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1. Amag

Bu dokimanin amaci kimyasal dlcumlerde yapilan “metot gecerli kilma ve dogrulama”
calismalarina degisik kaynaklarin yaklagimlari konusunda bilgi vermektir.

Dokiman bir rehber niteliginde hazirlanmis olup igcinde bahsi gecen tim kaynaklar
hakkinda detayl veri icermemektedir, kullanicilara konu ile ilgili yol géstermek, mumkun
oldugunca basit bir akis sunmak ve kaynaklar hakkinda bilgi vermek amaclanmigtir.
Dokiman bu detayda dilimizde yayinlanmis ilk dokiman oldugu icin bundan sonraki
revizyonlari okuyuculardan elde edilecek geri beslemelerle daha zenginlesecektir. Bize

konu ile ilgili yapacaginiz tim geri beslemeler igin tesekkir ederiz.

2. Kapsam

Bu dokiiman kimyasal élcimlerde “metot gecerli kilma ve dogrulama” parametrelerini
kapsar. icinde bazi béliimlerde gecse de mikrobiyolojik ve biyoteknolojik analizlerdeki

calismalar kapsamamaktadir.

3. Gecerli kilma (validasyon) ve dogrulama (verifikasyon)

Gecerli kilma yani validasyon, metodun ilgili performans kriterlerine uygunlugunun
saptanmasi icin metot parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gecerlilik calismasidir. Tek
bir laboratuvar (internal validasyon) veya pek c¢ok laboratuvarin katildigi laboratuvarlar
arasi calisma ile gergeklestirilebilir. Kapsamli gecerli kilma, rutin kullanim 6ncesi metot
performans kriterlerinden timunin veya belirli bir kisminin incelenip, dékimante edilmesi
anlamina gelirken; tam i¢ gecerli kilma metodun tim performans kriterlerinin
degerlendiriimesidir.

Dogrulama yani verifikasyon, laboratuvarlararasi calismalarla performans kriterleri

belirlenmis olan bir metodun laboratuvar sartlarinda teyididir.

Not: “Gecerli kilma” terimi yerine validasyon, “dogrulama” yerine verifikasyon daha sik
kullanildig! icin dokimanda ilerleyen sayfalarda validasyon ve verifikasyon kelimelerinin

kullanimi tercih edilmisgtir.
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AOAC “How to Meet ISO 17025 Requirements for Method Verification® rehberinde
kimyasal analizleri 6 kategoriye ayirmaktadir. Bu kategoriler;

Kategori 1: identifikasyonu dogrulayan metot, materyalin ne oldugunu veya hedef analitin
tespitini saglar.

Kategori 2: DUguk konsantrasyonlarda analitin miktarinin belirler.

Kategori 3: Eger analit spesifiye edilen disik konsantrasyonun altinda veya Ustlinde ise
belirlenmesini saglar (¢cogunlukla limit test olarak adlandirilir). Spesifiye edilen
konsantrasyon tayin limiti (LOQ) degerine yakin bir degerdir.

Kategori 4: Yuksek konsantrasyonlarda analiti belirler.

Kategori 5: Eger analit spesifiye edilen ylksek konsantrasyonun altinda veya Ustinde ise
belirlenmesini saglar (¢cogunlukla limit test olarak adlandirilir). Spesifiye edilen
konsantrasyon tayin limiti (LOQ) degerinin olduk¢a Ustiinde bir degerdir.

Kategori 6: Kalitatif test.

Bu kategorilere gére 6nerilen validasyon parametreleri Tablo 1’de verilmistir. Ayni sekilde
Eurachem, NMKL vb. diger bir cok kaynakta metot validasyonu i¢in incelenmesi énerilen
performans kriterleri, dogruluk, kesinlik, spesifite, tespit limiti, tayin limiti, saglamlik,

linearite ve 6lcim araligi olmak Uzere sekiz ana parametreden olusmaktadir.

