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STRESZCZENIE:

Przedmiotem artykutu jest przeglad metod przygotowania prébek do analizy chemicznej, w ktérych
proces przygotowania probki jest zautomatyzowany i sprzezony z przyrzgdem pomiarowym. Zaprezen-
towano przyktady metod przygotowania prébek ciektych i statych z elementami automatyzacji i robo-
tyzacji tego procesu.

Automation and robotization of samples preparation methods
for chemical analysis
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ABSTRACT:

The subject of the article is a review of method samples preparation for chemical analysis, in which
the sample preparation process is automated and coupled to the measuring instrument. Examples of
methods for preparing liquid and solid samples with elements of automation and robotization of this
process are presented.
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1. WPROWADZENIE

Kazda analiza wymaga od analityka postawienia
sobie na poczatku kilku waznych pytan: Jaka préb-
ka jest przedmiotem badan? Czy i jaki analit oraz
w jakiej ilosci znajduje sie w prébce? Jakg meto-
da mozna ten analit oznaczy¢? Po odpowiedzi na
te pytania nasuwajg sie kolejne: Jak przygotowadé
probke do analizy? Jak usungé interferenty? Seria
tych pytan i odpowiedzi na nie pozwoli analityko-
wi dobraé¢ odpowiednig metode lub metody ana-
lizy badanego materiatu lub wykluczyé te, ktérych
nie mozna zastosowac z uwagi na rdznego rodza-
ju ograniczenia. Procedura oznaczenia analitu/
analitéw w prébce sktada sie z kilku etapdw. Na
Rysunku 1 zaprezentowano schemat procedury
analitycznej.

Wybér miejsca i pobieranie reprezentatywnej probki

s

Pierwotna obrébka probki

'

Transport i ewentualna konserwacja

s

Wybor metody przygotowania probki

'

Oznaczenie analitu/analitow w probee

s

Opracowanie wynikow analizy

Rysunek 1 Schemat procedury analitycznej oznaczania
analitéw [1]

Ztozono$¢ matrycy probki, w ktérej znajduje sie
analit, wymaga od analityka okreslonej strategii
dziatan. Bardzo waznymi etapami prowadzgcymi
do sukcesu analitycznego jest wtasciwe pobranie
probki oraz wtasciwe przygotowanie jej do anali-
zy. Kazdorazowa zmiana skfadu ilosciowego i jako-
Sciowego probki na etapie jej przygotowania do
analizy powinna by¢ przeprowadzana w sposob
w petni kontrolowany. Etap przygotowania prébki
zajmuje srednio ok. 60% czasu catej analizy. Praca
wykonana w tym etapie jest bardzo wazna, ponie-
waz jakos¢ przygotowania probki decyduje o po-
prawnosci uzyskanych wynikow [2].

Btedy popetniane podczas etapéw procedury
analitycznej moga by¢ w duzym stopniu zwig-
zane z niereprezentatywnym pobraniem probki
oraz niewtasciwym jej przygotowaniem. Wyso-
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kg jako$¢ przygotowania prébki oraz skrécenie
czasu jej przygotowania mozna uzyskaé w wy-
niku automatyzacji tego procesu, pofaczonego
z bezposrednim dozowaniem prébki analitycznej
do przyrzadu analitycznego. Automatyzacja jest
obecnie bardzo popularna w przypadku analiz
chemicznych materiatéw ze ztozonymi matryca-
mi, w ktorych analit wystepuje w niewielkiej ilosci
badz jest nietrwaty. Automatyzacja przygotowa-
nia probki powinna zapewnic, ze nie bedzie ono
czasochtonne, bedzie proste metodycznie oraz
doprowadzi do wydzielenia analitéw z badanego
materiatu. Taka automatyzacja jest rozwigzaniem
zgodnym z zasadami zielonej chemii analitycznej
[3, 4]. Dodatkowo mozliwosc realizacji kolejnych
etapdéw analizy za pomocg automatéw czy robo-
téw w znaczny sposéb ogranicza udziat opera-
tora, ktory czesto powoduje btedy, na przyktad
podczas dozowania prébki do kolumny chroma-
tograficznej.

