont référencées a ce jour dans la littérature [77]. La réduction de la quantité de
solvant introduite dans le plasma et I'augmentation du temps de séjour de |'aérosol dans le
plasma sont les parameétres mis en avant par les auteurs. Ces conditions peuvent étre atteintes
en modifiant soit le débit d’introduction de I’échantillon soit le débit du gaz de nébulisation.

Le débit de gaz de nébulisation est considéré comme un parametre critique, et par
conséquent nécessite une attention particuliere. Généralement des faibles débits de
nébulisation sont appliqués dans le cas des matrices organiques par rapport aux matrices
aqueuses, en lien avec la réduction du diametre de la torche a plasma. Il est admis qu’un faible
débit de nébulisation (< 0.6 L/min) améliore les propriétés du plasma (robustesse) et ce par :

- une réduction de la vitesse de I'aérosol,
- une augmentation du temps de séjour dans le plasma [77,82].

3.4. Choix de la température de la chambre de nébulisation

Un autre parametre a prendre en compte est la température de la chambre de
nébulisation [85]. Dans le but de réduire la quantité de solvant entrant dans le plasma, il est
important de noter que deux cas de figure sont reportés a ce jour dans la littérature [77] :

(i)  Une diminution de la température de la chambre de nébulisation va permettre de
réduire la quantité de solvant entrant dans le plasma. Une chambre de nébulisation
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refroidie va permettre d’éviter une discrimination des composés dans la chambre. Dans
le cas des produits pétroliers par exemple, les composés légers sont envoyés en majorité
dans le plasma si la chambre n’est pas refroidie, contrairement aux composés lourds qui
vont avoir du mal a atteindre le plasma. Un tel refroidissement permet de limiter les
différences de volatilité entre espéces. Dans le cas d’analyses de spéciation RPLC-ICP-
MS, bien qu’une température négative permette une réduction drastique de la quantité
de solvant introduite dans le plasma, la température conseillée est en général aux
environs de 2 °C dans le but d’éviter la congélation de I'’eau présente dans les mélanges
de solvant utilisés en RPLC. En effet, la phase mobile dans le cas d’un couplage avec la
chromatographie liquide en phase inverse étant au début du programme d’élution, en
majorité en phase aqueuse, des températures négatives engendreraient la formation de
glace dans la chambre de nébulisation [86].

(i) D’autre part, un chauffage important de la chambre de nébulisation est envisageable
dans le but de volatiliser tous les composés et de les envoyer dans leur totalité dans le
plasma (cas des produits pétroliers avec un instrument du type : h-TISIS constitué d’un
nébuliseur, d’'une chambre de nébulisation (Scott), et d’un injecteur). Chauffé entre 100
et 350 °C, ce systéme améliore en grande partie le transport de I’analyte, en augmentant
la sensibilité et en diminuant les interférences non spectrales [77].

3.5. Gestion de la phase mobile hydro-organique

Les analyses de spéciation peuvent étre effectuées en utilisant plusieurs techniques
chromatographiques et en utilisant plusieurs mécanismes de rétention. La majorité de ces
analyses sont réalisées en milieu aqueux et utilise la chromatographie d'échange d'ions sur
des échantillons environnementaux [87]. Dans ce cas particulier, la phase mobile n'est pas un
probléme lors du couplage des deux techniques. En effet, la quantité de solvant organique
dans la phase mobile est limitée. Cependant, lorsque I'on utilise la chromatographie liquide
en phase inverse (RPLC) [86,88—99], la chromatographie liquide d'interaction hydrophile
(HILIC) [100—-107], une grande quantité de solvant organique peut étre introduite dans le
plasma et la quantité de solvant introduite peut varier au cours du temps. Les auteurs ont
souligné les effets majeurs de la proportion en solvant organique, sur le signal ICP-MS, tout au
long de I'élution en mode gradient [77,108,109]. Deux méthodes différentes ont été
rapportées dans la littérature pour traiter ce probleme. La premiére est une approche basée
sur l'ajout d'un gradient d'oxygéne optimisé, en parallele a un gradient de solvants.
Néanmoins, le développement de ce type de méthode est décrit, par les auteurs, comme
empirique et fastidieux. En outre, le débit d'oxygéne est crucial et toute modification de ce
débit peut engendrer des changements significatifs en sensibilité [108]. L'objectif de la
deuxieme méthode proposée, est de maintenir constante la quantité de solvant organique
atteignant le plasma, en introduisant dans la chambre de nébulisation un flux de solvant
supplémentaire [109]. Cette méthode permet d'éviter les changements de sensibilité dus a la
concentration variable de carbone dans le plasma.
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IV.  ANALYSEUR TRIPLE QUADRIPOLE

1. Fonctionnement d’un quadripdle

Un quadripOle est composé de quatre électrodes paralleles hyperboliques. Les
électrodes opposées sont séparées d’une distance 2ro, elles sont soumises deux a deux a une
tension continue U et une tension alternative V. Un champ quadripolaire est ainsi créé dans
la région se situant entre les quatre électrodes. Cet analyseur se comporte comme un filtre
passe bande et permet la stabilisation d’un seul rapport m/z a la fois. Les ions sélectionnés a
I'aide du quadripOle sont ensuite détectés par un multiplicateur d’électrons a dynodes
discretes qui fonctionne soit en mode comptage d’'impulsions ioniques (pulse), soit en mode
analogique lorsque l'intensité mesurée est trop élevée (analogue).

2. Triple Quadripdle

La spécificité de ce type d’analyseur est qu’il possede deux quadripbles et un octopble
[110]. Cet octopble est aussi appelé cellule de collision/réaction. Lorsque "analyse s’effectue
avec de I'hélium, la cellule est dite de collision et lorsque I'analyse est effectuée avec de
I'ammoniac, de I’hydrogéne, ou de I'oxygéne elle est dite de réaction. Un tel systéme permet
de s’affranchir des interférences isobariques (dans le cas ou deux éléments différents
possedent des isotopes de méme rapport masse/charge) et polyatomiques (dans le cas ol une
combinaison d’ions possedent le méme rapport masse/charge que I'élément d’intérét) via la
cellule de réaction et les gaz employés [110].

En effet, le premier quadrip6le sélectionne un ratio masse sur charge (m/z) spécifique
qui va réagir dans la cellule de collision/réaction sous I'effet d’un gaz. Les produits de la
réaction sont ensuite analysés par le second quadripole qui peut lui aussi jouer le réle de filtre
m/z (Figure 1-13).

Rejet des masses fant

non ciblées par
Q1

Rejet des masses
non ciblées par
Q2

collision
reaction

Tous les ions
entrent dans
I'analyseur

Seule la masse

d’intérét est
mesurée

1¢" Quad (Q1) Cellule 2" Quad (Q1)

Figure 1-13 : Représentation schématique d’un spectrométre de masse MS/MS fonctionnant

en tandem [88]
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3. Avantage du triple quadripdle

Dans le cas de I'analyse du soufre (32S*) et du phosphore (3'P*), I'utilisation d’un
spectrometre de masse a couplage inductif haute résolution (ICP-HRMS) permet de
s’affranchir des interférences isobariques liées a ces éléments (par exemple : 320,%). Malgré
leur grand pouvoir de résolution ces instruments sont extrémement colteux et assez peu
robustes [111]. Par conséquent, d’autres techniques moins onéreuses ont été envisagées pour
pouvoir analyser ces éléments : I'ICP-MS muni d’un simple quadripole en présence d’oxygene
dans la cellule de réaction/collision. Malgré des résultats prometteurs deux problémes restent
non résolus : (i) la réactivité de la matrice et (ii) les interférences spectrales dues aux éléments
48Tj*, 47Ti, *8Ca* qui ne peuvent pas étre séparés des produits de réaction ’PO* et “8SO". La
nouvelle utilisation d’instruments puissants tels que le triple quadripéle ICP-MS/MS a permis
de s’affranchir de ces problémes d’interférents via I'utilisation de la cellule de réaction en
présence d’oxygene par exemple, comme le montre la Figure 1-14.

0, gaz de collision

02+
325+ 325160+
SBArCH*2Cat

1" Quadripdle Cellule de collision 2" Quadripdle
m/z 32 m/z 48

Figure 1-14 : Représentation schématique du mode MS/MS dans le cas du soufre (adapté de

[88])

L'ICP-MS/MS est un outil de choix pour la détection des métaux dans des matrices
complexes. En effet, la présence du premier quadripOle permet un meilleur contréle des
réactions se déroulant dans la cellule de réaction/collision. La possibilité de travailler avec
plusieurs gaz de collision/réaction va permettre de s’affranchir d’un grand nombre
d’interférents et de travailler sur des éléments qu’il n’était pas possible d’analyser en simple
guadrip6le comme le soufre par exemple.

V. CONCLUSION

L’étude de 55 publications, dans des milieux hydro-organique, a permis de mettre en
évidence que le choix de linterface du couplage LC-ICP-MS doit étre effectué de facon
raisonné. En effet, les dispersions extra-colonne peuvent induire une perte significative du
nombre de plateaux théoriques et donc dégrader la séparation. D’autre part, I'introduction de
solvants organiques dans le plasma requiert des précautions particuliéres pour assurer sa
stabilité. Les débits de gaz de nébulisation, la température de la chambre de nébulisation, le
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revétement des cones, etc... sont des parametres a optimiser lors de I'introduction de matrices
organiques. De plus, au vu de la littérature, I'lCP-MS/MS apparait étre un détecteur approprié
a I'analyse des éléments soufre, vanadium et nickel dans le cas des matrices organiques ;
I'analyseur de type triple quadripole et I'utilisation d’une cellule de réaction permettant de
s’affranchir des possibles interférents présents dans le plasma.
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D. CONCLUSION

Dans le cadre de la conversion de matrices pétrolieres, 'une des problématiques est la
caractérisation des contaminants pouvant empoisonner les catalyseurs dans les procédés de
conversion. Les hétéroatomes et les éléments métalliques tels que le soufre, le nickel et le
vanadium contenus dans les coupes lourdes du pétrole, peuvent se retrouver en importante
guantité dans ces matrices. Ces especes sont relativement peu décrites dans la littérature
compte tenu de leur complexité et des contraintes instrumentales rencontrées pour les
analyser. Dans la majorité des cas, les analyses sont menées avec une seule dimension de
séparation, souvent, la chromatographie d’exclusion stérique (SEC ou GPC) en association
avec une détection spécifique, I'ICP-MS. Malheureusement, les analyses unidimensionnelles
ne suffisent pas a caractériser la totalité de I’échantillon. La mise en place d’'une méthode
bidimensionnelle compréhensive (LCxLC) en amont d’une détection spécifique par ICP-
MS/MS, permettrait d’augmenter la capacité de pics et d’améliorer ainsi la caractérisation de
ces matrices pétroliéres. Or, un tel couplage n’a encore jamais été réalisé a ce jour et présente
un certain nombre de contraintes qui ressortent clairement de I’état de I'art réalisé. L'ICP-
MS/MS quant a lui s’avére étre un détecteur intéressant, dans le cas précis des éléments
soufrés, qui va permettre de s’affranchir d’'un certain nombre d’interférents tout en
permettant dans un méme temps, d’analyser les autres éléments d’intéréts (vanadium et
nickel).

Ce chapitre a permis de mettre en évidence les différentes contraintes a prendre en
compte lors du développement d’une analyse bidimensionnelle : (i) le choix du mode de
couplage, hors-ligne ou en-ligne, (ii) le choix et I'ordre des dimensions de séparation pouvant
avoir un impact important sur la capacité de pics totale, sur la sensibilité ainsi que sur le temps
d’analyse.

Enfin, les contraintes liées au couplage de la 2D-LC avec I'ICP-MS/MS en milieu
organique sont nombreuses. Au vu de la littérature, il s’avére que l'interface du couplage doit
étre évaluée avec beaucoup de précautions. En effet, un bilan exhaustif a permis de souligner
le manque d’attention porté a I'optimisation de l'interface en terme de dispersion extra-
colonne, ce point pouvant avoir des répercussions importantes dans le cadre d’une analyse
bidimensionnelle sur la qualité de la séparation. Ainsi, il sera important d’optimiser I'ensemble
du systeme dans l'objectif de minimiser la variance extra-colonne, afin de conserver un
maximum des plateaux offerts par le systeme séparatif. L'introduction de solvants organiques
impose un certain nombre de modifications de I'instrumentation couramment utilisée en
milieu aqueux, pour s’assurer de la robustesse du plasma et maximiser la sensibilité du
détecteur.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Ce sujet de these a pour objectif d’évaluer le potentiel de la chromatographie liquide
bidimensionnelle (2D-LC) couplée a une détection spécifique, la spectrométrie de masse a
couplage inductif (ICP-MS/MS), dans le cas des matrices complexes organiques, en prenant
pour exemple les fractions lourdes du pétrole. Comme démontré dans le chapitre | de cette
these, ces matrices sont d’une grande complexité de par la grande diversité des molécules qui
les composent. Les masses moléculaires des especes qui constituent ces mélanges complexes
s’étendent de quelques centaines a plusieurs milliers de g/mol, en combinant des propriétés
hydrophobes trés différentes les unes des autres. L'un des objectifs de cette these est donc
de réussir a développer un nouvel outil analytique adapté a I'analyse élémentaire de ces
matrices.

Pour cela 3 axes principaux seront développés au cours de cette these dans le but
d’atteindre cet objectif :

K/

** Etude et optimisation du couplage LC avec I'ICP-MS : au vu de la littérature,

I'optimisation de I'interface du couplage entre le systéme chromatographique
et la détection spécifique semble indispensable. L'objectif étant de mieux
comprendre les parametres influencant la perte en efficacité du systeme
chromatographique au passage dans l'interface de couplage, en amont de la
détection.

7/

» Développement analyses bidimensionnelles : le choix des dimensions de

premiére et seconde dimension est a optimiser au regard de la capacité de pics,
du temps d’analyse et du facteur de dilution. La comparaison devra étre menée
sur le choix des analyses hors-ligne ou en-ligne. Les phases stationnaires, les
phases mobiles ainsi que les conditions de plasma devront étre choisies
judicieusement pour obtenir la plus grande capacité de pics, dans |'objectif de
caractériser au mieux ces échantillons complexes.

+* Comparaison d’échantillons pétroliers : des échantillons d’origines pétrolieres

différentes pourront étre analysés, grace a la méthode préalablement
développée, dans le but d’apporter des réponses quant aux problemes de
réactivité observés au sein des unités de raffinage. Des informations
complémentaires aux analyses unidimensionnelles sont attendues dans le but
de mieux caractériser ces mélanges complexes.
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Chacun de ces axes constitue un chapitre de ce manuscrit,

dessous :

comme le détaille la figure ci-

/

Chapitre Ill

Optimisation de l'interface de

couplage
LC-ICP-MS/MS

Chapitre IV

Développement d’analyses

bidimensionnelles

Chapitre V

Applications et comparaisons
d’échantillons complexes

+» Mettre au point une méthodologie de
comparaison des SIS

<» Comparer différents nébuliseurs

< Comparer différentes chambres de
nébulisation

< Evaluer I'impact d’un réducteur de
débit en amont de I'ICP-MS/MS

<+ Evaluer 'impact de piéces
commerciales nécessaires ou non au
couplage

Article 2 :
M. Bernardin et al. / J.Chromatog. A
(2019) 380-387

«»* Choisir les mécanismes de rétention
dans les deux dimensions

<+ Déterminer les phases stationnaires
(nature, géométrie...) et les phases
mobiles

++ Comparer théoriquement les modes
LCxLC hors-ligne et en-ligne

%+ Réaliser une preuve de concept en
mode hors-ligne et application a des
échantillons issus des unités pilotes

<« Etudier les instabilités de plasma en
gradient d’élution

(
Article 3:
M. Bernardin et al. / J.Chromatog. A
L (2019) submitted

*» Analyser plusieurs échantillons de
différentes provenances

<» Développer un outil de comparaison
des cartographies

7
Article 4 :
M. Bernardin et al. / Talanta
L (2019) to be submitted
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Chapitre 2 - CONDITIONS EXPERIMENTALES

Appareillages, phases stationnaires, phases mobiles, composés d’intéréts, calculs
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INTRODUCTION

Ce chapitre décrit I'ensemble des appareils, leurs différentes caractéristiques, la nature
des échantillons ainsi que la méthodologie employée dans les différentes études menées au
cours des travaux de cette thése. Les conditions détaillées des méthodes employées sont
décrites dans les chapitres suivants.

La section A détaille les différents appareils utilisés a savoir deux systémes
unidimensionnels de chromatographie en phase liquide ainsi qu’un systéeme bidimensionnel.
Le détecteur utilisé est un spectrométre de masse a couplage inductif muni d’un triple
quadripole (ICP-MS/MS). Le couplage LC-ICP-MS/MS a été réalisé a |'aide de 31 interfaces qui
sont également décrites dans cette section.

Les sections B et C décrivent les phases stationnaires et mobiles utilisées dans les
différentes études.

La section D détaille la nature et les caractéristiques des échantillons utilisés au cours
de ces travaux. Les échantillons proviennent de coupes lourdes du pétrole.

Enfin, la section E présente le traitement et la gestion des données mis en ceuvre pour
exploiter les résultats LCxLC-ICP-MS/MS.

Nous remercions Elemental Scientific pour le prét de la chambre de nébulisation PC3.

Nous remercions Courtage Analysis Service pour le prét de différents nébuliseurs.
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A. APPAREILLAGE

I. APPAREILLAGES DE CHROMATOGRAPHIE

1. I-Class (Waters)

Ce systéme de chromatographie en phase liquide inclut un systéme de pompage
binaire ultra haute pression, un passeur d’échantillon, un four colonne, et un détecteur UV
comportant une cellule de détection de 500 nL. La gamme de débit s’étend de 0.01 mL/min a
2 mL/min. Le maximum de pression autorisée est 1200 bars, mais décroit a partir de 1 mL/min
en fonction du débit et de la composition de la phase mobile. Le passeur automatique est
thermostaté de 4 a 40 °C. Le systéme d’injection est de type FTN (« Flow Through Needle »)
et permet l'injection jusqu’a 15 pL. La température maximale du four colonne est de 90 °C. Le
systeme [-Class est piloté par le logiciel Empower qui permet également I'acquisition des
données.

2. 1290 Infinity (Agilent)

Ce systeme est composé, de 3 modules distincts : un systéme de pompage couvrant
une gamme de 0.001 mL/min a 5 mL/min, un passeur d’échantillons non thermostaté, un four
thermostaté, pouvant aller jusqu'a 100 °C a un débit de 2.5 mL/min et 80 °C a un débit de
5 mL/min. Les pressions supportées par cet instrument sont de 1200 bars et 800 bars a
2 mL/min et 5 mL/min respectivement. Le systéme d’injection est un FTN et permet I'injection
de volumes jusqu’a 20 pL. Les clapets de la pompe B sont adaptés pour résister a la présence
de THF. D’autre part, les tubings connectés directement en amont des pompes et en contact
avec les solvants sont adaptés pour résister au THF. En sortie de colonne, le débit de liquide
est envoyé directement dans le systéme de détection, via le systeme d’introduction de
I’échantillon de I'ICP-MS/MS. Le logiciel Mass Hunter permet de réaliser I'acquisition des
données et la communication avec l'instrument. La derniére version de ce logiciel est une
version hybride d’Openlab et de Mass Hunter.

3. 1290 Infinity 2D-LC (Agilent)

Ce systeme de chromatographie en phase liquide bidimensionnelle inclut deux
systémes de pompage binaires haute pression identiques (un pour chaque dimension), un
passeur d’échantillon, deux fours colonnes identiques (un pour chaque dimension), une
interface composée d’une vanne double 4 ports 2 positions résistante aux hautes pressions,
un détecteur UV mono longueur d’onde (D) et un détecteur a barrette de diodes (DAD) (?D).
Le détecteur de premiere dimension possede une cellule de 2 pL, un chemin optique de 3 mm
et supporte une pression de 60 bars maximum. Le détecteur de seconde dimension posséde
une cellule de 0.6 pL, un chemin optique de 10 mm et supporte une pression de 120 bars
maximum. Le systéme de pompage peut délivrer jusqu’a 5 mL/min. Le maximum de pression
est de 1200 bars. Le systeme d’injection est un FTN et permet l'injection de volumes jusqu’a
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20 pL. Pour injecter des volumes allant jusqu’a 100 pL, il est nécessaire d’ajouter un tube
dimensionné selon le volume souhaité. La température maximale du four colonne est de
100 °C. linterface entre les deux dimensions, comme présentée Figure 2-1, permet de
travailler dans une configuration symétrique sans avoir besoin de chemins additionnels et
aucun probléme de synchronisation n’est a craindre entre les deux positions puisqu’elle n’est
composée que d’une seule vanne.

DétecteurD

N
"h'
«}

Colonne ?D

Rotation
—

Détecteur 'D

Déchets Déchets

Pompes 2D Pompes 2D

Colonne 2D

Position A

Position B

Figure 2-1 : Vanne double 4 ports 2 positions

Le systéme 2D-LC est piloté par le logiciel OpenlLab CDS qui permet également
I'acquisition des données.

Il.  SPECTROMETRE DE MASSE A COUPLAGE INDUCTIF : ICP-MS/MS
8800 (AGILENT)

Ce systéme est un triple quadrip6le avec comme source d’ionisation un plasma a
couplage induit. Le pilotage est réalisé via le logiciel MassHunter. Plusieurs systémes
d’introduction de I’échantillon (SIS) ont été utilisés. Différents nébuliseurs ainsi que
différentes chambres de nébulisation ont été testées. Leurs caractéristiques sont répertoriées
dans les Tableau 2-1 et Tableau 2-2.

