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lacak tek bir metod onermektense, kullanilacak metodun karsilamasi gereken asgar i
3 FU”an' 2'K';‘r Bu, laboratuvara daha buyuk esneklik tanimaktadir. Bu yak}a&nmnn uygulandlg, dy
zdlf‘e”mes‘y JIQIwIij'segilen metodun performans vzelliklerinin yonetmelikte berlirtilen (AB Dite
a'amaca uyg
de oldugu gibi) kosullardan iyi olmalidir anlami tasimaktadur.

’Umlar.

1.2.2. METOT VALIDASYONUNA GIRIS

Metot validasyonu metot ozelliklerini belirlemek iin uygulanacak r.esm.i’ prosedUrdUr. Buradaki'resrmj py,
sedur’ IUPAC've AOAC International gibi kuruluslarin 'metot Ozellikleri n‘l .rapor ederken standart bir yo
zlenmesi icin getirdikleri kurallar butinudur. Ayniamac icin kullanilan ki farkli metodun ‘metot &z
lerinin’ kaynaklarindan bagimsiz olarak ayni olmasi gerekmektedir. Bu durum ‘amaca uygunluk’kriterine
dayanarak yapilacak metot segimini basitlestirmektedir. Bazi'metot ozellikleri’bir laboratuvarda bir analist
tarafindan belirlenebilir, buna ‘laboratubar ici' veya ‘tek laboratuvar’ validasyonu denir. Her ne kadar has-
sas bir sekilde ‘laboratubar igi' validasyonu yapiimig metotlar yaygin bir uygulama alani bulsa da, metodun
farkll bir laboratuvarda, farkli bir analistin elinde de ayni sonucu verdigini test etmekte yarar vardr, ‘La-
boratuvarlar arasi validasyon'un, diger adiyla koloboratif galismanin, amaci metotlarin birden gok labora-
tuvarda test edilmesidir. Bu, metot performansinin belirlenmesi icin en ileri yoldur. Ancak, ‘laboratuvarlar
arasi validasyon'yapmak ¢ok ylksek maliyetl olabilecegi gibi, cok da zaman alici bir uygulamadir.
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METOT GELISTIRME

Metot gelistirme, bir numunenin alinarak analitin numune ortamindan ekstrakte edilmesi, daha sonra
analitin, belirlemenin yapilabilmesi icin, yeterli safliga getirilip temizlenmesinde izlenmesi gereken adim-
larin sistematik olarak belirlenmesidir. Analitik belirleme sadece bir kalinti veya kirletenin hedef degerin
tzerinde olup olmadigini rapor etmek olabilecegi gibi, kantitatif bir dlctim (miktar tayini) de olabilir. Nu-
munenin ne dereceye kadar saflastinimasi gerektigini, kullanilacak belirleme tekniginin dzgulliga belirler.
Bazi belirleme teknikleri (kitle spektrometresi gibi) cok 6zguil olup, analitle birlikte gelen diger ekstraktar
varliginda da analitin 6lcimnu yapabilir. Diger belirleme teknikleri ise (HPLC igin UV dedektorleri veya
GCicin alev iyonlasma dedektorleri gibi) 6zgullukten yoksun olup numune temizligi icin daha ideal sartlar

gerektirirler.
Her metotta bazi adimlar kritik olabilir, en ufak sapma bile disuk geri kazanima veya kotl ézgulltige yol

acabilir. Saglam bir metot bazi adimlarda olabilecek kigtk sapmalarin sonuc u etkilemedigi metotdur;
saglamlik testi (robustness) ise bu kuguk sapmalarin sonucu etkilemeyecedi limitlerin belirlenmesidir.

Oncelikle metodun kapsam ve amacinin belirlenmesi gerekir. Kapsamin icerisinde, metodun uygulana-
cagi numune ortaminin belirlenmesi vardir. Amag ise kararin kalitatif bilgiye gore (belirli limitin Cizerinde

kabul veya red) veya 6l¢tim gerekliligine (bir spesifikasyona gore test yapilmasi) gore beliirler?ir. Olgim
gerektiren durumlarda istenen kesinlik derecesinin iyi incelenmesi veya yasak madde analizlerinde kabul

edilebilir azami gézlenebilirlik limitinin bilinmesi gerekir.



5
Validasyon basit anlatimiyla bir metodun performansini belirleyen ézelliklerini ortaya ¢ikarmak ve ayn

zamanda sinirlan belirlemektir. Validasyon, metodun uygulanacadr analitin/lerin ve numune ortamm_
(metodun uygulama alani olarak da adlandirilir) belirlenmesi; gézlenebilirlik siniri (LOD), belirlenebilirik

simn(LOQ) ve metodun kullanilabilecegi konsantrasyon araliginin (metot dogrusalligi) olgumudur.\!aﬁf.
dasyon ayni zamanda metodun dogrulugunu (geri kazanim olarak da adlandirilabilir) ve kesinligini (tek

rarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik) de belirler. Bu maddeler asagida detayli olarak agiklanmistir.