Performans karakteristigi 1 2 3 4 5 6
1- Dogruluk-Accuracy H E H E E H
2- Kesinlik-Precision H E H E E H
3- Spesifite-Specifity E E E E E E
4- Tespit limiti-Limit of detection H E E EMH H H
(LOD)
5- Tayin limiti-Limit of H E H E/H H H
guantification (LOQ)
6- Saglamhk-Ruggedness H E H E H H
7- Linearite- Dogrusallik — H E H E H H
Linearity-
8- Aralik -Range

1-  Identifikasyon

Analit disUk konsantrasyonda Kantitatif-2
Analit digsUk konsantrasyonda Limit test 3
Analit yuksek konsantrasyonda Kantitatif 4
Analit yiksek konsantrasyonda Limit test 5
Kalitatif 6

- Hayir

E- Evet

Ioqaey

Tablo 1: AOAC rehberinde énerilen metot validasyonu parametreleri
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4,

Validasyon seviyesi

Metotlarin validasyonu seviyesi belirlenmis performans kriterlerine goére degisiklik

gOsterir.

1- Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile gecerli kilinmis ise verifikasyon

yeterlidir.

2- Bir metot laboratuvarlar arasi bir galisma ile gecerli kilinmis ancak farkli yapida bir
ornek ile caligilacaksa dogruluk, kesinlik, tespit limiti ve tayin limiti verifikasyona

yeni matriks de ilave edilerek teyit edilmelidir.

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

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

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

6- Bir metoda ait herhangi bir performans kriteri bulunmadigi veya laboratuvar igci

geligtiriimig ise tam i¢ validasyon yapilmalidir.

Metotlarin  verifikasyonu i¢in dogruluk, kesinlik, tayin ve tespit limitlerinin
laboratuvarda teyit edilmesi yeterlidir. NMKL No:4 rehberinde verifikasyon igin tayin

limiti ilave edilmemis olsada AOAC’nin rehberinde yer almaktadir.

NMKL No:4; “Kimyasal analizlerde metotlarin validasyon prosedirinde® validasyon

ve verifikasyon asagidaki gibi bir akis semasi ile ayriimistir.
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Sekil 1: NMKL No:4; validasyon ve verifikasyon ayrimi
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5. Validasyon parametreleri
5.1. Plan

Validasyon/verifikasyon calismasina baslanmadan 6nce planlama yapiimahdir. Plan
laboratuvarin imkanlari, analitik yénden yapilabilirligi ve musteri talepleri gibi faktérleri

g6zonine alinarak hazirlanmalidir ve asagidaki sorulari cevaplayabilmelidir.

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 dagiimis midir ?

5- Metodun uygulandigi alan neresidir ?

6- Ornek yapisindan veya bagka analitierden 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-Gerceklik nasil saglanacaktir ?

12-Sonuclar baska laboratuvar sonuglari ile karsilastirilacak mi ?

13-Gerekli cevresel kogullar nelerdir ?

14- Kaynak kisitlamasi var midir ? Finansal limitler nelerdir ?

Validasyon/verifikasyon plani calismada degerlendirilecek parametreleri, zaman

planlamasini ve detaylarini icermelidir.
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5.2. Kalibrasyon egrisi, dogrusallik (standard curve, linearity) ve 6lciim

araligi (measurement range)

Olgiim aralii metodun uygulama araliginin belirlenmesi icin yapilir. Kalibrasyon egrisinde
Olcllen analitin miktari (konsantrasyonu) ve dedektér yanitinin (response) dogru orantili
olarak goruldugu araliktir. Metot gecerli kilma ¢alismalarinda analitin konsantrasyonlari bu

aralik dikkate alinarak planlanir.

Standart egri, metoda ve Urune bagh belirli sayida 6lcim noktasi ile belirlenir. Egrinin
olusturulmasi, iginde miktari bilinen referans 6rnekle veya kor 6rnek icine eklenmis analitin
bilinen konsantrasyonu ile yapilir. Her bir 6lcim noktasinda en az iki 6lcim yapilr.
Eurachem rehberinde en az 6 noktada, birde kor eklenerek ve her bir noktada tekrar sayisi
3 olarak, ISO 11095’de en az 3 farkli seviyede referans érnek ve tekrar sayisi ise en az 2

olarak belirtilmistir.

