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OZET

Ornek hazirlama; cesitli cihazlar (yiiksek basingh sivi kromatografi, gaz kromatografi, radioimmun assay,
spektrometrik teknikler vb.) yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde yapilmas: gereken onemli bir basamaktir.
Yillardan beri sivi-sivi ekstraksiyon ve bunu takiben ¢oziiciilerin gesitli sekillerde uzaklastirilmasi, 6rnek hazirlamada
en ¢ok kullanilan yontem olmustur. Fakat geleneksel sivi-sivi ekstraksiyon uygulamalarinin fazla miktarda ¢oziicii
harcanmasi, ¢ok zaman almasi ve yiiksek maliyetli olmasi gibi dezavantajlart vardir. Ayrica bu yontemler,
ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon faz olugmasi, gerekli safliga sahip olmayan ekstraktlar elde edilmesi, ¢oziiciilerin
yeterince uzaklastirilamamasi ve duyarli kantitatif sonuglar elde edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden
olabilmektedir. Sivi-sivi ekstraksiyonu disinda santrifiij etme, siizme, distilasyon, liyofilizasyon gibi diger dnemli
ekstraksiyon metotlar1 da benzer sakincalara sahiptir.

Bu metotlara alternatif olarak, 1970°1i yillarin ortalarinda yeni bir teknik olan kati faz ekstraksiyonu (solid phase
extraction, SPE) metodu kullanilmaya baslanmigtir. Bu yaklagim, ¢esitli tutucu maddelerin (adsorban) kiigiik, tek
kullanimlik ekstraksiyon kolonlarina doldurularak pratik bir 6rnek hazirlama diizenegi tasarlanmasi esasina
dayanmaktadir. Kat1 faz ekstraksiyonu, giiniimiizde etkili bir 6rnek hazirlama ydntemi olarak birgok laboratuvarda
kullanilmaktadir. Kat1 faz ekstraksiyon metodu, klasik sivi-sivi ekstraksiyon ile karsilagtirildiginda daha hizl, az
¢oziiciiye ihtiyag duyan, emiilsiyon olusumun sekillenmedigi, ¢ok daha ucuz bir tekniktir. Bunun yaninda katt faz
ekstraksiyonu ile daha temiz ekstrakt ve yiiksek geri kazanim (recovery) oranlari elde edilebilmektedir.

Bu derlemede, kat1 faz ekstraksiyonu ve diger 6rnek hazirlama yontemleri; kati1 faz ekstraksiyonun prensipleri,
uygulama islemleri ve avantajlari; kat1 faz ekstraksiyonunda kullanilan kolon, tutucu madde ve ¢oziiciiler ile kat1 faz
ekstraksiyonunun baslica kullanim alanlar1 degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Analiz, Ornek hazirlama, Kati faz ekstraksiyonu, SPE.

ABSTRACT
Solid Phase Extraction Method for Sample Preparation

Sample preparation is a considerable step before modern instrumental analysis (High Performance Liquid
Chromatography, Gas Chromatography, Radioimmun Assay, Spectrometric techniques etc.). For many years, sample
dissolution followed by liquid-liquid extraction has been a popular sample preparation procedure. But, traditional
liquid-liquid extractions are high solvent consumption, time consuming and costly. Furthermore, these methods
present the following problems: phase emulsions, impure and wet extracts, nonquantative extractions. Other classical
sample preparation techniques include centrifugation, filtration, distillation, lyophilization have same problems.

In the mid 1970’s, an alternative approach, solid phase extraction (SPE) was introduced. This concept is basis for the
design of a practical sample preparation technique consisting of small, disposable extraction columns filled with a
variety of sorbents. Today, solid phase extraction is a powerful method for sample preparation and is used by most
laboratories. Compared to classical liquid-liquid extraction, SPE is faster, uses less solvent, eliminates emulsions, and
saves money. In addition, solid phase extraction provides clean extracts and high recoveries.

In this article, solid phase extraction and other sample preparation methods; principles, procedures, and advantages of
solid phase extraction; solid phase extraction columns, adsorbents and solvents and solid phase extraction application
areas are evaluated.

Key Words: Analysis, Sample preparation, Solid phase extraction, SPE.

GIRiS
Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, yer aldig1 karigik bir matriks icerirler. Bu nedenle
idrar gibi biyolojik; su, toprak, hava gibi ¢evresel ornek hazirlama; 6zellikle yiiksek basingli sivi
ve gida, farmasotik iiriinler gibi diger numuneler, kromatografi (HPLC), gaz kromatografi (GC),
genellikle aranan madde diginda birgok bilesenin gaz kromatografi-kiitle spektrofotometresi (GC-

259



YAVUZ O ve AKSOY A., Ornek Hazirlamada Kati. ..

MS), radioimmun assay (RIA), atomik
absorbsiyon (AA) gibi cihazlar yardimyla
yapilan analizler 6ncesinde uygulanmasi gereken
¢ok onemli bir basamaktir (1, 2).