Bir metodun ozellikleri belirlendikten sonra (yani valide edildikten sonra), bu ézelliklerin belirli bir amac
dogrultusunda metodun gereklilikleriyle, uyumunu élcmek amaclyla, karsilastirlmasi gerekir. Bir meto-
dun ‘'amaca uygun’ olabilmesi icin ézellikleri ve gereklilikleri arasinda iyi bir uyum olmasi sarttir. Bir me-

todun ‘amaca uygun’olabilmesi i¢in asgari metot gerekliliklerini yerine getirmesi ancak ¢ok da agmamaﬂ
gerekir. Bu nedenle, amag sadece kabaca bir konsantrasyon tahmini yapmaksa, gereginden daha
bir metot segmenin yaran yoktur. Boyle bir durumda élgtim yapmanin maliyeti ¢ok yiiksek olacag
daha basit ve ucuz metotlan segmek gerekir. Cok hassas metotlar secildiginden metot azamtgere&s

leri karsilayacak ancak‘amaca uygun’ olmayacaktir. ‘Amaca uygunluk’un behrlenmesinde metot 02@.&1&&@-

finin diginda goz ontinde bulundurulmas gereken ‘analiz hizi' veya anaktz mali
bagkaca kriterler de vardir.

iyeti gﬂm én p!ana Qkagak -’
Uygun bir metot segimi Iaboramvarm etkin c;ahgabumgsi ugle\ Qneml@[g M&tadun
e mgﬁvm presedﬂdmmm bi,r parqasi calarak wenmésl gerakir‘ -



3.1 METOT VALIDASYONU CESITLER]

3.1.1 LABORATUVARICI VEYA i
Bir metodun performansinin ne kadl
Bu ‘tek analist’ tarafindan 'te

LABORATUVAR VALIDASYONU
ariyl alduguny belirlernenin ik

. k- laboratuvarda ayni ekipman ve
2002). Cogunlukla metodun Laboratuv: |

icin, metodun teknik detaylarin yakind
olsa, analist detaylar GOK yi |
durumda analist kritik adim|
noktalan etkileyerek, metod

adimi laboratuyar i¢l validasyondur, '

i (sl l.'.'rlfilAl‘lJl'ﬂf],r)lfjr kullarmlarak yapilir (IUPAC,

el yapacak kisi metody geligtiren kis| oldugu
. an tanlyacaktir. By nedenle, metodun tanimi fyf yapiimarnis bile
nlm‘v(_undun, bu durumun olumsuz bir sonucu olmayacaktyr, An('avk b;
ann neler olduguny biling a Gok Iyl bildiginden, hataya yol agaéiilécek

d ‘1|I;»Ik olm wan tecriibec) bat d :
E) Jesiz ba;kahlmrml:slc'(orn cok daha ivi ki :
' > Al - U0 . 1 =1
ortaya koyacaktir, 9 ' aha iyl bir performans

altind

LOD ve LOQ bir tek laboratuvarda belirlenerek, ayni ekipmana
performans sergilenebileceyi varsayilabilir, LOD ve LOQ'nun te
boratuvarda m belirlendiginin buyk bir f
; tekrarlanabilirligi (r) ve tekrar Uretilebilirligi (R) esas alinarak belirlenir, Tekrarlanabilirlik (r)
,-_ ayni laboratuvarda farkli gtinlerde ayni sonucu elde e

ile belirlenir. Tekrartretilebilirlilik sadece tam validasy

sahip baska bir laborauvarda da benzer
' k laboratuvarda m yoksa ¢ok sayida la-
arklihga yol acmamas, gerekir, Bir metodun kesinligi onun

tek bir analistin
debilmesi demektir ve tek laboratuvar validasyonu
on galismasindan elde edilir,

VALIDASYONU

Tek bir laboratuvarda kullanilmis bir metodun bagka bir analist ve ortamdaki performansini élcmek her
zaman iyi bir yaklasimdir. Bir metodun ikinci veya Uguncl bir laboratuvarda test edilmesine ‘Es/emsal

tarafindan dogrulanmig'denir. ‘Es/emsal tarafindan dogrulanmis'validasyon, metodun ne kadar iyi tanim-
landiginin gostergesidir.

|
:
E 3.1.2 ES/EMSAL LABORATUVAR TARAFINDAN DOGRULANMIS METOT

‘Eg/emsal tarafindan dogrulanmis' metot baska bir analist benim metodumu izleyerek benimle ayni sonu-
ca varabilir mi?’sorusunun yanitidir.

Bazen bir metot taniminin, baskalarinca ne kadar farkli yorumlanabildigini gérmek sasirticidir, es/emsal
laboratuvar tarafindan dogrulanmig metot validasyonu en azindan metot tanimi konusunda geri bildirim
saglar.

