
1

Химия и индустрия 86 (2015) 1–13

Методи за пробоподготовка при определяне на химичните форми 
на елементите в растителни тъкани

К. Бърдаров*, В. Любомирова, Р. Джингова

Софийски университет „Св. Климент Охридски“, Факултет по химия и фармация, 
бул. „Джеймс Баучер“ 1, 1164 София

Ел. поща: krum.bardarov@chem.uni-sofi a.bg

Постъпила на 8.07.2014 г., рецензирана на 23.08.2014 г.

Йонната хомеостаза и специацията

През последните две десетилетия се обособи и бър-
зо се разви нов подход на възприемане и изследване на 
живите организми – т.н. подход  „-omics“ (например 
genomics, proteomics, metabolomics, metalomics, ion-
omics [1]).  Погледът към елементния състав на живи-
те организми претърпя еволюция в контекста на това 
ново направление. Елементният анализ на растенията 
в последното десетилетие все повече се насочва към 
изясняване не само на качествения и количествен със-
тав, но и към изясняване на връзката между елементен 
състав и растителната физиология, биохимия, бионе-
органични и биоорганични взаимодействия на елемен-
тите в организма. Оказва се, че познанието на органи-
зма като жива система изисква изучаване не просто кои 
елементи в какви концентрационни граници варират, 
но и начина по който те са свързани с биомолекулите 
и как са разпределени в отделните части на растението 
(например органи, клетки, органели). Активността на 
свободните йони в цитозола или органелите трябва да 
бъде регулирана в относително тесни граници, за да се 
поддържат основните функции на елементите в орга-
низма и да не се допускат фитотоксични реакции. Раз-
пределението на химичните форми на есенциалните 
и неесенциалните елементи на молекулярно ниво има 
ключова роля в поддържането на йонната активност в 
растителните клетки и органели. Finney и съавтори [2] 
подчертават важността на специацията за биоактив-
ността на елементи в клетките като изследват свърз-
ването на Zn и Cu в метало-протеинови съединения с 
концентрации далеч по-ниски от тези, при които двата 
елемента се съдържат в клетката (пико- и фемто- диа-
пазона). На клетъчно ниво йонната хомеостаза включ-
вa разпределение на елементите в тъкани, клетки, ор-
ганели [3], свързване с плазмените мембрани [4] и кле-
тъчните стени [5,6], утаяване на биокристалити [7,8] и 
свързване с нискомолекулни лиганди и големи биопо-
лимери [9]. Хомеостазата на ниво организъм включва 

редица процеси като йонна мобилност в ризосферата, 
йонен прием и трансмембранен транспорт, съхранение 
на елементите (например в корените), придвижване и 
разпределение от корените към стъблото и асимила-
ция в растящите тъкани [10]. Поради сложността на 
обхващането на тези процеси изследването на йонната 
хомеостаза в растенията е предизвикателство, изисква-
що значителни аналитични ресурси, като основното 
внимание вече е насочено към разделяне, изучаване и 
количествено определяне на отделни химични видове 
– (chemical) species. При такъв подход за определяне 
на химичните форми и разпределение на елементите в 
организма се използва все по-сложна пробоподготов-
ка и се отделя особено внимание на онези стъпки на 
анализа, които предхождат инструменталното опре-
деляне на елементите. За изпълнение на поставяните 
пред аналитиците експериментални задачи често пъти 
се изисква използването на инструментални системи, 
съставени от няколко паралелно или последователно 
свързани различни аналитични методи, което налага 
съобразяване с изискванията на всеки един от тях още 
при етапа на пробоподготовка. 

Основни аспекти на пробоподготовката 

След пробовземане и подходящо съхранение на 
пробите за анализ от биологични обекти, в това число 
и растителни материали, пробоподготовката е следва-
щият важен етап на анализа. При пробоподготовката 
обикновено се прилагат повече обработки, при което 
нараства риска от замърсяване на пробата. Стъпката 
на пробоподготовка може да бъде дефинирана като 
обработка, която променя матрицата на пробата и я 
прави по-подходяща за последващ инструментален 
анализ. Обикновено това се постига чрез опростяване 
на химичния състав на пробата чрез различни стъпки 
на екстракция, филтруване или най-общо – разделяне 
на определяемите от пречещите компоненти [11]. Кон-
венционалните протоколи за пробоподготовка включ-
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ват няколко етапа, като изолирането на аналитите от 
твърдата матрица е един от най-сложните. Проблеми 
възникват основно поради възможности за загуби и 
замърсяване по време на пробоподготовката, поради 
продължителността на пречистване на аналитите от 
матрични компоненти, както и поради разход на чисти 
разтворители. Направления за решаване на тези про-
блеми са развитието на нови методи и подобряване на 
техниките за екстракция [12].

В етапа на пробоподготовка участват обикновено 
няколко стъпки на солюбилизация, екстракция, пре-
чистване, опепеляване, разграждане и други, като да-
ден подход може да се окаже по-пригоден, в зависи-
мост от конкретните цели на анализа. Наример, при 
определяне на елементите, свързани с биомолекули, 
е важно да се използват „меки“ условия за пробопод-
готовка, за да се намалят загубите oт разпадането на 
молекулни форми и промени на аналитите в хода на 
пробоподготовката [11]. В други случаи, значителна 
част от пробоподготовката може да се пропусне при 
използване на инструментални методи като LA-ICP-
MS или ETV-ICP-MS [13]. На фигура 1 са обобщени 
някои от етапите за пробоподготовката в бионеорга-
ничния анализ, според Mesko и съавтори [14]. 

Екстракция и стабилност на елемент-свързаните 
видове от растителната тъкан

Изследователските подходи за специационен ана-
лиз могат да бъдат in situ (направо в организма) или ex 
situ (извън организма, след извличане). С изключение 
на LA-ICP-MS, MALDI-MS, SELDI-MS, останалите 
ICP-MS методи, а и повечето масспектрални техники 

са ex situ методи, при които елементите трябва да бъ-
дат екстрахирани от тъканта и прехвърлени в подходя-
ща течна или газова фаза. Най-критичния момент по 
време на пробоподготовката е екстракцията [15]. Ана-
лизът на растения не прави изключения в това отноше-
ние [16–18]. Растителните клетки съдържат химични 
видове с различна кинетична и термодинамична ста-
билност. Някои химични видове са стабилни и могат 
да се извлекат от тъканта без да претърпят съществени 
промени, въпреки че и при тях голяма част от химич-
ните видове могат да се разпаднат, дисоциират или да 
претърпят лиганден обмен още при хомогенизиране на 
пробите, като така се губят едни химични видове и се 
получават артефакти [19,20]. 