2. TRYB ON-LINE | OFF-LINE PRZYGOTOWA-
NIA PROBEK DO ANALIZY

Wyréznia sie dwa tryby przygotowania proébki:
on-line i off-line. Przygotowanie prébki w trybie
on-line polega na wykorzystaniu przyrzagdéw do
przygotowania prébki potgczonych bezposred-
nio z przyrzagdem analitycznym. Pozwala to unik-
ng¢ strat analitu obecnego w prébce i umozliwia
otrzymywanie wynikdw w czasie rzeczywistym.
Jest to wazne w przypadku analiz na potrzeby
kontroli procesow technologicznych. Niepozgda-
ny wynik analizy jest informacjg o nieprawidto-
wym przebiegu procesu technologicznego. Dzieki
temu kontrolujacy ten proces moze w odpowied-
ni sposob reagowac. Wadg trybu on-line jest to,
ze cata przygotowana prébka jest wprowadzana
do przyrzadu analitycznego i nie ma mozliwosci
powtdrzenia jej analizy lub wykonania oznaczenia
analitéw inng metoda. Znacznym ograniczeniem
jest takze wysoki koszt aparatury i jej eksploata-
cji. Ten tryb jest zwykle automatyzowany.

W trybie off-line urzagdzenie wykorzystywane do
przygotowania prébki nie jest bezposrednio po-
taczone z przyrzagdem analitycznym, a dozowanie
do przyrzadu najczesciej odbywa sie manualnie
przez analityka. Jest to gtdwny powdd niskiej
doktadnosci i powtarzalnosci wynikéw oznaczen
tym trybem [5]. W Tabeli 1 poréwnano czasy
przygotowania probek w trybie on-line i off-line
na przyktadzie ekstrakcji do fazy statej. Analize
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wykonano za pomocg uktadu HPLC-DAD-MS. Czas
jej wykonania w obu przypadkach wynosit 25 mi-

nut.

Tabela 1 Poréwnanie czasu przygotowania probki wody
zawierajgcej farmaceutyki do analizy w trybie on-line
i off-line [6]

SPE w uktadzie off-line

SPE w ukfadzie on-line

Objetosc¢ probki 100 ml

Objetosc¢ probki 100 ml

Wstepne przygotowanie
prébki (2 minuty)

Wstepne przygotowanie
prébki (2 minuty)

Przygotowanie kolumienek
(18 minut)

Przygotowanie kolumienek
(8 minut)

EKSTRAKCJA SPE (70 minut)

EKSTRAKCJA SPE (35 minut)

Suszenie ztoza kolumienki
SPE

(5 minut) Przetgczenie zaworu

Elucja analitow (20 minut)

Odparowanie
rozpuszczalnika
(200 minut)

Odparowanie pozostatosci
(30 minut)

CZAS CALKOWITY
345 minut

CZAS CALKOWITY 45 minut

3. AUTOMATYZACJA ZMINIATURYZOWANYCH
URZADZEN DO PRZYGOTOWANIA PROBEK
DO ANALIZY

Automatyzacja etapu przygotowania probek
zwieksza mozliwosci analityczne laboratorium,
wptywa na precyzje i doktadnos¢ oznaczen ana-
litdw, jednoczesnie zapobiegajac ryzyku naraze-
nia ludzi na czynniki chemiczne lub biologiczne.
Poza petng automatyzacjg etapdw przygotowania
probkii jej dozowania do przyrzadu analitycznego
waznym aspektem jest miniaturyzacja urzadzen
stosowanych w procesie analitycznym. Zasto-
sowanie zminiaturyzowanych (mobilnych) przy-
rzagdéw analitycznych pozwala wykonac analize
chemiczng prébek w skali mikro. Takie przyrzady
umozliwiajg czesto oznaczenie analitu w miejscu
pobrania prébki, niwelujgc tym samym mozli-
wosc straty analitu badz zanieczyszczenia prébki
podczas jej transportu.

Najczesciej stosowang metodg przygotowania
probek z matrycami ztozonymi jest mikroekstrak-
cja do fazy statej lub ciektej. Klasyczne metody
mikroekstrakcji do fazy ciektej sg wcigz udosko-
nalane i modyfikowane tak, aby w znaczny spo-
séb spetniaty wymagania zielonej chemii anali-

tycznej. Stosowana powszechnie mikroekstrakcja
ciecz-ciecz, w ktdérej wykorzystuje sie rozpuszczal-
niki w objetosciach mikrolitrowych lub mililitro-
wych, wystepuje w wielu wariantach [7]. Nalezy
do nich mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
(ang. Single Drop Microextraction — SDME). Mi-
kroekstrakcja do pojedynczej kropli jest metoda
charakteryzujgcay sie wysoka selektywnoscia, ni-
skimi wartosciami wykrywalnosci analitow, pro-
stotg i duzg szybkoscig prowadzenia ekstrakcji,
wymagajgcy niewielkiej objetosci probki. W tej
metodzie wykorzystuje sie mikrostrzykawki chro-
matograficzne, w ktérych na korcu igty wytwarza
sie wiszacg krople [1]. Bardzo wazna jest mozli-
wos$¢ automatyzacji procesu, ktéra pozwala uzy-
ska¢ odpowiednig precyzje pomiaréw i zapewnia
powtarzalno$¢ oznaczen.