Tableau 2-1 : Caractéristiques des nébuliseurs utilisés

Longueur Diamétre Capillaire
Nébuliseur Design Fournisseur Matériel tubing interne tubing interne
(cm) (um) (um)
MicroMist Micro- . .
. . Agilent Borosilicate 2.3 250 /
(Ezyfit) concentrique
Micro- Glass Pas de .
PFA-LC . ] PFA . Pas de tubing 150
concentrique Expansion tubing
. Micro- Glass
Opalmist . ] PFA 26.5 180 /
concentrique Expansion
Savillex Micro- .
) Savillex PFA 70 / /
(C-Flow 200) concentrique
Burgener N
Flux parallele Spectro Teflon 75 380 /
T2002
Crossflow Cross flow Spectro / / / /
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Tableau 2-2 : Caractéristiques des chambres de nébulisations utilisées

Chambre de . L. Volume o
L Design Matériel Thermostated Spécificité
nébulisation (mL)
. . . Présence d’une
Twinnabar Cyclonique Borosilicate 20 Non
canule
IsoMist . . . Présence d’une
. Cyclonique Borosilicate 20 Oui
(Twinnabar) canule
Chambre a
consommation Simple passage Quartz 22 Non Pas de drain
totale
Conical Bille d’impact Borosilicate 27 Non /
Agilent 8800 Double passage Quartz 70 Oui /
Spectro large
P & Double passage Borosilicate 150 Non /
volume
Spectro faible .
Double passage Borosilicate 75 Non /
volume
Single Simple passage Borosilicate 75 Non /
PC? Cyclonique Quartz 47 Oui /

L'optimisation du plasma dépend du systeme d’introduction utilisé, ainsi que du
solvant employé. Pour chaque combinaison (nébuliseur + chambre de nébulisation), les
parametres tels que le débit de gaz de nébulisation, la position de la torche a plasma, et le
pourcentage de gaz additionnel ont été optimisés de maniére a obtenir 'intensité la plus
importante sur toute la gamme de masse. Pour cela les éléments ’Li, 8, et 29°T| ont été
utilisés. Lors de I'optimisation de ces différents paramétres il est important de veiller a
minimiser le taux d’oxyde 1°Ce0*/**°Ce*. Un taux d’oxyde élevé refléte un plasma froid ou le
rendement d’atomisation n’est pas maximal. Les optimisations effectuées pour chacune des
combinaisons sont répertoriées dans le Tableau 2-3. Les profils d’intensités et taux d’oxyde,
en fonction du débit de gaz de nébulisation, sont quant a eux détaillés en Annexe 1, pour les
31 combinaisons de nébuliseurs et chambres de nébulisation testées.
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Tableau 2-3 : liste des 31 combinaisons de nébuliseurs et chambres de nébulisation ainsi que

les paramétres finaux d’optimisation du plasma pour une sensibilité maximale

Chambre de Débit de gazde | Température de | Gaz optionnel | Profondeur
N° L Nébuliseur nébulisation la chambre de (%) de torche
nébulisation . L .
(L/min) nébulisation (°C) | (20 % 02 in Ar) (mm)
IsoMist
1 . PFA-LC 0.8 - 27 9
(Twinnabar)
2 Micromist 0.6 40 5
3 PFA-LC 0.6 40 6
4 Twinnabar Burgener 0.55 Non controlé 4 6
5 Opalmist 0.35 45 5
6 Savillex 0.4 45 5
7 Micromist 0.75 2 23 4
8 . PFA-LC 0.55 20 5
Agilent 8800
9 Crossflow 0.75 25 3
10 Burgener 0.3 20 4
11 Chambre 3 bil Micromist 0.65 35 6
ambre a billes
12 ore an PFA-LC 0.6 35 5
d’impact
13 . Burgener 0.55 35 4
(Conical) :
14 Opalmist 0.55 35 5
15 Micromist 0.9 Non controlé 45 5
16 Spectro large PFA-LC 0.85 45 6
17 volume Burgener 0.7 40 6
18 Crossflow 0.9 40 10
19 Micromist 1.3 35 5
20 . PFA-LC 0.75 40 5
Single
21 Burgener 0.5 45
22 Crossflow 0.9 45 10
Chambre a
23 | Consommation PFA-LC 0.51 Non controlé 50 9
totale
24 PFA-LC 0.65 20 3
25 Micromist 0.4 25 5
26 PC3 Burgener 0.55 -5 15 3
27 Opalmist 0.35 25 5
28 Savillex 0.4 25 5
29 . PFA-LC 0.85 45 8
Spectro faible - - o
30 Micromist 0.85 Non controlé 45 8
volume
31 Burgener 0.5 50 8

L'introduction de I’échantillon dans le systeme d’introduction peut se faire via une
pompe péristaltique avec un débit de travail de 0.1 rps (soit 0.4 mL/min avec un tuyau de
1.14 mm de diametre interne), soit via le systéme chromatographique et la pompe LC. Une
torche a plasma d’un diametre de 1 mm constitue le systéme assurant l'introduction de
I'aérosol dans le plasma. Les cones constituant I'interface du spectromeétre de masse sont en
platine. Les parameétres du plasma sont les suivants : puissance du plasma : 1500 W, débit de
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gaz auxiliaire : 0.9 L/min, débit de gaz plasmagéne : 15 L/min. Un mélange de gaz additionnel
(20 % O, dans Argon) est ajouté dans le tube HMI précédent I’entrée dans la torche a plasma
pour éviter la formation d’un dépot de carbone a I’entrée des cones.
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B. PHASES STATIONNAIRES

Les différentes phases stationnaires utilisées au cours de ces travaux sont listées dans
le Tableau 2-4 :

Tableau 2-4 : Colonnes utilisées pour les différentes études

. dc Lc dp Pore
Nom Fournisseur Support ) o
(mm) | (mm) | (um) | Size (A)
Acquity BEH Octadecyl
Waters o 2.1 5 1.7 130
C18 (silica)
Octadecyl
Vydac C18 Grace N 2.1 15 5 300
] (silica)
a.
o Hypersil . .
] Thermo Fisher | BetaBasic C8 2.1 15 3 150
Betabasic
Zorbax-SB-CN Agilent Cyano 4.6 15 5 80
4.6 15 2.5 125
APC XT 125
Y Waters Silica 4.6 3 2.5 125
APC XT 45 4.6 15 1.7 45
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C. PHASES MOBILES

L'eau utilisée lors de la préparation des phases mobiles provient d’un systéeme de
purification Elga (Purelab classic UV), permettant I'obtention d’une conductivité de 18 MQ.cm.
Gréace a un rayonnement UV, les bactéries présentes dans I'eau sont éliminées. D’autre part,
les phases mobiles organiques sont préparées a partir de tétrahydrofurane (THF) UHPLC/MS,
fourni par Biosolve Chimie SARL (Dieuze, France) et d’acétonitrile (ACN) de grade LC-MS,
fourni par Sigma Aldrich (Steinheim, Allemagne). D’autres solvants comme le 1-méthyl-2-
pyrrolidone (NMP) fourni par Fisher Scientific (lllkirch, France) et I'acétate d’éthyle fourni par
Carlo Erba (Val-de-Reuil, France), tous deux de grade HPLC, ont été utilisés au cours de ces

travaux de these.
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D. COMPOSES D’INTERETS

I.  SOLUTION DE PARABENES

Quatre  parabenes (méthylparabéne, éthylparabéne, propylparabéne et
butylparabene) provenant de la société Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne) ont été utilisés
pour évaluer les performances des systémes chromatographiques. Une solution mére a
500 ppm dans un solvant 50/50 Eau/MeOH contenant ces 4 parabénes a été préparée et
conservée a 5°C. L'échantillon analysé possede une concentration de 75 ppm et est conservé
a5°C.

Il.  SOLUTION MULTI-ELEMENTAIRE

Une solution multi-élémentaire composée des éléments Lithium, Yttrium, Thallium,
Cérium, Cobalt est analysée pour s’assurer des performances de I'ICP-MS/MS. Cette solution
est préparée a partir de solutions mono-élémentaires, provenant de la société SPEX CertiPrep
en solution aqueuse acidifiée avec 2 % d’acide nitrique et conservée a température ambiante
pendant un mois. Cette solution diluée a 10 ppb dans 'acétonitrile est préparée et analysée
guotidiennement a partir d’une solution mere a 1 ppm.

I1l.  SOLUTION ETALON DE PORPHYRINE

Une solution a 10 ppm de 2,3,7,8,12,13,17,18-Octaethyl-21H,23H-porphine
vanadium(lV), provenant de chez Sigma-Aldrich a été préparée dans du THF pour permettre
les mesures de dispersion a la fois avec une détection UV et avec I'ICP-MS/MS. Ces travaux
sont détaillés dans le chapitre 3.

IV.  STANDARDS DE POLYSTYRENE

Deux solutions de mélanges de standards de polystyrénes (PS7 et PS8), de la société
Fluka Analytical, ont été analysées pour réaliser la calibration des colonnes d’exclusion
stérique. Ces solutions ont été fournies par IFPEN, en solution dans le THF, et contiennent les
masses suivantes :

- PS7:28000, 9130, 682, 266 Da
- PS8:44000, 15700, 3470, 1250 Da

Les concentrations en polystyrénes de ces deux solutions ne sont pas connues.

V. ECHANTILLONS REELS PROVENANT DES COUPES LOURDES DU
PETROLE

Plusieurs matrices pétrolieres, fournies par IFPEN, ont été utilisées pour le
développement analytique au cours de cette these.
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1. Résidu sous vide et résidu atmosphérique

5 résidus sous vide (RSV ou VR) ainsi qu’un résidu atmosphérique (RA) ont été analysés
et sont répertoriés dans le tableau Tableau 2-5. Ces échantillons ont été dilués dans le THF
avec un facteur de dilution de 60.

Tableau 2-5 : Echantillons issus de coupes pétrolieres lourdes analysés durant la thése

Origine .
Coupe . ) Type V (ug/g) | Ni(mng/g) | S(mg/g)
géographique
Arabie Saoudite Origine marine soufrée 97 28 42
Russie Origine marine soufrée 170 50 26
RSV Canada Origine marine 317 115 57
Irak Origine marine 183 58 56
Congo Origine terrestre 10 85 4
RA Venezuela Origine terrestre 1562 130 53

2. Echantillons fractionnés (SARA)

D’autre part, plusieurs fractions des coupes lourdes du pétrole fournies par IFPEN ont
été analysées dans ces travaux. Ces échantillons proviennent du fractionnement de coupe
lourde du pétrole par la méthode SARA. Le fractionnement se déroule en deux étapes : (1)
précipitation des asphalténes avec du n-heptane et (2) fractionnement des malténes par
chromatographie. Ce fractionnement donne acces a quatre fractions communément appelées
SARA : Saturés, Aromatiques, Résines, Asphaltenes. Ces échantillons sont dilués avec un
facteur de 60 dans le THF avant analyse.
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E. OUTILS DE CALCULS ET TRAITEMENT DES DONNEES

. OPTIMISATION DES METHODES LCXLC

Le dimensionnement des méthodes LCxLC, ainsi que les conditions d’analyses mises en
place dans les chapitres 4 et 5 sont obtenues a I'aide d’un outil développé sur Excel au
laboratoire [1,2]. Grace a cet outil les paramétres chromatographiques sont optimisés pour
I'analyse bidimensionnelle que I'on souhaite développer. Les conditions d’analyses sont
largement détaillées dans les chapitres suivants.

Il.  DONNEES 1D

Les données acquises en 1D-LC ont été traitées sur le logiciel dédié a I'instrument ou
sur Excel apres exportation des données brutes. Les données générées en ICP-MS/MS sont
exportées du logiciel MassHunter vers Excel.

I1l.  DONNEES 2D

Une analyse bidimensionnelle génere un nombre tres important de données. En effet,
leur représentation s’effectue selon trois dimensions, le temps de rétention dans chacune des
dimensions et le signal du détecteur, mais les données sont obtenues sous forme matricielle.
Le traitement de ces données est donc complexe. En hors-ligne, il est nécessaire de
reconstruire la matrice a partir de données brutes obtenues pour chacune des fractions. A
I'inverse, en mode en-ligne, le détecteur en sortie de seconde dimension enregistre le signal
en continu pendant toute la durée de l'analyse (temps de séparation de la premiere
dimension). Le chromatogramme de deuxiéme dimension correspond ainsi a la succession de
toutes les injections envoyées en seconde dimension (a chaque rotation de vanne). Ce
chromatogramme peut alors étre fractionné. Les données peuvent étre visualisées sous forme
de « contour plot » appelé aussi « cartographie » ou de représentation 3D. Ces types de
représentations sont réalisés sous Matlab grace a un programme développé en interne au
laboratoire.
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Chapitre 3 - OPTIMISATION DE L’INTERFACE DE
COUPLAGE LC-ICP-MS/MS

Ce chapitre a fait I'objet d’une publication :
Article 2

“Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively coupled plasma-mass
spectrometry for the analysis of organic matrices. 2 Comparison of Sample Introduction
Systems”

M. Bernardin, F. Bessueille-Barbier, A. Le Masle, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. (2019), 380-387, doi.org/10.1016/j.chroma.2019.04.074
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INTRODUCTION

La chromatographie liquide couplée a une détection tres spécifique telle que I'ICP-
MS/MS est une technique de choix pour des analyses de spéciation élémentaire. La nécessité
d’analyser des matrices organiques demandant d’introduire des solvants volatiles dans le
plasma est un défi analytique pour cette technique de couplage. De nombreuses limitations
instrumentales contribuent a réduire considérablement la sensibilité attendue. Parmi celles-
ci, nous nous sommes intéressés dans ce chapitre a la dispersion extra-colonne générée par
le systéme d’introduction de I'échantillon dans I'ICP-MS/MS. Le phénomene de dispersion a
I'extérieur de la colonne est bien connu des chromatographistes mais il a été jusqu’a présent
trés peu étudié dans le cadre du couplage avec I'ICP-MS/MS et encore moins quantifié. En
sortie de colonne chromatographique, on cherche a obtenir des pics résolus de la meilleure
maniere possible, il est donc important d’optimiser les différents instruments constituants
I'interface du couplage pour limiter un élargissement des pics et éviter de perdre la résolution
et la sensibilité obtenue avant I'entrée dans I'analyseur, ce qui serait dommageable aux
analyses quantitatives. La dispersion générée par le systéme d’introduction (SIS) dans I'ICP-
MS est donc un des points faibles de ce couplage.

Ce chapitre a pour objectif d’évaluer différents systéemes d’introduction commerciaux
vis-a-vis de la dispersion extra-colonne qu’ils génerent, dans le but de choisir le systeme le
plus adapté a un couplage LCXLC-ICP-MS/MS. En effet, comme démontré dans le chapitre |,
une dispersion extra-colonne trop importante engendre une perte en nombre de plateaux
théoriques significative au détriment de la qualité de la séparation. Il est donc primordial
d’évaluer des systémes commerciaux afin d’identifier les parametres clés générant de la
dispersion et de statuer sur le montage qui sera utilisé pour la suite des analyses. Pour cela 6
nébuliseurs et 9 chambres de nébulisation ont été testés pour un total de 31 combinaisons
réalisables. La dispersion induite par l'interface de couplage a pu étre évaluée grace a
I’association de deux systemes de détection en série (UV et ICP-MS/MS) de part et d’autre du
systéme d’introduction. Cette méthodologie a été appliquée a un standard de porphyrine
permettant une détection en UV grace aux chromophores présents et une détection
élémentaire via I'lCP-MS/MS grace au métal chélaté présent dans sa structure. Ces travaux
ont fait I'objet d’une publication dans Journal of Chromatography A.

Le systeme d’introduction n’est pas le seul point faible d’un tel couplage, les
connectiques pouvant étre utilisées entre le systeme chromatographique et I'lCP-MS/MS
doivent aussi étre caractérisées pour s’assurer qu’elles n’apportent pas de dispersion
supplémentaire. Enfin, I'utilisation d’un diviseur de débit (split) entre la LC et I'ICP-MS/MS est
envisagée pour s’adapter au débit de travail du nébuliseur choisi. Différents paramétres ont
été étudiés tels que le ratio de split ou encore le diamétre interne des tubes pour évaluer au
mieux la dispersion générée par chacun de ces parameétres.
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A. CHOIX DU SYSTEME D’INTRODUCTION

Au vu de la littérature, le choix du systéme d’introduction de I’échantillon s’est avéré étre
un point primordial a considérer lors du couplage de la chromatographie liquide avec I'ICP-
MS/MS. Pour cela 31 combinaisons de nébuliseurs et chambres de nébulisation ont pu été
testées au travers de cette étude. Les résultats concernant les dispersions extra-colonne que
peuvent générer ces différentes combinaisons sont présentés sous forme d’article scientifique
dans la suite de cette section.

Article 2
Cette partie fait I'objet d’'une publication publiée dans Journal of Chromatography (JCA)

“Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively coupled plasma-mass
spectrometry for the analysis of organic matrices. 2 Comparison of Sample Introduction
Systems”

M. Bernardin, F. Bessueille-Barbier, A. Le Masle, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. (2019), 380-387, doi.org/10.1016/j.chroma.2019.04.074

Chapitre 3 — Optimisation de I'interface de couplage LC-ICP-MS/MS |92



Journal of Chromatography A, 1603 (2019) 380-387

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography A

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chroma

Suitable interface for coupling liquid chromatography to inductively
coupled plasma-mass spectrometry for the analysis of organic
matrices. 2 Comparison of Sample Introduction Systems

L)

Check for
updates

Marie Bernardin®", Frédérique Bessueille-Barbier?, Agnés Le Masle?,
Charles-Philippe Lienemann®, Sabine Heinisch®*

a Université de Lyon, Institut des Sciences Analytiques, UMR 5280, CNRS, ENS Lyon, 5 rue de la Doua, 69100 Villeurbanne, France
b [FP Energies nouvelles, Rond-point de I'échangeur de Solaize, BP 3, 69360 Solaize, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 27 February 2019

Received in revised form 29 April 2019
Accepted 30 April 2019

Available online 1 May 2019

Liquid chromatography (LC) coupled with a specific detection such as inductively coupled plasma-mass
spectrometry (ICP-MS/MS) is a technique of choice for elementary speciation analysis for complex matri-
ces. The analysis of organic matrices requires the introduction of volatile solvents into the plasma which
is an analytical challenge for this coupling technique. Detection sensitivity can be significantly affected
by instrumental limitations. Among those, we were interested in the solute dispersion into the interface
located between LC and ICP-MS/MS. This interface consists in both a Sample Introduction System (SIS)

Is(s}e' ‘g;:ﬁfﬂ and a possible flow splitter. This study, divided into two parts, investigated the analytical performance
Ultra high performance liquid (in terms of sensitivity and efficiency) generated by the coupling of LC and ICP-MS in the specific case
chromatography of organic matrices. In Part I [1], we previously discussed the impact of extra column dispersion on the

performance of LC-ICP-MS, first from a theoretical point of view and next, by assessing extra-column dis-
persion in 55 published studies on LC-ICP-MS. It was shown that SIS was rarely optimized with respect to
its contribution to extra-column band broadening. The critical impact of flow splitting on extra-column
dispersion was also pointed out.

The present Part Il is dedicated to the experimental comparison of commercially available SIS by assess-
ing extra-column band broadening and hence the contribution of SIS to the loss in both efficiency and
sensitivity. It is shown that the peak variance, due to SIS, can vary from 10 to 8000 wL?> depending on
the combination of both nebulizer and spray chamber. Whereas the highest values (i.e.>2000 wL?) are
much too high in high performance liquid chromatography (HPLC), even the lowest values (i.e.<100
wL?) can be inappropriate in ultra-high pressure liquid chromatography (UHPLC) as highlighted in this
study. In light of these results, it appears that nebulizer and spray chamber have to be chosen together
with respect to the chromatographic technique (HPLC or UHPLC) and that both peak dispersion and peak
intensity depend on key parameters including SIS device geometry, flow rate entering the interface or
spray chamber temperature.

Inductively coupled plasma
Extra-column dispersion
Sample introduction system
LC-ICP-MS

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Liquid Chromatography (LC) hyphenated to a specific detection
such as Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry (ICP-
MS/MS) is widely used to obtain elemental information and to
discriminate species in a given matrix [2,3]. Reversed Phase Liquid
Chromatography (RPLC) [4] and Size-Exclusion Chromatography
(SEC) [5,6] both performed with large amounts of organic solvent

* Corresponding author.
E-mail address: 1sabine.heinisch@univ-lyon1.f (S. Heinisch).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.04.074
0021-9673/© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

in the mobile phase are gaining interest, as previously discussed in
Part I. Over the past few years, LC techniques have been extensively
used for speciation analysis, in particular with narrow bore (2.1 mm
i.d.) or microbore (1 mm i.d.) columns, packed with small parti-
cles (sub 2 wm) and operated under ultra-high pressure (UHPLC) in
order to obtain high column plate numbers within short analysis
times [7]. In UHPLC (i.e. 2.1 mm i.d. column packed with sub-2 pm
particles), the optimal flow-rate is usually lower than in conven-
tional HPLC (i.e. 4.6 mm i.d. column packed with 5 pm particles),
which is advantageous when using organic solvent in ICP-MS. If
the flow rate entering the plasma source is decreased, the amount
of organic solvent is also decreased, thereby improving the plasma
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Table 1
Nebulizer characteristics and settings.
Nebulizer Design Supplier Raw material Tubing length Volume (L) Tubing L.D.
MicroMist (Ezyfit) Micro concentric Agilent Borosilicate 2.3 cm 6 uL 250 wm
PFA-LC Micro concentric Glass Expansion PFA No tubing 2 pl 150 wm
Opalmist Micro concentric Glass Expansion PFA 26.5cm / 180 pm
Savillex (C-Flow 200) Micro concentric Savillex PFA 70 cm / /
Burgener (T2002) Parallel path Spectro Teflon 75cm 108 wL 380 pm
Crossflow Cross flow Spectro / / / /
L.D. for internal diameter.
Table 2
Spray chamber characteristics and settings.
Spray chamber Design Raw material Volume (mL) Temperature control Specificity
Twinnabar Cyclonic Borosilicate 20 No Presence of baffle
IsoMist (Twinnabar) Cyclonic Borosilicate 20 Yes Presence of baffle
Total consumption Single pass Quartz 22 No No drain
Impact bead (Conical Spray Chamber) Impact bead Borosilicate 27 No /
Agilent 8800 Double pass Quartz 70 Yes /
Spectro Large Double pass Borosilicate 150 No /
Spectro Small Double pass Borosilicate 75 No /
Single Pass Single pass Borosilicate 75 No /
PC3? Cyclonic Quartz 47 Yes /

stability [8]. Some key issues have to be considered for coupling
LC to ICP-MS in case of organic matrices. Those are thoroughly
detailed in the first part of this study [1]. The interface between
LC and ICP-MS is made of a Sample Introduction System (SIS) and a
possible flow splitter prior to the SIS which may be required in case
of organic matrices, to reduce the amount of organic solvent reach-
ing the plasma [8]. As highlighted in Part I, various SIS have been
used over the past decades for the speciation analysis of organic
matrices but suitable choices were not always made. Moreover, our
previous study clearly showed that using flow splitting to reduce
the flow-rate entering SIS or any detection device could result in a
significant increase in band broadening, especially when the split
ratio is low.

The success of highly efficient separations depends on both the
intrinsic column efficiency and the ability to preserve it by min-
imizing extra-column band broadening [9]. In order to maintain
column efficiency, it is of prime importance to reduce extra-column
band broadening in each device of the LC-ICP-MS instrument and in
particular, in the interface prior to ICP-MS. This issue is especially
critical in case of UHPLC separations because of low peak volumes.
For complex samples, on-line two-dimensional liquid chromatog-
raphy (2D-LC) is known to be a powerful separation technique [10].
However, due to the extreme thinness of second dimension peaks,
the success of this technique strongly depends on the reduction
of the volumes located between the second dimension column and
the detector [9]. Considering solute dispersion, the aim of this study
was to compare commercially available devices (six nebulizers
along with nine spray chambers) and their resulting combinations
(i.e.31) that are most commonly used [1]. Some recommendations
for a proper selection of both nebulizer and spray chamber are
provided as a result of this study.

2. Experimental section
2.1. ICP-MS/MS instrument and conditions

As shown in Part I, a large panel of nebulizers and spray cham-
bers can be found in the literature, with different designs. In this
work, concentric, parallel path, and cross-flow nebulizers were
compared and evaluated, as well as, several spray chambers, such
as single pass, double pass, impact bead, cyclonic. The experiments
were carried out using an Agilent 8800 ICP-MS/MS system (Agi-
lent Technologies). For the purpose of the study, 31 different SIS

configurations, each composed of one nebulizer (among 6) and a
spray chamber (among 9) were tested. Among 54 possible com-
binations, 31 were achievable from an instrumental point of view
(some nebulizers cannot be mounted on every spray chamber due
to instrumentation issues). A description of the six nebulizers and
the nine spray chambers are given in Tables 1 and 2 respectively.
In Table 1, tubing length and tubing internal diameter (i.d) corre-
spond to the dimensions of the tubing located between the column
outlet and the nebulizer entrance. Nebulizers were used in their
original configuration, without any modification. On the other side,
some spray chambers were equipped with a temperature con-
trolled device and some of them were equipped with a baffle as
highlighted in Table 2.

The instrument was equipped with a torch with a 1 mm i.d.
injector (Agilent Technologies). The analyzer unit consists of two
quadrupole mass analyzers and an octopole collision-reaction cell
placed between both quadrupoles. Vanadium was detected in
MS/MS mode with oxygen as a reaction gas in the cell. Vanadium
51 was shifted to mass 67. The following ICP-MS/MS parameters
were used: plasma power: 1500 W, auxiliary gas: 0.9 L/min, plasma
gas flow rate: 15L/min. Both sampler and skimmer cones were
made with platinum instead of nickel as usual, due to platinum
inertness. The experimental conditions for the 31 tested combi-
nations of a nebulizer and a spray chamber are listed in Table 3.
For parameter optimization, a tune solution (1ppb Li, Y, TI, Ce,
Co) was continuously delivered to the nebulizer using a peristaltic
pump equipped with Viton® tubing dedicated to organic solvents
at a speed of 0.1 rps (corresponding to a flow rate of 400 pwL/min)
except for total consumption spray chamber (i.e. 0.05 rps equiva-
lent to 200 p.L/min). For transient signal, the integration time was
set at 0.1s. ICP-MS/MS parameters were optimized to have the
best trade-off between a high intensity for standard solutions of
lithium, yttrium, and thallium at 1 ppb level and a low oxide ratio.
The ratio 1°6Ce0*/140Ce* was used to monitor the oxide ratio level
which should ideally be kept below 10% in case of organic sol-
vent. The plasma gas flow rate, the auxiliary gas flow rate, the
radio-frequency power, and the radiofrequency matching were
kept constant for all studied combinations of nebulizers and spray
chambers. The carrier gas flow rate, the sampling depth, and the
optional gas flow rate were optimized to achieve the higher inten-
sity (cps) for Li, Y, and TI. In order to ensure a stable plasma and to
avoid carbon deposit on the cone surface (sampler and skimmer),
oxygen was mixed with argon (20% of O, in Ar) and carried to ICP-
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Table 3

List of the 31 studied combinations of nebulizers and spray chambers and their corresponding operating conditions.

# Spray chamber Nebulizer Carrier gas flow rate (L/min)  Spray chamber temperature  Optional gas (%) (20% Oz in Ar)  Sampling depth (mm)
1 IsoMist (Twinnabar) PFA-LC 0.8 -2°C 27 9
2 Micromist 0.6 40 5
3 PFA-LC 0.6 40 6
4 Twinnabar Burgener 0.55 Not controlled 4 6
5 Opalmist 0.35 45 5
6 Savillex 0.4 45 5
7 Micromist  0.75 2°C 23 4
8 . PFA-LC 0.55 20 5
g  Asilent8800 Crossflow  0.75 25 3
10 Burgener 0.3 20 4
11 Micromist ~ 0.65 35 6
12 Impact bead (Conical PFA-LC 0.6 35 5
13 Spray Chamber) Burgener 0.55 35 4
14 Opalmist 0.55 35 5
15 Micromist 0.9 Not controlled 45 5
16 Spectro Large PFA-LC 0.85 45 6
17 Burgener 0.7 40 6
18 Crossflow 0.9 40 10
19 Micromist 1.3 35 5
20 . PFA-LC 0.75 40 5
1 Singlepass Burgener 0.5 45 5
22 Crossflow 0.9 45 10
23 Total consumption PFA-LC 0.51 Not controlled 50 9
24 PFA-LC 0.65 20 3
25 Micromist 0.4 25 5
26 pc3 Burgener  0.55 -5°C 15 3
27 Opalmist 0.35 25 5
28 Savillex 0.4 25 5
29 PFA-LC 0.85 45 8
30  Spectro Small Micromist ~ 0.85 Not controlled 45 8
31 Burgener 0.5 50 8

MS/MS with HMI tubing. The amount of oxygen was optimized by
monitoring carbon emission band when introducing organic sol-
vent, by visually assessing that no carbon was deposited on the
sampler cone. Then, the carrier gas was optimized in the range of
0.3 to 0.9 L/min for every system. The intensity of Li, Y and Tl was
monitor while changing carrier gas value. Such optimization was
performed for every combination of nebulizers and spray cham-
bers (#1 to #31) as shown in Table 3. An example of the carrier gas
optimization is shown in supplementary information Fig. S1.