Много металобиомолекули имат химични полимор-
физми [21] вследствие на възможността един лиганд 
да комплексообразува с различни метални йони, по-
ставен в „мултийонната“ среда на клетъчните флуиди 
[22]. Например анализът на тъкани, богати на про-
теини/пептиди с много цистеинови и хистидинови 
аминокиселинни остатъци, е предизвикателство при 
специационния анализ на преходни метали поради ви-
сокия афинитет на –SH към координиране с преходни 
метали [23,24]. Още повече, при пробоподготовката, 
след разрушаване целостта на тъканта, се освобожда-
ват множество ензими като протеази, амилази, пекти-
нази, целулази, липази и фосфатази. Поради това със-
тавът и свързването на елементите в пробата могат да 
се променят и да станат съществено различни от тези 
в клетката. 

Някои химични видове лесно се окисляват, което из-
исква екстракцията и много от процедурите на пробо-
подготовка да се извършват в инертна среда (азот или 

Фиг. 1. Схема на стандартен аналитичен ход при определяне на елементи в свързани форми в растителни проби.
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аргон) [24]. Установено е утаяване като биокристалити 
или съутаяване с полизахариди и протеини на Cu и Zn 
в растителни тъкани [25]. 

Растителните клетки съдържат химични видове с 
много различна разтворимост, поради което избора 
на подходящ екстрагент е много важен [26]. Киселин-
ността във вакуолата (рН=5.5) е по-висока от тази в 
цитозола (рН=7.5), затова pH е основен параметър при 
екстракционните процедури. Също така от голямо зна-
чение са вида на разтворителите, състава на буферите, 
йонната сила на разтворите, температурата, състава на 
екстракционната атмосфера, добавянето на редуци-
ращи агенти и ензимни инхибитори, процедурите на 
хомогенизиране и времето за екстракция за възможно 
пълно извличане на аналитите от матрицата. За полу-
чаване на точни и възпроизводими резултати е необ-
ходимо валидиране на всички процедури, а това често 
изисква матрично наподобени сертифицирани рефе-
рантни материали, каквито липсват за някои матрици 
или са трудно достъпни [27]. 

Методики за екстракция 

Най-често използваната процедура за хомогенизи-
ране и екстракция с цел специационен анализ на рас-
тителни материали включва начална стъпка, при която 
изсушен или замразен растителен материал се „стри-
ва“ с течен азот в промити хаванчета [22,28–32]. Този 
подход е прилаган към химични видове в участието на 
пептиди като глутатион, фитохелатини (PCs), никоти-
намин (NA) [33] и металотионини [32,34], макробио-
молекули като пектини [35], селеноцистеинови произ-
водни [36] и различни свързани форми на арсена [37] 
и талия [38]. Други подходи включват използването на 
хидравлични преси за извличането на растителни со-
кове от корени и листа [39] или механични мелници за 
смилане на плодовете [30].

Разтворителите използвани за екстракцията са раз-
нообразни – от дейонизирана вода [28,40] до сложни 
смеси съдържащи няколко буфера с органичен и неор-
ганичен състав, електролити, редуциращи агенти, раз-
лични ензимни инхибитори и антибактериални суб-
станции [23,41]. Аминокиселинните, никотинамин 
и пептидно базираните координационни комплекси, 
включващи глутатион, фитохелатини и металотионини 
като лиганди са сред най-често изследваните в растителни 
тъкани и обикновено се екстрахират с разредени водни 
буфери като PBS (phosphate buff ered saline), TRIS 
(tris(hydroxymethyl)aminomethane – (HOCH2)3CNH2)-HCl 
или амониев ацетат с рН между 5.5 и 7.5. Понякога 
към пробата се добавя малко количество кварцов пя-
сък за подпомагане на стриването и раздробяването на 
тъканите [22,35]. Ефективността на екстракцията мо-
же да се повиши, ако е комбинирана с разбъркване и раз-
клащане [22,29] при температура в диапазона 30–90оС 
[40]. След това най-често пробите се центрофугират 

и се работи със супернатанта, като понякога той се лио-
филизира преди специационния анализ [32,33]. Често 
за намаляване на времето за екстракция или повиша-
ване на ефективността ѝ се използва ултразвук [37,42]. 
Fang и съавтори [43] показват как с намаляване на време-
то за екстракция от 20 на 5 часа се намалява окисле-
нието на селенометионин при екстракция от ориз. 
Това се потвърждава и от други автори [44]. Затова ул-
тразвуковата екстракция е често използвана при ана-
лиз на арсенови и селенови химични видове с цел на-
маляване на окислението чрез редуциране на времето 
за екстракция. Такъв е случаят и при определяне на 
селено-аминокиселини [45] и метилиран арсен [46], до-
ри при условия на слабо нагряване. Същото не е в си-ла 
за повечето пептидно-базирани координационни ком-
плекси като тези на глутатиона, фитохелатините и ме-
талотионините, където трябва да се минимизира раз-
падането по време на всички стъпки на пробоподго-
товка – от хомогенизиране до крайния анализ. В тези 
случаи пробоподготовка се извършва в инертна атмо-
сфера в комбинация с леденостудени екстрагенти, с 
или без редуциращи агенти като меркаптоетанол, дитио-
треитол или трис(2-карбоксиетил)фосфин [30,32,47]. 

Различни форми на един и същи елемент обикно-
вено не могат да се екстрахират количествено при 
използване само на един екстрагент, поради разли-
чия в разтворимостта и повърхностния афинитет към 
клетъчните органели и биополимери (основно проте-
ини и въглехидрати). За решаване на този проблем са 
разработени последователни [35,48] или паралелни 
[19,43,46] екстракционни процедури. При първия под-
ход се прави последователна екстракция на химичните 
видове с различни екстрагенти като по този начин те се 
разпределят между отделните екстракти. Обикновено 
се започва с екстракция при меки условия, например 
с вода или разредени разтвори на соли, след което се 
използват ензими и органични разтворители, а накрая 
се прилагат екстракции със силни киселини или техни 
смеси. Такива подходи са прилагани за специационен 
анализ на селен в чесън [48], кадмий в Arabidopsis [35]. 
Селеновите видове от чесъна първо са екстрахирани 
с вода и остатъкът е подложен на пет последователни 
стъпки: (1) лизис на клетъчните стени със смес от це-
лулаза, протеаза, хитиназа и глуканаза; (2) протеолиза 
с протеаза XIV; (3) 0.1М HCl; (4) 1М Na2SO4 (рН=7) и 
(5) 25% разтвор на СS2. Процедурата позволява извли-
чане на 90% от общия селен при запазване на неговите 
форми на свързване. Селенът в отделните фракции е 
определен като: водоразтворим; свързан с клетъчна-
та стена; свързан с протеини; елементен; и селенит. 
Най-висока е концентрацията на елементния селен, 
селенат и селенит, които представляват около 95% от 
екстрахирания селен. Резултатите от това изследване 
[48] се различават от тези на Larsen и съавтори [19], 
които използват лиофилизиран чесън и прилагат пара-
лелна екстракция с воден разтвор на хидроксиламин 
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(ензимен инхибитор на алиназата) или протеолиза с 
протеаза XIV, и докладват почти 100% ефективност на 
екстракцията при протеолиза. Резултатите показват, че 
неорганичният селен е 10%, а 67% от селена е свързан 
в гама-глутамил-Se, селенометионин и селеноцистеин. 
Разпространени подходи за екстракция при анализ на 
растенията са ускорената екстракция при високо наля-
гане (АSЕ, accelerated solvent extraction) и микровълно-
во подпомогната екстракция в комбинация с разграж-
дащи ензими. Такива са докладвани при анализи на 
селен и арсен в ориз [49], рапица и Arabidopsis [50]. 

