Validasyon seviyesi

* 1- Bir metot laboratuvarlar arasi bir calisma ile gecerli
kilinmis ise verifikasyon (dogrulama) yeterlidir.

* 2- Bir metot laboratuvarlar arasi bir all_?ma ile gecerli
kilnmis ancak farkli yapida bir 6rnek ile calisilacaksa
dogruluk, kesinlik, tespit limiti ve tayin limiti verifikasyona

(dogrulama) yeni matriks de ilave edilerek teyit edilmelidir.

 3- Bir metot laboratuvarlar arasi bir calisma ile degil
laboratuvar ici calisma ile valide edilmis ise, verifikasyon
(doérulamae parametrelerine  mimkin oldugu kadar
validasyon (gecerli kilma) parametreleri de eklenmelidir.



* 4- Bir metot bilimsel bir dergide yayinlanmis ve
belirli performans parametreleri incelenmis ise,
verifikasyon parametrelerine mumkin oldugu
kadar validasyon parametreleri de eklenmelidir.

* 5- Bir metot bilimsel bir dergide yayinlanmis
ancak hi¢c bir performans parametresi
incelenmemis ise tam i¢ validasyon yapilmalidir.

* 6- Bir metoda ait herhangi bir performans kriteri
bulunmadigi veya laboratuvar ici gelistirilmis ise
tam ic validasyon yapilmalidir.



* Metotlarin verifikasyonu (Dogrulama) icin
e dogruluk,

e kesinlik,

* tayin ve

* tespit limitlerinin

* laboratuvarda teyit edilmesi yeterlidir



Gecgerli Kilma Dogrulama
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Validasyon parametreler;i

1 Plan

Validasyon/verifikasyon calismasina baslanmadan 6nce planlama
yvapilmalidir. Plan

e laboratuvarin imkanlari,
 analitik yonden yapilabilirligi ve
* musteri talepleri

gibi faktorleri gozonline alinarak hazirlanmalidir ve



PLAN HAZIRLARKEN ASAGIDAK]
SORULARIN CEVAPLARI OLMALIDIR

e 1-Metodun kullanim amaci nedir ?

» 2- Kalitatif mi yoksa kantitatif sonu¢ mu gereklidir ?
* 3- Analit hangi kimyasal formda bulunuyor
(serbest, bagli, degisik kimyasal bilesikler)?

* 4- Analit bolgesel dagilmis midir ?

* 5- Metodun uygulandigi alan neresidir ?

 6- Ornek yapisindan veya baska analitlerden girisim
olabilir mi ?

 7- Ornek miktari ne kadardir ve homojen bir yapida
midir ?



* 8- Ornekleme ve alt 6rnekleme yapilacak midir ?

* 9- Metot hangi aralikta kullanilacak tespit
limitine yakin mi yoksa daha yuksek bir seviyede
mi?

* 10- Analit ile ilgili yasal limitler mevcut mudur ?

* 11- Gergeklik nasil saglanacaktir ?

e 12- Sonuclar baska laboratuvar sonuclari ile
karsilastirilacak mi ?

* 13- Gerekli cevresel kosullar nelerdir ?

e 14- Kaynak kisitlamasi var midir ? Finansal
limitler nelerdir ?



2. Kalibrasyon egrisi, dogrusallik
(standard curve,

linearity) ve

dlctim araligl (measurement
range)



* Olcuim araligi metodun uygulama arahginin
belirlenmesi icin yapilir.

Kalibrasyon egrisinde dlctlen analitin miktar:
(konsantrasyonu) ve dedektor yanitinin
(response) dogru orantili olarak goruldigu
aralktir.

Metot gecerli kilma calismalarinda analitin
konsantrasyonlari bu aralik dikkate alinarak
planlanir.



e Standart egri, metoda ve Urline bagl belirli sayida
Olcim noktasi ile belirlenir. Egrinin olusturulmasi,
icinde miktari bilinen referans ornekle veya kor
ornek icine eklenmis analitin bilinen
konsantrasyonu ile yapilir.

* Her bir 6lcim noktasinda en az iki dlcim yapilir.

e Eurachem rehberinde en az 6 noktada, birde kor
elflenlfrek ve her bir noktada tekrar sayisi 3
olarak,

* |ISO 11095°de en az 3 farkh seviyede referans
ornek ve tekrar sayisi ise en az 2 olarak
belirtilmistir.



* Her bir nokta ana solusyondan diltsyonlar
vapilmasi yerine bagimsiz olarak hazirlanmalidir.

e Kalibrasyon egrisinin analiz edilen 6rnek
yapisinin farkliligina gére degisebilecegi goz ardi
edilmemelidir.

* Elde edilen yanitla cizilen egride Ust ve alt
sinirlar belirlenmelidir.

» Kalibrasyon egrisinin en alt noktasi uygulanan
analiz metodunun tayin limiti olmahdir.



* Sonuclar grafiksel olarak verilir ve
“linear regresyon formuld” ile
“korelasyon katsayisi” belirtilir.