2.2. UHPLC instrument conditions

Flow injection analysis was performed with an ACQUITY UPLC
[-Class system (Waters, Milford, MA, USA), including a high-
pressure binary solvent pump with a maximum delivery flow-rate
of 2 mL/min, an auto sampler with a flow-through needle of 15 L,
a column oven with a maximum temperature of 90 °C and a diode
array detector with a 500 nL flow-cell withstanding pressure up to
70Dbar. The injection volume was 1 pL. The wavelength was set at
407 nm for porphyrin detection. Data acquisition with a sampling
rate of 40 Hz and instrument control was performed by Empower
software. All experiments were performed with acetonitrile as
mobile phase at 400 wL/min (except for total consumption spray
chamber working at 200 p.L/min), using a zero-dead volume union
in place of the column. The oven temperature was 30°C. The DAD
detector was connected to the nebulizer with a PEEK tubing. Its
dimensions were selected depending on the spray chamber design,
namely 67 cm x 65 wm for Agilent 8800, Spectro Large and Single-
pass and 111cmx 100 wm for Twinnabar, Impact bead, Spectro
Small, PC3, IsoMist, and total consumption.

2.3. Chemicals and sample preparation

2,3,7,8,12,13,17,18-0Octaethyl-21H,23H-porphine vana-
dium(IV) and LC-MS grade acetonitrile (ACN) were purchased

from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Tetrahydrofuran
(unstabilized) UHPLC/MS grade, obtained from Biosolve Chimie
SARL (Dieuze, France) was used as sample solvent. SPEX CertiPrep
(Metuchen, NJ, USA) Co, Ce, Y, Tl, Li monoelemental standards
in 2% HNO3 (1000 p.g/L) were used to prepare the multielement
standard solution used for calibration. This solution with 1ppb
Co, Ce, Y, T, Li in acetonitrile was used for daily calibration of the
ICP-MS/MS. Porphyrin sample was prepared at a concentration of
10 ppm in THF. Solutions were stored at 5 °C.

3. Results and discussion
3.1. Comparison of 31 commercially available interfaces

Extra-column solute dispersion was evaluated in flow injection
analysis by injecting a sample of porphyrin, using two different
detectors (i.e. UV and ICP-MS/MS) in series and a SIS interface
between them. A zero-dead volume union was used in place of the
column. Porphyrin was first detected by UV, and then by ICP-MS/MS
at m/z=67. This compound was found to be attractive because of
the presence of chromophores for UV detection and of chelated
metal for ICP-MS/MS detection. The variance of dispersion due
to the SIS interface (agls) was estimated by subtracting the peak
variance, resulting from the solute travel into the UHPLC/UV instru-

5 . .
ment (aext’ UHPLC/UV), from the total peak variance, resulting from
2 .
the whole solute travel (aext’ rotal)”
2 _ 2 _ 42
Osis = Oext, total ~ Pext, UHPLC/UV (1

The calculations of Jf,s were based on the assumption that
the contribution of both zero-dead volume union and ICP-MS/MS
analyzer to total solute dispersion could be considered as not sig-
nificant and hence could be disregarded.
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Table 4

Mean Value (O'SZIS (pL?)) and Relative Standard Deviation (RSD) of the peak variance,
induced by SIS alone, are given for five consecutive injections, for 31 combinations
of nebulizers and spray chambers (SIS are ranked from the less dispersive system to
the most dispersive one).

# Nebulizer Spray Chamber Mean value o2 (pL?) RSD" (%)
3 PFA-LC Twinnabar 6 10.0
23 PFA-LC Total 8 58.8
1 PFA-LC IsoMist 11 18.2
12 PFA-LC Impact bead 12 133
24 PFA-LC PC3 42 4.8
20 PFA-LC Single pass 44 13.6
29 PFA-LC Spectro Small 70 20.2
2 MicroMist Twinnabar 84 1.1
11 MicroMist Impact bead 93 7.5
25 MicroMist PC? 93 8.6
19 MicroMist Single pass 108 111
6 Savillex Twinnabar 125 104
8 PFA-LC Agilent 8800 127 18.9
16 PFA-LC Spectro Large 143 231
28 Savillex PC3 155 3.9
30 MicroMist Spectro Small 188 4.8
7 MicroMist Agilent 8800 370 2.2
5 Opalmist Twinnabar 642 22
14 Opalmist Impact bead 694 2.0
13 Burgener Impact bead 726 7.4
15 MicroMist Spectro Large 865 5.5
27 Opalmist pPC? 992 3.4
10 Burgener Agilent 8800 1446 17.4
4 Burgener Twinnabar 1582 11.6
17 Burgener Spectro Large 1657 16.8
9 Crossflow Agilent 8800 1674 7.2
22 Crossflow Single pass 1724 19
26 Burgener PC3 2658 7.6
18 Crossflow Spectro Large 2771 2.6
31 Burgener Spectro Small 3769 9.7
21 Burgener Single pass 8070 223

" Relative Standard Deviation.

Due to severe peak distortions, especially due to SIS, peak vari-
ances in volume unit, 63, were calculated by means of the second
order central moment, using an in-house program.

0315 values resulting from solute dispersion in 31 different
combinations of nebulizers and spray chambers (31 settings as
numbered in Table 3) were determined according to Eq. (1). To
ensure a good reliability of the results, the solute was injected five
consecutive times.

Among the 31 different SIS interfaces that were assessed with
respect to extra-column band broadening, PC3, Twinnabar, and
[soMist are the most reported spray chambers in the literature [1].
The peak variances were determined without column for five repli-
cates. Mean variance values in volume units and the corresponding
Relative Standard Deviations (RSD) were calculated for each of the
31 SIS interfaces alone and for the UHPLC/UV system alone. Values
for SIS alone (05215 according to Eq. (1)) are listed in Table 4. The

mean variance value for the UHPLC/UV system (oezxt UHPLC /uv) was

about 8 wL2. This value was found to be quite repeatable (RSD < 5%),
thereby highlighting the reliability of the calculation method. As
can be seen in Table 4, the range of 0315 values, depending on SIS,
is very large (from 6 to 8070 wL?). Unlike UHPLC/UV system, the
determination of 0315 was poorly repeatable for most SIS with RSD
values sometimes higher than 25%. For SIS #23, the RSD value was
even close to 60% which might arise from the design of the spray
chamber wherein the aerosol is not sorted out but entirely sent
to the plasma, making solute dispersion uneven. More generally,
solute dispersion in SIS appears to be less repeatable than in the rest
of the UHPLC-UV/ICP-MS/MS system, suggesting a more uncertain
dispersion process than with UV detection.

The lowest peak variance (i.e. 6 wL?) was found with Twinnabar
as spray chamber and PFA-LC as nebulizer (SIS #3 in Table 4).
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Fig. 1. Peaks obtained without column using the Twinnabar spray chamber and
five different nebulizers: SIS #4 Burgener; SIS #5 Opalmist; SIS #6 Savillex; SIS #2
MicroMist; SIS #3 PFA-LC; UHPLC/UV System. Sample: porphyrin (10 ppm in THF).
Detected element: 67V, Total extra-column peak variances are given above the peak
apex (in pL?). 1 pL injected. No column. Mobile phase: ACN. 407 nm. 400 p.L/min.

Different SIS combining Twinnabar and different nebulizers are
compared in Fig. 1. The studied nebulizers included concentric
(Opalmist, Savillex, MicroMist, and PFA-LC) and parallel path (Bur-
gener) ones. The peaks shown in Fig. 1 were normalized in order to
better highlight to what extent the peak broadening can decrease
the peak intensity and hence increase the signal-to-noise ratio
(S/N). It is clear that the peak shapes are significantly different
depending on the nebulizer. Some peaks are symmetrical but large,
some others are thinner but with severe peak tailing. Very bad peak
shapes always result in low signal-to-noise ratios (S/N), well corre-
lated with high peak variances. The worst peak shape was obtained
with the Burgener nebulizer which led to a measured peak variance
close to 1600 pL2. Such a significant dispersion can arise from the
large internal diameter (i.e. 380 wm) of the connecting capillary
located between UV-detection and the nebulizer but also from the
nebulizer itself due to its large orifice and its large internal vol-
ume (108 p.L). This latter has been designed to avoid the risk of
clogging which makes this nebulizer very attractive when parti-
cles or salts are present in the sample. Burgener is expected to be
ideally operated at high flow-rates (i.e.>800 wL/min) rather than
400 p.L/min as in the present study. This may contribute to further
explain the very large peak observed in Fig. 1. Both Opalmist and
Savillex nebulizers led to low S/N values in addition to significant
band broadening (peak variance of 653 and 136 L2 respectively)
making them also inappropriate for UHPLC separations. The best
peak shapes and hence the best S/N values were obtained with PFA-
LCor MicroMist as nebulizers. It can be noticed that both PFA-LCand
MicroMist were designed with low internal volumes, (i.e.2 and 6 L
respectively), thereby explaining the low peak variances. However,
the variance value with MicroMist (92 wL?) was significantly higher
than with PFA-LC (6 .L2) which is due to their difference in volume
but also to their different design which can affect solute disper-
sion as highlighted by the severe peak tailing in case of MicroMist
(Fig. 1). Acomparison of the peaks obtained with MicroMist (Fig. 2a)
or PFA-LC (Fig. 2b) and different spray chamber is given in Fig. 2. A
significant peak tailing along with low S/N can be observed with
all studied spray chambers when using MicroMist as nebulizer
(Fig. 2a). In contrast, the obtained peak shapes are much better
when using PFA-LC (Fig. 2b) which also results in a higher S/N. One
exception can be noted in the case of Spectro-large providing a bet-
ter peak shape with MicroMist (Fig. 2a) than with PFA-LC (Fig. 2b).
The advantage of PFA-LC over MicroMist can also be related to the
material which is made of perfluoroalkoxy (PFA) in case of PFA-LC
while of borosilicate in case of MicroMist. As a result, the observed
peak tailing with MicroMist (Fig. 2a) could be explained by a higher
wettability of borosilicate compared to PFA (contact angle of 38.5°
with water for borosilicate vs 98.5° for PFA) [11]. These nebulizers
also differ by the recess of the internal capillary. With PFA-LC, the
capillary is more recessed than with MicroMist. As a result, the two
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Fig.2. Peaks obtained without column using two different nebulizers: (a) Micromist
and 7 different spray chambers: SIS #15 Spectro Large; SIS #30 Spectro Small; SIS
#11 Impact bead; SIS #7 Agilent 8800; SIS #2 Twinnabar; SIS #19 Single pass;
SIS #25 PC3; UHPLC/UV and (b) PFA-LC and 9 different spray chambers: SIS #16
Spectro Large; SIS #29 Spectro Small; SIS #20 Single pass; SIS #3 Twinnabar; SIS
#12 Impact bead; SIS #23 Total; SIS #8 Agilent 8800; SIS #1 IsoMist; SIS #24
PC3; UHPLC/UV. Total extra-column peak variance are given at peak apex (in pL?).
Flow-rate: 400 pL/min for every Spray chamber except for total consumption spray
chamber Flow-rate: 200 pL/min. Same other conditions as in Fig. 1.
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Fig. 3. SIS peak variance as a function of the volume of the spray chamber with PFA-
LC (M) and MicroMist (A ) as nebulizers. Each data point corresponds to a specific
spray chamber among nine listed in Table 2.

streams (gas and liquid) interact, thus promoting the formation of a
fine aerosol [12]. This latter might reduce solute dispersion, hence
leading to a very low dispersion variance when combining PFA-LC
and Twinnabar (14 pL2). Nevertheless, calculated peak variances
vary from 92 to 873 wL? with MicroMist while from 14 to 151 pL?
with PFA-LC making this latter nebulizer of major interest for spe-
ciation analysis under UHPLC conditions. Finally, it is important to
note that for both nebulizers (PFA-LC and MicroMist), S/N strongly
depends on the spray chamber, making the selection of this latter
critical in many ways. The nine commercially available spray cham-
bers, evaluated in this study, also differed by their design and their
volume. It is likely that some mixing occurred into SIS. Depend-
ing on its design, the interface can be considered either as a tube
or as a mixing chamber. As shown in Fig. 3, the variation of the
peak variance with the volumes of the different spray chambers
seems to be well fitted by a parabolic curve, suggesting, for most
studied spray chambers, that a dispersion process took place, simi-
lar to that occurring into a mixing chamber [13]. However, Agilent

8800, Spectro Small and Single-pass have similar volumes (i.e. 70;
75 and 75 mL respectively) while quite different measured peak
variances (from 109 pL? to 370 wL?). This suggests that the vol-
ume of the spray chamber is not the only factor that can affect
extra-column band broadening. Single-pass aerosol path is likely
to be different from Spectro Small and Agilent 8800 ones, both
spray chambers being double pass as detailed in Table 3. For the
largest spray chamber (i.e. Spectro large; 150 mL), the peak vari-
ance attained 143 wL? with PFA-LC while 865 wL? with MicroMist.
These differences can be ascribed to the design of the nebulizer
itself as previously discussed, but also to the quality of the aerosol
produced in these conditions. With large spray chambers (above
40mL), the total extra column variance was higher than 50 L2
with PFA-LC and higher than 90 pL? with MicroMist.

Thelossin plates due to the instrument is expected to be directly
related to the column variance, o2¢. As a result, it depends on both
the retention factor, k and the column geometry (column length,
Lc, column internal diameter, d¢, and particle size, dp). Based on
known relationships (Egs. (2-4)), it is possible to plot the variation
of the remaining plates, 82 (%) as a function of the retention factor,
considering either HPLC or UHPLC conditions. The corresponding
curves are shown in Fig. 4a and b respectively, for different SIS
(#3, #1, #24, #2, #7, #4, #31, #21). 2 is the ratio of the column
variance, to the measured total peak variance (8% =02¢/02pt1)- It
was calculated by using the following relationships [1]:

V2 x (1+k)

2
O- =
C

Le

x hdp (2)
Where k is the retention factor, h, the reduced height equivalent
to a theoretical plate, dp, the particle size and Vj the column dead
volume given by

merd2 xL
Vo = ticC (3)
4
Where & is the total column porosity and d., the column diameter
2 2 2
Ototal = Oext, total T OC (4)
leading to
1
P = 2 2 (5)
1+ Gext,total/UC

Calculations were performed by considering no other source of
dispersion in the instrument, h=3 and &;=0.6. For sake of clarity,
only 7 curves, corresponding to 7 different SIS interfaces (among
31studied), were represented in Fig. 4. SIS #1, #3, #2 and #24 are
the most widely reported in the literature. SIS #7 is interesting
because it is the configuration proposed by Agilent Technologies
for the ICP-MS/MS instrument used in this study. Although hardly
reported, it is worth citing SIS #4, #31 and #21 because they
led to very high peak variances. In case of HPLC conditions (i.e.
a 150 x 4.6 mm column packed with 5 wm particles), maintaining
more than 80% of plates with a retention factor lower than 2 appears
to be possible with four SIS only among the seven ones represented
in Fig. 4a. SIS #4 is acceptable for retention factors higher than 4,
SIS #31 for retention factors higher than 6 and SIS #21 for reten-
tion factors higher than 10. More generally, all SIS generating a
peak variance higher than 2000 L2 (see Table 4) are expected to
be inappropriate for HPLC unless accepting a dramatic loss is col-
umn plates. In case of UHPLC conditions (i.e. a 50 x 2.1 mm column
packed with sub-2 pm particles), this issue is much more critical
considering the low column volume involved. As shown in Fig. 4b,
no SIS allows to keep more than 80% of the column plates with a
retention factor of 2. For only two combinations of nebulizer and
spray chamber, namely SIS #3 (PFA-LC and Twinnabar) and SIS #1
(PFA-LC and IsoMist), the percentage of remaining plates attains
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Fig. 4. Percentage of remaining plates as a function of retention factor for different column geometries (a) HPLC column (150 x 4.6 mm, 5 wm) and (b) UHPLC column

(50x2.1mm, 1.7 wm) for different SIS with #3: 02, =6 wL?; #1: 03¢ = 11 ul?; #24: o
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80% provided that the retention factor is higher than 5. For the
same retention factor of 5, the percentage of remaining plates sig-
nificantly decreases for both SIS #24 (PFA-LC and PC3) and SIS #2
(MicroMist and Twinnabar) (down to 50% and 30% respectively).
Finally, all other SIS are expected to be quite inappropriate in UHPLC
unless all retention factors are kept far above 10 which does not
fulfill the quality standard in chromatography.

In light of the above, the top 4 ranked SIS for UHPLC conditions
(Fig. 4b) were found to be SIS #3, #1, #24 and #2. They all led
to extra-column peak variances lower than 85 WL?, far below the
next ranked SIS (i.e. SIS #7 with 370 wL?). These 4 configurations
also correspond to the most widely used ones compared to other
ones reported in Table 4 (SIS #23, #12, #20 and #29) which could
also be considered as attractive because they lead to similar peak
variances.

For the best three SIS (#3, #1 and #24), the nebulizer (i.e. PFA-LC)
was the same. In order to assess the reproducibility of our measure-
ments, these latter were performed over three consecutive days.
Considering the peak variance, the day-to-day variability was found
to be similar for the three configurations (RSD of about 30%), slightly
higher than the run-to-run variability reported in Table 4. Consid-
ering peak areas, the run-to-run variability was higher with all SIS
(RSD of 5-15%) than with UV detection alone (RSD of 1-2%). The
severe uncertainty on peak areas is strongly related to the speci-
ficity of the SIS interface and fully explains the need for an internal
standard in quantitative analysis in LC-ICP-MS/MS. The day-to-day
variability on peak areas was in the same order of magnitude except
in case of SIS #3 (RSD of 50%). Such high variability can be related
to the position of the PFA-LC tip which is likely to be a key fac-
tor for achieving reproducible results. As highlighted by Todoli and
Mermet [12], the produced aerosol is not fully symmetrical. The
position of the nebulizer impacts on the signal, due to the recession
of the capillary tip. The poor reproducibility of peak area measure-
ments can also be explained by the fact that the instrument setting
was in-house made whereas the Twinnabar spray chamber is not
designed to be mounted alone on the ICP-MS/MS instrument. No
fittings were found to be optimal to properly fix the spray cham-
ber to the HMI tubing, resulting in a signal significantly affected
by the variability of the spray chamber position. The combined
use of both IsoMist and temperature controlled Twinnabar allowed
us to address this latter issue. This new Twinnabar device (called
[soMist) was indeed designed for ICP-MS/MS 8800. The resulting
day-to-day variability on peak areas was lower with this optimized
configuration (SIS #1, RSD of 5%).

The preceding results were obtained without column, in flow
injection analysis (FIA). They allowed us to evaluate the impact of
different commercial SIS on total extra-column dispersion. From

20 =42 L2 #2: 020 = 84 pI2; #7: 0% = 370 uL%; #4: 02, = 1582 pl?; #31:

& = 8070 L2, Calculations from Egs. (2-5), with & =0.60, h=3. SIS numbered in Table 4.
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Fig. 5. Peaks obtained with ACQUITY BEH C18 column (50 x 2.1 mm, 1.7 pum)
using different Sample Introduction Systems and with UV detection: SIS #2
Micromist+Twinnabar; SIS #3 PFA-LC+Twinnabar; SIS #1 PFA-LC+IsoMist;
UHPLC/UV system; Fraction of remaining plates, 32, are given above the peak apex
(Calculations from Eq. (2-5), with & =0.60, retention factor of 5, and h=3). Same
conditions as in Fig. 1.

these results, SIS #1, #2 and #3 were found to be the most suitable
for future UHPLC-ICP-MS/MS analysis, considering both the extra-
column dispersion and the reliability in quantitative analysis. In
order to emphasize these results, Vanadium 67 in a porphyrin sam-
ple was analyzed by RPLC-ICP-MS/MS in UHPLC conditions using
SIS #1, #2 and #3 as interface between UV detection and ICP-
MS/MS. Porphyrin peak obtained with UV detection and 67V peaks
obtained with ICP-MS/MS detection using the 3 different inter-
faces are shown in Fig. 5. With acetonitrile as mobile phase and an
Acquity BEHC18(50x 2.1 mm; 1.7 pm) column, the retention factor
was close to 5. The peak variance was assessed from the measured
peak width at 10% of peak height using the Dorsey-Foley equation
[14]. The resulting measured total peak variance, 62,4, allowed to
determine the percentage of remaining plates (i.e. 100 x 62 /02 pta1,
with o2, calculated according to Eq. (2)). The obtained values are
given above the peak apex in Fig. 5. As expected the percentage of
remaining plates is very high with UV detection (88%) due to low

extra-column volumes in UHPLC system (low %th, UHPLC/UY values).

SIS #1 and SIS #3 also allowed to keep a high percentage of remain-
ing plates (i.e.>80%) in good agreement with the curves shown in
Fig. 4, the larger part of 62, coming from o?¢ (k=5). With the
last combination (SIS #2), the percentage of remaining plates was
below 30% (i.e. 28%), also in good agreement with the theoretical
calculations shown in Fig. 4 where the theoretical remaining plates
with a UHPLC column was found to be close to 30% for a reten-
tion factor of 5. It is important to underline that although SIS #1
and SIS #3 led to such high percentage of remaining plates, that
was achieved for a rather high retention factor (k=5) which means
that for any less retained peaks, the percentage of remaining plates
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Fig. 6. Total peak variance (ll)and peak area (A )as a function of the spray chamber
temperature (IsoMist) with the PFA-LC nebulizer (SIS #1). Same conditions as in
Fig. 1.

should be below 80%. Anyway, under UHPLC conditions, the com-
bined use of PFA-LC and IsoMist (SIS #1) or alternatively, PFA-LC
and Twinnabar (SIS #3), was experimentally proved to be the best
option.

3.2. Effect of the spray chamber temperature

Considering the spray chamber, an additional advantage of
IsoMist (SIS #1) over Twinnabar (SIS #3) is that its temperature can
be modified. It was reported that the temperature into the spray
chamber may have an impact on the quality of the aerosol [15],
suggesting an impact on both dispersion and sensitivity. We there-
fore studied the effect of IsoMist temperature (from —10°C to 8 °C)
on both peak variance and peak area. As shown in Fig. 6, the peak
variance due to SIS seems to be not significantly affected by the
temperature within the studied range. In contrast, the peak area,
and hence the detector sensitivity, is constant up to —2°C while
it significantly decreases beyond. The impact of the spray chamber
temperature on detector sensitivity was often reported [8,16,17]. It
was explained by the fact that decreasing the solvent temperature
reduces the solvent vapor pressure [8] avoiding plasma degrada-
tion [12]. This results in a decrease in solvent amount per time
unit entering the plasma [18] and finally in an increase in sig-
nal intensity. In this study, plasma parameters were kept constant
when the spray chamber temperature was changed. It is likely that
plasma parameters and IsoMist temperature might be better suited
if they were optimized together. Nevertheless, this possibility of
increasing the signal by tuning the temperature offers an additional
advantage to IsoMist over all other studied spray chambers (Spectro
Large, Spectro Small, Twinnabar, Impact bead, total consumption).