Mikroekstrakcje do pojedynczej kropli mozna wy-
konywaé przy wykorzystaniu robotéw kartezjan-
skich typu xyz. Urzgdzenia tego typu charaktery-
zujg sie mozliwoscig pracy w trzech wymiarach.
Robot kartezjanski xyz jest wyposazony w boczne
(0$ y), poziome (oS x) i pionowe (0$ z) mechani-
zmy pozycjonowania. Schemat robota kartezjan-
skiego do mikroekstrakcji do pojedynczej kropli
przedstawia Rysunek 2.
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Rysunek 2 Robot kartezjanski typu xyz [8]

Robot ten umozliwia prowadzenie mikroeks-
trakcji z fazy statej i ciektej, wstepne zatezanie
analitow oraz taczenie on-line etapu przygoto-
wania probki z chromatografig cieczowg lub ga-
zowag. Cata procedura przygotowania probki i jej
wprowadzania do przyrzadu analitycznego jest
prowadzona w sposob automatyczny. Taki robot
byt stosowany np. podczas przygotowania probki
Sciekédw do analizy wielopierscieniowych weglo-
wodorow aromatycznych. Oprécz mikroekstrak-
cji pojedynczg kroplg rozpuszczalnika urzadzenie
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umozliwia wykonywanie mikroekstrakcji przez
membrane do fazy ciektej (ang. Hollow Fiber Lig-
uid Phase Microextraction — HF-LPME) i mikroeks-
trakcji do upakowanego sorbentu (ang. Microex-
traction by Packed Sorbent — MEPS) [8].

Medina i inni [9] przeprowadzili mikroekstrakcje
pojedynczg kroplg i oznaczali pochodne triazyny
w wodzie kokosowej za pomocg zautomatyzowa-
nego uktadu sprzezonego z chromatografem cie-
czowym. Automatyczny proces mikroekstrakcji
zostat przeprowadzony za pomocg xyz-kartezjan-
skiego robota Arduino sterowanego za posrednic-
twem odpowiedniego oprogramowania. Robot
ten jest wyposazony w sterownik mikrostrzykaw-
ki, ktory umozliwia jej napetnianie, dozowanie
i ptukanie. Tworzenie kropli o okreslonej objetosci
jest zautomatyzowang procedurg, ktdérg progra-
muje analityk. Po przeprowadzeniu mikroekstrak-
cji mikrostrzykawka jest tgczona przez mikroza-
wor szesciodrozny z kolumng chromatograficzna.
Po zadozowaniu prébki zawdér wraca do pozycji
wyjsciowej, nastepuje oczyszczenie systemu pro-
wadzenia mikroekstrakcji i przygotowywana jest
nastepna ekstrakcja. Schematyczne przedsta-
wienie zautomatyzowanej procedury SDME-LC
przedstawia Rysunek 3.
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Rysunek 3 Schemat zautomatyzowanej procedury
SDME-LC [9]

Inng czesto stosowang techniky przygotowania
probek ciektych i statych do analizy jest mikro-
ekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. Solid Phase
Microextraction — SPME). Technika ta jest coraz
czesciej automatyzowana. Jest ona np. wykorzy-
stywana do szybkich i doktadnych analiz w la-
boratoriach klinicznych w zautomatyzowanych
modutach analitycznych (ang. Clinical Laboratory
Automation Module — CLAM). Automat do przy-
gotowania prébek jest zintegrowany z aparatem
LC/MS i sterowany za pomocg oprogramowa-
nia komputera. System ten zostat uzyty do ana-
lizy lekdw z granicg wykrywalnosci na poziomie
2 ng/ml [10]. Za pomocg modutu CLAM-LC-MS/MS
analizowano np. sterydy i leki przeciwarytmiczne
w osoczu krwi. System cechuje wysoka wydaj-
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nos$¢, doktadnos¢, odtwarzalnos¢ i zwiekszenie
bezpieczenstwa pracownikéw laboratorium [11].
Zastosowanie tego rozwigzania pozwala badac
stezenie lekdow w krwiobiegu w trakcie terapii.
System umozliwia sledzenie na biezgco zmienno-
Sci biologicznej i farmakokinetycznej lekdéw. Ukfad
zastosowano np. do analizy sterydéw w osoczu
krwi [12].