Ornek hazirlama bashica iki amac icin
yaptlmaktadir. Bunlar sirasiyla, Orneklerin
istenmeyen bilesenlerden temizlenmesi (clean-up)
ve yogunlastirilmasidir. Temizleme islemi ile
matriksten analizin yanlis sonuglanmasina neden
olabilecek, aranan maddenin tespit edilmesini
engelleyebilecek  veya analiz  cihazlarinin
kirlenmesine neden olabilecek kirliliklerin
(impurity) uzaklastirilmasi saglanir (1-3).

Analiz Oncesi yapilmast gereken oOrnek
hazirlama, ¢gogu zaman zor, pahali ve uzun siiren
bir islemdir. Yillardan beri en sik kullanilan 6rnek
hazirlama yontemi olan sivi-sivi ekstraksiyon
yontemi, fazla miktarda ¢6ziici harcanmasi,
ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon faz olusmasi,
gerekli safliga sahip olmayan ekstraktlar elde
edilmesi, ¢Oziiciilerin  yeterince  uzaklas-
tirllamamasi ve duyarli kantitatif sonuglar elde
edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden
olabilmektedir. Bu nedenle kimyasal analiz yapan
kisiler her zaman daha pratik ve basit yontem
arayisi i¢indedirler (1, 2, 4). Bu konuda, 6zellikle
kromatografik sistemlerle caligan 152 arastiric1 ve
uygulayici ile yapilan bir anket calismasinda,
ormek  hazirlama  yOnteminin  se¢iminde
numunenin 6zelligi baslica etken olmakla birlikte,
kolay uygulanabilir ve ucuz olmasinin da énemli
rol oynadigr belirlenmistir  (5). Yapilan
arastirmada ankete katilanlar tarafindan kullanilan
39 farkli 6rnek hazirlama yontemi oldugu tespit
edilmistir (Sekil 1). Ancak kromatografik
analizler Oncesinde genellikle tek bir o6rnek
hazirlama  teknigi yeterli olmamakta, bu
yontemlerden  birden  fazlasi1  kullanilmasi
gerekmektedir. Klasik olarak analizden Once,
sivi-sivi ekstraksiyonu, bunu takiben evaporasyon
ve uygun ¢Oziicliniin eklenerek tekrar seyrel-
tilmesi iglemleri bir arada uygulanmaktadir (5).

Omek hazirlama isleminin basitlestirilmesi,
zaman kaybmin 6nlenmesi ve analiz maliyetinin
azaltilmasi amaciyla, 1970’1 yillarin ortalarinda
klasik metotlara alternatif olarak yeni bir teknik
olan kati1 faz ekstraksiyon metodu (solid phase
extraction, SPE) kullanilmaya baslanmustir (2, 6,
7). Ginimiizde en etkili 6rnek hazirlama
yontemlerinden olan SPE, 6zellikle ilag ve diger
farmasotik maddelerin analizinde en fazla kulla-
nilan yontemlerin basinda gelmektedir (3, 8, 9).
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GENEL OZELLIKLERI ile KATI FAZ
EKSTRAKSiYONU (SOLID PHASE
EXTRACTION, SPE) METODU

SPE yontemi, temel olarak kiigiik, tek
kullanimlik ekstraksiyon kolon veya disklerine
¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi
orneklerini istenmeyen bilesenlerden ayirma
(temizleme), yogunlagtirma ve ileriki analiz
asamalar1  i¢in  Ornek  matriks  yapisinin
degistirilmesi amagclartyla hazirlanmis olan kolon
ve disklerden gecirilmesi esasina dayanmaktadir.
Stvi Ornegin kolondan gegirilmesi, yer¢ekimi
vasitastyla (manual) gergeklestirilebildigi gibi,
zaman kaybinin Oniine gecmek amaciyla vakum
manifoldlar1 yardimiyla da yapilabilir. Son
yillarda ayni prensiple ¢cok daha diisiik miktarda
ornegin uygulandigi ¢ok sayida kuyucuk (genelde
96) igeren SPE plakalari da kullanilmaktadir (1,
2,8, 10, 11). Sekil 2°de klasik bir SPE kolonunun
yapisi, gesitli ticari SPE kolon, disk ve plakalart
ile vakum pompa ve manifoldlu siizme diizenegi
goriilmektedir.

SPE metodunda kolondan gecirilme sirasinda
ornek molekiilleri ile tutucu madde arasinda
kimyasal bir etkilesim meydana gelir. Bu
etkilesimden faydalanarak maddelerin ayrilma
islemi baslica iki yolla gerceklestirilir. Birinci
yontemde ilk asamada, analiz edilecek bilesik
tutuicu maddeye baglanarak kolon iginde
tutulurken, ¢ozelti ve istenmeyen bilesenler bu
madde ile herhangi bir etkilesime girmezler. Daha
sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama
cozeltisi ile uzaklagtirilir ve analiz edilecek
bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢dzelti
yardimiyla ¢ozdiiriilerek almir (Sekil 3-a). Daha
az tercih edilen ikinci yontemde ise, istenmeyen

bilesenlerin  tutucu madde ile etkilesimi
sozkonusudur.  Ozellikle atik yaglar gibi
matriksden ayrilmast zor olan maddelerin

analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki
istenmeyen bilesenler tutucu madde tarafindan
sik1 sekilde baglanirlar. Asil aranan madde ise
tutucu madde ile etkilesime girmez ve uygun
¢ozelti yardimiyla c¢ozdiriilerek toplanir. Bu
yontemde, kolon igerisindeki tutucu maddenin
olusturdugu kat1 faz filtre islevi gormektedir
(Sekil 3-b) (1, 2, 11, 15).