Es/emsal tarafindan dogrulanmis metot temelde tam metot vaIidaSYO”Uf‘a‘ giden“yolun e nostaS'd'r
ve tam bir kolobratif calismanin yol acacag! is yuki ve masraf olmaksizin lkl‘veya il Iaboratt;w;':rI :brrT;:-f
todun performansini 6lgmektir. Es/emsal tarafindan dogruianialy [netot. Valldasyodnué)?ra?n ﬁlliir \(:erebilir
calismadan elde edilecekler kadar gergek degerler olmasa da, R degerleri konusun ‘a ror taraflndan‘
AOAC International, ‘es/emsal tarafindan dogrulanmlg"metOﬂa” tanln}at:\?d::evtaeusz S)rgun hazirlanan
dogrulanmis' metotlarin nasil ydrittlecegi konusunda t?" Ak yalﬁr;:tad?r

metotlan resmi olarak ‘es/emsal tarafindan dogrulanmig kapsamina a i

313 LABORATUVARLAR ARASI VMID€SY? I:nn katilimi gerekir. Bu normal sartlarda sonug
Lab vai : dasyon igin en az 8 farkli laboratuv : laboratuvarin katilimi
bnzgﬁtwadirl s :iaeugd:réndirfne dist birakilacak sonuglar ot a“ndlsmclitalalninz ikiser kor numune
. an‘llamA EYQC?;’C‘;? ne n o?ganizatér'leﬁ tarafindan homojen olduklari kaniti 2

N st



. aboratuvaflaf arasi validasyonun
duzenleyen protokoller 150, JUPAC ve AOAC international

8ir metodun kesinlidi, tekrarlanabirlilik (r) ve tekrarGretilebiliclilik (R) terimleri cinsinden Me :
lanabilirlik (1) tek bir analistin ayni laboratuvarda farkh ginlerde ayri sonucu elde edbilmesi ve

etilebilirlilik (R), laboratuvarlar aras: validasyondan elde edilen kesinliktir ve sadece tam hb

belirlenebilir,

TekrarGretilebilirlilik laboratuvarlann arasindaki farkhliklan yansitir soyle ki, ekipmanlar arasinda

iklarin 1imi sonuca yansiyarak ve bu nedenle R degeri, ki bir cok laboratuvardan elde edilen sonuc
ortalamas olacaktir, highir zaman tek bir laboratuvarda elde edilen r degeri kadar lyi olmayacm

3.2 YENIDEN VALIDASYON

Benzer metotlardaki deneyimlerden yola qikarak ve metot gelistirme siireci aragtinlarak hltbil \‘

calisma araligs belirlenmelidir. Bu araliklar metot validasyonunun saglamiik sﬂreclnch tey
metot ozeliklerinin bir parcasi olmalidirlar. Bu caligma araliklannin varlidy, me der

nunuemmmmmmmmmm D
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METOT PERFORMANS OZELLIKLERI

Hedeflenen amaca uygun olabilmesi Icin, metodun belirli
Dikkate alinmasi gereken tipik performans ozellikleri: secici
kesinlik, gozlenebilirlik sinin(LOD) ve dlgme sinindir(LOQ)

performans dzelliklerini Karsilamasi gerekir.
lik (6zgulltik), dogrusallik sinirlan, dogruluk,

Metodun ne dereceye kadar valide edilecegini uygulama alani belirler. Asagidaki Ozellikler farkl katego-
rilerdeki analitik test metodlari icin dnerilmektedir. 3

Valide edilecek
parametre

Ozguillik
Dogrusallik
Dogruluk
Kesinlik
Aralik

LOD

LOQ

Saglamlik/Giclilik

Tanim

Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir

Evet

*Testin yapisina bagli olarak gerekebilir.

4.1 GOZLENEBILIRLiK SINIRI (LOD)

Herhangi bir analit iin gozlenebilirlik limiti, analit sin
ken en az analit miktaridir. LOD belirlenmesinde esas a
vardir. Ancak, bir pikin LOD'de olabilmesi i¢in sinyal

Ana Bilesenler
Kantitatif

Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir

Evet

yalinin ger plan guraltid
linan sinyal-gurdiltd orant
degeri gurdiitintn 3 katio

iz Kalitatif

Evet
Hayr
Hayr
Hayr
Haywr
Evet
Hayir

Haywr

iz Kantitatif
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Haywr
Evet

Evet

en ayrilabilmesi icin gere-
konusunda farkh gorusler
Imas! gerektigi konusunda

HAMIDE Z SENYUVA & IOHN GILBERT 13



gi meveuttur. Bu 3:1 oran! her ne ka;: I

fikirbirli

dr. 3
Pratik bir yaklagimla LOD belirlenmesi igin

Bos numuneleri analiz ederek en yUksek hassasi:
masini hesaplayin.  Elektronik guirdlttlerir

Guraltinun standart sapmasi 2 veya 3 ile ga_‘_ rak

LOD'nin teyid edilmesi i¢in belirlenen diizeydeiSil

caktir. »
Bunun ardindan LOD, kor numuneye LOD duzey: 1,
larak teyid edilmelidir. '

4.2 BELIRLENEBILIRLIK SINIRI (LOQ)

Bir analitin LOQ'su o analitin guvenilir bir
miktardir. LOD'ye benzer bir sekilde genel
en dusuk dedektor cevabi olarak be

Dedektor Cevabi Chpay
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4.3 DOGRUSALLIK

Bir analitik prosedirtin dogrusalligi (belirl;
g Cevfabmm ne derece dodru orant, old ,
rudan veya bir matematiksel form( Gzerinden anug.“ ile b
basit uygulanabilir regresyon esitlidi kullamhl%vlir i

e ——.