3.3. Effect of the mobile phase flow rate

The appropriate flow-rate for a given separation is dependent on
theoretical considerations taking into account the column internal
diameter, the particle size, and the solute diffusivity [19]. How-
ever it is well-known that the appropriate flow-rate for a detection
purpose may be quite different. The aim of this section was to eval-
uate, without column, the impact of the flow-rate (from 200 to
600 pL/min) on both Ufls and the peak area, using the two best
SIS interfaces according to the above discussion. The variation of
05215 with the mobile phase flow-rate is shown in Fig. 7 for SIS #1
(blue square) and SIS #3 (red triangle). For both SIS, 052,5 increases
linearly with the flow-rate (Fig. 7a) which is well supported by the-
oretical equations expressing the dispersion in an ideal tube [13].
02 was doubled between 200 wL/min (6 wL?) and 600 pL/min (12
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Fig.7. (a) SIS peak variance and (b) peak area as a function of the mobile phase flow-
rate with two combinations of nebulizer and spray chamber: #1-PFA-LC +IsoMist
(M), #3-PFA-LC + Twinnabar (A ). Same conditions as in Fig. 1.

wL?) which can affect less retained compounds as highlighted in
Fig. 4b. However such variance values remain close to those result-
ing from UHPLC/UV alone. The variation of peak area with the
reciprocal of flow-rate (Fig. 7b) is quite different depending on SIS.
For SIS #1 (blue squares) the peak area increases linearly with the
reciprocal of flow-rate which is the usual trend of a concentration
dependent detector (the detector response varies with the detec-
tor sensitivity and the analyte concentration at the detector inlet).
Unlike for SIS #1, for SIS #3, the peak area is kept constant with
the flow-rate (red triangles), which is in agreement with mass-
flow dependent detector (the detector response varies with the
detector sensitivity, the analyte concentration and the flow-rate at
the detector inlet). As previously discussed, Twinnabar and IsoMist,
have the same concentric design as well as the same volume. The
only difference between both spray chambers is that IsoMist was
specifically designed for ICP-MS/MS 8800. In light of this, the differ-
ence in detection behavior was quite surprising and not explained
yet. However it is likely that SIS #3 should be better used with high
flow-rates to enhance peak intensity.

This study has highlighted the importance of selecting an appro-
priate flow-rate capable to offer a good trade-off between column
efficiency, low dispersion in SIS and high detector sensitivity.

4. Conclusion

This study highlights the difference between a large set of
Sample Introduction Systems (SIS) in term of peak broadening. 6
nebulizers and 9 spray chambers, were compared under optimized
plasma conditions, offering the possibility to compare 31 combina-
tions. The difference in peak variance depending on commercially
available SIS was found to be quite impressive (from 10 pL? to
8000 W.L2). The repeatability on peak variance measure was much
higher with UHPLC-UV than with UHPLC-UV-ICP-MS/MS what-
ever SIS, suggesting a more uncertain dispersion process in SIS.
As shown in part I of this study, extra-column dispersion should
always be compared to the column variance, in order to minimize
the loss in theoretical plates. Accordingly, the present study gives
some recommendations for a proper selection of both nebulizer and
spray chamber with respect to column geometry. Most of current
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commercial SIS that provide less than 2000 pL? as extra-column
variance, can be used in conventional HPLC without significant loss
in theoretical plates (< 20%). Unfortunately, only PFA-LC in combi-
nation with IsoMist or Twinnabar as spray chamber (SIS #1, and
SIS #3 respectively in this study) can be considered as suitable for
UHPLC separations.

It has been shown that both nebulizer and spray chamber should
be selected together. MicroMist nebulizer leads to severe peak tail-
ing which is likely due to its raw material (borosilicate material)
compared to PFA-LC. Whereas in most cases, PFA-LC provides the
lowest variance values, compared to other nebulizers, the spray
chamber has also to be chosen carefully to avoid additional peak
variance. Reducing the volume of the spray chamber can usually
lower solute dispersion.

The design of SIS affects the peak shape but also may affect the
sensitivity. The study of the effect of the spray chamber tempera-
ture on both peak variance and peak intensity showed that the first
one was not significantly affected by a change in temperature while
the second one decreased drastically when temperature increased.
These observations were in good agreement with previous studies
using organic solvents in the mobile phase. Finally, the study of the
impact of the mobile phase flow rate on both peak variance and
peak area highlighted a difference in ICP-MS/MS behavior, work-
ing either as a concentration dependent detector or as a mass flow
dependent detector depending on SIS.
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B. AUTRES POINTS FAIBLES DU COUPLAGE

I. TE AGILENT POUR LE COUPLAGE LC-ICP-MS/MS

Lors de la mise en place du couplage LC-ICP-MS/MS, la société Agilent préconise
I'utilisation d’une piéce particuliere entre le systéeme chromatographique et le systéme
d’introduction de I’échantillon dans I'lCP-MS/MS, appelée « T-joint earth block ». Cette piece
permet de relier a la terre le systeme d’introduction de I’échantillon mais permet aussi I'ajout
d’une solution de make-up ou d’un étalon interne avec ses 3 voies comme le montre la Figure
3-1.

LC bouchon

bouchon ou b)
étalon interne

a) S AT
r‘ LC —ré"‘—.wwm;?—» SIS ICP-MS/MS

SIS mise a la terre

ICP-MS/MS

Figure 3-1 : T-joint de chez Agilent préconisé lors de I'utilisation du 8800 a) image du té et b)
représentation schématigue des différentes entrées/sorties dans le té

Aucune étude n’a été publiée sur I'impact qu’a ce té sur la dispersion extra-colonne du
systéme, or I'ajout de chaque piéce apporte un volume mort qui doit étre évalué au regard de
la dispersion totale générée. Cette étude a donc pour objectif d’évaluer la dispersion extra-
colonne dans ce té a différents débits. L'objectif étant de caractériser cette pieéce additionnelle
et de statuer de son utilisation lors des analyses de spéciation uni ou bidimensionnelles. Deux
montages différents ont été réalisés, représentés sur la Figure 3-2 avec une détection UV dans
le cas de I'analyse d’un standard de porphyrine. Le té est bouché comme indiqué sur la Figure
3-1 (b) pour étre facilement comparé a un raccord union. La variance générée par le montage
1 est soustraite a la variance induite par le montage 2 dans le but d’isoler la variance générée
par le té lui-méme (tous les tubings étant égaux par ailleurs).
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Figure 3-2 : Schéma des montages réalisés avec ou sans T-joint

L'influence du té est comparée sur la Figure 3-3. On observe sur cette figure que le
chromatogramme rouge n’est pas superposable au chromatogramme bleu en raison d’un
élargissement du pic sur le standard de porphyrine. Ce té génére donc de la dispersion
additionnelle par rapport a un raccord union. Le volume de ce té est inconnu mais il n’est
sensiblement pas égal a zéro au vu des dispersions générées.
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Figure 3-3 : Comparaison des montages 1 et 2 de la Figure 3-2. Chromatogrammes obtenus
avec et sans té. Le té est bouché sur la troisieme voie et est utilisé comme raccord union. (Conditions
d’analyse : porphyrine 10 ppm, 1500 ul/min, 1 ul injecté, UV 407 nm, 40 Hz, isocratique ACN, THF
solvant d’injection)

Plusieurs débits de phase mobile ont été testés pour connaitre I'impact du débit sur la
dispersion générée par le té. Pour cette étude, deux tés, vendus par Agilent, ont pu étre testés
(T1 et T2) en apparence identiques. Sur la Figure 3-4, on constate tout d’abord que la
dispersion diminue quand le débit augmente quel que soit le té utilisé. Dans le cas des faibles
débits (< 100 pL/min) une déformation des pics est observée et la dispersion générée par le
tube ne peut pas étre évaluée. D’autre part, I'évolution de la dispersion en fonction du débit
de liquide n’est pas la méme pour les deux tés utilisés. Méme s’ils proviennent du méme
fournisseur, ils ne donnent pas la méme dispersion extra-colonne et ne sont donc pas
équivalents.
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Figure 3-4 : Evolution de la dispersion liée aux tés T1 et T2 en fonction des débits de phase
mobile (Conditions d’analyse : porphyrine 10 ppm, isocratigue ACN, 1 ul injecté, UV 407 nm, 40 Hz,
THF solvant d’injection)

Au vu de cette étude, ce té s’avere étre une source additionnelle de dispersion. La mise
a la terre n’est pas indispensable et son absence ne nuit pas au bon fonctionnement de
I’appareil. Cette piece sera donc écartée lors de la réalisation des couplages LC-ICP-MS/MS
pour ne pas générer de dispersion additionnelle.

Il.  AUTRES CONNECTEURS POUR LE COUPLAGE LC-ICP-MS/MS

En fonction du nébuliseur utilisé il existe plusieurs types de connecteurs pour coupler
la chaine de chromatographie liquide a I'lCP-MS/MS. Dans le cas de I'utilisation du nébuliseur
PFA-LC (Glass Expansion), la connectique suivante est utilisée (Figure 3-5) :

Figure 3-5 : Connectique utilisée pour relier la chaine chromatographigue au systéme
d’introduction de I’échantillon PFA-LC

Le but de cette étude est d’évaluer la part de la dispersion générée par cette
connectique additionnelle sachant qu’elle sera toujours utilisée en association avec le
nébuliseur choisi : PFA-LC. De la méme facon que précédemment, la dispersion générée par
cette piece est comparée a celle obtenue en I'absence de connectique (montages 1 et 2 de la
Figure 3-6).
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Figure 3-6 : Schéma des montages réalisés avec ou sans connecteur PFA-LC

Plusieurs débits de phases mobiles ont été testés dans le but d’évaluer la dispersion
générée par une telle connectique. Comme le montre la Figure 3-7, lorsque les débits de
phases mobiles sont inférieurs a 100 pL/min, des sauts de pression sont observés,
probablement dus a un mauvais fonctionnement de la pompe, et les valeurs de dispersion
deviennent trés importantes. En revanche, au-dessus de 100 puL/min, la comparaison des deux
montages montre un faible écart entre les montages 1 et 2. La connectique n’engendre que
trés peu de dispersion additionnelle (en moyenne 3 pl? supplémentaires générés par la
connectique et le tubing L2 par rapport au montage 1), elle peut donc étre utilisée pour la
suite de I"étude.
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Figure 3-7 : Evolution de la dispersion totale en fonction du débit pour les montages 1 et 2
(Figure 3-6) (Conditions d’analyse : porphyrine 10 ppm, 1 ul injecté, UV 407 nm, 40 Hz, isocratigue
ACN, THF solvant d’injection)

Ill. ~ ETUDE DE L'IMPACT DE DIFFERENTS PARAMETRES SUR LA QUALITE
D’UN SPLIT

Comme énoncé dans le chapitre |, il est parfois intéressant d’utiliser un diviseur de
débit (split) en sortie du systéme chromatographique avant d’introduire I'échantillon dans le
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nébuliseur de I'lCP-MS/MS. D’un point de vue pratique et en raison de contraintes techniques,
un faible débit en entrée de I'lCP-MS/MS sera souhaité. Certains nébuliseurs a consommation
totale ou micro-concentrique, ne tolerent que des trés faibles débits de liquide (quelques
dizaines de pL/min). Il est aussi parfois nécessaire de diminuer la quantité de solvant
atteignant le plasma. De plus, d’'un point de vue chromatographique, il sera peut-étre
pertinent de coupler la seconde dimension a un autre type de détection (type LC-MS ou UV)
pour obtenir des informations complémentaires a celles fournies par I'lCP-MS/MS, I'utilisation
d’un diviseur de débit pourrait donc étre envisagée. Cependant, les différents paramétres liés
au split peuvent induire une variance extra-colonne supplémentaire que nous avons souhaité
évaluer. Ces résultats sont extraits de 'article 1 de cette these, publiée dans JCA (chapitre 1).

Le té permettant de réaliser le split a été sélectionné en s’appuyant sur des
comparaisons de différents tés réalisés au laboratoire [1]. Cette étude a été effectuée en
remplacant la colonne par un raccord union sans volume, en injectant 1 uL d’une solution de
méthylparabéne a 75 ppm dans un mélange 50/50 Eau/MeOH. Comme le montre la Figure
3-8 le té est situé apres le détecteur UV 1. Une partie de la phase mobile est ainsi envoyée a
la poubelle, I'autre vers le détecteur UV 2. Le tube n°1 est localisé entre le détecteur 1 et le
té, le tube n°2 entre le té et le détecteur 2 et le tube n°3 entre le té et la poubelle.

Injection valve

O] @
———{ w1 & w2
1

Column
®|Fs

Figure 3-8 : Schéma du montage avec split (numérotation des tubes : le tube 2 part en
direction du détecteur UV-PDA et le tube 3 en direction du drain)

Le ratio de split théorique, z;;, est obtenu a partir de la loi de Poiseuille en prenant en
compte les dimensions des tubes n°2 et n°3 :

R3

L.
Zip = avec R; = —% (1)
i
Li et di étant respectivement la longueur et le diametre d’un tube « i ».

Un tel montage a permis de comparer les variances avant et aprées le split et d’en
déduire ainsi la variance générée par le split, 62piit :

02split = 0202 - 021 - G%tube n°1 (2)

ol o?%py est la variance générée en sortie du détecteur 2, 0%p1 la variance générée en
sortie du détecteur 1 et 0%wbing 1 st la variance générée par le tube n°1.
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A travers cette étude, 5 montages ont été étudiés et sont listés dans le Tableau 3-1. Le
ratio de split mesuré, z,,.s, est quant a lui obtenu a partir du débit, F2, dans le tube n°2
(Zmes = F2/F1). En I'absence de diviseur de débit, le ratio de split est de 1 (1:1). Les différences
observées entre le ratio de split calculé et celui mesuré peuvent provenir des irrégularités
dans les diametres des tubes.

Tableau 3-1 : Géométries des tubings et ratios de split utilisés pour les settings A, B, C, D et E.
Le ratio de split théorique est calculé a partir de I’équation (1)

Setting A Setting B Setting C Setting D Setting E
Tube n°1 60 cm x 100 pm
Tube n°3 - 62cmx100um | 44.5cmx65um | 24cmx 100 um | 132 cmx 127 um
Tube n°2 - 29 cm x 65 um 6 cm x 25 um 56 cm x 65 um 9cm x 25 um
Zp 1:1 1:3.6 1:7.4 1:14 1:45
Zes 1:1 1:4.8 1:4.8 1:9.4 1:50

Pour les 5 montages étudiés les dimensions du tube n°1 sont les mémes. L’évolution
de la dispersion extra-colonne générée par ce tube n°1 a donc été évaluée en fonction du
débit F1 et est représenté Figure 3-9. L’évolution de la dispersion extra-colonne correspond a
une fonction exponentielle. La dispersion augmente avec le débit jusqu’a atteindre un palier.
En effet au-dela de 200 pL/min la variance extra-colonne se stabilise aux alentours de 8 pL>.
Ces observations sont en accord avec le fait que la variance d’un pic chromatographique
évolue de facon linéaire a haut débit dans un tube non-idéal [2].

10,0
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0 200 400 600 800
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1000

Figure 3-9 : Evolution de la dispersion extra-colonne dans le tube n°1 en fonction du débit.
(Conditions d’analyses : 1 ul injecté, 254 nm, 50/50 Eau/MeOH, sans colonne, sans split,
méthylparabéne 75 ppm, 50/50 Eau/MeOH solvant d’injection)
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De facon similaire, I’évolution de la dispersion dans le split a été étudiée et est représentée
Figure 3-10. Deux situations différentes ont été testées pour évaluer I'impact du split sur la

dispersion :

- une diminution du diamétre interne du tube n°2 tout en conservant un ratio de split
identique (Setting B et C, Figure 3-10 (a)),

- une diminution du ratio de split, tout en conservant le diametre interne du tube n°2
identique (Setting C, D et E, Figure 3-10 (b)).
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Figure 3-10 : Evolution de la dispersion générée par le split en fonction du débit F2 avec (a)
I'effet du diamétre interne du tube n°2 (Setting B : 65 um ou Setting C : 25 um) pour un ratio de split
donné (1 :4.8), et (b) I'effet du ratio de split (Setting C : Zypos = 1:4.8, Setting D : Zy, ¢ = 1:9.4, et
Setting E : Zp,0 = 1:50). (Conditions d’analyses : 1 ul injecté, 254 nm, 50/50 Eau/MeQH, sans colonne,
méthylparabéne 75 ppm, 50/50 Eau/MeOH solvant d’injection)

L'impact du diametre interne du tube n°2 a été évalué en utilisant deux diamétres
internes différents : 65 um (Setting B) et 25 um (Setting C). Comme le montre la Figure 3-10
(a) les variations de la dispersion en fonction du débit F2 sont similaires quel que soit le
diametre interne utilisés avec seulement 2 plL? de variance généré par de tel systéme. Ceci
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indique que le diametre interne n’a que trés peu d’'impact sur la dispersion générée par le
split. D’autre part, 'impact du ratio de split a été étudié et au vu de la Figure 3-10 (b) il apparait
évident que le ratio de split a un impact significatif sur la dispersion générée par celui-ci. En
effet pour un méme débit F2 (ex : 8 uL/min), la variance mesurée augmente de 5 a 34 uL? pour
un ratio de split divisé par un facteur 2 (1:4.8 — 1:9.4) et jusqu’a 200 pL? lorsque le ratio de
split est divisé par 10. De plus, I'impact du ratio de split sur la dispersion peut-étre
visuellement observé sur les chromatogrammes, pour les différents montages étudiés.

1000000
12 pL? (a)
800000 17 pL?
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600000 192 4K
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<
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0 50 pL 100 150
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Figure 3-11 : Superposition des chromatogrammes obtenus sur le détecteur UV 2 pour les
settings A, B, C, D et E. (a) Débits F1 identiques, impliquant différents débits F2 (respectivement 100,
20.8, 20.8, 10.6, 2 ul/min) et (b) différents débits F1, impliquant un débit F2 identique (10 ulL/min). La
dispersion extra-colonne générée est indiquée au maximum du pic. (Conditions d’analyses : 1 ul
injecté, 254 nm, 50/50 Eau/MeQOH, sans colonne, méthylparabéne 75 ppm, 50/50 Eau/MeOH solvant

d’injection)

Comme le montre la Figure 3-11 (a), I’allure du pic est nettement dégradée lorsque le
ratio de split passe de 1:1 a 1:50 avec une variance générée atteignant 77 plL2. La dégradation
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de I'allure du pic est d’autant plus visible que le débit F2 est faible. En effet, comme I'indiquent
les chromatogrammes de la Figure 3-11 (b) pour un ratio de split de 1:50 la variance induite
par le split est de 208 pL2. En paralléle des problémes évidents liés a la dispersion lorsque que
le ratio de split choisi est trop faible, des problémes de sensibilité sont mis en avant a travers
cette étude, justifiant le choix raisonné du ratio de split lors du couplage avec I'lCP-MS/MS.
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CONCLUSIONS

La premiere partie de ces travaux de thése a consisté en une optimisation de I'interface
de couplage entre la partie LC et I'lCP-MS/MS en milieu organique. Ces travaux ont permis de
comparer différents systémes d’introduction d’échantillon vis-a-vis de la dispersion extra-
colonne qgu'’ils générent. Pour cela, 6 nébuliseurs et 9 chambres de nébulisation ont été
étudiés pour un total de 31 combinaisons testées. Des différences significatives en termes de
dispersion ont pu étre observées sur ces systémes d’introduction commerciaux, avec des
valeurs variant de 6 a 8000 ulL2. L’association d’un détecteur UV en série avec I'lCP-MS/MS a
permis de montrer que la répétabilité sur la mesure de la variance est bien meilleure dans le
cas d’'une détection UV plutdét qu’avec I'lCP-MS/MS, et ce quel que soit le systéeme
d’introduction choisi. La dispersion extra-colonne doit toujours étre comparée a la variance
colonne dans le but de minimiser la perte en plateaux théoriques. Le choix du nébuliseur et
de la chambre de nébulisation doit donc étre fait en accord avec les dimensions de colonnes
choisies (HPLC, UHPLC...). La majorité des systémes commerciaux générent moins de 2000 L2
de dispersion et peuvent donc étre utilisés avec des colonnes de type HPLC sans induire une
perte significative en nombre de plateaux théoriques (< 20 %). En revanche tres peu de
systémes d’introduction commerciaux peuvent offrir des performances suffisantes pour étre
utilisés avec des colonnes de plus faibles diametres, de type UHPLC. Seul le nébuliseur PFA-LC
avec la chambre de nébulisation IsoMist semble convenir pour ce type d’utilisation.

D’autres points faibles du couplage ont fait I'objet d’une étude spécifique afin d’étre
en mesure de maitriser l'intégralité du montage (choix des connectiques, maitrise des
parametres d’'un éventuel diviseur de débit...).

Une fois linterface du couplage choisie et I'ensemble des parametres finement
étudiés, le développement de méthode bidimensionnelle doit porter sur les dimensions de
séparation de premiére et de seconde dimension pour les matrices pétroliéres sélectionnées.
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Chapitre 4 - DEVELOPPEMENT D’ANALYSES
BIDIMENSIONNELLES ET APPLICATIONS AUX
COUPES LOURDES DU PETROLE

Ce chapitre a fait I'objet d’une publication :
Article 3

“Comprehensive two-dimensional liquid chromatography with inductively coupled plasma
mass spectrometry detection for the characterization of sulfur, vanadium and nickel
compounds in petroleum products”

M. Bernardin, A. Le Masle, F. Bessueille-Barbier, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. (2019), in press
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INTRODUCTION

L’étude menée dans le chapitre 3 a permis d’évaluer différentes interfaces de couplage
entre la chromatographie liquide bidimensionnelle et I'IlCP-MS/MS dans le but de sélectionner
le systeme d’introduction générant le moins de dispersion externe, lors du couplage avec la
chromatographie liquide bidimensionnelle. Pour répondre a la problématique de cette thése
qui est d’évaluer le potentiel du couplage de la chromatographie liquide bidimensionnelle
avec une détection spécifique pour les matrices pétrolieres, d’autres parametres sont a
prendre en compte. En effet, lors du développement de la chromatographie liquide
bidimensionnelle les objectifs peuvent étre parfois contradictoires, par exemple entre le
pouvoir de résolution et la durée totale de I'analyse. Un compromis devra étre trouvé pour
maximiser la capacité de pics tout en minimisant le facteur de dilution et ce pour un temps
d’analyse donné.

Ce chapitre porte donc sur le développement d’une analyse bidimensionnelle dans le
cas de matrices pétrolieres. La section A détaille les mécanismes de rétention envisagés. Une
des dimensions de séparation explorée est la SEC, permettant une séparation selon le volume
hydrodynamique des molécules, en association avec la RPLC comme seconde dimension de
séparation, permettant une séparation selon I’"hydrophobie des molécules. Au sein de cette
étude, différentes phases stationnaires ont pu été testées pour les deux dimensions de
séparation. Dans le but de maximiser le pouvoir de séparation, les modes on-line ou off-line
ont été comparés a travers une étude théorique, au regard de la capacité de pics générée par
ces systémes bidimensionnels. La méthodologie développée est ensuite appliquée a un
échantillon complexe pétrolier. Quatre fractions, communément appelées SARA, ont été
analysées et les contours plots 2D obtenus pour chacune des fractions sont comparés dans le
cas des éléments soufre, vanadium et nickel.

La section B de ce chapitre s’intéresse quant a elle a la sensibilité du plasma lorsqu’un
gradient d’élution est utilisé en seconde dimension de séparation. Pour corriger ce
phénomene deux méthodes ont été testées : (i) 'emploi d’'une équation de correction,
permettant de corriger la réponse du détecteur au cours du temps, ou encore (ii) I'utilisation
de contre-gradient, permettant de s’affranchir des variations en solvant organique dans le
plasma.
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A. ANALYSE BIDIMENSIONNELLE HORS-LIGNE POUR LES COUPES
LOURDES DU PETROLE, PAR SECxRPLC-ICP-MS/MS

Dans la section suivante le potentiel de la chromatographie liquide bidimensionnelle (SEC
combinée a la RPLC) couplée a I'lCP-MS/MS est évalué pour la caractérisation d’échantillons
pétroliers d’une grande complexité. Ces travaux sont consacrés a la sélection des conditions
de premiere et seconde dimension pour les deux modes d’intéréts : en-ligne et hors-ligne. Une
fois I'optimisation effectuée, la méthode SECXxRPLC-ICP-MS/MS est appliquée a des fractions
SARA du pétrole. Les résultats sont présentés sous forme d’article scientifique dans la suite de
cette section.

Article 3
Ce chapitre a fait I'objet d’une publication soumise dans Journal of Chromatography A (JCA) :

“Comprehensive two-dimensional liquid chromatography with inductively coupled plasma
mass spectrometry detection for the characterization of sulfur, vanadium and nickel
compounds in petroleum products”

M. Bernardin, A. Le Masle, F. Bessueille-Barbier, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, J. Chromatogr.
A. (2019)
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The petroleum industry is increasingly concerned with the conversion of vacuum residues as a conse-
quence of decreased conventional crude oil availability. The compositional analysis of heavy oil prod-
ucts has become a key step in conversion processes, but the complexity of these oil matrices tends to
increase with their boiling point. In this study, comprehensive two-dimensional liquid chromatography
(LCXLC) coupled to inductively coupled mass spectrometry (ICP-MS/MS) is considered with a view to

Keywords: meet new requirements and to bring additional information regarding the species present in these ma-
SECXRPLC trices. In search for a high degree of orthogonality, two separation techniques involving two different
Peak capacity retention mechanisms were evaluated: Size Exclusion Chromatography (SEC) and Reverse Phase Liquid
Hea"y_ons ) Chromatography (RPLC). In SEC, the analytes are separated according to their molecular weight while ac-
Orga.mc‘ matrices cording to their hydrophobicity in RPLC. The separation power of both individual separation techniques
lscppe_c]\ljst}?vrlls was first evaluated. Off-line and on-line LCXLC were compared on the basis of an optimization approach.