* Bu sekilde calisma araliginin dogrusal olup
olmadigi tespit edilir.

* Korelasyon katsayisi >0,99 olmalidir.

* Regresyon hesabi icin Excel’de bulunan
formullerden yararlanilabilir.



* Eger korelasyon linear (dogrusal) degil ise

ve

* problem analitik olarak ¢c6zimlenemiyorsa
ilgili egrideki parametreler, en klicuik kare
metodu kullanilarak belirlenmelidir.



e Dogrusallik korelasyon katsayisinin
hesaplanmasi yaninda ANOVA
Tablosunda F degeri ile karsilastirilarak
da degerlendirilmelidir.

* Yalin hata (s22) ve uyum eksikligi yani
residuel standart sapma (s12)
* asagidaki formullerle hesaplanir.

Hesaplanan F degeri, F(1-a) (N-2; NK-N)
serbestlik derecesinde Tablodaki deger ile
karstlastirilir.
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NK - N K= Her bir noktada tekrar sayist (omegin 2 paralelise deger 2)

Y, NK= NxK (omegin 12 toplam sayn x 2 tekrar = 24),

N= Kallbrasyon noktas|
Kallorasyon eqrisindeki tekrar sayisimn 2 den fazla olmasi durumunda yalin hata

formilinde NK-N yerine 2n yazilarak hesaplama yapiimalidir,

F dagiliminda elde edilen deger tablodaki
degerden kicuk ise egri dogrusaldir.



e Kalibrasyon egrisinin uzun stre kullanilmasi
gerektiginde gecerliliginin kontrol edilmesi
gerekmektedir.

* Bu kontroller icin ISO 7870, ve ISO 8258 de
belirtilen shewhart kontrol grafikleri
kullanilmaktadir.

* Bu kontrollerin  yapilmasinda  kullanilan
standartlarin kalibrasyon grafiginin ciziminde
kullanilan standarttan farkli olmasina dikkat
edilmelidir.

* Bu fark ayni dreticinin farkli bir lotu veya farkl
bir Ureticiye ait olabilir.



* Kalibrasyon grafigi icin ornek ¢alisma:

* Okratoksin A analizinde 0,5 ile 16 ng/g
arasinda degisen 6 noktada ve her
birinde 2 tekrarli standart sollisyonlari
hazirlanir. Elde edilen yanit ile egri cizilir
ve Excel’de regresyon analizi yapilir.
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Tablo 2: Kalibrasyon egrisi degerleri

Resim 1: Kalibrasyon eqgrisi




Regresyon istatistidi

Olciim sayisi

12

Standart hata ,s

2829 264472

Corr 0,999905001
R* %0,999905
Dizeltilmis R 9%0,999896

Tablo 3: Regresyon istatistigi

Standart
Katsayi hat t-dederi P-dederi | %95 diisiik | %95 yiksek
ata
Kesme
-3105,568408 1137,672336 | -2,72975646 0,0212 -5640,46033 | -570,6764864
noktasi
Egim 48939,06859 150,8538828 | 324 4137153 0,0000 48602,94519 | 49275,19198

Tablo 4: Kalibrasyon egrisi kesme noktasi ve egim analizi




Tablo 4: Kalibrasyon egrisi kesme noktasi ve egim analizi

X Y Varsayilan Y Sapma (y-vyi) Sapma kare [‘y"-fv't}z
0,5 24369 21363,96588 3005,034115 9030230,033
0,5 23466 21363,96588 2102,034115 4418547 421
1 46280 45833,50018 446,4998223 199362,0913
1 46110 45833,50018 276,4998223 76452 15174
2 93100 94772 56876 -1672,568763 2797486,268
2 92950 94772 56876 -1822 568763 3321756,897
4 186200 192650,7059 -6450,705935 41611607,05
4 189345 192650,7059 -3305,705935 10927691,73
8 397624 5 388406,9803 9217,519723 84962669,84
8 388690 388406,9803 283,0197228 80100,1635
16 779380 779919,529 -539,5289623 291091,5012
16 778380 779919,529 -1539,528962 2370149426

Toplam (Sapma

kareleri toplan) 160087144 6

Tablo 5: Residiel standart sapma hesabi (esitlikte boliinen)




X Y a-b (a-b)*
0,5 24369 903 815409
0,5 23466

1 46280 170 28900

1 46110

2 93100 150 22500

2 92950

4 186200 3145 9891025

4 189345

8 3076245 89345 79825290,25

8 388690
16 779380 1000 1000000
16 778380

Toplam 9158312425

Tablo 6: Yalin hata hesabi (esitlikte bollinen)
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, 160087145

1

=16008714.5

§

. 9158312425
=
*12x2)-12
. 16008714,5 - ’ 9
7631927.02

= 7631927,02

F kritik degeri p=0,05 icin 10 ve 6 serbestlik derecesinde 4,06'dir. 2,09 bu degerden kiglk
oldugu igin egri dogrusaldr.