Разрушаване на клетката и методи за солюбилиза-
ция

Първата стъпка на пробоподготовка при определя-
не на метали/металоиди и техни свързани форми, като 
се има предвид наличието на протеини и други био-
макромолекули, е разграждането на клетката (лизис) 
или частично разпадане на клетката с цел извличане 
на аналитите от клетката или тъканта [11,12]. Най-раз-
пространените процедури за раздробяване на клетките 
включват: (1) механично (с различни устройства за ме-
ханично смилане и хомогенизиране като хаванчета и 
пестици със или без използване на течен азот) или (2) 
химично хомогенизиране (с добавяне на детергенти, 
при което клетъчните мембрани се солюбилизират); 
(3) лизис на клетките или техни компоненти, с или без 
добавка на ензими (за разграждане на клетъчните сте-
ни или екстракция на аналитите се използват специ-
фични ензими); осмоза. Други използвани подходи са 
замразяване или пресоване [11,51, 52]. 

Понякога използването само на течен азот е дос-
татъчно за разрушаване на клетъчната структура и 
последваща екстракция на аналитите. Растителните 
тъкани биха могли просто да се смелят добре и да се 
екстрахират с участието на течен азот [53,54] или ди-
ректно да се раздробят или замразят, след което да се 
смилат/стриват преди следваща стъпка на клетъчен 
лизис с подходящи буфери [5]. Процедурите за пробо-
подготовка при растителни и животински тъкани мо-
гат да се различават значително, както и при работа с 
различни тъкани в рамките на един и същи вид.

При механичните методи за хомогенизиране могат 
да се използват високоскоростни миксери, клатачни 
машини [55], стъклени сачми [47], стъклени хомогени-
затори [56] или ултразвукови прибори [56,57].

Стъпката на екстракция се счита за критичен етап, 
поради голямото разнообразие на биомолекули, чиито 
структури трябва да се разрушат, съхранят или освобо-
дят, в зависимост от конкретните аналитични нужди. 
Могат да се използват рaзлични екстракционни проце-
дури [58]. След хомогенизиране на тъканта клетките 
трябва да се лизират и обработят в зависимост от на-
личието (или не) на клетъчни стени. Това е по-сложно 
при растителните тъкани поради наличието на пове-

че слоеве от целулоза, което налага използването на 
по-ефективни методи за смилане и хомогенизиране. 
Въпреки, че най-разпространените методи за лизис са 
физични, в последните години се използват множество 
процедури, в които основна роля имат химически ре-
агенти, например детергенти, поради по-ниската цена 
и пригодността за последваща електрофореза, хрома-
тография и масспектрометрия [52,58]. В допълнение, 
в много публикации се изтъква и преимуществото на 
ултразвуково третиране за повишаване ефективността 
на екстракцията на аналитите след прилагане на из-
броените процедури [56,57]. Като цяло, екстракцията е 
продължителна при температура около 37оС [46,51]. В 
много статии се разглежда специацията на арсен и се-
лен, а аналитичните процедури при тези определяния 
се дискутират широко в различни литературни източ-
ници [5,45,46,59,60].

Буфери

За оптимизация на йонната сила на разтворите при 
протеинова солюбилизация се използват солеви буфе-
ри, подбирани съгласно типа на протеините/биомоле-
кулите в пробите за анализ [58]. Най-широко използ-
вани са буферите на основата на TRIS – при специа-
циония анализ на Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, Pb, 
Pt, Se, Zn [47,52,54,56,58,61]. TRIS (tris(hydroxymethyl)
aminomethane) може да се използва в комбинация със 
солна киселина в буфери с pH 6–8 (такива буфери са 
добили популярност като TRIS-буфери), за екстракция 
на слабо свързани неорганични химични видове и та-
кива, в които участват аминокиселини, като селенит, 
селенат, селено-аминокиселини. За екстракция на се-
лен е докладвано, че при използване на TRIS-HCl бу-
фер се освобождават около 50% от свързания селен в 
листа, но не се наблюдават различия, ако се използва 
само солна киселина [53].

Детергенти

Използването на SDS (натриев додецилсулфонат) или 
3(3-холамидопропилдиметиламонио)1-пропансулфо-
нат (CHAPS) е препоръчително при елементна спе-
циация, когато елементите са вградени в асоциати и 
комплекси или се налага разрушаване на клетките [5]. 
В този случай детергентите разрушават клетъчните 
мембрани, намаляват липид-протеиновите взаимо-
действия и след това солюбилизират метал-свързаните 
протеини и/или предотвратяват хидрофобни взаимо-
действия [21].

SDS е използван при анализ на селено-протеини в 
бактерии и тъкани на бозайници, като повишава ана-
литичния добив на селен и освобождава свързаните 
аминокиселини в селено-протеин [21,47,60] или при 
екстракция на метали, като Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb от 
протеини [62]. 
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Въпреки че някои автори докладват пречения при 
първата дименсия на последващо двудименсионално 
разделяне [58], други твърдят, че използването на SDS 
в комбинация с нейонни или цвитерйонни детергенти 
(Triton X-100, CHAPS) не е съпроводено с пречения 
при анализа [63]. Що се отнася до масспектралния ана-
лиз, много автори препоръчват премахването на SDS 
преди инструменталния анализ, тъй като SDS пречи 
при MALDI (матрично подпомогната лазерна десор-
бционна йонизация) и ESI (електроспрей йонизация) 
базираните техники, поради потискане на сигнала, 
както и при LC-ICP-MS (течна хроматография с ICP-
MS детекция) [64]. Друга особеност на SDS e, че ре-
активът не е подходящ за всякакви протеини, тъй като 
силнокиселите протеини не се свързват с него. В този 
случай като алтернатива се предлага използването на 
цвитерйонни детергенти. Също така SDS не е разпрос-
транен при приложения с 2D-GE (двудименсионална 
гелна електрофореза) [63]. 

Нейонните детергенти като Triton X и NP-40 благо-
приятстват предотвратяването на денатурация на про-
теините при първата дименсия на 2D-GE. Използват се 
в концентрации 0.4–4%, въпреки че се срещат публи-
кации и за по-високи използвани концентрации [52,63]. 
Цвитерйонният детергент CHAPS показва по-добра 
ефективност при солюбилизация и принадлежи към 
групата на линейните сулфабетаиновите сърфактанти 
[63]. Той показва по-добра съвместимост при изоелек-
тричното фокусиране при използване на електрофоре-
за [21,57]. 