It is shown that off-line SECXRPLC can provide, for the same analysis time of 150 min, a higher peak ca-
pacity (2600 vs 1700) than on-line RPLCXSEC while a similar dilution factor (close to 30) but also requires
far fewer fractions to be analyzed (12 vs 400). Asphaltenes which constitute the heaviest fraction of crude
oils (obtained from petroleum industry) were analyzed by the developed off-line SECXRPLC method. The
resulting 2D-contour plots show that co-elutions could be removed leading, for the first time, to new
information on high molecular weight species containing sulfur and vanadium.

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

As the production of conventional middle and light oils has
been declining over the last decades, heavy crude oils are increas-
ingly used in the petroleum industry to replace them [1]. Crude oil
is a complex mixture containing heteroatoms such as sulfur, and
heavy metals like nickel and vanadium [2]. Vanadium and nickel
are known to be present in petroleum up to few hundred parts
per million [3,4]. To improve demetallation and hydrodesulfuriza-
tion processes, a better understanding of metal speciation is nec-
essary, which has led to a growing interest in hyphenated tech-
niques, which can combine the high separation power of ultra-high

* Corresponding author.
E-mail address: sabine.heinisch@univ-lyonl.fr (S. Heinisch).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.460605
0021-9673/© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

performance liquid chromatography (UHPLC) to a specific detec-
tion such as inductively coupled plasma mass spectrometer (ICP-
MS/MS). Up to now, the structural identification of the chemical
species present in the matrix is far from being comprehensive. Por-
phyrins, chelated with nickel and vanadyl, are widely described in
the literature [5-9]. However, other compounds which represent
up to 80% of the metal complex, are much more abundant than
metalloporphyrins while poorly described yet [3,6]. They could be
found as porphyrins trapped in nanoaggregates [10,11]. Recently,
several reviews have dealt with metal speciation in crude oils and
heavy petroleum fractions [2,3,12]. One of the main reported ana-
lytical approaches is size exclusion chromatography coupled to ICP-
HRMS (SEC-ICP-HRMS) [13-18]. The compounds being separated
according to their hydrodynamic volumes, the catalyst pore size
can be adapted according to the size of metal complexes, which
can be useful for hydrodemetallation and hydrodesulfurization pro-
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cesses [3]. The resulting elution profiles usually consist in up to
three large unresolved peaks [19,20]. Reverse Phase Liquid Chro-
matography (RPLC) separation was also reported for the analysis
of metalloporphyrins [21], and asphaltene fractions [22]. From all
reported studies, it is clear that one-dimensional chromatography
fails to provide enough separation power for a complete character-
ization of such very complex matrices. A few approaches were de-
veloped using two-dimensional liquid chromatography (2D-LC) for
the analysis of vanadium and nickel. They always combined size
exclusion chromatography and Normal Phase Liquid Chromatogra-
phy (NPLC) to get relevant information on both molecular weight
and chemical specie polarity. Three [23] or four fractions [24] were
collected from the SEC dimension and further sent to the sec-
ond NPLC dimension. Although this analytical approach did not al-
low the complete speciation of crude oils, it could point out three
metal-groups of different polarities.

On-line RPLCXSEC was recently applied to the separation of
polymers [25]. In the present study, we explored the feasibility and
the potential of combining RPLC and SEC in a comprehensive ap-
proach for the analysis of petroleum matrices. The objective was
also to hyphenate 2D-LC to ICP-MS/MS for a specific characteriza-
tion of such complex matrices. With organic matrices, the pres-
ence of organic solvents requires the addition of oxygen into the
plasma to avoid carbon deposit onto the cone surface and plasma
instabilities. In addition to this, a more critical issue with RP gra-
dients in the second dimension stems from the continuous change
in solvent composition, resulting in signal fluctuations during the
run. Although different approaches were proposed, such issue is
still partly solved [26-32]. For instance, some authors suggested
the use of a post column counter gradient prior to ICP-MS detec-
tion [31], or isotope dilution [32]. A 2D-configuration with RPLC
(gradient conditions) in the first dimension and SEC (isocratic con-
ditions) in the second one is expected to be more attractive with
respect to both separation power and peak intensities considering
that, under isocratic conditions, (i) plasma instabilities are less sig-
nificant and (ii) optimized plasma parameters are easier to find. A
theoretical study was therefore carried out to select the best com-
prehensive 2D-configuration (SECXRPLC or RPLCXSEC). We made
use of a calculation approach previously developed for optimiz-
ing physical parameters in LCXLC with a view to maximizing the
peak capacity while minimizing the dilution within a given analy-
sis time [33,34]. This approach also allowed us to choose between
on-line and off-line mode for the LCXLC separation. Whereas the
off-line mode is more time-consuming, less suitable for automa-
tion, and more prone to sample loss and carry over [35], it should
offer some advantages for our purpose: (i) a simple conventional
HPLC systems can be used, (ii) after collection, the injection of the
fractions into the second dimension can be delayed making a frac-
tion treatment possible, (iii) the same instrument can be used in
both dimensions and above all (iv) the analysis time in the second
dimension is not limited [36].

The first part of this work was devoted to the selection of ap-
propriate conditions for the first and the second dimensions, both
in off-line and on-line mode. As a result of this optimization pro-
cedure, off-line SECXRPLC coupled to ICP-MS/MS was applied to
the analysis of the sub-fractions of heavy crude oils. The obtained
results could provide new information on high molecular weight
species containing sulfur and vanadium.

2. Experimental section
2.1. Chemicals and reagent
Tetrahydrofuran (LC-MS grade), acetonitrile (LC-MS grade),

2,3,7,8,12,13,17,18-Octaethyl-21H,23H-porphine vanadium(IV) oxide
standard were purchased from Sigma Aldrich (Steinheim, Ger-

Vacuum
Residue
(VR)

|

‘ Precipitation in n-heptane J

Asphaltenes

[ Column Chromatography ]

} |

[Saturates \ [Aromatics} [ Resins ’

Fig. 1. Scheme of the SARA fractionation of a vacuum residue (VR).

many). Ethyl acetate was purchased from Carlo Erba (Val-de-Reuil,
France). 1-Methyl-2-pyrrolidinone were purchased from Fisher Sci-
entific (Illkirch, France). Water was obtained from Elga water pu-
rification system (Veolia water STI, Le Pless Robinson, France). SPEX
CertiPrep (Metuchen, NJ, USA) Co, Ce, Y, Tl, Li monoelemental stan-
dards in 2% HNO3 (1000 pg/L) were used daily for the ICP-MS/MS
system calibration. A multi-element solution containing Co, Ce, Y,
Tl, Li at 10 ppb in acetonitrile was used to monitor the instrument.
8 polystyrene standards were used in 2 different solutions. Solu-
tion A contains PS of 28000, 9130, 682 and 266 Da, solution B con-
tains PS of 44,000, 15,700, 3470, and 1250 Da in THF. Polystyrene
standards were supplied by Fluka Analytical, Sigma Aldrich (Stein-
heim, Germany).

2.2. Sample preparation

Analyzed samples came from Vacuum Residues (VRs) obtained
after atmospheric distillation and vacuum distillation in the refin-
ing process of crude oil. To simplify the matrix, VRs have been frac-
tionated according to a two-step SARA method [3], as shown in
Fig. 1. Asphaltenes were first precipitated with a non-polar solvent
(n-heptane). The fractionation of the maltenes was then performed
by column chromatography resulting in SARA fractions (Saturates,
Aromatics, Resins, and Asphaltenes). Those were supplied by IFPEN.
SARA fractions were then diluted 60-times v/v in THF before being
analyzed. An atmospheric residue (AR Venezuela), supplied by IF-
PEN and diluted 60 times, was also used for the evaluation of the
performance of SEC-ICP-MS.

2.3. Instrumentation

2.3.1. LC system

The instrument was an Infinity 1290 LC from Agilent Tech-
nologies (Waldbronn, Germany). It includes a high-pressure bi-
nary solvent manager with a maximum flow-rate of 5 mL/min,
an auto-sampler with a flow-through needle device equipped with
a 20 pL sample loop, a column oven with a maximum tempera-
ture of 100°C. The measured dwell volume was 300 pL. The in-
strument control was performed by Mass Hunter. A UV detector
equipped with a 2 pL flow-cell was used for the experiment de-
scribed in Section 3.1. The detector wavelength was set at 407 nm.
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Fig. 2. Schematic representation of the instrument setup in off-line SECXRPLC-ICP-MS/MS (tubing dimensions are given in the experimental section).

The same LC instrument was used in the two dimensions. The
outlet of the column was connected to a T-union P-727 (from
Upchurch, Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande, France) with zero dead
volume Fig. 2. Only stainless steel tubing was used for THF com-
patibility. Tube #1 (50 cm x 125 cm) was located between the col-
umn and the T-union, Tube #2 (20 cm x 125 pm) between the
T-union and the Sample Introduction System (SIS) prior to the ICP-
MS/MS, Tube #3 (25 cm x 125 pm) between the T-union and the
waste. The split ratio was set to 1:1 to ensure proper conditions
(400 pL/min) for the nebulizer. SEC column calibration was per-
formed with a diode array detector equipped with 0.6 pL flow-cell,
from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany).

2.3.2. ICP-MS/MS

The experiments were carried out using an Agilent 8800 ICP-
MS/MS system from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany)
with a PFA-LC nebulizer from Elemental Scientific (Omaha, Ne-
braska USA), an IsoMist device from Courtage Analysis Service
(Mont Saint Aignan, France), equipped with a Twinnabar spray
chamber as Sample Introduction System (SIS), selected according
to previous studies [37,38]. The spray chamber was thermostated
at —2°C by Peltier effect. The system was equipped with a quartz
torch with a 1 mm i.d. injector (Agilent Technologies). The fol-
lowing ICP-MS/MS parameters were selected: plasma power of
1500 W, auxiliary gas flow-rate of 0.9 L/min, plasma gas flow-rate
of 15 L/min, sampling depth of 7 mm, carrier gas of 0.45 L/min.
Viton® tubing (SCP Science, Villebon-sur-Yvette, France) were used
for correct use of the peristaltic pump under organic solvent con-
ditions. In order to ensure plasma stability and to avoid carbon
deposit on the cone surface (sampler and skimmer), 0.5 L/min
of a mixture of Oxygen and Argon (20% O, 80% Ar) was sent
through HMI tubing into ICP-MS/MS. Both sampling and skim-
mer cones were made of platinum, due to its inertness, instead
of usual nickel. The amount of oxygen, depending on the mobile
phase (type of organic solvent and flow-rate) was optimized by
visually monitoring C, emission band. The analyzer unit of the
instrument consisted of two quadrupole mass analyzers and an oc-
topole collision-reaction cell located between them. Vanadium, sul-
fur, and nickel were detected in MS/MS mode with O, as reaction
gas in the cell. Vanadium 51 was shifted to mass 67 (6VO™), Sulfur
32 to mass 48 (*850*). Nickel was analyzed at m/z = 58 (*8Ni™).

To maximize the instrument sensitivity, the flow-rate of O, re-
action gas was optimized by monitoring 67VO* intensity of a por-
phyrin sample (1 ppm in ACN) while changing the mobile phase
flow-rate within 0.1-0.8 mL/min (see supplementary information
S1). The highest sensitivity was achieved at 0.3 mL/min O,.

The same approach was applied to the nickel and sulfur el-
ements. O, reaction gas flow-rate was optimized by monitoring
both #8SO* and °8Nit intensities (100 ppb of mono-elemental
standards of nickel and sulfur diluted in THF) (see supplemen-
tary information S1). The highest sensitivity was achieved at 0.2

and 0.25 mL/min O, respectively. The MS/MS mode was essential
for sulfur analysis to avoid isobaric interference such as O,*. As
a result, the analysis of the three elements (sulfur, vanadium, and
nickel) could be performed within one single run at 0.3 mL/min
0,.

2.3.3. SEC-ICP-MS/MS setup

Two Waters APC columns were used: an Acquity APC XT 45
(150 x 4.6 mm, 1.7 pm) with effective molecular weight rang-
ing from 200 to 5000 g/mol and an Acquity APC XT 125
(150 x 4.6 mm, 2.5 pm) with effective molecular weight ranging
from 1000 to 30,000 g/mol. For both columns, the injection vol-
ume was 15 pL. The column temperature was set to 30 °C. THF was
used as mobile phase. The mobile phase flow-rate was 0.8 mL/min.
A flow-splitter (1:1) was used prior to the ICP-MS/MS detector.

2.3.4. RPLC-ICP-MS/MS

Several stationary phases were evaluated in RPLC. Those are
listed in Table S1. The column temperature was set at 30 °C. Ac-
quity BEH Cyg, Vydac Cqg, Hypersil Betabasic were operated at a
flow-rate of 0.8 mL/min. Zorbax SB-CN was operated at a flow-rate
of 1 mL/min. 80/20 ACN/H,0 (v/v) was used as mobile phase (A)
and THF was used as mobile phase (B). A linear gradient was ap-
plied from 1% B to 99% B, keeping a normalized gradient slope of
5% (gradient slope x column dead time). The injection volumes are
given in Table S1. Flow-splitting (1:1) was used prior to the ICP-
MS/MS detector.

2.3.5. SECXRPLC-ICP-MS/MS setup

In off-line SECXRPLC, an ACQUITY APC XT 125 (150 x 4.6 mm,
2.5 pm) column and an Acquity BEH Cig (50 x 2.1 mm, 1.7 pm)
column were used in the first (!D) and second (2D) dimensions
respectively. The injection volumes were 15 pL and 5 pL respec-
tively. The column temperature was set at 30 °C in both dimen-
sions. 'D mobile phase was THF. 2D mobile phase was ACN/H,0,
80/20, (v/v) (A), and THF (B) with the following gradient program:
0-10.2 min, 1% B to 99% B; 10.2-15.2 min, 99% B; 15.2-15.3 min,
99%-1 % B; 15.3-15.8 min, 1% B, leading to a normalized gradient
slope of 1.2%. In both dimensions the flow-rate was 800 pL/min
with a flow-splitter of 1:1 prior to the ICP-MS/MS detection. Frac-
tionation was manually performed every 10 s since no fraction col-
lector was compatible with THF at the time of the present study.
The filled vials were directly placed into the auto-sampler to be
further analyzed in the second dimension. No fraction treatment
was performed between both dimensions.

2.4. Calculations

The peak capacity, n, was first introduced by Giddings to pro-
vide a valuable tool capable of assessing the separation power. It
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was defined as the number of peaks that can be ideally placed be-
tween the first peak and the last peak of interest with a resolution
of 1.0 between all peaks [39]. In RPLC and in gradient elution, the
peak capacity, ngpic, can be calculated according to [40]:

V/Neasured 1 I <2~3b+1 p23sace _ | )

4 23b+1 "\ 23D 23b
(1)

where S is the average slope of the relationship between the loga-
rithm of the retention factor and the solvent composition. It can be
estimated from the molecular mass, according to an empirical re-
lationship, ACe is the range of compositions at elution covered by
the sample, Npeqsured» the measured plate number which may dif-
fer from the column plate number due to extra-column dispersion
[34] and b is the Linear Solvent Strength (LSS) gradient steepness
[41], defined as:

S.AClty
T @

with AC the gradient composition range, t; the gradient time and
to the column dead time.

In size-exclusion chromatography (SEC), solutes are ideally
eluted according to their decreasing size. When considering that
the peak width is approximately constant, and that the compo-
nents are spread over the entire elution space, the peak capacity
may be expressed as Eq. (3) [42]:

Vo — Ve RV Nmeasured
(3)
Vo 4

where V; is the total permeation volume (column dead volume)

and, V., is the total exclusion volume. The peak capacity can also
be related to the total porosity, ¢, and the external porosity, e:

Ngpre = 1+

b=

Tlszsc=1+<

&t — Ee Nmeusured
4
) (4)

The sample peak capacity in LCXLC is theoretically the product
of sample peak capacities in each dimension:

”ssc=1+<

nop="'nx%n (5)

where 'n and 2n are the peak capacities in first and second dimen-
sion respectively. The superscript “1” and “2” refers to the first and
second dimension respectively.

In LCxXLC, the expected effective peak capacity is affected by
three correction factors:

Nyp, ef fecttive =C((1 —)/)]n+05',3'3/'1n'2“ (6)
with o correcting the peak capacity in 'D due to undersampling,
B correcting the peak capacity in 2D due to non-ideal transfer of
the sample fraction from 'D to 2D [43], and y taking into account
the retention surface coverage which depends on the degree of or-
thogonality between both dimensions [44]. In off-line mode, o and
B can attain values very close to 1. This is made possible by in-
creasing the number of fractions per peak in order to reduce both
under sampling (increasing «) and injection issues (increasing S).
The fractions can be stored and analyzed in 2D at a later time af-
ter a possible treatment (i.e. solvent evaporation and dilution in a
weaker solvent).

The conditions for LCXLC analysis were optimized using a
home-made procedure developed with Microsoft Excel. The calcu-
lations were based on a Pareto-optimal approach with the aim to
optimize, for a given analysis time, two conflicting criteria, mini-
mizing the dilution factor while maximizing the peak capacity [33].

The dilution factor, Dy, in dimension “i” was calculated accord-
ing to the following equation:

1
Df — @ x qv col (7)
/3 'Vinj

where 'V;; is the injection volume, /o, is the peak standard de-
viation in volume units and can be expressed as:

Vo 23b+1
Oy.col = M (8)
2.3by/Noy

N, was evaluated from the coefficient of the Knox equation:

Lc 1

Negt = — X —— 9
col dp X h(u) ( )
D ud
Withh(u) = au®® + b—" 4 ¢ 10
ith h(u) e (10)
with Lc the column length, u the linear velocity, d, the particle
size, Dy, the diffusion coefficient, and a, b and c, the Knox’s co-
efficients. The average diffusion coefficient value was evaluated at
1.6 1019 m?/s in water at 25 °C, considering an average molecular

mass of 4000 Da [45].

3. Results and discussion
3.1. Development of one-dimensional separations

For this study, Acquity APC columns were preferred to Gel Per-
meation Chromatography (GPC) columns that are most often used.
These latter columns are based on polymer material, while APC
columns are based on silica and possess smaller dimensions. As
a result, for the same flow-rate, the analysis with Acquity APC
columns is faster while the solvent consumption is reduced.

The compounds present in heavy oil matrices are within a very
wide range of molecular weights. We therefore tested two differ-
ent pore sizes (45 A and 125 A, corresponding to the APC XT 45
and APC XT 125 columns, respectively). The elution profiles ob-
tained with these two different columns and for the three ele-
ments of interest (sulfur, vanadium, and nickel) are represented in
Fig. 3. With the APC XT 45 column (Fig. 3a), designed for effective
molecular weights ranging from 500 to 5000 g/mol, all compounds
were eluted between 1.2 min (exclusion volume of 960 pL) and
1.86 min (permeation volume of 1490 pL). With the APC XT 125
column (Fig. 3b), designed for effective molecular weights ranging
from 1000 to 30000 g/mol, the compounds were better distributed
over the entire separation window, between 1.2 min (960 pL) and
2.3 min (1840 pL). Very small molecules, as the suspected met-
alloporphyrins, were better separated on the APC XT 45 column.
However, the APC XT 125 column was selected for the rest of our
study for two main reasons: (i) the elution space on the APC XT
125 column was much larger (880 pL vs 530 pL) and (ii) large com-
pounds, which were less studied than metalloporphyrins in pre-
vious reported studies, were better separated. This column was
calibrated with 8 polystyrenes (PS) standards (molecular weights
ranging from 266 to 44000 Da) (Fig. 4). PS were detected by UV
detection at 254 nm. The exclusion volume corresponding to the
elution of the largest PS (44,000 Da) was found to be 960 uL
(ee = 0.38) while the total permeation volume corresponding to
the elution of the smallest PS (262 Da) was found to be 1840 L
(et = 0.74). The corresponding fitting curve is represented in green
in Fig. 4 (Y = —3.7928x3 + 14.958x2 — 21.058x + 14.248). Accord-
ingly, it is interesting to observe by comparing Figs. 3 and 4 that
the average mass can be estimated at about 4000 Da and that the
petroleum sample occupies the entire elution space (from 960 to
1840 pL). As a result, considering Eq. 3 (with h = 3), the maximum
peak capacity value can be estimated at 18.

RPLC was selected as an alternative dimension because the
retention mechanism is quite different from that in SEC. Their
combination is therefore expected to provide a high degree of
orthogonality. In RPLC, the molecules are separated according to

Please cite this article as: M. Bernardin, A.L. Masle and F. Bessueille-Barbier et al., Comprehensive two-dimensional liquid chromatogra-
phy with inductively coupled plasma mass spectrometry detection for the characterization of sulfur, vanadium and nickel compounds in
petroleum products, Journal of Chromatography A, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.460605




JID: CHROMA

[m5G;October 26, 2019;1:55]

M. Bernardin, A.L. Masle and F. Bessueille-Barbier et al./Journal of Chromatography A xxx (xXxx) Xxx 5
Sulfur Vanadium Nickel
x10° (a) APC XT 45 x 10° x 10° (b) APC XT 125 x 10°
80 2.5 100 3
70 % T .
L2, 80 + :
e 60 T Z |¢ =
S 2 g 70 + L2 ﬁ-'SZ
5 0T L1558 |5 60 8
4 > @0 =2
40 T G | 50+ F1s 2
& g |8 5
E 30 1 rl1 < E 40 + . £
2 2 30 + r
% 20 + g
£ L 05 £ 20 4+
0 r 0.5
10 + 10 1
0 | — ; 0 0 i 1 ; 0
0.5mL 1 1.5 2 2.5mL 0.5 mL 1 1.5 2 2.5 mL
0.6 min 3.1min 0.6 min 3.1 min

Fig. 3. Overlaid separations of an atmospheric residue (AR Venezuela) in SEC-ICP-MS/MS with specific detection of sulfur, vanadium and nickel. Conditions: (a) APC XT 45
column (150 x 4.6 mm, 1.7 pm) and (b) APC XT 125 column (150 x 4.6 mm, 2.5 um). Other conditions given in the experimental section.

700

600 +

500 +

44000 Da

Intensity (mAU)

9130 Da
15700 Da

3470 Da

266 Da

log (MW)

1250 Da

0 + t t t
0.5mL 0.7
0.6 min

Fig. 4. Separation of 8 polystyrene standards (contained in 2 different solutions) in SEC-UV (254 nm). The green dotted curve represents the SEC calibration curve. Conditions:
APC XT 125 column (150 x 4.6 mm, 2.5 pm). 5 pL injected. Other conditions given in the experimental section.

their hydrophobicity which was promising to achieve a high de-
gree of orthogonality between both dimensions. Different station-
ary phases were tested by injecting the asphaltene fraction di-
luted in THF. The stationary phases differed by the length of the
grafted chain (i.e. Cig or Cg), by the type of the grafted chain
(i.e. cyanopropyl or alkyl), by the pore size (i.e. 80-300 A) and by
the type of Cqg (i.e. hybrid silica as the Acquity BEH C18 column
or polymeric grafting as the Vydac column). The different column
characteristics are reported in Table S1. For Vydac C18, Zorbax SB-
CN and Hypersil Betabasic columns, a generic gradient, from 1% to
99% B was applied with a normalized gradient slope of 5% (gra-
dient slope x column dead time). For the Acquity BEH C18 col-
umn, the same gradient range was used but with a normalized
gradient slope of 1%. Solvent A was 80/20 ACN/H,0 (v/v) and Sol-
vent B, pure THF. The separations with specific detections for the

three elements as well as with UV detection are shown in Figs.
S2a, S2b, S2¢ and S2d for the four columns respectively. As can
be seen, the separations are almost similar whatever the column.
However, both Zorbax SB-CN and Acquity BEH C18 exhibit a bi-
modal separation for sulfur and vanadium. Another bimodal sep-
aration is present for nickel with Acquity BEH C18. As a result,
considering besides the small available column dimensions (par-
ticle size and column length, suitable for a second dimension) Ac-
quity BEH C18 was selected for the rest of this study. Different or-
ganic solvents, including N-Methyl-2-pyrrolidone (NMP), ethyl ac-
etate, tetrahydrofuran (THF) and acetonitrile (ACN) were tested as
solvent B (100% B). Strong solvents can lead to a total dissolution
of petroleum samples and are more prone to a high recovery rate
from the column. The objective was therefore to achieve a max-
imum recovery rate with 100% B. Ethyl acetate was not suitable

Please cite this article as: M. Bernardin, A.L. Masle and F. Bessueille-Barbier et al., Comprehensive two-dimensional liquid chromatogra-
phy with inductively coupled plasma mass spectrometry detection for the characterization of sulfur, vanadium and nickel compounds in
petroleum products, Journal of Chromatography A, https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.460605




JID: CHROMA

[m5G;October 26, 2019;1:55]

6 M. Bernardin, A.L. Masle and F. Bessueille-Barbier et al./Journal of Chromatography A xxx (xXxx) Xxx
= Saturates ~— Aromatics — Resins ~— Asphaltenes --**** Standard porphyrin
Sulfur Vanadium Nickel

x 105 x 10° x 10° x 10° x 10° x 10°
40 157 60| 14 60 -£ 2 60 £

s > . =
, S|s12 T L 506 | o : L s0 £
O 30 5> S| Z15 + H =
s 1 + & ! o
7 B EHE
8 20 S|1887 L3002 |8 11 i L 303
SEC-ICP-MS/MS | = 5 1Z6 4 S : g
z15 2|3 L 208 | % \ m
210 &lga+ ! gl .l \ 20 &
2 Z|E, L : L1022 ’ L 10 2
£ 5 @ ! a| = b G
0 é 0 — 0 *E 0 % . 0 f::_a,

1 2 3 = 1 2 3 = 1 2 3 <

a) min b) min ) min

x 10% x 10* x 10% x 10% x 10* x 10%
2 30 _ 3.5 30 0.4 30
. _c: 5 31 1 75 ‘E L0.35 25 _E
g5 5|25+ 5| F 03 5
S o | 2] T202| %2458 20 o
RPLC-ICP-MS/MS | < 1 | s | TS| Lo2 15 S
Bl twg| o 103
805 >| £ N >
c 21 ~o5 4+ +5 £ ~0.05 5 £
5 g : g
0 € 0 + f -0 £ 0 0 £
d) 0 5 in 10 15 o) 0 5 i 10 15 f 0 5 min 10 15

Fig. 5. Overlaid separations of SARA fractions in (a, b, ¢) SEC-ICP-MS/MS and in (d, e, f) RPLC-ICP-MS/MS with specific detection of (a, d) Sulfur, (b, e) Vanadium and (c, f)
Nickel. SEC conditions: APC XT 125 (150 x 4.6 mm, 2.5 pm) column; Mobile phase: THF. 0.8 mL/min; 30 °C; 15 pL injected. RPLC conditions: Acquity BEH C18 (50 x 2.1 mm,
1.7 pm) column; A: 80/20 ACN/H,0; B: THF; 1% B to 99 % B in 15.2 min; 0.8 mL/min; 30 °C; 5 pL injected. Flow splitter prior to ICP-MS/MS (1:1). Peak of 2,3,7,8,12,13,17,18-

Octaethyl-21H,23H-porphin in grey dotted line.

for the coupling of UHPLC with ICP-MS/MS due to its chemical in-
compatibility with the tubing used for the peristaltic pump. NMP
was suitable in term of recovery but its high viscosity at, temper-
atures below 80 °C [46], prevents from working at high flow-rates.
ACN was too weak to elute the entire sample from the column.
THF was finally found to be the most relevant for dissolving the
petroleum matrix as well as for being used as solvent B. A mixture
of ACN and water (80/20 ACN/H,0) was selected as Solvent A in
good agreement with a preceding study [22].