elirlenir Diger bir

- deyisle, bir metod dog-
nsantrasyonuna ora 5

nla SONUC verebilirigidir. £

Dogrusaliik cevap (stan)

oH Y = 262.19x% - 51,087

5000 - 0999 |
£ aom j
.'—° 3000 4 - s
< 2000 i iR

1000 L — '

0 QB

00 20 40 60 80 100

Miktar B miktar

$ekil 2. Dizeltme faktoru kullanilmis dogrusallik egrisi

Kalibrasyon egrisi olusturulurken bazi faktorler dikkate alinmalidir:
Sifirdan buyUk 7 standarttan en az 5 LOQ'dan biyiik ve en yiiksek konsantrasyon dahil olmak tizere,
yukaridaki kritere uymaldir.

. Bir kalibrasyon egrisi olusturulurken kalibrasyon standartlan hedeflenen dl¢lim arahi@ini icine almal-
dir.

. En az 0.95 dizeyinde bir diizeltme faktorii elde edilebilmelidir.

4.4 KESINLIK
Bir analitik proseduriin kesinligi, dnceden tanimlanmis sartlarda bir

homojen bir numuneden yapilan olcimlerin birbirleriyle uyumudut |
olarak yeterli sayida (6r.210) numuneden elde edilen dlctimlerin badil standart sapmalannin y

(%RSD).
Kesinlik normal olarak tekrarlanabili

den cok kez alt numuneleri alinan
(dagilim orani). Kesinlik, istatiktiksel
Gzdeleridir

rlik (r) ve tekrar tretilebilirlik (R) olarak belirlenir.

* Tekrarlanabilirlik, r
Kisa bir zaman araliginda ayni uygulama sartl

ar altindaki kesinligi ifade eder. Bu nedenle;

— Ayni analist

~ ~ Ayniekipman
~ Tekrar analizler arasinda yakin zaman araliklari |

= Py Kmyasallan SR
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— Ayni laboratuvar, vs.
kullanilarak yapilan 6lctimlerin kesinligidir.
« Tekrar uretilebilirlik, R

i

Laboratuvarlar aras kesinligi ifade eder. Bu nedenle;
» Farklianalist

» Farkli laboratuvar
» Farkh ekipman
* Farkli kimyasal kaynag (= uretici)

kullanilarak yapilan olctmlerin kesinligidir.

4.5 DOGRULUK
Bir analitik metodun dogrulugu dlcilen deger (konsantrasyon) ile gercek degerin yakinliginy QOster;
Dogruluk genellikle, bilinen degerin geri kazanim feder

I, eklenmis miktar veya ortalama deger ile ge

ol A
€rcex deg
mu
mu

atm yapilmis bir ny

=

arasindaki farkin giiven araliklan olarak rapor edilir.  Ancak, bilinmelidir ki, k
ile dogal kontamine numune ayni sey demek degildi
sertifikal refarans materyalin (CRM)
Gogu kez mimkiin olmaz.

na

<

r. Dogrulugun ideal 6lciimii elde edilen Olciim fie
degerinin karsilastirimasi ile yapilir, ancak bu materyalleri bulabilmek

Bir analitin geri kazanim orani, o analitten numune ortam
cevabinin saf orjinal standardin cevabing oranidir. Geri
liligini 6lcerken, belirli limitler icerisindeki sa
cikan kayiplari gosterir,

Ina eklenen miktarin ortaya cikardigr dedekdr
kazanim bir analitik metodun ekstraksiyon verim-
pmalar dikkate alinarak, numune saflastirma sirasinda ortaye

% geri kazanim &lcilen deger / teorik deger X 100 olarak ifade edilir.

A- Dogruluk iyi, kesinlik iyi

B- Dodgruluk kétd, kesinlik iyi
C- Dogruluk iyi, kesinlik kot
D- Dogruluk ve kesinlik kot
Sekil 3. Sematik olarak dogruluk ve kesinligin iliskisi.



Metotlar icerisinde validasyon verilerininde bulunmasinin beklendigi, ‘Standart Gpemsym
0P olarak doktmante edilmelidirler. SOP asatidaki bilgileri igermelidir; |

+ Metodun amaci ve kapsami (uygulanabilirlik)
« Numune ortaminin trd

+ Metot parametreleri ile, numune hazirlanmasini dawwm ,
ginin detayh agiklamasi. ,

. Belirsizllgl de lceren vaudasymvml




TANIMLAR VE TERMINOLOJi

Analit: Tanimlanmasi hedeflenen bilesen.

Kabuledilebilirlik kriteri: Sayisal limit, aralik ve analitik prosedtr sonuglarinin kabuledilebilirlik olciitlerinj
gosterir dlgcim sonuclari.

Analitik Kalite Giivence(AKG) Ornekleri: 'Kor numuneler; Katim icin bos numuneler, kontrol numune-
leri ve sertifikali referans materyalleri gibi her bir numune partisinde tim asamalarin tatmin edidici sekilde
calistigini glivence altina almakta kullanilan numuneler.