Her bir nokta ana solusyondan dilisyonlar yapilmasi yerine bagimsiz olarak
hazirlanmaldir. Kalibrasyon egrisinin analiz edilen 6rnek yapisinin farklihgina gére
degisebilecegi géz ardi edilmemelidir. Elde edilen yanitla cizilen egride Ust ve alt sinirlar
belirlenmelidir. Kalibrasyon egrisinin en alt noktasi uygulanan analiz metodunun tayin limiti

olmaldir.

Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “linear regresyon formili” ile “korelasyon katsayisi”
belirtilir. Bu sekilde calisma araliginin dogrusal olup olmadigi tespit edilir. Korelasyon
katsayisi >0,99 olmalidir. Regresyon hesabi icin Excel'de bulunan formallerden

yararlanilabilir.

Eger korelasyon linear (dogrusal) degil ise ve problem analitik olarak ¢ézimlenemiyorsa

ilgili egrideki parametreler, en kicik kare metodu kullanilarak belirlenmelidir.

Dogrusallik korelasyon katsayisinin hesaplanmasi yaninda ANOVA (Ek-1)Tablosunda F

degeri ile karsilastirilarak da degerlendirimelidir. Yalin hata (s2°) ve uyum eksikligi yani
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residliel standart sapma (s+°) asagidaki formiillerle hesaplanir. Hesaplanan F degeri, Fi.q

(N-2; NK-N) serbestlik derecesinde Tablodaki deger ile karsilastirilir.

2 _ Z(y_yt)z

S

N—2
SZZZ(a—b)Z
z NK — N

S5

[t

yi= EQgrinin formilinde “x” degerinin yerine konuldugu zaman elde edilen “y” degeri
(varsayilan “y” degeri)

a= llgili konsantrasyondaki ilk paralel degeri

b= Ilgili konsantrasyondaki ikinci paralel degeri

N= toplam 6lcim sayisi (6rnegin 6 noktada 2 paralel icin deger 12’dir)

K= Her bir noktada tekrar sayisi (6rneg@in 2 paralel ise deger 2)

NK= NxK (6rnegin 12 toplam say! x 2 tekrar = 24).

n= Kalibrasyon noktasi

Kalibrasyon egrisindeki tekrar sayisinin 2 den fazla olmasi durumunda yalin hata

formalinde NK-N yerine 2n yazilarak hesaplama yapilmalidir.

F dagilminda elde edilen deger tablodaki degerden klgcik ise egri dogrusaldir. F degeri

tablosu ekler b6limuande verilmisgtir.

Kalibrasyon egrisinin uzun sure kullanilmasi gerektiginde gecerliliginin kontrol edilmesi
gerekmektedir. Bu kontroller icin 1ISO 7870, ve ISO 8258 de belirtilen shewhart kontrol
grafikleri kullaniimaktadir. Bu kontrollerin yapilmasinda kullanilan standartlarin kalibrasyon
grafiginin ciziminde kullanilan standarttan farkli olmasina dikkat edilmelidir. Bu fark ayni

ureticinin farkl bir lotu veya farkli bir Ureticiye ait olabilir.

Kalibrasyon grafigi icin 6rnek calisma:

Okratoksin A analizinde 0,5 ile 16 ng/g arasinda degisen 6 noktada ve her birinde 2
tekrarli standart solusyonlar hazirlanir. Elde edilen yanit ile egri cizilir ve Excel'de

regresyon analizi yapilr.
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X Y
0,50 24369
0,50 23466
1,00 46280
1,00 46110
2,00 93100
2,00 92950
4,00 186200
4,00 189345
8,00 397624,5
8,00 388690

16,00 779380
16,00 778380

1000000
800000
600000
400000
200000

0

/

0

T T

10

15 20

Resim 1: Kalibrasyon egrisi

Regresyon istatistigi

Tablo 2: Kalibrasyon egrisi degerleri

Olglim sayisi 12

Standart hata ,s 2829,264472
Corr 0,999905001
R’ %0,999905
Dizeltilmis R %0,999896