The performance of both SEC-ICP-MS/MS and RPLC-ICP-MS/MS
analysis was evaluated by measuring the recovery of sulfur, vana-
dium, and nickel with and without column (five consecutive in-
jections). The recovery rates for sulfur, vanadium and nickel were
104%, 77%, 70% respectively in SEC while 99%, 70%, 67% in RPLC.
The relative standard deviations were close to 5% in all cases. In
SEC, the low recovery rate obtained for vanadium and nickel sug-
gests that a significant part of the related compounds was retained
on the APC XT 125 column, much likely due to adsorption mech-
anism on the silica surface. Similar observations for vanadium and
nickel were reported by Caumette et al. using GPC columns on
petroleum sample [23]. In contrast, sulfur compounds exhibit a
very good recovery rate (close to 100%). That means that the in-
teractions between the stationary phase and the sulfur compounds
are not strong enough to result in irreversible adsorption. The re-
covery rates were similar in RPLC-ICP-MS/MS, supporting the idea
of partial adsorption of vanadium and nickel compounds on the ac-
tive silica sites while no strong adsorption exists with sulfur com-
pounds.

Fig. 5 shows the separations of SARA fractions in SEC-ICP-
MS/MS for sulfur (Fig. 5 a), vanadium (Fig. 5b), and nickel (Fig. 5c)
and in RPLC-ICP-MS/MS for sulfur (Fig. 5d), vanadium (Fig. 5e), and
nickel (Fig. 5f). In both SEC and RPLC, the three elements were de-

tected in the resin fraction (black chromatogram) and in the as-
phaltene fraction (green chromatogram). In the aromatic fraction
(red chromatogram), only sulfur was detected. In the saturate frac-
tion (blue chromatogram) a very small peak was found in SEC
which was not detected in RPLC. It is important to note that the
detection of nickel was difficult, especially in RPLC where the mo-
bile phase was composed of THF but also of ACN and water.

In SEC, the elution profile is quite different between resin and
asphaltene fractions. Asphaltenes are mostly constituted of heavy
compounds or aggregates, which leads to an intense peak be-
tween 1.1 and 1.8 min. In contrast, the presence of lighter com-
ponents in resins explains the intense peak at 2.3 min, close to
the permeation volume, especially for vanadium (Fig. 5b). A sim-
ilar retention time was found for a porphyrin standard, analyzed
in the same conditions, as can be observed by the overlaid dot-
ted chromatogram in Fig. 5a—c. The peak at 2.3 min was therefore
suspected to correspond to porphyrin compounds. By comparing
Fig. 5b and c, it seems that vanadium porphyrins could be more
abundant than nickel porphyrins, especially in resin fractions. This
assumption should be confirmed in the future with quantitative
analysis. Finally, as told before, column adsorption is clearly high-
lighted in case of asphaltenes both for vanadium and nickel which
is supported by the absence of baseline return after the total per-
meation volume (2.3 min). Unlike other elements, sulfur is also
present in aromatics with a different elution profile from those of
resins and even more asphaltenes (Fig. 5a), suggesting that heavy
sulfur components are no more present in aromatics fraction. As-
phaltenes seem to be more enriched in vanadium and nickel than
resins, which is in good agreement with reported studies [14].

As in SEC, the RPLC elution profile consists in a continuum
without any isolated peak, whatever the SARA fraction. Neverthe-
less, a large majority of compounds is eluted with a large amount
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of THF, indicating that sulfur, vanadium and nickel structures are
constituted of highly hydrophobic compounds, except in the aro-
matic fraction (red chromatogram, Fig. 5d), where all compounds
are eluted before 9 min. This is not surprising considering their
smaller structures compared to those of the resin or asphaltene
fractions. A vanadium porphyrin standard was injected separately
in the same RPLC conditions (dotted chromatograms in Fig. 5). Its
retention time was found to be 2.6 min suggesting that porphyrin
compounds were slightly retained in RPLC in these conditions. A
poorly intense peak can be observed for vanadium (Fig. 5e) in this
retention range which could be therefore attributed to porphyrin
structures. The poor intensity is mainly due to low ICP-MS/MS sen-
sitivity in this medium (optimization performed in pure THF). It
should be noticed that the elution profiles of the three consid-
ered elements are shifted towards lower retention times from as-
phaltenes (green chromatogram) that are more hydrophobic to aro-
matics (red chromatogram) that are more polar.

The use of SEC or RPLC alone cannot lead to the separation of
one component from all the others due to the complexity of the
matrix, constituted of hundreds of thousands compounds. As was
observed in both techniques, the elution profile corresponds to a
continuum regardless of the element. Yet, from the above results,
the combination of RPLC and SEC was promising. The potential of
SECXRPLC-ICP-MS/MS for the characterization of VRs samples and
their fractions is discussed in the two following sections.

3.2. Development of two-dimensional separations

In this section, the potential of combining RPLC and SEC with a
view to selecting the best configuration (SECXRPLC or RPLCXSEC)
is theoretically evaluated using a predictive approach that takes
into account the above results. The same separation process is
assumed when the column order is changed. That might not be
strictly the case since aggregates separated in SEC can be broken
in RPLC thereby leading to two different 2D-separations. However,
when dealing with LC x LC, the order of the columns is not of ma-
jor importance with respect to the aggregates which are expected
to be broken anyway. What is important is the final 2D-map which
can be compared to other ones provided that 2D-conditions are
kept identical. Three important performance criteria were consid-
ered including (i) the effective peak capacity, (ii) the dilution fac-
tor and (iii) the analysis time. Both the off-line and the on-line
modes were considered for that purpose. In our quest for opti-
mized 2D-conditions, we had to keep in mind both the instrument
constraints and the available columns geometries. Those are listed
below:

(1) In SEC, the available APC XT 125 column lengths were 3 cm,

7.5 cm, and 15 cm, always with an internal diameter of 4.6 mm.

The maximum recommended flow-rate was 1600 pL/min. Due

to partial adsorption, as previously discussed, the total analysis

time had to be at least 40% higher than the total permeation
time for baseline return.

In RPLC, BEH C;g columns are available in various lengths,

various internal diameters, and various particle sizes. In this

optimization study, we considered 3 different lengths (3 cm,

5 cm and 15 cm), 2 different internal diameters (2.1 mm and

4.6 mm) and 2 different particle sizes (1.7 pm and 5 pm).

In order to avoid peak distortion, the maximum injected vol-

ume was found to be 1.5% Vq in SEC and 5% V; in RPLC (Vq

being the column dead volume).

(4) Off-line fractionation was handmade due to non-compatibility
of collector with THF. For the sake of convenience, the sampling
time was therefore fixed to 10 s or higher.

(5) The split ratio between the first and the second dimension was
not considered below 1/10 to avoid too much additional band

—
\S)
—

(3

—

broadening due to low split ratios as previously highlighted
[37].

Under such constraints, on-line SECXRPLC was of little inter-
est due to only one available internal diameter for SEC columns
(i.e. 4.6 mm) which made very low split ratios necessary prior to
the second RPLC dimension operated with usual UHPLC columns
(id. 21 mm). Indeed, it was shown that such low split ratios
(<1/5-1/10) can lead to a significant additional peak broadening
[37], thereby substantially decreasing the effective peak capacity.
Similarly, off-line RPLCXSEC was also not possible because in that
case, a very large number of fractions should be collected which
was beyond the capacity of the vial rack. Furthermore, the mobile
phase was little compatible with the RPLC mobile phase composed
partly of THF. Consequently, our choice was made between on-line
RPLCXSEC and off-line SECXRPLC.

In off-line LCXLC the two dimensions are disconnected [35]. As
a result, the peak capacity in each dimension is only limited by
the maximum column length that can be used considering the
maximum pressure delivered by the instrument and withstood by
the column. Thus, in case of two fully orthogonal LC-systems, the
peak capacity in off-line LCXLC can theoretically be quite impres-
sive. However considering the resulting huge number of runs and
hence the very long analysis time and the high associated dilution,
a good trade-off has to be found between a high separation power,
a reasonable analysis time and a good sensitivity. We therefore fo-
cused on the same total analysis time of about 150 min, no matter
it was off-line SECXRPLC or on-line RPLCXSEC.

Our first choice was on-line RPLCXSEC. This configuration
seemed to be very attractive because the second dimension is not
performed in gradient elution but in pure THF. Optimized val-
ues for ICP-MS/MS parameters are fully dependent on the mobile
phase composition. As a result, once they have been optimized for
a given composition (e.g. 100% THF), they may be inappropriate
for compounds eluting during the gradient run in a mixture com-
posed of water and acetonitrile in addition to THFE. Furthermore,
we found that the signal intensity was higher with pure THF than
with any mixture of ACN/water/THF. The same pareto-optimality
approach as the one previously developed [33,34] was applied to
search for optimized conditions in on-line RPLCXSEC, considering a
gradient time of 150 min in the first dimension. This was achieved
by varying 1D column length (15; 5 and 3 c¢m), 1D particle size (5
and 1.7 pm) 'D column internal diameter (4.6 and 2.1 mm), 'D
flow-rate (from 10 to 500 pL/min), 'D split ratio (from 1 down
to 1/10), 2D column length (15; 7.5 and 3 cm), 2D column tem-
perature (30 and 60 °C), 2D flow-rate (from 800 to 1600 pL/min)
and the sampling rate (from 1 to 3 fractions per peak). The re-
sulting pareto plots, considering a full occupation of the retention
space (y = 1) are shown in Fig. 6. On-line mode usually involves
the use of short second dimension columns. In our case, only a
very short SEC column (i.e. 3 cm) operated at the maximum al-
lowed flow-rate (i.e. 1600 pL/min) and at the maximum allowed
temperature (i.e. 60 °C) provided enough time to carry out the
separation. Among all the different sets of conditions represented
by red triangles in Fig. 6, some of them, located on the pareto-
optimal front (red dotted line), are of prime interest. Conditions
and performance of optimized settings numbered #1 to #5, are
detailed in Table 1. Setting #1 is expected to provide the high-
est effective peak capacity (1700), despite a high dilution factor
(i.e. 25) whereas setting #5 should lead to the lowest peak capac-
ity (1000) but with a more satisfactory dilution factor (i.e. 3). It
is interesting to note that for the 5 sets of optimized conditions,
only a column internal diameter of 2.1 mm seems to be appropri-
ate in 'D. Increasing 'D column length has a negative impact on
effective peak capacity while a positive one on dilution. As shown
by the results listed in Table 1, the number of runs in the second
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Table 1

Different optimized sets of conditions in on-line RPLCXSEC, corresponding to the 5 numbered symbols in Fig. 6; 'D: RPLC column; 30 °C; gradient
elution in 150 min over a composition range of 98%; 2D: APC XT 125 (30 x 4.6 mm, 2.5 um); 60 °C, 1600 pL/min. See text for more explanations

Column geometry (D) Flow-rate ('D)  Split ratio ~ Sampling time ~ Run number  Effective peak capacity ~ Dilution factor
#1 30 x 2.1 mm; 1.7 pm 100 pL/min 1/10 21s 440 1700 25
#2 30 x 2.1 mm; 1.7 pm 50 pL/min 1/5 20 s 455 1670 15
#3 150 x 2.1 mm; 5 pm 100 pL/min 1/10 21s 440 1500 7.5
#4 150 x 2.1 mm; 1.7 pm 70 pL/min 1/5 23s 413 1400 3.8
#5 150 x 2.1 mm; 1.7 pm 50 pL/min 1/5 32s 300 1000 3.0

Table 2

Operating conditions in off-line SECXRPLC-ICP-MS/MS

1st dimension ('D)

2nd dimension (°D)

Analysis time 3 min 12.5 min

Stationary phase APC XT 125 ACQUITY BEH Cyg

Column geometry 150 x 4.6 mm, 2.5 pm 50 x 2.1 mm, 1.7 pm

Flow rate 0.8 mL/min 0.8 mL/min

Mobile phase THF A: 80/20 ACN/H,0 - B: THF
Gradient/Isocratic Isocratic Gradient 1-99%B in 10.2 min
Temperature 30 °C 30 °C

Injected volume 15 puL 5uL

Sampling time

10 s (12 fractions between 1 and 3 min)

dimension is quite impressive (300-450). Moreover, the split ratio
is 1/5 or lower, which could result in a decrease in the effective
peak capacity due to additional peak broadening. It should also be
noted that an additional issue with SEC in the second dimension
was raised by Reingruber et al. [47]. The injection solvent in SEC
(i.e. the first dimension mobile phase), is composed of a mixture
of ACN, water, and THF, and hence is prone to produce adsorption
phenomena in SEC and hence significant peak tailing.

Our second choice was off-line SECXRPLC. The conditions were
imposed by the constraints we had to deal with. The best set of
conditions, considering the necessity of fractionating every 10 s, is
represented by a blue circle in Fig. 6. The related conditions are
listed in Table 2. 12 fractions were collected between 1 and 2 min.
The gradient time in the second dimension was set at 10.2 min so

that the total analysis time was close to 150 min. Under such con-
ditions, the calculated effective peak capacity is 2600, much higher
than in on-line RPLC x SEC (<1700) whereas the dilution factor is
quite similar to the one calculated for setting #1 (27 vs 25).

Considering the huge number of runs in on-line RPLCXSEC
without any significant gain in effective peak capacity or in sensi-
tivity compared to off-line SECXRPLC, on line RPLCXSEC was aban-
doned and off-line SECXRPLC was definitely selected to analyze
complex samples coming from the petroleum industry.

3.3. Analysis of the SARA fractions by SECXRPLC-ICP-MS/MS

SARA fractions were analyzed by off-line SECXRPLC-ICP-MS/MS
with conditions listed in Table 2. Fig. 7 shows the 2D-contour plots
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Fig. 7. SECXRPLC-ICP-MS/MS analysis of SARA fractions with specific detection, of (a, b, ¢) Sulfur and (d, e, f) Vanadium: (a, d) aromatic, (b, e) resin and (c, f) asphaltene

fractions. See conditions in Table 2.

for the fractions of aromatics, resins and asphaltenes considering
the sulfur and vanadium elements. As told before, this 2D-set-up
associates hydrophobicity property to mass property. Large com-
pounds, early eluted in SEC are strongly retained in RPLC, likely
due to the presence of a large number of carbons. Unfortunately,
too much dilution in LCXLC (as above discussed) prevented from
detecting nickel, present at a very low level. For the same rea-
son, vanadium could not be detected in the aromatic fraction. 2D-
contour plots are significantly different depending on both the
fraction and the element. For the asphaltene fraction, in case of
both sulfur (Fig. 7c) and vanadium (Fig. 7f), whereas there is no
baseline separation in SEC, a bimodal distribution with baseline
separation appears in RPLC for the most retained compounds. This
suggests that both sulfur and vanadium compounds are present in
two different families differing by their hydrophobicity. Structural
identification by NMR as well as LCXLC-MS analysis should be car-

ried out to get additional information on these compounds, which
should be of great interest for the petroleum industry.

In order to underline the main differences between the SARA
fractions, the contours of the 2D-contour plots are overlaid for sul-
fur (Fig. 8a) and for vanadium (Fig. 8b). As can be seen, each SARA
fraction has its own contour, with a form different depending on
the fraction. In case of sulfur as example (Fig. 8a), the form related
to aromatics suggests the presence of lighter compounds compared
to resins and asphaltenes. It can also be noted that the contour of
resins is included into the one of asphaltenes both in case of sul-
fur and vanadium. The peak present at the top-left in Fig. 8e is
noticeable. It is likely due to porphyrin structures, widely present
in the asphaltene fraction. Such contours obtained by SECXRPLC-
ICP-MS/MS could be very useful in the future to compare the frac-
tionation performance of SARA process which may vary from one
laboratory to another.
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4. Conclusion

The objective of this work was to develop a two-dimensional
separation method, coupled to elemental detection, for analyz-
ing complex petroleum samples. A high separation power being
mandatory for such complex samples, we first evaluated the po-
tential of one-dimensional separation (SEC or RPLC), and then we
pointed out that 2D-separations allowed to achieve much higher
peak capacities but at the cost of higher dilution. An effective
peak capacity of 2600 could indeed be achieved in less than 2.5 h.
Both off-line and on-line LCXLC separations were compared using
a pareto-optimality approach with the aim of maximizing the peak
capacity while minimizing the dilution factor in a given analysis
time. The best 2D-conditions in term of peak capacity were found
in off-line SEC x RPLC, also considering the huge number of runs
required in on-line RPLC x SEC.

To the best of our knowledge, such combination of SEC and
RPLC, operated in a comprehensive off-line mode and hyphenated
to ICP-MS/MS, is the most advanced tool, without any equivalent
in the literature, for the speciation of vanadium, nickel and sulfur
in petroleum samples.

SEC as first dimension allows the separation according to the
molecular weight of the analytes within a range of 1000 to
30000 g/mol. RPLC as second dimension allows the separation of
the molecules according to their hydrophobicity making this cou-
pling very attractive. By coupling these two different retention
mechanisms, the species contained in petroleum fractions could
be distributed over the entire elution space. This 2D-method hy-
phenated to ICP-MS/MS could achieve the speciation of vanadium,
sulfur and nickel within a single run.

The best 2D-conditions were applied to the characterization
of SARA fractions. The metal distribution shows that larger com-
pounds (short retention times in SEC) are more hydrophobic (high
retention times in RPLC). Whereas heavy masses are not well sep-
arated in SEC alone, they are partly separated in RPLC making the
combination of both techniques of great interest.

In the future, it could be possible to apply this analysis method
to more complex samples, such as non-fractionated petroleum
samples coming from refining units.
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Fig S1: Intensity as a function of the O, reaction gas flow-rate obtained for standard porphyrin
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Fig S2: Chromatograms obtained for asphaltene fraction with a) Vydac C18, b) Zorbax SB-CN,
c) Hypersil Betabasic and d) Acquity BEH C18 columns with ICP-MS/MS detection for sulfur,
vanadium and nickel and with UV (407 nm) detection. The Porphyrin peak is indicated by a

black arrow.
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B. SENSIBLITE DU PLASMA EN PRESENCE DE SOLVANTS
ORGANIQUES POUR LES ANALYSES DE SPECIATION

Comme introduit précédemment, un gradient d’élution est utilisé en seconde
dimension de séparation, impliquant une variation au cours du temps de la composition de la
phase mobile entrant dans le plasma. Au vu de la méthode développée préalablement, la
proportion de THF augmente linéairement tout au long de I'analyse. Cette modification de
THF modifie les conditions de plasma induisant une variation de la réponse concernant les
éléments d’intérét, au cours de I'analyse. Dans un objectif quantitatif, il est souhaitable de
s’affranchir de ces instabilités de plasma. Plusieurs approches ont pour cela été répertoriées
acejour[l]:

une approche basée sur une méthode de dilution isotopique en-ligne a été répertoriée
dans la littérature pour s’affranchir de telles contraintes [2—5]. Cette approche est basée
sur I'ajout, post-colonne, d’un élément enrichi isotopiquement. Cette technique est
seulement applicable dans le cas d’éléments constitués de plusieurs isotopes stables et qui
ne sont pas interférés,

certains auteurs, quant a eux, choisissent d’effectuer des corrections mathématiques de la
sensibilité de la réponse de I'élément en fonction du pourcentage de solvant organique
introduit [7,8]. Cette approche relativement simple a mettre en ceuvre, présente
I'inconvénient d’étre peu reproductible et dépendante de la stabilité de I’'appareillage dans
le temps,

enfin, la derniéere méthode proposée consiste a installer en amont de la détection une
pompe de make-up, permettant I'arrivée d’un contre-gradient assurant une composition
constante en solvant organique dans le plasma [9,10]. En revanche, I'instrumentation est
conséquente et difficile 3 mettre en ceuvre en routine, nécessitant I'ajout supplémentaire
de module de pompe et de té.

L'introduction de solvant organique dans le plasma est en soit un défi. Comme détaillé
dans le chapitre | de cette these, I'ajout d’oxygéne est indispensable pour éviter tout risque
de bouchage des cbnes. L'utilisation d'un gradient d’oxygéne additionnel peut aussi étre
employé pour contrer les instabilités dans le plasma dues au gradient d’élution. En effet,
I'oxygene utilisé en amont de la torche a plasma servant a oxyder les especes carbonées, est
dans la grande majorité du temps optimisé pour une composition de phase mobile fixe, mais
avec cette méthode il est possible de faire varier la quantité d’oxygene entrant dans le plasma.
Pour cela un contréleur de débit de gaz est nécessaire dans le but de piloter ce débit de gaz
et de 'adapter au type de solvants utilisés au cours de I'analyse. L'utilisation de cet outil en
association avec les méthodes préalablement décrites (dilution isotopique, contre gradient,
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équations de correction) peut permettre de s’affranchir des fluctuations de la sensibilité en
fonction de la teneur en solvant organique et d’améliorer le ratio signal sur bruit (S/B) [6].

Dans ces travauy, il nous a paru intéressant d’évaluer la sensibilité du détecteur vis-a-
vis du standard de porphyrine, en fonction de la teneur en solvant causant les plus grandes
instabilités plasmatiques : le THF. Ce standard est I'un des seuls composés a I’heure actuelle
représentant une famille de composés, contenant des éléments vanadium et nickel, isolés et
identifiés dans les échantillons complexes d’intéréts que sont les coupes lourdes pétrolieres.