Днес са търговски достъпни готови реагенти за кле-
тъчен лизис, съдържащи основно детергенти и проте-
азни инхибитори. Полезно описание на такива търгов-
ски реагенти е дадено в [58]. 

Редуциращи агенти

Някои специфични реагенти могат да участват в 
пробоподготовката за разкъсване (редукция) на дисул-
фидни мостове, подпомагайки процеса на денатурация 
на протеините [58, 63] и намаляване на техното окис-
ление [65]. За тази цел се използват тиол-съдържащи 
редуциращи агенти като дитиотреитол и меркаптоета-
нол. Тяхна алтернатива са фосфинови съединения като 
трибутилфосфин или трис-карбоксиетилфосфин. Въз-
можни са проблеми при йонизирането на редуктора, 
утаяването на протеини и проблеми при разделянето 
чрез хроматография [63,66]. 

Goenaga-Infante и съавтори [67] използват дитио-
треитол при екстракция на селенови протеини с метил-
сулфонилхлорид. Авторите използват тази комбинация 
като антиоксидант и протеазен инхибитор при специа-
ция на селен. Други [60] не намират разлика между 
резултатите, получени с SDS и комбинацията на SDS 
с редуциращ агент (фенилметил-сулфонилфлуорид).

Ензими

Принципно, ензими могат да се използват за раз-
граждане на матрицата или селективно освобождаване 
на аналитите от пробата, например селено-киселини 
[59,60]. В последния случай ензимите са атрактивен 
подход поради чувствителността на органичните мо-
лекули към промени в рН и температурата, а при из-
ползването на ензимни реакции условията на протича-
не са близки до тези в живия организъм. Също така не 
се очакват странични ефекти поради специфичността 
на ензимните реакции [68]. За освобождаване на селе-
новите химични видове от клетъчните стени се пред-
лага търговски ензимен реагент, съдържащ ламинари-
наза, кзиланаза и целулоза, водещ до получаването на  
двойно по-големи добиви [60]. При използване на про-
теолитни ензими почти 90% от селена в бактериални 
проби се извлича и такива ензими се използват широко 
при екстракция на химични видове [67–70]. Провеж-
дани са изследвания върху ефективността на различни 
ензими при извличане основно на селенови съедине-
ния [53,65], например като протеаза XIV и протеиназа 
К от растителни тъкани и последващ специационен 
анализ с HPLC-ICP-MS. В други изследвания [68,71] 
се използват протеолитични и разграждащи клетъчни-
те стени ензими като пепсин, трипсин, проназа, напри-
мер при анализ на гъби.

Ензимна екстракция широко се използва при опре-
деляне на химични видове с участието на протеини, 
като е възможно и комбиниране с микровълнова екс-
тракция с добиви над 95% [53,68,72]. 

α-Амилазни ензими се използват при специация на 
As в ябълки. Наблюдава се висока ефективност на екс-
тракцията поради разграждане на скорбялата и свърза-
ни с нея химични видове [46].

Методи за подпомагане на екстракцията

Ускорена екстракция при високо налягане

Ускорената екстракция при високо налягане (ASE) е 
метод за екстракция при повишена температура и на-
лягане с използване на течни екстрагенти. При такива 
системи се използват температури от 50–200оС (над 
точката на кипене на разтворителите и малко под кри-
тичната точка на разтворителя) при налягане от 500 до 
3000 psi. Ефективна екстракция се постига обикновено 
в рамките на 5–10 min. Такива системи са много под-
ходящи за автоматизирана пробоподготовка и инте-
гриране в рамките на инструменталния ход на анализа. 
Газ под налягане се използва за пренос на екстракта 
от клетката на прибора към съда за съхранение на 
екстракта, който след това автоматично или ръчно се 
пренася до аналитичната техника за анализ. Тъй като 
системите са комерсиални и компютърно управлявани, 
са възможни разнообразни програми, а резултатите са 
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възпроизводими. Недостатък е високата цена на тези 
системи. Много подходящи са при анализ на термола-
билни съединения и асоциати, тъй като използването 
на високо налягане позволява провеждане на екстрак-
цията при по-ниска температура, без загуба на ефек-
тивност. Предимство на тези системи пред надкритич-
ната течна екстракция (SFE) е богатия избор от орга-
нични и неорганични разтворители (вода, органични 
разтворители, буфери и разнообразни техни смеси). В 
литературата са налични примери за използването им 
при специация на As, Se и др. [5,72–74]. Често пъти 
ефективността на екстракцията с подобни системи е 
по-висока от тази при ултразвукова екстракция. 

Следва да се отбележи, че в литературата липсват 
данни за SFE и екстракция при температура на кон-
дензация (cloud point extraction – CPE) прилагани към 
металомиката. Такива подходи са често срещани при 
протеомиката [13,75]. 

Микровълнова екстракция

Напоследък използването на микровълново лъчение 
има много приложения при сушене, почистване, ек-
стракция, както и адсорбция/десорбция и разлагане 
[11,12,14,76–78]. Причината за ефектвността на тази 
енергия се отдава на молекулните трептения при ми-
грацията на йонните видове и/или миграцията на ди-
полни химични форми в микровълново поле [79]. Затова 
проби, съдържащи диелектрични материали (молеку-
ли/йони с индуциран или постоянен диполен момент), 
могат да абсорбират микровълновото лъчение и в ре-
зултат се получава бързо и равномерно нагряване [80]. 

Mикровълновата екстракция се счита за ефективен 
и подходящ начин за екстракция на лабилни видове 
от разнообразни матрици. Частиците на материала се 
загряват равномерно, могат да се избегнат нежелани-
те ефекти от прегряване на отделни части от пробата, 
като се регулира мощността, експозицията, броя и про-
дължителността на циклите на облъчване. Установено 
е, че не са необходими високи температури за ефек-
тивна десорбция на аналитите от матрицата с използ-
ване на микровълнова екстракция [76]. Като резултат 
от бързото и контролирано нагряване се постига силно 
понижаване на времето за екстракция [81] в сравнение 
с конвенционалното нагряване. Необходимо е, обаче, 
всяка методика за екстракция да се оптимизира и вали-
дира, за да се избегнат нежелани загуби или промяна 
на идентичността на аналитите поради прекомерно за-
гряване [12,76,81]. 