F.U. Saglik Bil. Dergisi 2006, 20(3)

Diger

SFE

Kalint1 zenginlestirme
Mikrodalgayardimiyla ekstraksiyon
Matriks kati-faz dagilim

Hizlandirilmig-solvent ekstraksiyon

Hiicre-doku eliminasyonu
Diyaliz .
Ultrafiltrasyon |-
Pargalama-Karistirma
Liyofilizasyon
Sogutma
Tekrar seyreltme EEERTREIEEAT
Solvent degisim
Purge-trap teknigi
Soxhlet ekstraksiyon
Homojenizasyon I A R
Headspace ekstraksiyon
Coktiirme

Karistirma

Is1 ile yumugatma
Ogiitme
Tiirevlendirme

Isitma

Belirteg ekleme
Vorteksleme

Kurutma

Sivi-s1vi ekstraksiyonu
SPE [

Yogunlastirma

Santrifiij etme

Ultrasonik ekstraksiyon

Evaporasyon
Kolon kromatografisi
internal standart ekleme e e ey e e e e g E ey R e

Seyreltme

Filtrasyon
pH diizenleme

Tartma

0 20 40 60

Arastiricilar/Uygulayicilar (%)

Sekil 1. Siklikla kullanilan 6rnek hazirlama yontemleri (5). (SPE: Kat1 faz ekstraksiyonu, SFE: Siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu).
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Sekil 2. a) SPE kolonunun yapist (12) d. Vakum
manifoldu.

Sekil 2. b) SPE mikroplakalar1 (13)
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Sekil 2. d) Vakum manifoldu.
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Sekil 3. a) SPE yontemi ile maddelerin ayrilma
sekilleri (11).
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Sekil 3. b) SPE yontemi ile maddelerin ayrilma
sekilleri (11).



Sekilde de goriildiigii iizere, her iki ayirma
yonteminde de SPE kolondaki tutucu maddenin
once sartlandirilmasi gerekmektedir. Sartlandirma
islemi, kolondan uygun ¢ozelti gegirilerek tutucu
maddenin aktif hale getirilmesi ve matriksteki
maddeler ile tekrarlanabilir etkilesim i¢in gerekli
ortamin saglanabilmesi amaciyla yapilmaktadir.
Polar olmayan tutucu maddeler, kolon hacminin
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Analizi yapilacak madde molekiilleri tutucu
maddelerdeki etkin gruplara iyonik, hidrojen,
dipol-dipol,  dipol-indiiklenmis  dipol  ve
indiiklenmis dipol-indiiklenmis dipol (van der
Waals) baglart ile baglanir. Bu sekilde aranan
madde, matriksteki istenmeyen bilesikler ve
¢oziiciiler birbirinden ayrilmis olur (2).

Tablo 1. SPE adsorbanlar (2, 8, 11).

2-3 kati miktarda suyla karigsabilen metanol, Adsorban Formiilii
tetrahidrofuran, isopropanol gibi polar ¢oziiciiler Silika jel SiOH
ile; polar tutucu maddeler ise polar olmayan Alumina AlLO;
¢oziiciilerle sartlandirilmaktadir (2, 11). Florisil MgSiOs
Oktadesil (Cig) (CH,){7CH;
SPE metodunda ayrilma isleminin gergek- Oktil (Cy) (CH,),CH;
lesmesi i¢in tutucu madde ve gézﬁcﬁlgr biiylik Etil (C,) CH,CH;
O6nem tasimaktadir. Tablo 1°de SPE igin tutucu Siyano CN
kimyasal maddeler (adsorbanlar), Tablo 2’de ise Fenil CH
SPE metodunda siklikla kullanilan c¢oziiciiler . . o
goriilmektedir. Slkth,ekle CoHy
Amino NH,
SPE  METODUNDA MADDELERIN Diol - COHCOH
AYRILMA PRENSIPLERI Kuarterner amin N
Aromatik siilfonik asit C¢HSO;H
SPE metodunda maddelerin birbirinden Karboksilik asit COOH
ayrilmasi, analizi yapilacak maddenin molekiilleri
ile tutucu maddedeki etkin gruplar arasindaki
molekiiller arasi etkilesimler sayesinde agiklanir.
Tablo 2. SPE metodunda siklikla kullanilan ¢oziiciiler (8,11).
Polarite Coziicii Suyla karisabilme
nonpolar Hekzan Hay1r
] Izooktan Hay1r
Petrol eteri Hayir
Siklohekzan Hay1r
Karbon tetrakloriir Hayir
Kloroform Hayir
Metilen kloriir Hayir
Tetrafudran Evet
Dietil eter Hayir
Etil asetat Zay1if
Aseton Evet
Asetonitril Evet
Isopropanol Evet
Metanol Evet
Su Evet
polar Asetik asit Evet