Parti: Tek bir asamada analiz edilen numune grubu. Numuneler cogunlukla iclerinde, islemlerin dogru
ylrdugund kontrol amaciyla kullanilan, bos numunelerin ve katim yapilmis geri kazanim numuneleri-
nin de (AKG numuneleri) bulundugu partiler halinde analiz edilirler,

Kér Numune: Ozellikleri ve icerigi numuneyi veren kisi tarafindan bilinip, analist tarafindan bilinmeyen
numuneler. Koér numuneler gogunlukla laboratuvar performansini kontrol etme amaciyla kullanilirlar, Or .jj
negin yeterlilik testleri.

Dogruluk: Analitik sonugtan beklenen ile kabul edilen referans deger arasindaki fark.

Kalibrasyon: Belirli sartlar altinda, bir 6l¢tim cihaz tarafindan belirlenen analitteki degerler (konsantras-
yonlar) ile bunlara tekabil eden bilinen degerler (konsantrasyonlar) arasindaki iliskinin esaslarini orta
koyan operasyonlar butina. P

Sertifikali Refarans Materyaller (CRM): Bir veya daha cok degeri teknik agidan gecerli bir pr
belirlenip, sertifikalandirma yetkisine sahip bir kurulus tarafindan verilen bir sertifika ve dokuman ile
aber sunulan referans materyal. : PR
Num am: igilenilen analiti iceren gida made:

s A N B oy
- % ey o Jhtiny K
3 g 3 ! el .




Giirulti: Bagkaca bir sinyalin olmadig, durumlarg
daki fark. 4 dedektord@“ gelen en fay|

d Ve en az cevaplar arasin-

Referans standart: Bir enstruman kalibre

€mekte kullanilan ms :
n(]d S, -\
en yuksek saflikta olmali veya en azindan byj; de, Re

nen saflikta olup izle
Bos ajanlar: Ajanlar analitik yontem strasinda kullanlan

(ekstraksyon veya « DR,

i dlctm si ' ileri 2 : =ya seyreltme icin kullanilan(ar
dahil) ve élcim sinyaline etkileri olup olmadngl analiz edilen maddelerdir i e e g
Bos numune: Bu numune, analiz edildi@inde, ortamda buly

gercekgi bir tahmin yapmaya yardimc Olacak sekilde, analit ic
Ozgtillik: Bulunmasi muhteme| diger bilesenlerin v
bilme yetenegidir. Genellikle bu durum safsizliklary,

ferans sta nel

5 art mimkiin olan
nebilir olmalidr.

Nabilecek draya giren bilesenler hakkinds
ermedidi bilinen numunedir,

arliginda, istenilen analiti agik bir sekilde gozlemleye-

parcalanma Urtnlerini, ortam bilesenlerini vb icerir.
Secicilik : Bu terim birden fazla analite Karsi duyarli metotlard

baskaca bilesenlerin varligi ve bilinen yan Urtnlerin bulundug
ona segici denir.

a kullanilir, Bir analitik metot, girisim yapan
u durumlarda da o analiti ayirt edebiliyorsa

siyet: Teshis edilebilen veya ¢lciilebilen en az analit miktar. Genellikle LOD veya LOQ olarak ifade
Hassasly 3
edilir.
Katim: Bir analitik metodun performansini (LOD veya geri kazanim) teyid etme amaciyla bir bos numu-
neye veya numuneye az ve bilinen miktarda hedef analiti eklemek.
Stok ¢ozelti: Kalibrasyon standartlarnini hazirlama amaciyla bir prosedur ¢ercevesinde hazirlanan ve dog-
rulanan analit(ler) veya ajan(lar). |
Sinyal: Bir analitin dedektdrde olusturdugu tepki. (Genellikle pik seklinde) | D
T ; | plan cevabina
Sinyal-giiriiltii orani (S/N): Dedektorin analite kargi cevabinin ortalama geri p
orani. : icin ic bir olglim vermeye
S nilan ve geri kazanim igin i¢ 5%
¢ Standart: Bir analitik prosedurin baglanggnda kullab.| & ina“te s ek e
yarayan analit ile benzer 6zelliklere sahip belirli mlktard(zja Leﬁ nilabilir
o N a ulla . 2
darda orani geri Kazanil KaytparnLAze s h(.eSab librasyon egrisi olugturulur. Bu egrinin dogrusal
Dis standart : Bir dizi standart ¢ozelti analiz edllerelk ka| |r rasy
? o thr. ¥
bolimi bilinmeyen numune miktarini dpmele a|nk/ iclilugu metod parametrelerinde Yap"ali‘ ki
s Grin Saglamiik/gu inda analitik me-
. tcliiliik: Bi litik prosedurtin Sag o e al kullanim siras
Saglamlik/giigliiliik: Bir ana p'| e derecesidir Guglulik normal k s i pl kit
Pk aneak el Spla ST e;‘ dlcit olarak kullanilir, Metot gelistir i de etkisi olmayan sinirlar
FELs irlenmesinae O ; e Sonuc lzerin
:(Oﬁtakl eonamal beh;:l'|en en parametrelerdékumante edilir. Sonu¢
olon partisi gibi sonucu etkiley

saglamlik siniri olarak adlandirilir.