Методът е използван при специация на As с послед-
ващо CE-ICP-MS определяне [82]. При определяне на 
I–, IO3

– и Br–, конвенционалните методи за пробоподго-
товка като разтваряне със силни киселини в отворени 
системи, се съпровожда със загуби поради летливост-
та на продукти като HI или I2. Затова микровълново-
то разлагане е подходящ подход за пробоподготовка 

[14,83–86]. За преодоляване на ефекти на памет при 
ICP-MS се препоръчва използване на алкални разтво-
рители като амоняк, натриева основа, тетраметиламо-
ниев хидроксид и водоразтворими третични амини 
или разреждане на пробите. При това микровълновата 
екстракция е широко използван подход [86,87]. Мето-
дът е приложен и при характеризиране на метал-свър-
заните протеини с SEC-ICP-MS [88]. 

Ултразвукова екстракция

Ултразвуковото третиране на пробите спомага за 
по-добра солюбилизация и по-ефективен транспорт на 
аналитите от матрицата към екстрагента [89]. Източни-
кът на ултразвукови високоенергийни вибрации е ул-
тразвуков генератор, който превръща механична или 
електрична енергия в улразвук. Разпространените в 
аналитичната химия електромеханични генератори се 
използват за захранване на водни бани или ултразву-
кови сонди [89].

Eфектът на ултразвука се състои предимно в явле-
нието кавитация, което е образуване и растеж на га-
зови мехурчета по време на ултразвукова обработка 
[78,89]. В резултат на адиабатното свиване в мехур-
четата се получава загряване и повишаване на наля-
гането. Тези процеси благоприятстват разтварянето на 
аналитите в екстрахиращата среда и миграцията им 
от матрицата към екстрагента, както и навлизането на 
екстрагента в порите на твърди проби. Поради същите 
причини са възможни разпадане на аналитите и загу-
би, което изисква прецизна оптимизация на методики-
те [78,89,90,90–93]. Ултразвукова екстракция е използ-
вана при определяне на селено-протеини в бактерии 
преди 2D-GE разделяне и ICP-MS определяне [57], при 
специация на никел в растителни тъкани, последвано 
от LC разделяне и паралелно определяне на аналитите 
с ICP-MS и ESI-MS [28]. В друга публикация с ултраз-
вукова екстракция се подготвят проби за специация 
на арсен и успоредно определяне с CE-ICP-MS и CE-
ESI-MS [95]. Живакът е определян успешно след екс-
тракция от коса с ултразвук и последващ LC-ICP-MS 
анализ [95]. 

Цялостна пробоподготовка 

Измиването на пробите преди екстракция и специ-
ационен анализ е препоръчително при растителните 
проби поради възможностите за повърхностно замър-
сяване с елементи от прах върху тъканите. Корените 
също имат голям капацитет за адсорбция на метални 
йони от почвата, а е възможна и адхезия на нейонни 
видове върху тях [96]. Почистването на корените от 
остатъци от почва е на практика невъзможно без ув-
реждане на тъканта, затова много изследвания се про-
веждат с растения, отглеждани в хидропоника (водни 
разтвори с хранителни соли). За намаляване на риска 
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от лиганден обмен с външни за организма йони при 
хомогенизиране на пробите, преди хомогенизирането 
растенията се промиват с разредени разтвори на кал-
циеви соли при ниско рН с добавки или без добавки 
на DTPA/EDTA (силни комплексообразуващи съедине-
ния), а преди това се промиват с няколко порции де-
йонизирана вода. Разбира се, специфичният подход на 
всеки анализ използва различен протокол за пробопод-
готовка в зависимост от целта, използваните техники 
и конкретните обекти за анализ. Pedas и съавтори [6] 
измерват концентрацита на Mn2+, адсорбиран по коре-
ните на растения и установяват, че концентрацията му 
е няколко порядъка по-висока от тази в самите коре-
ни. За да премахнат неорганичния As, Raab и съавтори 
[18] използват 10mM KH2PO4 с рН=6, докато екипът на 
Liu [37] почистват растителната тъкан с ледено студен 
разтвор на К2НРО4 с Ca(NO3)2 и MES (2-(N-morpholino)
ethanesulfonic acid) с рН=5,5. В някои случаи при ана-
лиз на богати на липиди тъкани като семена, се налага 
премахване на липидите. Често се използват органич-
ни екстрагенти като хлороформ-метанолни смеси [97] 
или петролев етер [48]. Sussulini и съавтори [61] из-
следват различни органични смеси за премахване на 
липидите и наблюдават съществени разлики при екс-
тракцията на металопротеините от соя.

Масов баланс на елементите

Често пъти специационният анализ се провежда 
само с екстракта с водни буфери, в който се съдържат 
не повече от 20–40% от общите концентрации на пове-
чето макро и микрокомпоненти на растителните проби 
[98,26]. При този вариант се пропуска основната фрак-
ция от елементи, свързани с твърди фази (клетъчни 
стени, органели и биополимери) и водонеразтворими-
те биополимери. Затова накрая на всеки специационен 
анализ би трябвало да се прави масов баланс и да се 
установи каква част от общото съдържание на елемен-
та е определена под формата на химични видове в из-
следваната тъкан [99]. Необходим е и общ елементен 
анализ на изследваните проби, за да се определи общо-
то съдържание на елементите. 

Стабилност на химичните видове по време на 
съхранение и фракциониране

Сред предварителните стъпки на анализа при опре-
деляне на специфични метал-органични съединения, 
процедурите на пробовземане и съхранение са важни 
за запазване на информацията за химичните видове по 
време на целия аналитичен процес. Възможно е да се 
обобщят две основни стратегии: (1) „консервирането“ 
и запазването на химичните видове, непроменени през 
целия аналитичен ход, или (2) количествено превръ-
щане на химичните видове в подходящи деривати за 
последващо разделяне, концентриране и количествено 

определяне [100]. На практика се използват и двете 
стратегии. Контролът върху химичната стабилност и 
летливост на аналитите може да се счита за толкова 
важен, колкото и останалите аспекти на анализа. Още 
повече, при съхранението може да настъпят промени 
с аналитите като разлагане на съединения, което се 
определя от химичната природа на аналита и може 
да бъде повлияно от биохимични процеси, например 
ензимна активност [27]. Това в по-голяма степен важи 
за животинските, отколкото за растителните тъкани. 
Важен параметър, регулиращ скоростта на химичните 
процеси е температурата, която влияе върху степента 
и скоростта на евентуални превръщания на аналити-
те. Стабилизирането на пробите може да се осигури 
чрез изсушаване или лиофилизация, но трябва да се 
внимава за загуби на летливи съединения [86]. Дълбо-
кото замразяване или шоково замразяване на пробите 
в газова фаза с течен азот също са възможни варианти 
за предотвратяване на промени с химичните форми и 
асоциати [27]. Последният подход предлага и предим-
ството на съхранение на пробите в инертна атмосфера. 
Ако тези манипулации са неподходящи в конретния 
случай, то често пробите се замразяват за кратко време 
при –20оС. 