Pour réaliser cette étude, onze solutions contenant un standard de porphyrine, a
2 ppm, dans différents pourcentages de THF ont été analysées en infusion par ICP-MS/MS,
dans le but de visualiser la réponse du détecteur sur I'élément vanadium (m/z=67). Les
mélanges de phases mobiles s’échelonnent de 0 % de THF (soit 100 % d’un mélange 80/20
ACN/H,0) a 100 % de THF (soit 0 % d’un mélange 80/20 ACN/H,0), simulant les teneurs en
solvant organique percues par le plasma au cours d’un gradient en phase inverse, comme
effectué dans la section précédente. Chacune de ces solutions est infusée via la pompe
péristaltique de I'lCP-MS/MS, et le niveau de signal est reporté sur le graphique Figure 4-1.
Pour cette étude, les parameétres de plasma sont ceux détaillés dans la section A du chapitre
IV, en présence de 100 % THF, ces conditions étant les plus défavorables pour le plasma
engendrant un risque d’extinction de celui-ci si les paramétres ne sont pas optimisés.
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Figure 4-1 : Evolution de l'intensité du signal d’oxyde de porphyrine en fonction du
pourcentage de THF dans le plasma dans un mélange 80/20 ACN/H 0. (Conditions d’analyses :
porphyrine 2 ppm, 400 ulL/min via la pompe péristaltique, puissance générateur : 1500 W, débit du
gaz auxiliaire : 0.9 L/min, Débit de gaz plasmagéne : 15 L/min, profondeur de la torche : 7 mm, débit
de gaz de nébulisation : 0.45 L/min, débit de gaz optionnel O, : 50 %)

Au travers de ces résultats, on remarque que l'intensité du signal augmente de facon
linéaire lorsque le pourcentage de THF augmente, ceci indiquant bien que la sensibilité est
étroitement liée au type de solvant introduit dans le plasma ainsi qu’au pourcentage de THF.
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Pour valider cette observation le rendement de nébulisation est mesuré au cours du gradient
d’élution en sortie de chambre de nébulisation. Pour cela, la solution évacuée par le drain de
la chambre est collectée toutes les minutes, jusqu’a atteindre 100 % de THF, pour étre ensuite
pesée dans des flacons préalablement tarés. Cette masse est directement soustraite a la
masse collectée toutes les minutes en entrée du nébuliseur permettant ainsi d’obtenir le
rendement massique de nébulisation dans ces conditions. Le rendement de nébulisation,
présenté Figure 4-2, augmente en fonction du pourcentage de THF présent dans le plasma. En
effet, la volatilité du THF est supérieure a celle de 'ACN et de I'eau ce qui augmente son
rendement de nébulisation au sein du systeme d’introduction de I’échantillon au cours du
gradient. Une plus grande quantité de solvant est introduite dans le plasma ce qui explique en
partie les différences de sensibilité observées au cours du gradient d’élution.
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Figure 4-2 : Rendement de nébulisation obtenu avec le nébuliseur PFA-LC et la chambre de
nébulisation IsoMist lors de I’analyse de seconde dimension en RPLC. Les conditions d’analyse sont
détaillées dans la section A. Plasma optimisé pour 100 % THF.

Ce phénomeéne confirme que les cartographies obtenues dans la partie A de ce chapitre
ne peuvent étre utilisées a des fins quantitatives.

La fonction de correction obtenue Figure 4-1 (y = 11.628x — 7.1364), dans le cas du
vanadium, peut permettre de corriger les contours plots obtenus dans la section précédente
en corrigeant l'intensité du signal représentée grace a I'échelle de couleur. L’hypothése sous-
jacente a cette étude, repose sur le fait que I'lCP-MS/MS fournit une réponse qui est
indépendante de la structure moléculaire sous laquelle se trouve I'élément d’intérét. Klencsdr
et al. ayant démontré dans le cas de I'élément chlore que le facteur de réponse, en fonction
du pourcentage de solvant organique, est le méme que I’élément se trouve sous sa forme
inorganique ou organique. Cette hypothese restera toutefois a confirmer pour s’assurer de la
validité de ce modele.
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Lors du retraitement des données, une correction de la matrice 2D initiale est possible.
Pour cela, chacun des points de rétention de la matrice obtenue dans le cas du vanadium sont
multipliés par la fonction inverse de [I'équation de correction préalablement
obtenue (y = 11.628x + 1740.9426). Il est donc alors possible de comparer visuellement
les cartographies 2D obtenues avant et apres retraitement (Figure 4-3 a) et Figure 4-3 b)
respectivement). Le pic porphyrinique suspecté aux environs de 1.8 min est plus intense sur
la Figure 4-3 b) que sur la Figure 4-3 a), en contrepartie les composés lourds, largement
retenus en RPLC apparaissent quant a eux beaucoup moins intenses. Pour vérifier la validité
de cette méthodologie, une séparation de composés modeles et de concentrations connues
pourrait étre envisagée dans le but de vérifier les valeurs des aires de facon quantitative. Ce
raisonnement pourrait étre appliqgué pour les deux autres éléments d’intéréts, soufre et
nickel, a condition d’avoir a disposition des standards pour chacun des éléments.
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Figure 4-3 : Cartographies 2D de la fraction asphalténe obtenue par SECxRPLC-ICP-MS/MS
avec en a) sans correction d’échelle, et en b) avec équation de correction. Les conditions d’analyse
sont détaillées dans la section A. Plasma optimisé pour 100 % THF.

Une autre des solutions proposées, au vu de la littérature, pourrait étre d’utiliser une
pompe de contre-gradient qui permettrait de s’affranchir des fluctuations de la teneur en
solvant organique dans le plasma en ajoutant un make-up a la phase mobile qui sort de Ia
colonne. Pour simuler un tel comportement, le montage précédent a été repris et modifié en
ajoutant avant le plasma une pompe additionnelle et un té permettant de mélanger les deux
solutions. Ce nouveau montage est représenté sur la Figure 4-4. Pour chacune des onze
solutions présentées précédemment, une solution opposée en pourcentage de THF (sans
porphyrine) est envoyée en isocratique et l'intensité du signal résultant de ce make-up est
représentée sur le graphique Figure 4-5.
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Figure 4-4 : Schéma du montage simulant un contre-gradient avant I’entrée dans le détecteur
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Figure 4-5 : Evolution de l'intensité du signal en fonction du pourcentage de THF pour un
montage sans contre-gradient (triangle bleu) et avec contre-gradient (rond rouge). (Conditions
d’analyses : porphyrine 2 ppm, 200 ul/min via la pompe péristaltique, et 200 ul/min via la pompe de
contre-gradient, puissance générateur : 1500 W, débit du gaz auxiliaire : 0.9 L/min, Débit de gaz
plasmageéne : 15 L/min, profondeur de la torche : 7 mm, débit de gaz de nébulisation : 0.45 L/min,
débit de gaz optionnel O; : 50 %)

Ces résultats montrent que I'utilisation d’un contre-gradient permet de lisser le signal
et de s’affranchir des variations provenant du gradient de phase mobile dans une analyse
réelle. En effet, dans le cas de la porphyrine une valeur moyenne de 200 cps est observée. En
revanche, I'intensité du signal est affectée par le phénomeéne de dilution se produisant dans
le té et une dispersion additionnelle est apportée via un tel montage (comme explicité dans
le chapitre 2). Ce développement instrumental parait intéressant pour résoudre les problemes
de sensibilité dans le plasma, mais il nécessite tout de méme un lourd montage en paralléle
des instrumentations propres au couplage de la chromatographie liquide bidimensionnelle
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avec I'ICP-MS/MS. Ce montage peut s’avérer difficile a implémenter dans un contexte
industriel. D’autre part, la compatibilité de certains solvants avec les appareillages, tel que le
THF, nécessite des précautions particuliéres (changement des clapets des pompes par
exemple) pour supporter le THF sans risque d’endommager les systemes. Enfin, le nébuliseur
choisi dans ces travaux (PFA-LC), pour limiter la dispersion, posséde un débit optimal de travail
de 400 pL/min. Si un contre gradient est utilisé en amont de celui-ci, il faudrait utiliser un
diviseur de débit en sortie de colonne pour ne pas dépasser cette valeur limite en sortie de
make-up. Hors, 'impact négatif d’un diviseur de débit sur la dispersion a largement été discuté
dans le chapitre 2 de ces travaux de these.

En conclusion, un contre-gradient est une solution difficile 3 mettre en ceuvre a une
échelle industrielle, et plus spécifiquement dans le domaine pétrolier (présence de THF), mais
il s’avére étre une solution fonctionnelle qui peut étre nécessaire a mettre en oceuvre lors du
développement d’analyses quantitatives.
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CONCLUSIONS

Au travers de ce chapitre, le couplage de la chromatographie liquide bidimensionnelle
avec I'lCP-MS/MS a pu été mis en place pour parvenir a une meilleure caractérisation des
produits pétroliers lourds.

Les mécanismes de rétention retenus pour I'analyse des composés lourds du pétrole
sont la chromatographie d’exclusion stérique (SEC) et la chromatographie liquide en phase
inverse (RPLC). Le choix des conditions de premiere et seconde dimension (SECxRPLC ou
RPLCXSEC) s’est fait en tenant compte des contraintes générées par chacun des modes de
rétention (ratio de split, dimension de colonnes en SEC, nombre de fractions en seconde
dimension...). Lors du développement méthodologique, la comparaison du mode en-ligne et
du mode hors-ligne a été réalisée en s’appuyant sur la capacité de pics ainsi que sur le facteur
de dilution estimé a 'aide d’outils prédictifs tels que 'approche Pareto. Au vu des capacités
de pics obtenues, le mode hors-ligne SECXRPLC offre le plus grand pouvoir de séparation, 2600
contre 1480 pour le mode en-ligne RPLCXSEC, pour un temps d’analyse de 2.5 h.

C’est donc ce dernier mode qui est retenu pour I'analyse des fractions lourdes du
pétrole. Les cartographies des fractions SARA (Saturés, Aromatiques, Résines, et Asphalténes),
obtenues a l'aide de cette méthode sont comparées et apportent des informations
additionnelles a la seule analyse 1D. Le poids moléculaire des espéces présentes dans ces
fractions peut étre relié a I’hydrophobie des molécules grace a [Iutilisation de la
chromatographie liquide bidimensionnelle.

Enfin, concernant le développement d’analyses quantitatives, des travaux additionnels
seront nécessaires dans le futur pour s’affranchir des instabilités de plasma au cours des
gradients d’élution. Car méme si l'utilisation d’un contre-gradient semble pouvoir
contrebalancer les effets indésirables du gradient de solvant, aucune analyse n’a pu étre
réalisée pour I’heure en application directe sur des échantillons complexes pétroliers.
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Chapitre 5 - COMPARAISON D’ECHANTILLONS
COMPLEXES

Ce chapitre a fait I'objet d’une publication :
Article 4

“Speciation of sulfur, vanadium and nickel in heavy crude oils by comprehensive two-
dimensional liquid chromatography hyphenated to inductively coupled plasma mass
spectrometry”

M. Bernardin, A. Le Masle, F. Bessueille-Barbier, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, Talanta (2019),
submitted
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INTRODUCTION

La conversion des fractions les plus lourdes du pétrole en produits a haute valeur
ajoutée représente un défi important, étant donné la raréfaction des pétroles conventionnels
(pétroles légers) [1]. Les résidus atmosphériques (RAs) ou résidus sous vide (RSVs), obtenus
respectivement dans les raffineries par distillation atmosphérique ou distillation sous vide,
concentrent des quantités importantes d’hétéroatomes et de métaux [2]. Les molécules
soufrées ainsi que celles contenant du nickel et/ou du vanadium, sont responsables de la
corrosion des unités ainsi que de I'empoisonnement des catalyseurs. La caractérisation de ces
espéces, a l'aide d’analyse de spéciation, dans ces matrices pétrolieres est nécessaire pour
améliorer les technologies de démétallation et de désulfuration au sein des unités de
raffinage.

Le chapitre précédent a permis de détailler la méthode bidimensionnelle développée
au cours de cette thése couplée a une détection spécifique. Dans ce dernier chapitre nous
nous sommes donc intéressés a I'application de cette méthode a haut pouvoir de résolution
sur des échantillons d’une grande complexité. Pour cela, cinqg résidus sous vide présentant des
rendements de conversion différents au sein des raffineries ont été comparés pour les trois
éléments d’intéréts (S, V et Ni). L'obtention de contours plot 2D permet une comparaison
visuelle des échantillons entre eux ainsi que pour chacun des éléments.

Cette comparaison est rendue possible grace a I'utilisation de « masques » permettant
de mettre en lumiere I'absence ou la présence de certaines familles de composés dans des
matrices données. Enfin, nous nous sommes intéressés a |'origine géographique des pétroles
bruts ayant permis I'obtention de ces coupes lourdes, dans le but d’évaluer si I'origine
géographigue pouvait étre corrélée aux profils des images 2D obtenues grace a cette
méthode. Ces travaux sont présentés au travers d’une publication prochainement soumise
dans Talanta.
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A. COMPARAISON D’ECHANTILLONS COMPLEXES

La méthode, préalablement décrite dans le chapitre IV, est appliquée a différents
échantillons issus des coupes lourdes du pétrole et de provenance différentes. Les
cartographies 2D obtenues sont comparées visuellement dans le but d’obtenir des
informations relatives au poids moléculaire et a I'"hydrophobie des espéeces présentes. Ces
résultats sont présentés sous forme d’article scientifique dans la suite de cette section.

Article 4

“Speciation of sulfur, vanadium and nickel in heavy crude oils by comprehensive two-
dimensional liquid chromatography hyphenated to inductively coupled plasma mass
spectrometry”

M. Bernardin, A. Le Masle, F. Bessueille-Barbier, C.-P. Lienemann, S. Heinisch, Talanta (2019),
submitted
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Speciation of sulfur, vanadium, and nickel in heavy crude oils by
comprehensive two-dimensional liquid chromatography hyphenated to
inductively coupled plasma mass spectrometry

Marie Bernardin®?, Agnés Le Masle?, Frédérique Bessueille-Barbier’, Charles-Philippe
Lienemann?, Sabine Heinisch**

(1) Université de Lyon, Institut des Sciences Analytiques, UMR 5280, CNRS, ENS Lyon, 5 rue de
la Doua, 69100 Villeurbanne, France

(2) IFP Energies nouvelles, Rond-point de I'échangeur de Solaize, BP 3, 69360 Solaize France
*Corresponding author: Tel: +33 437 423 551;

E-mail address: sabine.heinisch@univ-lyon1.fr (Sabine Heinisch)

Abstract

Two-dimensional liquid chromatography combining Size Exclusion Chromatography
(SEC) and Reversed-Phase Liquid Chromatography (RPLC) was used with Inductively Coupled
Plasma tandem Mass Spectrometry (ICP-MS/MS) as specific detection for the comparison of
petroleum samples showing a high level of complexity. This multi-dimensional technique was
proved to be an attractive tool to analyze both Vacuum Residues (VRs) and Atmospheric
Residue (AR), coming from refinery processes. They were analyzed without prior fractionation
and could be differentiated according to their vanadium, nickel and sulfur distributions in one
single analysis. The first dimension provides information about molecular weight while the
second one about hydrophobicity. Comparison of five VRs, with different geographical origins,
were made possible by superimposing on each 2D-contour plot a mask, which enabled to
discriminate seven groups of compounds for the three elements with various degrees of
hydrophobicity and molecular weights. An additional group of compounds was observed for
nickel. Those compounds were poorly retained in SEC but also in RPLC, suggesting the
presence of polar high molecular weight compounds. In view of this study, the metal
distribution appears to be significantly different depending on both the VR origin and the
considered element.

Keyword

Vacuum residue — Two-dimensional liquid chromatography — SECXRPLC-ICP-MS/MS -
Speciation — Vanadium — Sulfur — Nickel — 2D-contour plots
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1. Introduction

Because of the decline of light and conventional oils over the last decades, the demand
for the characterization of heavy crude oils has rapidly grown [1]. For petroleum industry, the
challenge is to convert heavy fractions enriched in metals and heteroatoms [2] into lighter
products. Sulfur, vanadium and nickel, naturally present in large amounts in crude oils, are
concentrated in the vacuum residue, resulting from the vacuum distillation unit in refinery
processes as shown in Fig.1 [3-5].
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Figure 1: Schematic representation of petroleum refinery. Adapted from [3]

Heteroatoms and metals have a detrimental effects on catalysts due to the
decomposition of metal complexes during hydrodesulfurization and catalytic cracking
operations which results in a metal deposition on catalysts [5]. It is admitted that vanadium
and nickel deposits lead to a decrease in both activity and lifetime of catalysts [5-7] and that
vanadium may degrade the selectivity of catalysts used for cracking by blocking its active sites,
thereby increasing coke formation and hence reducing gasoline yields [8]. In addition,
vanadium forms sodium vanadates, inducing the corrosion of metal surface [8]. Sulfur is
present in large amounts in crude oils. It has to be carefully managed due to its contribution
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to the increasing problem of atmospheric pollution, sulfur oxides being emitted when fuel
with a high sulfur content is combusted [9]. The total concentrations of these elements in
heavy crude oils is known. They are listed in Table 1 for some relevant vacuum residues [10].

Geographical origin Vanadium®® Nickel® Sulfur®
(ne/s) (ne/s) (mg/g)
Saudi Arabia 97 28 42
Russia 170 50 27
Iraq 183 58 55
Congo 10 85 4
Canada 317 115 57

@ from [10,11], ® measured values obtained from IFPEN

Table.1 Vanadium (V), nickel (Ni) and sulfur (S) contents in Vacuum Residues depending on their
geographical origins.

Until recently, only three families were described by speciation analysis in heavy crude
oils, based on their molecular weight. The speciation technique was Gel Permeation
Chromatography (GPC) coupled to Inductively Coupled Plasma High-Resolution Mass
Spectrometry (GPC-ICP-HRMS). Heavy crude oils could be roughly separated into three
fractions: High (HMW), Medium (MMW) and Low (LMW) Molecular Weight compounds
[4,10,12,13]. LMW compounds were suspected to be metalloporphyrins with vanadium, nickel
[4]. MMW and HMW compounds form larger structures with metalloporphyrins either
trapped or present in nanoaggregates [14—17]. Considering such analytical technique, the size
of metal complexes can be assessed, thereby allowing the development of catalysts with
suitable pore sizes, which is essential for hydrodemetallation and hydrodesulfurization
processes.

However, the sole molecular weight information is not sufficient to characterize
complex matrices. Recently, we applied two dimensional liquid chromatography to the
speciation of a fractionated petroleum sample [18]. The conditions for size exclusion
chromatography (SEC) coupled to Reversed-Phase Liquid Chromatography (SECxRPLC) were
optimized and successfully applied to the speciation of SARA fractions (Saturates, Aromatics,
Resins, and Asphaltenes obtained from a heavy crude oil. The aim of the present study was to
apply this novel analytical approach to even more complex heavy oil samples including
vacuum residues (VRs) and atmospheric residues (ARs), not subject to any preliminary
fractionation or treatment as SARA fractions. The entire samples (VRs and ARs) were thus
directly analyzed in SECXRPLC-ICP-MS/MS. An AR, coming from Venezuela exhibiting a high
content of metals and heteroatoms, could be used to build a mask. This one was used for
comparing VRs from different geographical origins, the conversion vyield of both
hydrodesulfurization and hydrodemetallation processes being strongly related to the
geographical origin of the crude oil and hence to the corresponding vacuum residue.
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2. Experimental section

1.1. Chemicals and reagent

Tetrahydrofuran (THF) unstabilized UHPLC/MS grade was purchased from Biosolve
Chimie SARL (Dieuze, France). Acetonitrile LC-MS grade (ACN) was purchased from Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany). Water was obtained from Elga water purification system
(Veolia water STI, Le Pless Robinson, France). SPEX CertiPrep (Metuchen, NJ, USA) Co, Ce, Y,
Tl, Li monoelemental standards in 2 % HNOs (1000 pg/L) were used to prepare the
multielement standard solution used for the system calibration. This solution with 10 ppb Co,
Ce, Y, T, Li diluted in acetonitrile was used for daily calibration of the ICP-MS/MS.

1.2. Sample Preparation

Vacuum residues (VRs) and atmospheric residue (AR) coming from vacuum distillation
and atmospheric distillation respectively, in the refinery process of crude oil, were supplied
from IFPEN (Fig.1). The atmospheric residue (Venezuela) and the five vacuum residues were
obtained from several crude oils and were named according to their geographical origin. VRs
are listed in Table 1, as well as the type of the crude oil, the metal (vanadium and nickel) and
sulfur contents according to data found in the literature [10]. VR and AR samples were diluted
60 times in THF prior to analysis.

1.3. Instrumentation

Chromatographic separations were achieved wusing an Infinity 1290 liquid
chromatography system (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), for both dimensions.
This instrument includes a high-pressure binary solvent manager with a maximum delivery
flow-rate of 5 mL/min, an autosampler with a flow-through needle of 20 uL injection sample
loop, a column oven with a maximum temperature of 100 °C. The measured dwell volume was
300 pL. The instrument control was performed by Mass Hunter. The outlet of the column was
connected to a T-union P-727 (from Upchurch, Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande, France) with
zero dead volume as flow-splitter. To ensure that the nebulizer works in proper condition, the
split ratio was set to 1:1 for every analysis, to achieve a mobile phase flow rate of 400 pL/min.
Detection was performed using an Agilent 8800 ICP-MS/MS system (Agilent Technologies)
with a PFA-LC nebulizer (Elemental Scientific Omaha, Nebraska USA), an IsoMist device
(Courtage Analysis Service, Mont Saint Aignan, France) with a Twinnabar spray chamber as
Sample Introduction System (SIS). The spray chamber temperature was set at -2°C by Peltier
effect. The system was equipped with a quartz torch with a 1 mm i.d. injector (Agilent
Technologies). The following ICP-MS/MS parameters were chosen: plasma power of 1500 W,
auxiliary gas flow rate of 0.9 L/min, plasma gas flow rate of 15 L/min, sampling depth of 7 mm,
carrier gas of 0.45 L/min. Viton® tubings (SCP Science, Villebon-sur-Yvette, France) were used
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for the correct use of the peristaltic pump with an organic solvent such as THF. Oxygen was
mixed to the argon gas flow (20 % of O, in Ar) and added through the HMI tubing on the ICP-
MS/MS and set at 0.5 L/min, to ensure a stable plasma and to avoid carbon deposit on the
surface of the cones (sampler and skimmer). The quantity of oxygen required to avoid plasma
issues with organic solvent was optimized by visually assessing C2emission band. Platinum was
used for the sampling cone and the skimmer cone instead of nickel as usual, for the inertness
of the platinum. The analyzer unit of the instrument consisted of two quadrupole mass
analyzers and an octopole collision-reaction cell placed between them. Vanadium, sulfur, and
nickel were detected in MS/MS mode with O; as a reaction gas in the cell. The vanadium 51
was shifted to the mass ratio m/z = 67 (’VO"), sulfur 32 was shifted to the mass ratio m/z = 48
(*850*). Nickel was not shifted and was analyzed at m/z = 58 (°®Ni*). The reaction gas flow-rate
was optimized at 0.3 mL/min Oz as previously described in our previous paper [18]. Data
acquisition and instrumental control were performed by MassHunter software (Agilent). 2D-
data were processed using calculation tools developed under Excel and Matlab to construct a
matrix enabling the construction of 2D-contour plots.

1.4. SECXRPLC-ICP-MS/MS method

As thoroughly described in our previous work [18], the conditions of two-dimensional
chromatography were as follows:

In the first separation (!D): an APC XT 125 (150 x 4.6 mm, 2.5 pm, 125 A) column, proposed
for effective molecular weights ranging from 1000 to 30000 g/mol), an injection volume of
15 pL, THF as mobile phase, 0.8 mL/min, 30 °C as column temperature.

In the second dimension (?D): an ACQUITY BEH C15 (50 x 2.1 mm, 1.7 um) column, ACN:H-0,
80:20, (v/v) for solvent A, THF for solvent B; 1 % - 99 % B (0-10.2 min); 99 % B (10.2-15.2 min);
99 % -1 % B (15.2-15.3 min); 1 % B (15.3-15.8 min), an injection volume of 5 pL, 0.8 mL/min,
30 °C as column temperature. Off-line fractionation was performed manually every 10 s. The
vials collecting the fractions from the first dimension were further placed in the auto-sampler
to be analyzed in the second dimension. Same above conditions were used for one-
dimensional chromatography.

3. Results and discussion

The aim of this work was to compare the potential of two-dimensional liquid
chromatography (SECxRPLC) to that of conventional separation techniques (SEC or RPLC)
when dealing with the speciation of petroleum samples. 5 vacuum residues coming from 5
different origins (Saudi Arabia, Russia, Irag, Congo, and Canada) were thus analyzed by SEC,
RPLC and SECxRPLC, in order to obtain separations with a specific detection of vanadium,
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nickel and sulfur. The speciation of these three elements, within a single analysis, was made
possible by ICP-MS/MS (triple quadrupole MS), much more specific than conventional ICP-MS.

3.1. SEC-ICP-MS/MS

The total metal content of the five vacuum residues of interest were assessed by ICP-
MS [10,11]. The obtained values are listed in Table 1. Canada VR appeared to be the most
enriched among the 5 VRs, with a vanadium content of 317 pg/g and a nickel content of
115 pg/g. For all VRs, the sulfur content is much higher (e.g 57 mg/g for Canada VR). In our
study, the 5 five VRs were analyzed with an ICP-MS/MS detection, using an APC XT 125 column
(150 x 4.6 mm, 2.5 um) instead of a conventional GPC column (300 x 7.8 mm, 5um) as used by
Caumette et al. [10,11]. Although the total content of each element in each VR was not
measured, it was important to verify whether the results obtained by this analytical method
were consistent with the published results. For vanadium and nickel, the peak area obtained
for each VR was compared to the peak area obtained for the most enriched one (i.e. Canada
VR). The related ratios between both values are represented in Fig.2 for both vanadium
(Fig.2a) and nickel (Fig.2b).
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Figure 2: Ratio of (a) Vanadium and (b) Nickel contents between a given country VR and Canada VR. The ratio is
assessed by the peak areas obtained in SEC-ICP/MS (red bars) or by element content values obtained in ICP-MS
(blue bars) as given in Table 1.