Zastosowanie modufu CLAM spowodowato dzie-
sieciokrotne przyspieszenie przygotowania prob-
ki w poréwnaniu z tradycyjng procedurg oraz
pozwolito uprosci¢ czasochtonne i ztozone proce-
dury wykonywane w trybie off-line.

Firma Markes International oferuje zautomatyzo-
wany system pobierania probek lotnych i srednio
lotnych zwigzkdéw organicznych oraz ich wstep-
nego zatezania z prébek statych, cieczy i gazéw
przed analizg GC-MS przy uzyciu aparatu CENTRI.
W aparacie tym oprdcz techniki SPME zastosowa-
no adsorpcje analitow na sorbencie HiSorb™
z cieczy i z fazy nadpowierzchniowej z nastep-
ng ich termiczng desorpcjg. CENTRI umozliwia
usuniecie interferentéw, w tym wody, z matrycy
probki i uzyskanie wykrywalnos$ci na poziomie
ppt. Urzadzenie CENTRI moze by¢é wygodnym
rozwigzaniem dla laboratoriéw srodowiskowych
oraz medycznych, gdzie wykorzystuje sie metode
GC-MS, w ktorej etap przygotowania prébek do
analizy jest czasochtonny [13].

Urzadzenie do automatycznego pobierania i do-
zowania probek zastosowano do analizy lotnych
zwigzkow organicznych w $ciekach. Automat po-
biera prébki sciekdw z komorki przeptywowej we-
dtug okreslonego programu do fiolek, a nastep-
nie dozuje je do przyrzadu analitycznego. Takie
rozwigzanie pozwala kontrolowaé pojawienie sie
ewentualnych zanieczyszczen w czasie rzeczy-
wistym. Umieszczenie wielu fiolek w dozowniku
daje mozliwos¢ prowadzenia analiz ciggtych bez
nadzoru. Do analizy wykorzystano chromatograf
gazowy z detekcjg FID i/lub TOF MS. Za pomocg
FID mozna w sposéb ciggty monitorowac poja-
wianie sie zanieczyszczen, a za pomocg TOF MS
przeprowadza sie analize potwierdzajacy i identy-
fikujgca zanieczyszczenie [14].

4. AUTOMATYZACJA EKSTRAKCJI DO FAzY
STALE)J

Popularng metodg przygotowania prébek do

analizy jest ekstrakcja do fazy statej (ang. Solid
Phase Extraction — SPE). Jest ona coraz czesciej
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stosowana w wersji on-line w pofaczeniu z wy-
sokosprawng chromatografig cieczowag (HPLC).
W takiej konfiguracji kolumna ekstrakcyjna petni
role przedkolumny, w ktérej zachodzi ekstrakcja
analitéw. He i inni [15] zaproponowali zautoma-
tyzowang metode SPE-HPLC on-line z wykorzysta-
niem kolumny ekstrakcyjnej RAM (ang. Restricted
Access Media — RAM) do rutynowego oznaczania
aminosulprydu w osoczu krwi ludzkiej. Kolumna
typu RAM zapobiega dostepowi makroczgsteczek
(w tym biatek) do tych obszaréw sorbentu, w kto-
rych zachodzi zatrzymywanie analitu. W powyz-
szej metodzie sterowanie pompami ukfadu SPE
i HPLC, zaworem szeSciodroznym i automatycz-
nym dozownikiem zostato wykonane za pomocag
zintegrowanego oprogramowania. W tym progra-
mie uwzgledniono przeptyw rozpuszczalnikow,
proporcje sktadnikow fazy ruchomej dla kazdego
cyklu pracy urzadzenia i sekwencje dziatan au-
tomatycznego dozownika. Schemat zautomaty-
zowanego systemu SPE-HPLC przedstawiono na
Rysunku 4.
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Rysunek 4 Schemat zautomatyzowanego systemu
SPE-HPLC online (A), zasada ekstrakcji i oczyszczania
kolumny RAM (B), idea catej procedury SPE-HPLC (C) [15]

5. EKSTRAKCJA NADKRYTYCZNA

Bardzo dobrg metodg ekstrakcji analitow z ciat
statych jest ekstrakcja nadkrytyczna (ang. Super-
critical Fluid Extraction — SFE) zgodna z zasadami
zielonej chemii. Cechuje jg krétki czas stosowa-
nej procedury, stosunkowo niskie zuzycie ener-
gii i stosowanie bezpiecznych rozpuszczalnikéw
[16]. Automatyzacja w tej metodzie jest stoso-
wana czesto. Analizowany materiat umieszcza sie
w komarce ekstrakcyjnej i programuje sie warun-
ki prowadzenia ekstrakcji. Otrzymany ekstrakt
moze byc¢ zebrany w fiolce do analizy off-line lub
jest dozowany bezposrednio do kolumny chroma-
tograficznej.