При условие че почистените проби трябва да се съх-
раняват преди специационния анализ, от изключител-
на важност е да се осигурят условия, при които химич-
ните видове и свързването на елементите да се запазят 
непроменени. В някои случаи, обаче, споменатите про-
цедури на дълбоко замразяване на пробите при –80оС 
или лиофилизация могат да променят видовия състав 
поради окисление, разпадане или лиганден обмен [18]. 
Vacchina и сътрудници [101] наблюдават окисление 
на фитохелатиновите комплекси при лиофилизация, 
освен ако не се добавят редуциращи агенти като ди-
тиотреитол. Bluemlein [16] описва разпадане на As-
фитохелатиновите комплекси от Thunbergia alata, като 
повече от 90% от As(III)-PC3 се губи за една нощ. 

Поради нетрайността/нестабилността на много хи-
мични видове и асоциати с участието на метали, е же-
лателно фракционирането и анализа да стават бързо и 
по възможност в един ход. Хроматографските техники 
в едно и двудименсионален вариант са удачен способ 
за фракциониране и разделяне на формите на елемен-
тите по различни признаци в зависимост от конкрет-
ните нужди и налични хроматографски фази. Вариан-
тите за това са или фракционирането да става on-line 
или off -line. В литературата са описани множество ра-
боти и за двата варианта [102–106]. Гел-проникващата 
хроматография (SEC) е често използван вариант като 
първа аналитична стъпка след екстракцията. Използва 
се за фракциониране и изолиране на тези видове, пред-
ставляващи интерес и последващ анализ посредством 
ICP-MS в off -line или on-line вариант. SEC е подходящ 
метод за фракциониране чрез разделяне на химични-
те видове по размер, а в малка степен – и по форма. 
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Съществена опасност представлява задържането на 
молекули, които са потенциални лиганди в колоната, 
като при последващо хроматографиране на метални 
комплекси е възможно протичане на лиганден обмен 
вътре в колоната, тъй като неподвижните фази използ-
вани за направата на молекулно ситови колони често 
имат остатъчни заряди по повърхността си. Обратно, 
възможно е задържане и на комплексообразователи в 
колоната с подобен нежелан резултат [22,30]. За прео-
доляване на този проблем Persson и съавтори [22] пра-
вят инжекции с EDTA след всяко фракциониране, за 
да са сигурни в изчистванено на колоната преди след-
ващото разделяне на свързани с кадмий фитохелати-
нови (Cd-PC) комплекси и да получат възпроизводими 
резултати. След SEC-ICP-MS фракционирането по хи-
мични видове често за събраните фракции се прила-
га втора дименсия на ортогонална хроматография (т.е 
механизмът на разделяне е с различна селективност 
от тази на първата дименсия), за да се идентифици-
рат лигандите или свързаните с тях елементи. Обик-
новено се използва обратнофазова хроматография с 
MS идентификация на различни РС (фитохелатини) 
лиганди. Използват се кисели подвижни фази, за да 
се увеличи задържането върху хидрофобната непод-
вижна фаза, което обаче крие рискове за дисоциация 
по време на елуиране вследствие нестабилността на 
редица комплекси в кисела среда, както и на грешки 
при последващата интерпретация на масспектрални-
те данни. Xuan и съавтори [107] използват ZIC-HIL-
IC (хроматография с цвитерйонна неподвижна фаза за 
разделяне с хидрофилни взаимодейстия) за изследване 
на фитосидерофорни (PS) видове, като детекцията е с 
ESI-MS. Малките PS-съдържащи комплекси, особено 
тези с желязо могат да се дисоциират или окислят по 
време на разделянето, което води до лиганден обмен и 
невъзпроизводими времена на задържане. Тук отново 
в колоната се въвежда ЕDТА след всеки анализ и преди 
следваща проба за блокиране на евентуални остатъчни 
комплексообразуватели в колоната. Използването на 
бърз изократен режим на хроматографиране намалява 
дисоциацията на анализираните комплекси.

Между пробоподготовката и инструменталния 
анализ

Пречистване и концентриране на аналитите

По време на и след процедурите на разделяне, пре-
чещите съединения трябва да бъдат потиснати или 
отстранени. Пречещи компоненти са съединения, кои-
то взаимодействат с метални или металоидни химич-
ни видове от живата клетка или причиняват пробле-
ми при етапа на разделяне [11]. Особено при методи 
за разделяне като газова и течна хроматография или 
електрофореза, пречистването на пробите е изключи-
телно важно. Много твърди проби (тъкани) съдържат 

голям брой съединения със съвсем различна химична 
природа и свойства, като въглехидрати/полизахариди, 
въглеводороди, разнообразни липиди, аминокиселини, 
протеини, което води до получаването на прекалено 
сложни за интерпретация хроматограми. Анализът е 
затруднен, когато аналитите са в много по-ниски кон-
центрации в пробата, отколкото пречещите компонен-
ти и затова се налага пречистване на пробите и добро 
разделяне на аналитите от матричните компоненти [5]. 
Проблем представляват липидите. Освен че бързо се 
разграждат и структурата на евентуални техни асоци-
ати може да бъде изгубена преди анализа, те трудно се 
отстраняват от пробите, ако не представляват интерес 
за определяне. Оптимизацията на екстракцията е ва-
жна и още на този етап от анализа трябва да се напра-
ви всичко възможно за извличане на по-малко пречещи 
вещества, т.е. да се направи по-селективно извличане. 
Налагат се стъпки на допълнителни обработки на 
крайните екстракти, за да се приведат целевите ана-
лити в подходяща форма за инструментален анализ. 
Лиофилизация, ултрафилтрация, гел-хроматография, 
твърдофазна екстракция и колонна препаративна хро-
матография са част от разпространените подходи в 
тази насока. Понякога може да се използва и селектив-
но утаяване или съутаяване на някои химични видове, 
но това крие рискове от промяна на химичните форми 
на аналитите и други проблеми [108]. Един подход за 
премахване на пречения от матрицата е използването 
на центробежна сила с различни варианти на центро-
фугиране и ултрацентрофугиране. Тези техники са 
широко разпространени при работа с кръвни, но и при 
анализ на растителни проби [54,75,109].

Заедно с опростяването на матрицата, понякога е 
възможно и концентриране на аналитите в изолирани-
те фракции, най-често при off -line процедури. Често 
при работа със сложни биологични проби се налага 
първо лиофилизация и микрофилтрация (по-удобно е 
за количествени цели).  