SPE metodunda kromatografik yontemlere
benzer sekilde, analiz edilecek madde, ¢6ziicii ve
tutucu maddelerin  Ozelliklerine gore gesitli
ayirma mekanizmalari rol oynar. Belli basl

ayirma mekanizmalari olarak normal faz, ters faz,
iyon degisim (katyonik ve anyonik degisim) ve
molekiiler eleme (size exclusion) sayilabilir (2,
11, 16).
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Normal faz; polar bilesiklerin polar olmayan
matrikslerden ayrilmasi islemidir. Sartlandirma
asamasl polar olmayan c¢oziiciiler, toplama
asamasl ise daha polar c¢oziicliler yardimiyla
gerceklestirilir. Bu yontemde en fazla kullanilan
tutucu madde silikadir. Florosil ise pestisitler igin
en uygun tutucu maddedir. Karbonhidrat¢a zengin
bazi asirt polar ornekler i¢in ise silika, alumina
gibi tutucu maddelere gesitli gruplarin eklenmesi
ile elde edilen siyano, diol ve amino grubu tutucu
maddeler tercih edilmektedir. Bu maddelerdeki
polar gruplar, polar olmayan organik ¢oziciiler
(hekzan/dietileter gibi) icerisindeki orta derecede
polar olan 6rnek molekdillerini tutarlar (2, 16).

Ters faz, tutucu madde polaritesinin Grnek
cozeltisinden daha diisiik oldugu sistemdir.
Oktadesil (C;g) bu teknik i¢in en fazla kullanilan
madde olmakla birlikte, oktil (Cg), siklohekzil,
biitil, fenil ve siyano da gesitli drnekler i¢in segici
olmalar1 nedeniyle tercih edilirler. Ters faz, klinik
ve g¢evresel Orneklerdeki organik kalintilarin
analizinde ¢ok yaygin sekilde kullanilan bir ayrim
teknigidir (2, 16).

Iyon degisim, oOzellikle asit ve bazlarm
matriksten elde edilmesi amaciyla kullanilan ve
iki molekiil arasindaki iyonlarm karsilikli
degisimi esasina dayanan bir tekniktir. SO;- ve
N+(CHjs); gibi etkin gruplar baglanmis asir1 polar
silika benzeri tutucu maddeler iyon degisim igin
uygundur. SO3- grubu, 6rnek ¢ozeltisinden aranan
temel maddelerin ayrilmasi i¢in kuvvetli katyonik
degisimi (SCX, strong cation exchanger),
N+(CH3); grubu ise asitlerin baglanmasi igin
kuvvetli anyonik degisimi (SAX, strong anion
exchanger)  saglamaktadir. Iyon  degisim
tekniginde pH, zit yiikli olma, iyonik kuvvet,
organik ¢oziliciiniin 6zelligi ve drnegin kolondan
gecis hizi gibi faktdrler Onem tagimaktadir.
Basarili bir iyon degisiminin saglanabilmesi igin,
tutucu madde ile analiz edilecek maddenin zit
yiiklerde olmasi ve ornek ¢ozeltisindeki zit iyon
yogunlugunun disiik olmasi gerekmektedir (2,
16).

Molekiiler eleme tekniginde ise dekstran jel
gibi maddeler, icerdikleri gozenekler (porlar)
sayesinde ornek c¢ozeltisi igerisindeki maddelerin
molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilmasini saglar.
Ornek ¢ozeltisi icerisindeki molekiil agirhg 10
000’den  diisik maddeler bu gozeneklere
girebilirken, daha biiylk maddeler direkt
kolondan gecer. Bdylece biiyilk maddeler
ayrilirken, kiigiik molekiil agirlikli maddeler
kolonda kalmakta ve bu sekilde ayrim
gerceklesmektedir. Bu  teknikte, ideal olarak

264

maddelerin tutulmast ya da diger molekiiler
etkilesimlerin olmamasi istenir. Molekiiler eleme,
genellikle bagli olmayan radyoizotoplarin ve
protein ¢ozeltilerinden tuzlarin  ayrilmasinda
kullanilan bir tekniktir (2).

Karigtk matrikslerden analizi  yapilacak
maddelerin istenilen diizeyde ayrilarak, ideal bir
ornek hazirlama basamaginin gergeklestirilmesi
icin dogru ayrim tekniginin kullanilmasi ¢ok
onemlidir. Sekil 4’de Ornegin oOzelligine gore
secilmesi  gereken SPE  ayrim  teknigi
gosterilmistir.