Tablo 3: Regresyon istatistigi

Standart
Katsayi hat t-degeri P-degeri | %95 diisiik | %95 yiiksek
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

X Y Varsayilan Y Sapma (y-yi) Sapma kare (y_yt)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 2370149,426

Toplam

(Sapma

kareleri toplami)

160087144,6

Tablo 5: Residlel standart sapma hesabi (esitlikte bélliinen)
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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 397624,5 8934,5 79825290,25
8 388690
16 779380 1000 1000000
16 778380

Toplam 91583124,25

Tablo 6: Yalin hata hesabi (esitlikte bélinen)

Sapma

Sekil 2: Kalibrasyon egrisini noktalarindaki sapma

g - LJO00BTIAS . ch0g714,5
12-2
. 9158312425
2T 2% 2) - 12
_16008714,5

" 7631927.02

=7631927,02

2

F kritik degeri p=0,05 icin 10 ve 6 serbestlik derecesinde 4,06'dir. 2,09 bu degerden kigik

oldugu igin egri dogrusaldir.

13/51



5.3. Karar Limiti-Tespit limiti (Decision limit = Limit of detection- LOD-

XpL=XLp ),
Minimum tespit edilebilir deger (Minimum Detectable Value- xypv),

Tayin limiti (LOQ-Limit of quantification-Limit of determination-x,q)

Cok dusik konsantrasyonlarda calisiimasi gerektigi durumlarda érnegin vermis oldugu
sinyalin, kbér numuneden ayriminin yapilmasi ve uygun bir kesinlikle kantitatif sonuclarin
elde edilmesi gerekir.
Analiz sonucunda elde edilen deger sifirin Gstiinde oldugunda iki olasilik vardir;

1- Ornek aranan analiti icermiyor ve elde edilen sonuglar kériin dagilim arahigindadir.

2- Ornek aranan analiti iceriyor ve analiz tekrarlari ortalamanin elde edilmesini saglar.

“1 No’lu durumda” yani érnegin gercekten analiti icermedigi durumda, yanlis pozitif karar
verilebilir ve a- hata sekillenir.
“2 No’lu durumda” analitik sonucun tespit edildigi halde 6rnegin gercekte icermedigi

durumlarda yanlis negatif sonug elde edilebilir ve B- hata sekillenir.

* Kér sonuglarin Analiz sonuglarinin
dagalimi dagalimi

Siklik

0 XMDV X

Sekil 3: a- hata ve B- hata

Bu durumda 3 farkli limit olusur;
- karar limiti — tespit limiti (decision limit- limit of detection) x.p
- minimum tespit edilebilir deger (minimum detectable value) xwpv,

- tayin limiti (limit of quantification, limit of determination) x.q
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ISO/TS 13530, tespit limiti'ni (x.p) kér ve sifir disinda tespit edilebilen en kigik miktar
yada konsantrasyon olarak belirtmektedir. Bazi fiziksel parametreler 6érnegin pH, redoks
potansiyeli gibi tespit limiti uygulanamaz, bu nedenle tespiti icin calisma yapilmamalidir.
Bu konuda ayrimi daha da netlestirmek igin bir érnek icinde var yada yok diyebilecegimiz
bir analit araniyorsa buna tespit limiti uygulanabilir. Ancak, pH gibi élguldiginde mutlak bir
deger verilebilecek parametrelerde yani yoklugu bulunmayan parametrelerde tespit limiti
bulunmamaktadir.
Tespit limitinin belirlenebilmesi icin yaklagimlarin bir ¢cogu benzer kér matrikslerin veya
dusuk seviyedeki materyallerin sonuglarinin standart sapmalari veya metodun standart
sapmasinin (Sxo) faktdrle ¢arpimi ile hesaplanmasi yénindedir. Bu sekilde tespit limiti 3
sekilde hesaplanabilmektedir.