Ултрафилтрацията е друг разпространен off -line 
подход за мембранна сепарация на вещества според 
определени размер и маса. Тя е подходящ подход за 
разделяне на соли и нискомолекулни от високомоле-
кулни съединения. Основава се на прекарване на екс-
трактите през полупропусклива мембрана, задържане 
на големите молекули/частици и пропускане на мал-
ките. За създаване на напорна сила се използва цен-
тробежната сила при центрофугиране. Мембраните, 
използвани при молекулна филтрация са с размер на 
порите от 1 до 1000 Å и обикновено разделят части-
ци с маса до 106Da [5]. Частици с размери под предел-
ния размер на порите преминават през мембраната, а 
по-големите се задържат, като по този начин се кон-
центрират върху нея. За разлика от утаяването, този 
метод предлага бързина и минимално нарушаване на 
структурата на веществата [5]. При анализ на нискомо-
лекулната фракция (химични видове с молекулна маса 
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под 10 kDa) на екстракти от водорасли се установява 
наличие на 100% от As от пробата [110]. В друга пуб-
ликация [111] след ултрафилтрация се определят еле-
мент-свързани видове на арсена (As(III) и As(V) MMA, 
DMA и арсенобетаини) в кръвни екстракти и клетки 
чрез LC-ICP-MS след предварително отстраняване на 
молекулите над 3000 Da. Подобен подход се прилага 
при анализ на цереброспинални течности за анализ на 
Ca, Cu, Fe, Mn, Zn с SEC-ICP-MS [112].

Използването на гелфилтрираща хроматография 
(при ниско налягане) е метод за разделяне с по-до-
бра разделителна способност и широки възможнос-
ти. Може да се прилага както off -line, така и on-line. 
Прилаган като стъпка на предварително пречистване 
най-често се използва за разделяне и премахване на 
високомолекулни съединения/биополимери (полиза-
хариди и протеини) и други съединения, които биха 
се сорбирали в хроматографската неподвижна фаза на 
последващо аналитично разделяне или биха се елуира-
ли заедно с метални съединения при специационния 
анализ. Така биха могли да се спестят силния спад на 
хроматографска разделителна способност, намаляване 
времето на живот на аналитичната колона и потискане 
на сигнала при MS детекция [5]. 

Специация на Fe е докладвана от Silva и съавтори 
[75] в разтвори на човешки серум при физиологични 
стойности на рН и йонната сила. Използвана е GPC-
ICP-MS (гелпроникваща хроматография с ICP-MS 
детекция), a 2D микро-HPLC-ICP-MS, съставена от 
комбинация на гелфилтрираща и йонообменна колони 
е използвана за разделяне и определяне на кадмий-ме-
талотионеинови форми [113]. Мултидименсионалните 
разделяния с комбинация на гелфилтрация преди ка-
пилярни HPLC колони и ICP-MS детекция са използ-
вани при анализ на селенови съединения в чесънови 
екстракти [114].

GPC по своята същност не се различава от SEC, с 
изключение на химичната природа на използваните 
полимерни неподвижни фази, които са устойчиви на 
органични разтворители. Прието е с GPC да се озна-
чава разделяне с органични подвижни фази. И при 
двата метода изборът на неподвижна фаза се ръково-
ди от вида и големината на порите на гела, чиито раз-
мер трябва да е по-голям от този на аналитите, за да 
бъдат те разделени. В противен случай аналитите се 
елуират в началото заедно с мъртвия обем на систе-
мата. Използването на GPC e подходящо за премахва-
нето на висококипящи съединения, които кондензират 
в инжектора на газовия хроматограф при евентуален 
GC анализ (например при специация на летливи мета-
ло-органични съединения като живачни, борни и др.) 
[108]. Докладван е метод за определяне на дифенилар-
сенова киселина в коса чрез комбинация на хидрофил-
но полимерна GPC преди HPLC-ICP-MS [1].

Екстрактите от биологични тъкани могат да бъдат 
пречистени и с използване на класическите хромато-

графски техники и твърдофазната екстракция (SPE), 
рутинно прилагани при анализ на биологични проби и 
в клиничната практика. Tвърдофазната екстракция се 
отнася към псевдо-хроматографските методи на разде-
ляне (on-off ), като принципът е задържане на опреде-
лени групи съединения върху твърд сорбент (подобен 
на хроматографските неподвижни фази, но обикнове-
но с по-голяма дисперсност и размери) и последващо 
елуиране на задържаните групи от съединения, като 
резултатът е значително по-чисти разтвори за инстру-
ментален анализ. Процедурите са опростени, но е 
задължителна прецизна оптимизация на тази стъпка, 
която обикновено изисква много време и опит. SPE е 
възпроизводима и надеждна техника за премахване на 
част от матрицата и концентриране на определяемите 
компоненти. Поради необходимостта от прецизно и 
времеемко оптимизиране на процедурите тя е подхо-
дяща най-вече при рутинна работа и след валидиране. 
Някои обекти на анализ, при които широко се използва 
SPE, са стероиди, естери, кетони, глицериди, алкалои-
ди, въглехидрати, както и катиони, аниони, металоиди, 
неорганични съединения. Тези методи са търговски 
добре разработени и са налични големи бази данни с 
готови методи, предоставяни от производителите на 
SPE продукти [108,116]. SPME (твърдофазната ми-
кроекстракция), макар и по-малко разпространена, 
също представлява добър метод за предварително пре-
чистване на пробите. Тя се свързва най-вече с газхро-
матографски приложения, но се отличава с простота на 
работа, нисък разход на разтворители, бързина, ниска 
цена, висока продуктивност при автоматизация и ми-
кроприложения [117]. 

Подходящ подход за определяне на метилиран и 
етилиран живак в биологични проби е head-space 
SPME при последващ анализ с LC-ICP-MS [118]. По-
добна процедура е прилагана и при анализ на органо-
калаени съединения с GC-ICP-MS [120]. 

При класическата екстракция са налице недостатъци 
като нисък добив и екстракция на много пречещи ком-
поненти заедно с аналитите. Често се налага и концен-
триране на екстрактите преди инструменталния ход 
с цел понижаване на границите на откриване, както и 
привеждането на разтворите в съвместима форма с 
изискванията на инструменталните техники [28]. То-
ва важи особено силно при определяне на следи. За не-
летливи аналити, екстрахирани с летливи разтворите-
ли, е възможно изпаряване на разтворителя и довежда-
не на крайния разтвор за анализ до малък обем (0.05–1
ml при хроматографските методи). Трябва да се избяг-
ват загуби на аналитите под формата на аерозол или 
изпръскване [108]. При дериватизация, в повечето слу-
чаи се предпочита концентриране преди процеса с цел 
намаляване на загубите [28]. Друг разпространен ва-
риант е изпарение под вакуум, подходящо при по-мал-
ко летливи разтворителите, по-голямо количество екстракт 
и/или термична нестабилност на аналитите [108.]. 
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Техники за дериватизация