SPE METODUNUN AVANTAJLARI

SPE metodunun diger oOrnek hazirlama
yontemlerine, Ozellikle sivi-sivi  ekstrakyona
kiyasla daha fazla tercih edilmesinin nedenleri ve
o6nemli avantajli yonleri su sekilde 6zetlenebilir:

a- SPE metodu klasik sivi-sivi ekstraksiyon
yontemine gore 2/3 daha hizli sonug¢ verir ve
ornek hazirlama siiresinin oldukg¢a kisalmasini
saglar (2, 11).

b- SPE, ¢ok pratik ve biitiin laboratuvarlarda
kolaylikla uygulanabilir bir metottur (2, 17, 18).

c- Bu yontemde daha az ¢oziicii ve ayirag
madde kullanildigindan daha ekonomik bir 6rnek
hazirlama yapilabilir (11).

d- Geri kazanim (recovery) orani yiiksektir ve
istenilen yogunlukta drnekler elde edilebilir. En
az diizeyde ornek transferi yapildigindan ytiksek
geri kazanimlar ile yiiksek yogunluk ve saflikta
ornekler elde edilebilmektedir (1, 17, 18).

e- Ornek, tutucu madde ve ¢oziiciiler arasinda
capraz bulagma riski diisiik oldugundan yiiksek
dogrulukta sonuclar alinabilir (2, 17).

f- Diisiik miktarda 6rnek islendiginden sivi-
stvi - ekstraksiyondaki gibi emiilsiyon olugma
problemi yoktur (2).

g- SPE metodunda en az dizeyde
evaporasyona ihtiyag duyuldugundan Kkararsiz
ornek olusumu nadirdir (2, 17).

h- Coziicii ve oOrneklerin az miktarlarda
kullanilmasindan dolay1 zehirli maddelerle temas
daha azdir ve ayrica daha az cam malzeme
kullanilmast nedeniyle analizi yapanlar igin
oldukg¢a giivenli bir metottur. Ayrica cevreyi
kirletme riski daha diisiiktiir (17-19).

i- Cok sayida Ornegin ayni anda ve
tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine olanak
saglayacak sekilde ¢ok kolay otomasyon
saglanabilir (2, 11, 19).
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Sekil 4. Analiz edilecek 6rnegin 6zelligine gore segilmesi gereken SPE ayrim teknigi (16). (SCX: strong cation
exchanger, kuvvetli katyon degisimi yapan; SAX: strong anion exchanger, kuvvetli anyon degisimi yapan).

SPE METODUNUN BASLICA KULLANIM
YERLERI

SPE metodu sahip oldugu avantajlar sayesinde
ozellikle ¢evre ve gida, analitik biyokimya,
farmasotik biyoanaliz, toksikoloji ve adli tip,
kozmetik, organik sentez vb. alanlarda
giinlimiizde en fazla kullanilan 6rnek hazirlama
metodlarindan birisi haline gelmistir (2, 20).
Tablo 3’de belli bagli SPE tutucu maddelerin
hangi  bilesiklerin  analizinde  kullanildig:
Ozetlenmistir.

Tablo 3’de goriildiigii gibi, SPE bugiin bir¢ok
farkli 6zellikteki bilesiklerin kimyasal analizinde
tercih edilen bir metottur. Farmakoloji ve
toksikoloji bilimleri kapsaminda gida numuneleri;
su, toprak gibi ¢evresel; kan, serum, idrar gibi
biyolojik 6rneklerdeki kirleticiler ile ilag ve zehir
analizleri SPE’nin en 6énemli kullanim alanlaridir
(3, 21-23).

Gidalarm besin madde analizlerinin yani sira,
icerdikleri kimyasal ve biyolojik kirleticilerin
tespit edilmesinde SPE oOnemli bir 06rnek
hazirlama metodudur. Ozellikle findik gibi
mikotoksin kirliligi agisindan Onem tastyan
gidalarda  basta  aflatoksinler ve  diger
mikotoksinlerin, hemen hemen biitiin bitkisel ve
bal, siit, peynir gibi hayvansal gidalarda ve bebek

mamalarinda pestisit ve PCB’lerin, et ve et
iiriinlerinde steroid hormon ve PAH’larin tespit
edilmesi, bu alanda SPE metodunun
kullanilmasma  verilebilecek onemli
orneklerdir (24-28).

n

SPE cevresel oOrneklerden en cok sudaki
organik kirleticilerin analizinde kullanil-maktadir.
Su igerisinde ug/L(ppb) ve daha alt diizeylerde
birgcok organik kirletici bulunmaktadir ve bu
maddelerin saptanabilmesi igin ¢ok diislik tespit
limitlerine  ulasilmast  gerekmektedir. ~SPE
metodu, sudaki Kkirleticilerin analizinde diger
ornek hazirlama yontemlerine gore daha yogun ve
daha saf siizlintii olusturabilmesi ve yiiksek geri
kazanim oranlarina sahip olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. SPE’nin 6rnek hazirlama amaciyla
kullanildig: su kirleticileri arasinda organik klorlu
ve organik fosforlu pestisitler, PCB’ler, anilinler,
fenolik bilesikler, organik azot ve nitro-aromatik
maddeler sayilabilir (6, 10, 17, 19, 22).