- Kor 6rneklerin sonuglarinin standart sapmalari Gzerinden,

- Metodun standart sapmasi Gzerinden,

- GuUrdlta tzerinden,
Kér 6rneklerin sonuglarinin standart sapmalari Gzerinden asagidaki formulle hesaplanir;
X;p=3X%XS,+X,,
So= kor Orneklerin sonuglarinin standart sapmalari
Xkor= KOr drneklerin ortalamasi
Yukaridaki esitlik eger analiz sonuglarindan kérlin ¢ikarilmasi temeline dayaniyorsa Xgsr
esitlige konulmamalidir. Kesinlik hesabindan yani s, matrikse uygun koér veya dusuk
seviyede analit iceren materyal kullanilarak en az 6 tercihen 10 bagimsiz ¢alisma ile elde

edilmelidir. Formulde yer alan 3 gliven araligi a=0,01 karsihgidir.

Metodun standart sapmasi Uzerinden hesaplamada linear kalibrasyon egrisinin degerleri

kullanilarak asagidaki formulle tespit limiti hesaplanir.

X;p=4xs

el

b
>0 =3
N-=-2

Sxo

Sy=

Syo =Proses veya metot standart sapmasi (kalibrasyondan)
s, =Residuel standart sapma = Madde 5.2 de verilen (s+°)

15/51



y.= Egrinin formiliinde “x” degerinin yerine konuldugu zaman elde edilen "y’ degeri

”y N

(varsayilan ”y” degeri)

b= kalibrasyon egrisinin egimi

Tespit limiti hesabindaki tgincl yontem sinyal/gurdltt orani Gzerinden hesaplama olup,
bunun icin hazirlanan en disik konsantrasyondaki ‘spike érneginin’ “Sinyal / Gurdltu
(S/N)” orani bulunur. Kullanilan ‘spike konsantrasyonu’ (Cspk) bu orana bélinerek 3 kati
alinir.

X|_D=(CSpk/ S/N)X3

ISO/TS 13530’da tayin limitinin tespit limitinin 3 kati olarak hesaplanabilecegi belirtiimigtir.
Burada kullanilan “k faktéri” yani 3, %33 maksimum kabul edilebilir bagil belirsizlik

karsiligi olarak katsayidir.

X =kxxp,

k= kabul edilebilir bagil belirsizlik katsayisi

Maksimum kabul edilebilir

bagil belirsizlik (%) k- katsayisi
5 20
10 10
15 6,7
20 5
25 4
33,3 3
50 2

Tablo 7: Maksimum kabul edilebilir bagil belirsizlik ve k katsayisi

Tespit limiti, minimum tespit edilebilir deger ve tayin limitinin belirlenmesinde daha kesin
bir hesaplama gerektiginde daha karisik hesaplama yontemleri ortaya ¢cikmaktadir. Bunlar
DIN 32645, ISO 11843 serisi standartlarda detayh olarak anlatiimigtir. Funk ve ark. (2007)
bu standartlarin 6zet bir degerlendirmesini yapmis ve analitik prosesin kalibre edilip
edilmemesine gbre asagidaki diyagramda gésterildigi gibi karar verildigini belirtmistir. Bu

standartlarda tarif edilen hesaplama sekilleri asagida formullerle belirtilmigtir.
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Sekil 4: Tespit limiti, minimum tespit edilebilir deger ve tayin limiti akigi

Uygun temsili kalibrasyon standartlarinin bulunmadigi durumlarda x.p ve xvpv kér érnegin
tekrarlariyla hesaplanir. Kullanilacak kér her bir tekrarda birbirinden bagimsiz ve tim

analitik agamalari icermelidir.
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Karar limiti — tespit limiti (decision limit- limit of detection) x.p; Karar limiti a-hatani
%5, B-hatanin %50 oldugu durumdur.