SFE wykorzystano np. do przygotowania probki
do analizy pofaczonej z ultraszybka chromato-
grafig cieczowq (SFE-UHPLC). Oznaczano pipery-
ne w czarnym pieprzu, uzywajac jako medium
ekstrakcyjne dwutlenku wegla [17]. Zastosowane
do tego urzadzenie zapewnia bezobstugowg pra-
ce z mozliwoscig modyfikacji w celu przygotowa-
nia wielu prébek.

Zastosowanie ekstrakcji ptynem nadkrytycznym
jest alternatywa dla klasycznej rozpuszczalniko-
wej ekstrakcji analitow. Ponadto umozliwia eks-
trakcje takich analitéw, ktére mogg by¢ wrazliwe
na wysoka temperature lub pozostatosci rozpusz-
czalnika [18].

6. PRZYKLADY ROBOTOW UZYWANYCH DO
PRZYGOTOWANIA PROBEK

Robot dwuramienny CSDA10F YASKWA ma dwa
ramiona moggace symulowacé ruchy cztowieka
i jest przystosowany do pracy z réznymi urzgdze-
niami laboratoryjnymi. Jest on zaprogramowany
do obstugi réznych akcesoridéw oraz moze uzywac
jednego ramienia np. do trzymania probki i dru-
giego do wykonywania okre$lonej czynnosci ana-
litycznej. Roboty dwuramienne wykonujg takie
czynnosci, jakie wykonuje w laboratorium ana-
lityk, jednak z wiekszg precyzjg i doktadnoscia.
Robot przygotowuje roztwory, potrafi rozcien-
czac probki, obstuguje dwie elektroniczne pipety
z réznymi zakresami objetosci, np. 5-200 ulL
i 50—1000 pL [19]. Robot potrafisamodzielnie uzy¢
recznej pipety, szklanej fiolki czy umiescic¢ préobke
w homogenizatorze. Po przygotowaniu probki ro-
bot przenosi jg do przyrzadu analitycznego. Kazda
analiza jest zaprogramowana i znajduje sie w ka-
talogu analiz. Dzieki temu do oznaczenia analitu
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w okreslonej prébce wystarczy zastosowac wcze-
$niej zaprogramowang procedure. Na Rysunku 5
przedstawiono widok robota CSDA10F.

Rysunek 5 Robot dwuramienny CSDA10F (1) podnoszacy
pipete, (2) LC/MS, (3) GC/MS, (4) potka z pipetami,

(5) stanowisko przygotowywania prébek przed
przeniesieniem ich do przyrzadu analitycznego [19]

Graficzny interfejs uzytkownika obrazuje poszcze-
goélne czynnosci, ktére robot musi wykonac po za-
programowaniu przez analityka. Operator, dzieki
przyjaznemu oprogramowaniu, nawet bez duzej
wiedzy informatycznej moze z powodzeniem za-
programowaé procedure analityczng. CSDA10F
byt stosowany np. do oznaczania proliny [19].
Robot dwuramienny SDA10F z jednostk3 steru-
jaca FS100 (YASKWA) (Rys. 6), wykorzystano np.
do oznaczania cholesterolu w endoprotezie z6t-
ciowej za pomocg GC-MS [20]. Robot ten wyko-
nuje wszystkie etapy przygotowania probki zgod-
ne z procedurg reczng, w tym miedzy innymi roz-
cieiczanie probki, filtrowanie, przenoszenie préb-
ki oraz zadania automatycznego dozownika zwig-
zane z dozowaniem prébki do przyrzadu anali-
tycznego [20].

- - -
Rysunek 6 Robot dwuramienny SDA10F
podczas pipetowania za pomocg recznej pipety
wielokanatowej [20]

7. PODSUMOWANIE

W laboratoriach analitycznych coraz powszech-
niej stosuje sie automatyzacje przygotowania
probek do analizy. Wykorzystuje sie przy tym ro-
boty, ktére w trybie on-line przenoszg prébki do
przyrzadu analitycznego, umozliwiajac zwieksze-
nie mozliwosci analitycznych laboratorium. Sto-
sowanie automatyzacji i robotéw umozliwia skré-
cenie procedur analitycznych i poprawe jakosci
wynikow analiz. To ostatnie osigga sie przez ogra-
niczenie btedoéw, ktére moze popetni¢ analityk.
Zaprogramowane i zautomatyzowane procedury
analityczne sg znacznie precyzyjniejsze niz proce-
dury wykonywane w sposéb manualny.
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