Similarly, Figs.2a and 2b show, for each VR, the ratio between its element content and
that of Canada VR (values given in Table 1). It was satisfying to observe that our results
obtained in SEC-ICP-MS/MS, assessed by the ratio of peak areas (red bars) and reported ones
[10,11], assessed by the ratio of element contents (blue bars), were very similar, suggesting
that our analytical technique (SEC-ICP-MS/MS) can provide the same results in term of total
element content and does not lead to any adsorption phenomenon which could be specific to
a given VR. A slight difference is yet noticeable for nickel in case of Congo VR between our
measures and former reported ones [10,11]. That could be explained by the presence of
unstable nickel species and/or by a lower sensitivity in case of nickel, giving rise to a larger
variability of nickel content. Regarding speciation analysis, the reduction of the analysis time
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(4 min vs 60 min) along with the decrease of solvent consumption (3 mL vs 40 mL) are some
clear advantages of our proposed SEC method compared to the one previously developed with
a longer and larger column packed with larger particle size.

The overlaid separations of two VRs (Russia and Iraq) are presented in Figs.3a, 3b, and
3c with a specific detection of sulfur, vanadium, and nickel respectively.
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Figure 3: Overlaid separations of two Vacuum Residues (Russia VR and Irag VR) in SEC-ICP-MS/MS with
specific detection of (a) Sulfur (*¥S0*), (b) Vanadium (®VO*), and (c) Nickel (*®Ni*). Grey dotted lines delimit
4 notable retention ranges. Conditions given in the experimental section.

Three retention ranges (delimited by grey dotted lines in Fig.3) corresponding to three
mass ranges can be pointed out: (i) between 1.2 min (total exclusion time) and 1.6 min for
HMW compounds, (ii) between 1.6 min and 2 min for MMW compounds and (iii) between
2 min and 2.4 min (total permeation time) for LMW compounds. As can be seen, all the
separations cover the entire retention window ranging from the total exclusion time (1.2 min)
to the total permeation time (2.4 min). The comparison of the obtained separations by
considering either the different VR origins (Russia or Iraq) or the different elements (S, V or
Ni) gives rise to some interesting observations: (i) by comparing the separations on the basis
of elements, it appears that the presence of HMW and MMW compounds is less marked for
sulfur (Fig.3a) than for vanadium (Fig.3b) and nickel (Fig.3c). In case of Russia VR, only LMW
compounds seem to contain sulfur; (ii) by comparing the separations on the basis of VR origins,
it can be observed that whereas the separation profiles are quite similar for sulfur between
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the two VRs (Fig.3a), they are significantly different for vanadium (Fig.3b) and nickel (Fig.3c)
with a reversed repartition of the masses. The peak of LMW compounds is more intense in
case of Russia VR whereas the peak of HMW compounds is more intense in case of Irag VR,
suggesting that Iraq VR was more enriched in HMW compounds than Russia VR which appears
to be the opposite as regards LMW compounds. These observations show that residues
coming from different geographical origins can exhibit different mass distribution for the three
elements and furthermore that SEC hyphenated to ICP-MS/MS can provide useful information
to compare petroleum matrices despite a continuum profile. However, the comparison of
different VRs, only based on the molecular weight distribution of heteroatoms or metals, is
likely to be not sufficient for improving conversion processes of heavy crude oils in petroleum
industry.

3.2. RPLC-ICP-MS/MS

The second studied analytical approach was RPLC-ICP-MS/MS. The overlaid
separations of Iraq and Russia VRs are presented in Fig.4 with a specific detection of sulfur
(Fig.4a), vanadium (Fig.4b), and nickel (Fig.4c).
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Figure 4: Overlaid separations of two Vacuum Residues (Russia VR and Iraq VR) in RPLC-ICP-MS/MS with
specific detection of (a) Sulfur (*®S0*), (b) Vanadium (’VO*), and (c) Nickel (*®Ni). Grey dotted lines delimit
4 notable retention ranges. Conditions given in the experimental section.
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Similarly to SEC, four retention ranges (delimited by grey dotted lines in Fig.4) can be
pointed out in RPLC-ICP-MS/MS: (i) between 0 min and 5 min (polar compounds), (ii) between
5 min and 8 min (intermediate polar compounds), (iii) between 8 min and 11 min (hydrophobic
compounds) and (iv) between 11 min and 15.2 min (highly hydrophobic compounds). Once
again, the separations are significantly different depending on the origin of the residue and
on the element and some observations can be made depending on the retention range:

(i) Below 5 min, for sulfur (Fig.4a), the signal intensity slightly increases with the retention
time. It is higher for Irag but the general trend is the same for the two VRs, indicating the
presence of polar sulfur compounds; for vanadium (Fig.4b), the separation is exactly the same
for both Irag and Russia with the presence of a small peak at 1.8 min; for nickel (Fig.4c), a large
continuous peak can be observed, much more intense in case of Irag VR. As can be seen, in
this retention range, the separation is quite different depending on the element considered.

(ii) Between 5 and 8 min, there is an intense peak for sulfur (Fig.4a), in both Irag and Russia
VRs (more intense in case of Iraq VR). This peak is not observed for vanadium or nickel (Figs.4b
and 4c respectively). However, for these metal elements, a small bump can be observed in
case of Russia VR.

(iii) Between 8 and 11 min, there is no significant differences between the three elements.
Two distinct peaks are present in this retention range, much more intense in case of Iraq VR
than of Russia VR.

(iv) Finally, between 11 and 15.2 min, the separation profile seems very similar between
the geographic origins and between the elements. It is yet interesting to note that the signal
did not reach the baseline even with a long isocratic step at 100 % THF, thereby confirming
the presence of very highly hydrophobic compounds in heavy oils.

1D-RPLC performed as a single analysis can only provide information on the
hydrophobicity of the molecules chelated with metals and heteroatoms. In view of the above,
RPLC appears to be more informative than SEC. A two-dimensional approach combining SEC
and RPLC is expected to provide much more interesting information by connecting
information on molecular weight with information on hydrophobicity.

3.3. SECXRPLC-ICP-MS/MS
The conditions previously developed in SECXRPLC-ICP-MS/MS [18] were applied to both

Iraq and Russia VRs. Resulting 2D-contour plots are shown in Fig 5 for sulfur, vanadium, and
nickel.
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Figure 5: 2D-contour plots of (a, b, c) Russia VR and (d, e, f) Iraq VR obtained in SECXRPLC-ICP-MS/MS with
specific detection of (a, d) Sulfur (*850%), (b, e) Vanadium (°VO*), and (c, f) Nickel (°®Ni). Conditions given in the
experimental section.

Such combination of two LC retention mechanisms in one single analysis was achieved
for the first time for the speciation of petroleum samples. As expected from the above results,
the contour plots are significantly different depending on the VR origin and on the considered
element. Some differences are noticeable in Fig.5: (i) highly hydrophobic compounds with
large molecular weights (HMW compounds) seem to be absent in Russia VR (Figs.5a, 5b,
and.5c) while well detected in Irag VR (Figs.5d, 5e, and 5f); (ii) additional information,
compared to SEC and RPLC, can be provided by SECxRPLC for the poorly retained peak,
detected in RPLC for vanadium (see Fig.4b and related discussion). This peak can only be linked
to the spot located at the top left in Figs.5b and 5e and therefore to LMW polar compounds,
most probably metalloporphyrins. This statement is also supported by the fact that such
compounds does not seem to be present in case of sulfur (Figs.5a and 5b); (iii) more
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surprisingly, an unexpected family of nickel compounds (Figs.5c and 5f) emerged in SECxRPLC.
Those are poorly retained in SEC (HMW) but also in RPLC (non-hydrophobic compounds),
suggesting the presence of HMW polar compounds in the specific case of nickel. This family
of nickel compounds, not detected for any of the two other elements, clearly demonstrates
the high degree of orthogonality between the two dimensions which makes RPLCxSEC much
more informative than SEC alone, RPLC alone or even the two separation techniques
successively considered.

In order to make an even better use of the potential of RPLCxSEC, 2D-contour plots
were divided into different several regions. A highly concentrated sample (atmospheric
residue from Venezuela) was chosen as relevant reference to delimit the regions for the three
elements (Fig.6).

150

2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
D2 (min) D2 (min) D2 (min)

(a) Vanadium (b) Sulfur (c) Nickel

Figure 6: 2D-contour plots of an atmospheric residue (Venezuela AR) in SECXRPLC-ICP-MS/MS with specific
detection of (a) Vanadium (57VO*), (b) Sulfur (*®S0*), and (c) Nickel (*®Ni). 8 regions are delimited by 8
frames numbered #1 to #8. Conditions given in the experimental section.

8 regions, delimited by 8 frames in Fig.6, were selected from the fact that they
contained distinct spots and hence distinct groups of compounds. As can be seen, 7 groups
(#1 to #7) are common to the three elements. Group #8 corresponds to HMW polar
compounds, only observed in case of nickel (Fig.6c) as previously discussed. Group #1
corresponds to LMW compounds (strongly retained in SEC) that are poorly retained in RPLC
(polar compounds). Unlike Group #1, Group #7 corresponds to HMW compounds (poorly
retained in SEC) that are strongly retained in RPLC (highly hydrophobic compounds). Both
groups #1 and #2 were suspected to contain porphyrins compounds [18]. For Groups #3 to #5,
SEC retention times decrease while RPLC ones increases, meaning that larger molecules are
observed with higher hydrophobicity. Compounds of Groups #6 and #7 are coeluted in SEC
while separated in RPLC. Compounds of Group #7 are more retained in RPLC, probably more
hydrophobic than those of Group #6. The mask composed of these 8 delimited regions was
then used to compare vacuum residues from different origins.

SECXRPLC-ICP-MS/MS was applied to the five vacuum residues of interest, leading to
fifteen 2D-contour plots, considering the three elements (Figs.7a to 70). In these figures, the
intensity scale is the same for sulfur and vanadium while 5-fold lower for nickel (colorbar on
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the right side of the figures). Differences in the spot intensities are revealed by the contour
plots, depending on the origin of the crude oil but also on the element, thereby showing the
advantage of analyzing the three elements by speciation within one single run. Same trends
than the ones observed in AR are observed for the five VRs analyzed in this section showing
the benefit of using the mask described previously.

(i) First of all, Congo VR (Figs.7e, 7j, and 70) seems different from others VRs, with
vanadium and sulfur barely not present in this heavy oil compared to nickel. Whereas in case
of nickel (Fig.70) an intense spot corresponding to Group #8 was detected.

(ii) On the other hand, Saudi Arabia (Figs.7a, 7f, and 7k), Canada (Figs.7c, 7h, and 7m) and
Iraq VR (Figs.7d, 7i, and 7n) show comparable 2D-contour plots. Indeed Groups #1 to #8 are
all present in those VRs, even if intensities can be slightly variable from a VR to another. For
instance Canada VR seems more enriched in vanadium than Iraq and Saudi Arabia VR. As seen
for Congo VR, Group #8 is more intense in Saudi Arabia VRs than in other VRs. In case of
Canada VR, Group #8 seems shifted to large mass without any change in RPLC retention time
compared to other Group #8. Additionally, for nickel 2D-contour plots, Group #2 was detected
in Irag VR (Fig.5n) contrary to others VRs, and Group #1 was not detected regardless of
vacuum residues.

(iii) Finally, A significant difference can be pointed out for Russia VR compared to the
others. When comparing 2D-contour plots in case of sulfur (Fig.7b) and vanadium (Fig.7g) for
Russia VR, large mass, strongly retained in RPLC named Groups #6 and #7, seems to be absent.
The total amount of sulfur, in Russia VR, is 27 mg/g, which is far below the sulfur content found
in other VRs (42 mg/g for Saudi Arabia VR, 55 mg/g for Iraq VR and 57 mg/g for Canada VR),
meaning that speciation analysis brings valuable information regarding the distribution of
sulfur content in Russia VR. Such hyphenated technique does not indicate that sulfur
compounds are less concentrated for every group compared to the others but highlights the
fact that two groups are missing. Such difference for sulfur and vanadium compounds may
have a direct impact on conversion efficiency during demetallation processes as the sulfur and
vanadium distributions are significantly different from other residues. Additionally, Group #8
appears to be shifted to large mass and to more hydrophobic compounds.
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Particular attention should be worn on the spot corresponding to large mass poorly
retained in SEC analysis and poorly retained in RPLC analysis, group #8. Indeed during
demetallation processes, conversion efficiency can be really low for residues with high nickel
content. The separation of molecules with such properties (low hydrophobicity and high
molecular weight) is promising as being able to explain the behavior observed in such VRs.
Such information may give additional clues regarding the conversion efficiency in
demetallation processes of these vacuum residues.

A large-scale study could be considered in the future to investigate the potentiality to
obtain 2D-contour plots fingerprints depending on the world region. Indeed, visual
comparisons are made possible with 2D-contour plot masks (black frames), and a specific
fingerprint could be then given for each type of vacuum residues, making possible the direct
comparison of several samples. Thanks to two-dimensional liquid chromatography coupled to
a specific detection new groups of compounds have also been detected, unknown until then.
This last observation confirms that 1D-LC alone was not efficient enough to separate such
compounds in complex petroleum matrices, and highlights the benefit of coupling two
different separation mechanisms. Additionally, for petroleum industry, the comparison of 2D-
contour plots of sulfur, vanadium, and nickel distributions, across the refinery processes could
be a very interesting tool to have a better understanding of which species are present at each
step of the process, and to limit the poisoning of catalysts used in refining units.

Even if successful results were achieved with SECXRPLC coupled to ICP-MS/MS for a
gualitative point of view, quantitative analysis were not yet attainable. Indeed, by coupling
SEC to RPLC the mobile phase composition in second dimension is continuously changing. A
large amount of organic solvent can affect the sensitivity of the detection, as the plasma
parameters are optimized for the higher quantity of organic solvent, which only occurs at the
end of the elution gradient. To overcome such issue and to realize quantitative analysis in LC-
ICP-MS/MS some authors reported the use of a counter-gradient [19,20], but such approach
required the use of an additional gradient pump supporting THF solvent in our case, and such
system was not available at the time of the study. Others approaches are cited in the literature
such as the use of an on-line isotopic dilution [21], unfortunately, this approach is only applied
for multi-isotopic element, not relevant in our study. Further work as to be performed to have
access to quantitative analysis for petroleum complex matrices in the future.

4. Conclusion

Extensive knowledge on metal speciation is required to optimize demetallation
processes of heavy crude oils when converting them into lighter products. As shown, neither
SEC alone (separation according to the molecular weight) nor RPLC alone (separation
according to molecular hydrophobicity) were efficient enough to draw relevant comparison
of heavy crude oils coming from different origins. Comprehensive two-dimensional liquid
chromatography (RPLCxSEC) coupled to ICP-MS/MS, thus combining two retention
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mechanisms in one single analysis was achieved for the first time for the speciation of
petroleum samples. Five vacuum residues and one atmospheric residue containing a large
amount of sulfur, vanadium, and nickel were first separated in SEC. The fractions collected
were then separated in RPLC hyphenated to ICP-MS/MS. The visual comparison of the
resulting 2D-contour plots was made possible by superimposing a mask composed of 8 frames
which have been ascribed to 8 specific groups of compounds. This mask could be built from a
much enriched petroleum sample which was selected as reference. By connecting information
on molecular weight with information on hydrophobicity, significant differences between
petroleum samples from various origins could be highlighted. Russia VR does not contain
highly hydrophobic, and large molecules seem missing in its 2D-contour plot. On the other
hand, Congo VR has a specific nickel distribution, likely characteristics of the refractory
properties. Compounds detected in group #8 may help to develop catalysts suitable for large
mass and highly hydrophobic molecules to enhance the demetallation processes. 2D-contour
plots obtained by SECXxRPLC-ICP-MS/MS used with masks have the potential to fingerprint oil
samples according to their origin and for monitoring refining processes in term of metal
speciation. Our comparison might allow the petroleum industry to partially understand VR
behavior during demetallation and hydrodesulfurization steps, and to identify which families
of compounds could lead to low conversion yield. Such an analytical approach could be used
in the future for a visual comparison of contour plots of samples at different stage of the
process. Furthermore, no pre-fractionation, such SARA method, is required with the
developed method and separation can be performed on highly complex petroleum samples.
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CONCLUSIONS

La chromatographie liquide bidimensionnelle couplée a I'lCP-MS/MS permet I'analyse
et la comparaison d’échantillons d’origines différentes. Ces travaux ont permis de montrer
gue la chromatographie liquide unidimensionnelle fournit un niveau d’information qui n’est
pas suffisant étant donné la complexité de ces matrices et qui doit étre amélioré a I'aide
d’outils plus performants. Le couplage de deux dimensions de séparation, SEC et RPLC, a
permis de lier les deux informations fournies par ces deux mécanismes de rétention. Il est en
effet possible, grace a la méthode développée dans cette thése, d’avoir a la fois des
informations concernant le poids moléculaire des espéeces présentes mais aussi d’en connaitre
davantage sur le caractere hydrophobe de ces composés. Les résidus sous vide, issus du
pétrole, employés au cours de ces travaux n’ont subi aucun fractionnement ou prétraitement
et sont donc d’une grande complexité. L'obtention de cartographies 2D permet la
comparaison visuelle d’échantillons d’origines géographiques différentes. L'utilisation de
« masques » sur chacune de ces cartographies a permis de séparer huit familles de composés
gue I'on retrouve dans le cas du soufre, du vanadium et du nickel. Des différences significatives
ont pu étre observées inter-éléments ou inter-échantillons. Certaines familles de composées
(classées de 1 a 8) n’étant pas présentes dans les cing résidus sous vide analysés. Il pourrait
étre intéressant d’étendre ce type de comparaisons a un plus grand nombre d’échantillons,
dans le but d’évaluer si en fonction des origines géographiques des coupes lourdes du pétrole
des profils similaires sont observés.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Les recherches effectuées au cours de ces travaux de thése ont permis le
développement d’un nouveau couplage analytique (SECXRPLC-ICP-MS/MS) pour I'analyse par
spéciation des métaux et hétéroatomes, présents dans le pétrole et ses fractions.

Tout d’abord, le développement de l'interface de couplage entre la chromatographie
liguide bidimensionnelle et la détection spécifique nous est apparu étre un point faible
majeur. Dans la littérature, les auteurs ne donnent que tres peu d’informations pour justifier
leur choix quant a l'interface de couplage sélectionnée, celle-ci étant parfois peu ou pas du
tout décrite. Pourtant, nous avons pu montrer que seul un trés petit nombre de nébuliseurs
et chambres de nébulisation, commercialement disponibles, semblent adaptés au couplage
de la chromatographie liquide ultra haute performance (UHPLC) et de I'lCP-MS/MS. Un
montage réalisé avec deux détecteurs en série (UV et ICP-MS/MS) a permis de comparer
directement les variances générées par différents systemes d’introduction d’échantillon. A
travers la comparaison de 31 systémes différents, il a été montré que seule l'interface
composée d’un nébuliseur PFA-LC et d’'une chambre de nébulisation IsoMist thermostatée,
sont compatibles avec un systéme UHPLC (6 pL®> de dispersion additionnelle) et par
conséquent ne dégrade pas la séparation obtenue en amont de la détection. Ces travaux ont
permis de mettre en évidence que les systemes préconisés par les fournisseurs sont rarement
adaptés a des séparations UHPLC pour de la spéciation.

D’autre part, I'introduction de grandes quantités de solvants organiques dans le
plasma étant tres problématique, la réduction de la quantité introduite a été envisagée via
I'utilisation d’un diviseur de débit en amont de la détection. Certains nébuliseurs fonctionnant
en consommation totale nécessitent en effet de trés faibles débits (quelques pL/min). Des
nébuliseurs micro-concentriques quant a eux ne tolérent que quelques centaines de pL/min.
Ces travaux ont permis de montrer I'impact d’'un split situé en amont du systeme
d’introduction sur la dispersion totale et la nécessité de choisir judicieusement le rapport de
split afin de limiter la contribution de la dispersion extra-colonne a la dispersion totale. Il a été
montré qu’un treés faible rapport de split (1/50) génére une variance additionnelle d’environ
200 pL?, induisant une perte d’efficacité de I'ordre de 90 % (pour une colonne de type UHPLC :
50 x 2.1 mm, 1.7 um) ainsi, bien s(r, qu’une perte de sensibilité du méme ordre. Enfin, des
études complémentaires ont permis de statuer sur I'utilisation du connecteur en lien avec le
nébuliseur PFA-LC, ainsi que sur l'utilisation de piéces additionnelles vendues avec I'ICP-
MS/MS.

L'interface de couplage étant optimisée, le développement a porté sur la sélection des
conditions de premiére et seconde dimension. Au vu de la littérature, la chromatographie
d’exclusion stérique (SEC) semblait étre une premiere dimension de choix étant donné la
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grande gamme de masse des composés présents dans les échantillons pétroliers. La
chromatographie a polarité des phases inversées (RPLC), offrant un mécanisme de rétention
complémentaire a la SEC, a également été sélectionnée. L'objectif du couplage était d’obtenir
une grande capacité de pics dans un temps d’analyse raisonnable (140 min) tout en
maintenant un facteur de dilution peu élevé. Des études théoriques, basées sur une approche
Pareto, ont permis de montrer que le couplage de la SECXRPLC-ICP-MS/MS en mode hors-ligne
offrait une capacité de pics plus élevée (2600) que le couplage RPLCXSEC-ICP-MS/MS en mode
en-ligne (1700).

A notre connaissance, c’est la premiére fois qu’une analyse bidimensionnelle intégrale
est réalisée, dans le cas de produits pétroliers, avec une détection spécifique des éléments
vanadium, nickel et soufre. Cette méthode, appliquée a des fractions SARA du pétrole, a
permis de montrer le bénéfice d’une séparation bidimensionnelle comparée a deux
séparations unidimensionnelles consécutives. Ce type de couplage permet d’obtenir, en une
seule analyse, a la fois une information sur le poids moléculaire, mais aussi sur I’hydrophobie
des espéces vanadium, nickel et soufrées présentes. Malheureusement, cette analyse ne peut
étre a I'heure actuelle rendue quantitative, la réponse du détecteur étant dépendante de la
guantité de solvant organique dans le plasma, la quantité variant au cours du gradient
d’élution utilisé dans la seconde dimension. Deux méthodes ont été testées pour apporter
une solution a ce probléme. L'utilisation d’'une équation de correction ou d’un contre gradient
a été étudiée.

Gréce a cette méthode, plusieurs fractions lourdes du pétrole, d’origines différentes,
ont pu étre analysées. L'obtention de cartographies 2D a permis une comparaison visuelle de
ces échantillons. Pour faciliter la comparaison des cartographies deux a deux, un masque
comportant le contour de 8 familles de composés a été utilisé. La superposition du masque et
de la cartographie 2D permet ainsi de juger de la présence ou de I'absence d’une des huit
familles identifiées. Ceci permet par exemple de remarquer que certaines familles ne sont pas
présentes dans les cartographies du soufre, ou encore de noter la présence de familles
méconnues a |’heure actuelle dans les cartographies du nickel (composés a haut poids
moléculaire et a faible caractere hydrophobe). Ce sont autant d’informations cruciales qui ont
pu étre fournies aux personnes en charge de la conversion de ces produits lourds, pour leur
permettre de mieux comprendre la réactivité de certains pétroles.

Les études présentées dans ce travail permettent d’envisager plusieurs perspectives :

(i) Les analyses quantitatives ne sont pour I'heure pas envisageables dans le cas du
couplage de la RPLC avec I'lCP-MS/MS pour des matrices pétrolieres complexes.
Des études complémentaires pourraient étre menées a la suite de cette these dans
I'objectif de s’affranchir des contraintes liées au gradient de solvants en seconde
dimension. Il serait peut-étre intéressant de pouvoir modifier les conditions de
plasma au cours du temps et d’obtenir un plasma optimisé quel que soit la teneur
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(i)

(iii)

(iv)

en solvant introduite dans celui-ci. D’autre part, un contre-gradient pourrait étre
envisagé sous réserve que tous les modules du couplage soient adaptés a la
présence de solvant tel que le THF.

Les structures moléculaires des huit familles identifiées ne sont pour I'heure pas
connues. Un couplage en paralléle de I'ICP-MS/MS, avec un spectromeétre de masse
en sortie la chromatographie liquide, pourrait permettre d’apporter une
information moléculaire et non plus seulement élémentaire. Ces deux techniques
complémentaires pourraient permettre d’obtenir simultanément des informations
et d’avancer davantage dans la caractérisation de ces matrices pétroliéres.

Le potentiel du couplage SECXRPLC-ICP-MS/MS développé dans ce manuscrit a été
démontré. Il serait maintenant intéressant d’étendre la gamme d’échantillons
analysés, avec comme objectif de pouvoir utiliser cet outil comme moyen de
comparaison de I'efficacité d’un procédé. Pour cela des échantillons se situant a
différentes étapes de la conversion pourraient étre analysés.

Enfin, si les échantillons deviennent de plus en plus variés, il sera intéressant

d’automatiser la comparaison des contour-plots 2D et de passer a de I'analyse
d’images via un outil informatisé.
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