“1 No’lu durum” Kor o6rnekle; yapilan hesaplamada karar limitinin hesaplanmasina

Oncelikle kritik deger hesabi ile baglanir.

| |
Ay, =5, X1, |—+—
yB B f.a ] NB
f=N,-1
Ye =Yg+ AYp

yp = Kor degerlerin ortalamasi
5= Kor degerlerin standart sapmasi
N, = Her bir 6rnegdin analiz sayisi (tekli durumda Na=1, 3 tekrarda Na=3)

N, = Kéruin birbirinden bagimsiz tekrar sayisi en az 6 tekrar olmali

Tespit limiti asagidaki esitlikle hesaplanir.

x _S_Bxl- L+L
Pop TN, N,
f=N,-1

b= kalibrasyon egrisinin egimi
y_ 2L =Dx0,-D)

¥ (-3

“2 nolu durum”, Kalibrasyon egrisi metodu, kritik deger ve y eksenini kestigi nokta

asagidaki formiullerle hesaplanir.
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1 1 X
Aa=s, xt;, + +
N, N. O

f=N.-2
y.,=a+Aa

\/ v, -5
S =
Y N-=-2
y, = a+ bx,

Q.= >x (3 x)/N)

N =Kalibrasyon egrisindeki konsantrasyon sayisi

s,=Residuel standart sapma = Madde 5.2 de verilen (s19)

Q.. =Karelerin toplami

y,= Egrinin formilinde “x” degerinin yerine konuldugu zaman elde edilen “y” degeri

(varsayilan “y” degeri)

Tespit limiti asagidaki esitlikle hesaplanir.

Minimum tespit edilebilir deger (minimum detectable value) xupy
Ornek icinde aranan analitin varhiginin tespit edilebildigi ancak tekrarlanabilir kosullarda

net olarak hesaplanamadigi miktardir.
Karar limitinde oldugu gibi minimum tespit limitinde de deger secilen dnem derecesine ve

serbestlik derecesi ile iligkilidir.

Onem dereceleri a ve B’nin esit oldugu durumda (a=p);

ta=tg=t olup, X)py = 2% Xy,

Xwmpv, kbr degere ve kalibrasyon fonksiyonuna gére asagidaki esitliklerle hesaplanir.
Kér degere gore;
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Sp 1 |
Xy =xDL+;xtf’ﬂ —+—

f=Ny-1
sy = KOr degerlerin standart sapmasi

N, = Her bir 6rnegin analiz sayisi (tekli durumda Na=1, 3 tekrarda Na=3)

NB = Korun birbirinden bagimsiz tekrar sayisi en az 6 tekrar olmal

b= kalibrasyon egrisinin egimi

Kalibrasyon fonksiyonu kullanildigi zaman;

xMDV=xDL+SXOth,[3’\/1 + ! + X2
N, N¢ Oy
f=N.-2
S
SX0=;y
(yi_j}i)z
DTN 2

Q.= > x (3 x)IN)
Syo =Proses standart sapmasi

N =Kalibrasyon egrisindeki konsantrasyon sayisi

s,=Residuel standart sapma = Madde 5.2 de verilen (s1?)

Q.. =Karelerin toplam
y,= Egrinin formilinde ”"x” degerinin yerine konuldugu zaman elde edilen ”y” degeri

(varsayilan “y” degeri)

b= kalibrasyon egrisinin egimi

Tayin limiti; aranan analitin maksimum bagil kesinlik olmadan belirsizlikle analiz edilebilen

minimum konsantrasyonudur. Asagidaki formile gbre hesaplanir;
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11 (xy-x)
+ +
Na NC QXX

X = kx sy, % trNg -2

Tayin limiti hesaplanmasinda daha kisa bir yontem ise yukarida da belirtildigi gibi

hesaplanan tespit limitinin “k faktérd” ile carpilmasi ile de elde edilir.
X =kXxxp,