Idrar, kan, serum, safra, mide igerigi,
karaciger, beyin gibi biyolojik o6rneklerde ilag
diizeylerinin tespiti glinlimiizde SPE’nin en
o6nemli kullanim alanlarindan birisidir. Bilindigi
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gibi ila¢c gelistirme asamalarinin Onemli bir
basamagi; ilag ve metabolitlerinin viicut
stvilarindaki  seviyelerinin  tespit edilmesidir.
Bunun yaninda tedavi etkinliginin takibi amaciyla
da biyolojik orneklerde ilag miktarinin analizi
onem tagimaktadir. Ozellikle yiiksek —geri
kazanimlara sahip olmasi, daha saf siiziintiiler
elde edilebilmesi ve ¢ok sayida Ornegin kisa

zamanda iglenmesine olanak verecek sekilde
otomasyon saglayabilmesi nedeniyle hemen
hemen Dbiitiin ilag ve benzeri maddelerin
analizinde SPE yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunun yanisira son yillarda pek ¢ok tibbi bitkinin
ekstraksiyonunda da SPE yaygin olarak
kullanilan bir yontem haline gelmistir (15, 29,
30).

Tablo 3. Onemli SPE adsorbanlarinm kullanildig1 analiz uygulamalari (2).

Uygulama

Polar olmayan bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: Suistimal edilmis ilaglar,
asetaminofen, aminler, analjezikler, antiaritmikler, antikonviilzanlar, antiepileptikler,
antibiyotikler, aromatikler, barbitiiratlar, benzodiazepinler, kafein, karbonhidratlar,
karboksilik asit, karotenoidler, kolesterol esterleri, esansiyel yaglar, yag asitleri, gida
koruyuculari, fungisitler, hidrokarbonlar, hipnotikler, lidokain, yaglar, suda eriyen
vitaminler, fenoller, fatelat esterleri, Oncelikli 6neme sahip kirleticiler (pestisitler,
PAH’lar, PCB’ler), sedatifler, steroidler, siilfonamidler, yilizey gerilim disliriiciiler,

Orta derecede polar bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: Oncelikli neme sahip
kirleticiler (pestisitler, PAH’lar, PCB’ler) ve oktildesil (C;g) tarafindan giiglii sekilde

Polar olmayan bilesiklerin ters faz ekstraksiyonu: Az tutulan hidrofobik bilesikler

Polar bilesiklerin normal faz ekstraksiyonu: Aminler, benzil alkol, suda eriyen
Polar bilesiklerin adsorbsiyonu: Aflatoksinler, alkoller, aldehidler, alkoloidler, aminler,
amino asitler, amfetaminler, antibiyotikler, antioksidanlar, aromatikler, barbitiiratlar,
heterosiklik  bilesikler, hidrokarbonlar,
hidrokortizon, indoller, insektisitler ve diger pestisitler, ketonlar, yaglar, nitro-bilesikler,
oligofeniller, organik asitler, peroksitler, fenoller, polipeptidler, porfirinler, steroidler,

Polar bilesiklerin normal faz ekstraksiyonu (silika jel’e benzer sekilde): Proteinler,

Zayif anyon degisim ekstraksiyonu: Karbonhidratlar, gida koruyuculari, metaller,

Giiclii katyon degisim ekstraksiyonu: Amino asitler, katekolaminler, hormonlar,

Adsorban
Oktadesil
(Ci)
tetrasiklinler, teofilin, trisiklik antidepresanlar, trigliseridler
Oktil
(Cs) tutulan bilegikler
Fenil
(CeHs)
Siyano
(CN) vitaminler, PAH’lar, PCB’ler, pestisitler, fenoller, seker alkolleri
e karbonhidratlar, flavinoidler, herbisitler,
Silika jel
terpenler, doymamus bilesikler, vitaminler
Diol
(COHCOH) peptidler, siv1 yilizey gerilim diigiiriiciiler
Amino
(NH,) niikleotidler, peptidler, sakkaridler, steroidler, sekerler, vitaminler
Diamino Zayif anyon degisim ekstraksiyonu: Amino asitler, metaller
Aromatik siilfonik asit
(C¢HSO;H)

Kuarterner amin

niikleik asit bazlari, niikleosidler, piirinler, piramidinler, suda eriyen vitaminler
Giiclii anyon degisim ekstraksiyonu: Antibiyotikler, siklik niikleotidler, niikleik asitler

Zehirlenmelerde zehirleyici madde ile amag

SPE METODUNDA YENi EGILIMLER ve

dis1 kullanilan opiat, kokain, amfetamin gibi ilag
ve diger maddelerin belirlenebilmesi i¢in bunlarin
viicut sivilarinda tespit edilmesi gerekmektedir.
Bu tip analizler, tam olarak ne arandigmin
bilinememesi ve aranan maddelerin fiziksel ve
kimyasal  Ozelliklerinin  asirt  degiskenlik
gostermesi nedeniyle olduk¢a zahmetli ve zaman
alicidir. SPE metodu, diger ornek hazirlama
yontemlerine gore sahip oldugu avantajlarin
yaninda &zellikle polar, polar olmayan yapida ve
asidik, bazik veya notral dzellikte hemen her tiir
maddeye uygun tutucu maddeler bulunmasi
nedeniyle toksikolojik analizlerde en fazla tercih
edilen 6rnek hazirlama yontemidir (21, 23).
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Ideal bir SPE metodunun, asidik, bazik ve
notral maddeler icin yiksek geri kazanim
oranlaria sahip olmasi, ilag ve metabolitlerinin
biyolojik sivilarda pg/mL diizeyinde izole
edilebilmesine olanak vermesi, biiyiikk hacimli
ornekler icin kolay otomasyon saglayabilmesi,
hizli ve diisiik maliyetli olmasi istenir (1). Bu
ideal kosullarin elde edilebilmesi amaciyla; SPE
materyal sekilleri, tutucu madde, otomasyon
teknikleri ve yeni SPE prosediir yaklagimlar
stirekli gelistirilmektedir (8, 20).