R x bir U
Kalite giivence (QA): Belirli given ara!lgmd;’tem‘eri 3t
9un olmasini garanti eden entegre faaliyets

' artlarina uy-
hizmetin belirlenen kalite stand
rin veya

Spke. : srondart- SiovE



SIKCA SORULAN SORULAR

Metot validasyonu nedir? |
Belirli bir test icin kullarilan analitik prosedurdn kullanim amacina uygun oldugunu dogfdamw

lanilan bir dizi metod karakteristigjini ortaya koymaya yarayan islemler bitiiniidi

r.

Validayson veya tekrar validasyon neden (ve ne zaman) gereklidir? g ¢

-

Rutin kullanima sunulmadan énce
15017025 akreditasyonu icin k2 ,..
Medodun valide edildigi sartlar degistiginde. Ornegin; farkl dzelliklere sahip bir cihaz M i
baglandiginda e |
Metot degistginde ve bu dedisim metodun orjinal kapsami disina ¢iktginda e

metodun valide veya yeniden valide edilmesi gerekir,




Yeterlilik testleri ve metot validag

Bir analistin veya bir laboratuvann Belirfi b Alabidat,

cikarlar. Bir yeterlilik testindeki tek olcit 'abOratUakl Performan X

jugunun standart sapma hedef degerine boliin varin OQTUIUQUd e bue eYeterlilktesﬂe” on plana
9 lanm o

m o T K esiyl
bagina amaca uyguniuk dlcitg of e yie eld
$ CUtu olmakta YEersiz kalabitir N Z:skory of

YO arasingaye b,

Metot validasyonu ve akreditasyop, ar
Metot validasyonu bir anajitik metodun dogru bj

nuglar Uretecegine dair kantiar Ureten sirec i s
formans verirse versin, bir analist metody

N kendi laboraty,

g =~ Te ;1:(— 1 7ND ¢ v Va”n . 2
mundadir. IS0/IEC 17025 akreditasyon Standartdinda v 2 da geger) olduguny kanitlamak dyry-

da Lzer Uy (]
5Yon Uzerinde biyiik Onemle durulmaktadir

Metot validasyonu icin Olg;iim Belirsizligi’ni he
Olcim belirsizligi bir analitik Olctm yapilirken metodun k
tim hata kaynaklarini hesaba katar. Her ne kadar ISO/IE

rapor etmek zorunlu olsa da, bu metot validasyonunda

Laboratuvar ici metot validasyonu gerceklestirmek kac giin siirer?

Laboratuvar ici validasyon icin gerekli sgre konusunda tek bir yanit olmayip, bu metodun karmagikligs
ve analistin deneyimi gibi cok sayida éznel kosula gore degisim gosterir. ideal sartlarda laboratuvar ici
validasyon bir hafta icerisinde bitirilebilirse de, ¢0zUmd gereken problemlerin ortaya clkabilecedi var sa-
ylldiginda 2-3 hafta daha mantikli bir tahmin olacaktr.

Eger farkli performans karakterlerine sahip valide edilmis bir metodla baska bir
metodu degistirmek istesem, bu kabul edilir mi? |

AB ve Codex tarafinda onerilen tek bir resmi metot” kavrami kriter yaklagimiyla degigtirilmi5t:r.|8u |y2,l-(:a:
$imin anlami herhangi bir metodun minimum kriterleri kargilamasi dururrlda resmi Z:]iifal;?rlna:rljnkll ;
cegidir. Genellikle belirli konsantrasyon araliklannda RSDr, RSDR, LOD degerlerive g

: - ilmistir.
resmi amacla kullanilacak metotlarin kabul kriterleri olarak verilmis

alidasyon da IUPAC/AOAC/ISO

M : hi iizenlemesi var m1?
etot validasyonu icin herhangi bir AB diizenle
irleyen pro-

i sorunlu kilar. BuVv 0
AB kontrol [aboratuvarlannin valide metot kullanmasif! Gl il i
9ibi uluslararasy kuruluslann ortak kabul ettigi laboratuvaria

mus tek laborat
sedlirler (IUPAC, 1995) veya IUPAC/AOAC tarafindan ortaya kon
fina (IUPAC, 2002) gére yapilir.

uvar validasyonu kuralla-

Validasyon SOP’si nedir?
Bir laboratuvarda; :
Hangi metodun validasyon Qf""“"dggumm ald*’g”““

Kiﬂun-validasyonu ge“;m",j' i

i tate = d X € B e 5
N Paviael 5 AT | ol 30 LA el ST G T RS



Farkli metotlar icin ne kadar validasyon gerektigini
- Validasyonun nasil dékiimante edilecegini
gosteren dékiman ve yaklasimlardir.

SOP’ye neden gerek vardir?

projeler arasindaki uyumu saglar. Detayli bir SOP tiim analitik metotlar icin planiarﬁa': |
raporlamaniz ve validasyon calismalarini onaylamaniz icin gereken her seyi icerir.