Повечето металосъдържащи съединения имат ниска 
летливост и не са подходящи за GC анализ. Също така, 
за много метал-свързани химични видове директната 
детекция е затруднена или невъзможна. Например, ня-
кои органоселенови и органоживачни съединения са 
прозрачни в ултравиолетова светлина, UV детекцията 
е неподходяща без предварителна стъпка на превръща-
не в UV непрозрачни, химична модификация на целе-
вите аналити – дериватизация [37]. Проблем би могъл 
да бъде недостатъчната чувствителност [120]. За да 
се удовлетворят изискваните аналитични параметри, 
също се използва дериватизация на аналитите до та-
кива химични видове, които се определят с по-голяма 
чувствителност и/или селективност [37]. Деривати-
зацията при органометалните съединения не бива да 
променя връзките метал-въглероден скелет, за да се 
съхрани идентичността на изходните съединения [28]. 
Основните цели при замисъла на методи за анализ с 
дериватизация е повишаване на чувствителността, 
намаляване полярността на аналитите за по-лесна 
екстракция с органични разтворители, повишаване/на-
маляване на летливостта и постигане на по-добри хро-
матографски характеристики. Новите методи основно 
целят намаляване на себестойността на анализа чрез 
редуциране на необходимите реактиви, време и коли-
чество проба [28,81,121]. „Оn-column“ дериватизация-
та е разпространена при методите с капилярна елек-
трофореза, капилярна газова и течна хроматография. 
Дериватизацията може да се прави преди или след 
екстракция в зависимост от конкретните приложения. 
Възможни са странични продукти и е необходимо пре-
цизно оптимизиране и валидиране на процедурите, за 
да се избегнат нежелани отклонения [122]. Деривати-
зацията може да се използва в комбинация с всички 
останали методи за пробоподготовка. 

Най-широко използваните методи за дериватизация 
при елементен анализ са хидридното генериране, ге-
нерирането на студени пари, етилиране и Гринярови 
реакции. Успешно може да се използва и криогенно 
улавяне (criotrapping –CT) [123, 124].

Дериватизиране се използва при анализа на селе-
но-протеини преди ESI-MS. Йодоацетамидът и йодо-
оцетната киселина са подходящи реактиви за алки-
лиране на тио-групите, като предотвратяват тяхното 
окисление. Реакцията предизвиква увеличаване на 
масата на деривата с 58 amu [21]. Формирането на 
летливи хидриди е приложимо за елементите As, Bi, 
Cd, Hg, Ge, Pb, Sb, Se, Sn, Te [123,125,126]. Реакцията 
на неорганичните форми на тези елементи с натриев 
тетрахидроборат води до получаване на неорганични 
или алкил хидриди, но не всички химични видове ре-
агират еднакво бързо. Този недостатък понякога може 
да се използва и за специациационен анализ. Най-голя-
мото предимство на този подход е разделянето на ана-

литите от матрицата. Хидридното генериране може да 
се свърже със стъпка на концентриране и фокусиране 
[124,127]. Разбира се методът има и недостатъци като 
пречения в течна фаза и потискане на хидридообразу-
ването. Методът на студените пари е класически метод 
за определяне на живак, при който се използват редук-
тори като NaBH4 или  Sn(II) [94,128]. 

Дериватизацията с алкил(арил)борати е друга алтер-
натива на натриевия тетрахидроборат за определяне на 
Sn, Se, Hg, Pb. Етилирането с NaBЕt4 (натриев тетрае-
тилборат), който е водоразтворим може да се комбини-
ра с екстракция [129]. Приложения на техниката при 
анализ на метилживак с GC-ICP-MS са докладвани от 
Slaets [116]. В тази методика след дериватизиране се 
прилага Purge&Trap (продухване с инертен газ и ула-
вяне – P&T) техника [119] или екстракция с нонан. Ор-
ганокалаени съединения са анализирани след NaBEt4 
дериватизация в работите на Vercauteren [130,131]. 
След дериватизацията може да се приложи екстракция 
с изооктан, „stir bar“ твърдофазна екстракция (SBSE) 
[131] или head-space SPME (парофазов анализ с твър-
дофазна микроекстракция) [130]. 

Реакции с гринярови реактиви се прилагат за кала-
ени, живачни и оловни химични видове. Техен недос-
татък е нестабилност и склонност да хидролизират във 
вода с образуване на Mg(OH)2. Като резултат тази про-
боподготовката е усложнена и трудоемка [132].

Заключение

Поради сложността и вариабилността на биоло-
гичните матрици задължителна стъпка преди инстру-
менталният анализ е качествената пробоподготовка, 
съобразена с целите на анализа и обекта. Значението 
на елементния анализ в последното десетилетие все 
повече се насочва към изясняване не само на качест-
вения и количествен елементен състав, но и към изя-
сняване на връзката между елементен състав и расти-
телната физиология и биохимия. Широкото навлизане 
на омикс-технологиите в науките за живота, задълбочи 
интереса на аналитиците към елементната специация 
и анализa на хетероелементите в техните свързани 
форми в организма in-vivo. Това изисква значително 
по-сериозно внимание в стъпката на пробоподготов-
ка, екстракция и съхранение на пробите за анализ. 
Тъй като елемент-свързаните форми са изключително 
разнообразни, често лабилни, с различно поведение и 
химичен характер, често експерименталните задачи 
са силно интердисциплинарни и многостранни. Необ-
ходимо е съобразяването с много особености, както в 
аналитичен и технически, така и в биологичен аспект. 
Подходите на третиране и пробоподготовка на изслед-
ваните обекти, предшестващи инструменталния ана-
лиз, в много случаи представляват „ахилесова пета“ 
при изпълнението на поставените задачи. Сложността 
и прецизността, с която би следвало да се конструират 
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и извършват анализите, градират в следния ред: опре-
деляне на общото съдържание на елементи в пробата; 
специация на елементите; определяне на формата на 
свързване на химичните видове и количественото им 
определяне. Тази стъпка на аналитичния процес не 
бива да се подценява и именно при нея аналитиците 
биха могли да постигнат подобрения и напредък, в 
рамките на аналитичната лаборатория.
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Abstract

К. Бърдаров и др. / Химия и индустрия 86 (2015) 1–13

Plants are among the most studied biological objects by means 
of elemental analysis. Qualitative and quantitative elemental de-
termination (of essential and nonessential elements) in plants is 
of analytical interest from the very beginning of instrumental 
methods development since plants are in constant relationship 
with the environment and anthropogenic activities, thus related 
to human well-being. High quality consistent sample preparation 
is a crucial preliminary step in the entire analytical process be-
cause of the variety and complexity of biological matrices. In 
the last twenty years, eff orts in analytical method development 
are increasingly being directed towards clarifying linkages be-
tween elemental composition and plant physiology, biochemistry 
and bioorganic/bioinorganic interactions of elements in plants. 

‘Omics’ (like genomics, proteomics, metabolomics or metalo-
mics) studies are nowadays a major instrument of life science, 
directing analytical attention more to elemental speciation and 
heteroelements analysis of bound chemical forms in organisms 
in vivo than just to determine total concentrations. This requires 
even more attention to sample preparation, extraction, species 
preservation, and separation before elemental determination. The 
present work aims to review the most used and approbated sam-
ple preparation strategies for biological and mainly plant tissue 
samples before elemental speciation analysis published during 
the last decade. The information might be useful to analysts for 
constructing their own analytical protocols in consistence with 
their specifi c study.  