SPE metodu kullanilmaya baglandiktan kisa
bir siire sonra, 1978 yilinda tek kullanimlik
kartuglara gecilmis; bugiinkii siringa tipi kolonlar
ise ilk olarak 1979 yilinda kullanilmistir. Bu tip
kolonlar giiniimiizde de en popiiler SPE
ekipmanidir ve son yillarda yogun olarak
otomatik kontrol edilebilir hale getirilmeye
calisilmaktadir. Genel bir kural olarak, SPE
kolonlar1 daha temiz bir siiziintii elde edilebilmesi
icin medikal 6zellikte polipropilen ve polietilen
materyalden imal edilmektedir. Kolonlarin en
onemli dezavantaji ornek akis hizinin diisiik
olmasi ve 6zellikle yiizey ve atik su analizlerinde
bir 6n filtrasyon islemine ihtiya¢ duyulmasidir.
Bu dezavantajlarin ortadan kaldirilmasi amaciyla
son yillarda diatoma topragi (diatomaceous earth)
iceren derin filtreler bir hiicre seklinde kolonlara
entegre edilmektedir. Bu maddenin 6zel segici
gegirgenligi sayesinde hem 6n filtrasyona gerek
kalmamakta hem de akis hizi yiikselmektedir (8,
17).

Ikinci en popiiler sekil ise SPE diskleridir.
SPE diskleri genis siizilme alanlari ve ince
yapilar1 sayesinde yiiksek ornek akis hizlarina
sahiptir. Ancak Ornekteki siispanse haldeki
maddelerin gegmesi ¢ok zor oldugundan klasik
disklerde iyi  bir ayrim  her  zaman
saglanamayabilir. Bu nedenle mikrofiber yapida
tutuicu madde eklenmis o6zel diskler imal
edilmistir. Bunun yaninda kolonlardakilere
benzer sekilde ¢ok ince derin filtre igeren yeni
diskler de mevcuttur ve bu disklerle 1 L yiizey
suyu Ornegi, 5 dakikadan daha az siirede filtre
edilebilmektedir (8).

Ayrica 1990’li  yillarin  sonlarina  dogru
ozellikle ilag ve metabolitlerinin analizlerinde
oldugu gibi az miktarda numune kullanilarak ¢cok
miktarda 6rnek islenmesinin gerektigi durumlarda
son derece faydali olan, yeni bir disk sekli
kullanima girmis ve giderek yaygimlasmistir. Bu
teknoloji ilk olarak 1997 yilinda 96 kuyucuklu
SPE plakalarimin kullanilmaya baslanmasi ile
ortaya ¢ikmistir. Bu plakalar sayesinde 100-200
pL  ornek ¢ozeltisi toplanabilmektedir. Daha
sonraki  yillarda bu plakalarda  bulunan
kuyucuklara SPE pipetlerinin eklenmesi ile
kolaylikla  otomatize edilme imkan1 da
saglanmugtir (8, 30).

Bir diger diisiik hacimli SPE formati ise gaz
veya sivli kromatografi sistemlerine dogrudan
monte edilebilen mikrofiberlerdir. Bu teknoloji
Pawliszyn ve arkadaglart tarafindan 1980’li
yillarin sonunda gelistirilmis ve 1992 yilinda
ticari olarak piyasaya sunulmustur (8). “Kat1 Faz

F.U. Saglik Bil. Dergisi 2006, 20(3)

Mikro Ekstraksiyonu (Solid Phase
Microextraction-SPME)” adi verilen bu yontem
son birka¢ yilda olduk¢a popiiler hale gelmistir.
SPME, gaz veya sivi kromatografi sistemlerine
monte haldeki kapali vial veya headspace
tinitelerine dogrudan konulmus sivi veya gaz
orneklerden, aranan maddelerin ¢ok kiigiik
partikiillii silika elyaf yardimiyla ayrilmasi
teknigidir. Aslinda cevresel orneklerdeki ugucu
maddelerin ekstraksiyonu i¢in gelistirilmis olan
bu yontem, ¢oziiciiye ihtiyag duyulmamasi, biitiin
ornek hazirlama asamalarinin  bir  arada
yapilabilmesi ve c¢ok daha hassas ayirim
yapilabilmesi nedeniyle son derece kullanislt ve
giivenilirdir. Bu nedenle 6niimiizdeki yillarda da
klasik SPE kadar yaygin olacagi 6ngoriilmektedir
(8,9,31-34).