Validasyon sonuglarinin ne kadar iyi olmasi gerekir? (validasyon 0l¢uﬂeni)§
Valudasyona ba§lamadan once kabul edilebilirlik kriterlerinizi belirleyin.

trompet egrisi denilen bir egriye islenmistir. Bir validasyon calismasindan HORRAT ora
eger bu oran 2.0'dan kugukse (Horwitz egrisindeki kabul edilebilirlik sinir) calismanin
rakterleri tatmin edici olarak kabul edilir.

Ornekler

- Dogrusallik-standart egrileri, degeri > 0.99 olan duzeltme faktérlerine sahip Qlac;a'"
noktasi hedef cevabin %2'sinden daha fazla bir sapma gostermeyecektir.

- Tekrarlanabilirligin kesinligi-test sonuglari icin elde edilen RSD < %2 olacakuir. ‘_:%,:;7\‘"

JUPAC. 2002, harmonized gl
74, 835-855.

« Thompson, M., (2000), Re
for purpose criteria inf

Senyuva,

t|on @H"'



- Onerilen m
baslanmadan

Bu kriterler;
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1.3. METOT OPTIMIZASYONU

1.3.1. EKSTRAKSIYON SARTLARI

Baglangicta, blyiik diclde benzerlik gosteren yerfistdr ezmesi ve antepfistih ezmesi ekstraksue
olan metanol-su (8 + 2) ilave olarak hekzan kullansdr, ik bulgular, findign yerfistiy ezmesing
az yay icermesinden dolays, hekzan kullansmsnin bir yarar saglamadigini gdsterdi, Optimun skstrake
(dogal kontamine numunelerde tekrar ekstraksiyonlarda en fazla pik alanin veren) m,,,
elde edildi. Sonug olarak bu ¢azelti oran metod iKin kabul edildi

1.3.2. TESBIT SARTLARI

‘AOAC Final Action’ Metodu yerfisti ezmesi, antephistds ezmesi, kury incir ve kirmizi biberde Afl
icin A= 360 eksidisyon ve A= 420 nm emisyon dizeyinde floresan dedektorl ngdrmektedic T
resan dedektorleri v kromotografide her bir pik icin ideal dalga boylannin kullanimasina ok




2.0LABORATUVAR ICE VALIDA gy N

2.1, GOZLENEBILIRLIK LIMIT] (LOD)

,{)’)'“i“ })l"“”(.’f”f”,”/i'|" l”““k }/l’PI'l',lf!'p,‘

1-Bog numunede Standart Sapmanp, Hesap)

anmasg;
S i O
I 46
l '7 T 20
Giiriiltii
1.44 —_——
1.43
1.42
() = '
5 10 T

$ekil 1. Tipik bir aflatoksin kromotogrami, Immiinoafinite kolo iZligji 4
munesi (<0.1 ng/g toplam aflatoksin) N temizligi uygulanmis bos bir findik nu-

Jog nurmunenin 10 kez analizinden elde edilen giiritiden standart sapma hesaplands. Girdiltiniin stan-

dart sapmasi 0.0317di,

LOD=SDX3
Bu nedenle LOD 0.09ng/g olarak bulundu. Bu daha sonra eklenmis bir numune ekstrakti enjekte edilerek

test edildi,

2- Eklenmig Numunede Sinyal-Ggiiriiltii Oraninin Hesaplanmasi
Bir findik numunesi 0.1ng/g aflatoxin B1 eklenerek sinyal-gurditd orani olgllda. %ekil 2 sinyadl-'gurultu ora
ninin 3 oldudu kirletilmis findik numunesinden elde edilen bir kromotogrami gostermektedir.

—

ot =
5 .ANoH : g z N -
log AliLr,
124
s 7 |  afl t.xin B1 seryesInde kirletilmis 1 |
sekil 2, Tipik bir aflatoksin kromotogrami. Q‘lng/ga'a‘ T g Wsﬂ«wmmmm

o A S et
& S Rt Y

|
2 f

+

il



{LIRLIK SINIRI (LOQ)

<leii orani verecek dedektor tepkisifjir. QUrUltUnUh §tandan S2Pimgg
LOQ 91 sinya.l-guru . oarak LOQ 02709/ olarék belirlenir. Bu teormfn 0.27ng
gu bilindigi icin IFe.Olr; rest edilmesinden elde edilen kromotogram Sekij 3'de djr
- ziy
numunenin anall

3 :i*e‘
4 'l I“ |

2.2 BELIRLENEB

nlno"i '
. 0y
e smya|. Ur(]hk!e%

U%’

i \
R N

i

Aflatoxin B1

> o

1 1
AMiatoxin G2
Aflatonin G4

Afiat awin B2

sekil 3. Tipik aflatoksin kromotogrami. 0.27ng/q aflatoksin B1 ile kirletilmis findik.

2.3 DOGRUSALLIK

gt Tt i istir, 7 konse
Dogrusallik 7 farkli konsantrasyonda aflatoksin standart ¢Ozeltisi analiz edilerek belirlenmis

5 iz esitigikut
trasyonun her biri ikiser kez analiz edilmistir. Buna karsilik gelen dogrusal regrasyon analiz &itid
larak bir grafik olusturulmustur,

Aflatoksin B1 icin kalibrasyon egrisi ve denklemi asagida gosterilmistir.

'i Aflatoxin B1, FLp1 a

Areg = 78.6875961'Amt +2.1297038

‘Rel, Res%(?): 13.978
60" !

Area

4+
50 o
+
40 8~
b

30 7
P
20 e

T 028

flatoksin B1’in dogrusalhﬁ-



Aflatoxin B1

*LOQdan kuglk




.4, KESINLIK |
Kesinlk Istatistiksel olarak yeterli sayida numuneden elde edilen bagil standart ¢ W :
AN s

edilir (%6RSD),

, Tekrarlanabilirlik, r

Tekrarlanablllrlik her biri;
» Bog solvent

. ki paralel bog matriks
+ 10 diistik seviyede dogal kontamine numune

.10 yiiksek seviyede dogal kontamine numune

+ Kalite kontrol numunesi
iceren (g parti findik flresi numunesi kullanilarak élctlen kesinliktir.

Tablo 1. Parti ici ve partiler arasi kesinlik degerlerini gosterir.

Diisiik Seviye
Numune No, Parti-1 Parti
rti-2 Parti-3 Parti-1 i
o Parti-2 Parti3
1
2 -
149 161 A
| d 1,58 . Y
. 4,66 4,69 i
1,62 -
. w2 = 475 464 Lo A
PR e "
S 161 162 - ..




2.5 POGRULUK
Bir qok durumda ulagilma | w .
Mamry(ﬁl kullanmaktir. Bu n |
kullanildi (FAPAS TO454). =

parti 1 Diistik Duizey '1{' k; _

e

=

Parti 2 Yilksek Diizey -2

Pafﬁ 3YM\ “‘-:1‘" >
- .

Aflatoksin B1 :3.30
Toplam Aflatoksin : 8.92
Kabuledilir aralik

Aflatoksin B1 :1.85- 4.75?:
Toplam Aflatoksin : 4.99- 12@




AZA ANIM
2.6 GBRI K on ilave edilmis, iki bog ve bir

1 B du*e\rmde

Her biri 1 ve 2.5n9/9 AﬂatOES:d 1di. Ug partl ug guniuk bir donemde analiz
ug findik faresi partisi @ analiz :
Tablo 3. parti It ve partiler aras! ger kazanim deger lerini gosterir.
1mmnm-1%mﬂ!;nm | 2.5 ng/g Aflatoksin B12
Numun " No. ' parti 1 parti 2 parti 3 & Numune No. Parti 1
1 86 89 87 1 % 88
2 | 86 88 l 84 | 5 | o
3 87 86 89 3 ! 88
4 89 89 88 | 4 !l =
5 89 83 86 | < \ -
6 88 85 85 | 6 L 88
7 86 88 89 2 | 5
N | 81 84 36 | , ™
9 86 86 89 a 5
" B - 58 1n | 89
Ortalama 86.7 86.3 a7 PR S o
sD 2.41 2.11 179 sD f‘l .
%RSD 2.7 24 o " o




sONUCLAJR

:

T .

(onsaniasyon (19/9)
Geri Kazani (%)
Aflatoksin B
1.0 86.7
25 87.7
Total Aflatoksin

40 87.0
10.0 876

L0OD: 0.10 ng/g (Aflatoksin B1)

| LOQ: 0.15 ng/g (Aflatoksin B1)

| «14 farkli analist
: « 14 farkli laboratuvar

+ 14 farkli ekipman

Uzerine gkacaktir,

Aflatoksin B1:

| Laboratuvarlar arasi validasyon

i ¢ Tekrar tiretilebilirlik, r

Aynitest mataryelinden bir analist tarafindan mimkiin olan en kisa zaman araliginda, aymieki’ ma
anilarak elde edilen iki analiz sonucu arasindaki mutlak farklann en fazla 9651

Parti Ici

2427

2426

16-25

24-26

Laboratuvar I¢i Metot Validasyonunun Performang ..., i

10

10

10

10




. 1 ili i 7 1 ‘r
o Tekrar iiretilebilirlik, o

Ayni umuneden iki farkl labc ral

%5’ tekrar aretilebilirlik lirmith
Aflatoksin B1:

Toplam Aflatoksin:

Aflatoksin BT:

Toplam Aflatoksin:

Aflatoksin B1:

Toplam Aflatoksin:

LABORATUVARLAR ARASI ]
KARAKTERISTIKLERI

Asagidaki variler TUBITAK-Ankara Test ve
calismanin sonuclanindan derlenmistir. Calismada
numuneleri kullanilmistir(s).

Findik

numuneler
(n.c. dogal kontamine)

Calismanin yily

Laboratuvar sayisi

Disanida birakilan .-4 or v ‘
Disanida birakylan Ial’tltatt.l\varsaylﬂ i
Kabul edmrsonu;um

Ortalama deger (ng/g)

Tekrarlanabifirik standart sapmasi(s )(;

Tekrarlanabahmk bag
il standart Sapmag '
Tekradanabmmk rr= 2.ax;)( a/a)

Tekrar urenleb;llrllk standart sapma.
Tekrar Uretilebiligiy bagil stand: '

Tekrar ureulebnhrllk limiti g (R

Geri kazamm %