Otomasyonun SPE metodunda ilk olarak
kullanildigi 1989’dan giiniimiize kadar 6zellikle
gevre ve gida bilimleri, klinik ve analitik
biyokimya, farmasotik biyoanaliz ve adli tip
alanlarinda otomatik (on-line) SPE sistemleri
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Klasik olarak 24
numunenin ekstraksiyonu ayni anda negatif veya
pozitif basing altinda SPE’nin tipik asamalar1 ile
gerceklestirilebilirken, bugiin biitiin asamalarin
otomatik sekilde programlanarak yapilabildigi
sistemler de mevcuttur (8, 20, 28).

SPE  metodunda tutucu  maddelerdeki
gelismeler sayesinde ¢ok genis bir polarite
spektrumundaki maddelerin ayrimi kolaylikla
yapilabilmektedir. Yeni tutucu maddeler arasinda
bulunan monofonksiyonel C18 silika ve buna
benzer maddelerde, silika yilizeyindeki modifiye
olmamus silanol gruplar artirilmis, béylece analiz
edilecek madde ¢ozeltisi ile meydana gelebilecek
ikincil etkilesimlerin azaltilmasi saglanarak daha
iyi bir ayrim gerceklesmesi temin edilmistir.
Cevresel su analizlerinde Kkarsilasilan polar
maddelerin ekstraksiyon problemleri ise karbon
bazli ve sitren-divinilbenzen gibi yeni tutucu
madeler kullanilarak azaltilmigtir. Bu maddelerle
ilgili 6nemli bir problem de, ekstraksiyondan
once sartlandirma gerekmesi ve tutucu maddenin
bazen yeterince sartlandirma ¢ozeltisiyle temas
edememesidir. Bunu onlemek igin gelistirilmis
yeni kusak  polimer tutucu  maddelerin
sartlandirilmasina  gerek yoktur ve bunlar
lipofilik, hidrofilik, asidik, bazik ve noétral
Ozellikteki bircok maddenin aynt tip kolon
yardimiyla ekstraksiyonuna olanak tanimaktadir
(8, 15).
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SPE metodunda, zaman zaman tutucu
maddelerin analiz edilecek bilesik icin yeterli
secicilige sahip olmamasi sorunu yasana-
bilmektedir. Ozellikle C18 ile iyon degisim ve
molekiiler eleme tekniklerinde kullanilan diger
geleneksel SPE tutucu madde ve ortamlari, ¢ok
disik diizeyde kalintt analizlerinde aranan
maddeler i¢gin yeterli segicilige sahip degildir. Bu
ylizden matriksteki istenmeyen bilesikler analiz
edilecek madde c¢ozeltisine karigmakta ve
istenilen saflikta bir stiziintii elde
edilememektedir. Bu  sakincanin  ortadan
kaldirilmasi amaciyla, bir cok SPE tututucularina
hedef maddeye spesifik bilesenler eklenmis ve
secicilikleri  arttirtlmistir.  Tutucu  maddelere
eklenen bu 06zel maddeler arasinda boronat,
lektin, protein A ve G, sabit metal iyonlari,
peptidler ve antikorlar sayilabilir. Ozellikle
antikorlar, bilesik ya da grup spesifik adsorbanlar
(immunosorbanlar) elde edilmesine olanak
saglamakta ve dayanikli olmayan biyolojik
orneklerde basarili sonuglar alinmaktadir. Ayni
zamanda bu tutuicu maddeler sayesinde
ekstraksiyon, yogunlastirma ve izolasyon tek
basamakta gerceklestirilebil-mektedir (3, 8, 15,
35).

Ornek hazirlama prosediirlerinin gelisiminde
ise Ormek hazirlama basamagini  miimkiin
oldugunca  basitlestiren,  ekstraksiyon  ve
temizleme basamaklarmin bir arada yapilabil-

KAYNAKLAR

1.  Shulamit L. “Solid phase extraction (SPE)”.
http://www.forumsci.co.il/HPLC/spe_abic.pdf/
Erigim tarihi: 29.1.2005.

2. Zief M. Solid Phase Extraction for Sample
Preparation. Phillipsburg: JT Baker, 2005.

3. Stevenson D. Immuno-affinity solid-phase
extraction. Journal of Chromatography B 2000;
745: 39-48.

4. Rosenfeld J.M. Solid-phase analytical
derivatization: Enhancement of sensitivity and

selectivity of analysis. Journal of Chromatography
A 1999; 843: 19-27.

5. Majors R.E. Trends in sample preparation. LCGC
North America 2002; 20: 1098-1113.

6. Pichon V. Solid-phase extraction for multiresidue
analysis of organic contaminants in water. Journal
of Chromatography A 2000; 885: 195-215.

7. Poole C.F., Gunatilleka A.D., Sethuraman R.
Contributions of theory to method development in
solid-phase extraction. Journal of Chromatography
A 2000; 885: 17-39.

268

mesine olanak saglayan, bunun yaninda 6zellikle
gevresel Ornek analizlerinde bir ¢ok madde
kalintisin1 ayni anda ekstrakte ve analiz etmeye
(coklu kalmti metodu) yonelik prosediir
gelistirme ¢aligmalar dikkat cekmektedir (7-9).
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