k= kabul edilebilir bagil belirsizlik katsayisi

Tespit ve tayin limitinin dogrulanmasi

Metot validasyonu calismalarinda hesaplanan tespit limiti ve tayin limitinin mutlaka
dogrulanmasi gerekir. Bunun icin kér érnek icine bu konsantrasyonlarda spike yapilir. Hem
kér numune hemde zenginlestiriimis kér numune, ayni 6rnek gibi laboratuvar igi tekrar
uretebilirlik (within-laboratory) kosullarinda caligilir. Zenginlegtiriimis kdér numunelerin
ortalama yaniti maksimum kér degerinden fazla ise tespit limiti dogrulanmig sayilir.
Ornegin: Sularda arsenik calismasinda tespit limiti 0,5 pg/L belirlenmis oldugunu
varsayarsak, bu seviyede yapacagimiz “spike” sonucu yaplilan g tekrar élciminde alinan

yanitlar agsagidaki tabloda belirtilmistir.

Tekrar Maksimum | Otalama
Konsantrasyon Yi1 Yi2 Yi3 Y max Yiort
Kor 0,001 19,23 15,14 19,23
Tespit limiti
xLD=0,5 pg/L
(spike) 17,13 19,54 26,37 21,01

Tablo 8: Ornek tespit limiti dogrulamasi

Bu verilere gbre zenginlestiriimis 6rneklerin ortalama sonucu olan 21,01 kdér &érnegin

maksimum degeri olan 19,23 den fazla oldugu icin tespit limiti dogrulanmigs olmaktadir.

Tayin limitinin dogrulanmasi icin kriter tayin limitinin belirsizliginin 1/k (k>1) dan kuguk
olmalidir. Bunun icin yapilan “spike” calismasinin en az 3 — 5 arasi tekrar edilmesi
gerekmektedir. Elde edilen tekrarlara ait standart sapmanin tekrar sayisina gére asagidaki

formule gbére hesaplanmis degerlerden disik veya en falza esit olmasi gerekmektedir.
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=M

3xt,.,

S

s=spike orneklerin kabul edilecek maksimum standart sapmasi
n= spike érnek sayisi (3 ile 5 arasi)

t;., =t dagihmi tablosunda f=n-1 ve a=0,05 (P=%95)

3= k degeri; %33 kabul edilebilir bagil belirsizlik karsiligi olan katsayisi (1/k=1/0,33)
Bu durumda formdller asagidaki sekilde hesaplanabilir;

Ug tekrar calismasinda n=3 s =0,134x,, t=4,303
Dort tekrar galismasinda n=4 s =0,210x,, t=3,128
Bes tekrar ¢aligmasinda n=5 s=0,268x,, t=2,776

Spike Ornegin standart sapmasi yukaridaki esitlikle yapilan hesaba goére belirlenen

standart sapmaya esit yada klcuk olmahdir. Deger kiguk ise tayin limiti dogrulanmig olur.
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5.4. Dogruluk (accuracy)

Dogruluk parametresi iki ana bilesenden olugur. Bunlar gerceklik ve kesinliktir.

Dogruluk elde edilen deger ile gercek degerin yakinhginin ifadesidir.

PERFORMANS
HATA PERFORMANS KARAKTERISTIKLERININ
CESITLERI | KARAKTERISTIKLERI | KANTITATIF IFADESI

_—|—_—:-—

toplam hata I , Olelim belirsizligi (measurement
(total error) > dogruluk (accuracy) uncertainty)

I .

l standart sapma- tekrarlanabilirlik/
laboratuvar igi tekraruretebilirlik/

rastgele hata kesinlik (precision) -« tekrardiretebilirlik)
(random error) (standart deviation- repeatability/

within-lab reproducibilitylreproducibility)

Sekil 5: Hata cesitleri ve performans karakteristikleri /kriterleri Menditto ve ark. (2007)

Rastgele Hata Sistematik Hata
Kesinligi etkiler (tekrarlanabilirlik ve Sapmay (bias) olusturur. Rastgele
tekraruretebilirlik) hatanin dusuk oldugu durumlarda gergek

degerden sapmayi gdsterir

Tekrarlarin ortalamadan sapmasina Tam sonuglarin cok yiksek veya cok
neden olur disuk olmasina neden olur

Tekrar dlgcumleri ile belirlenebilir Tekrar Olgumleri ile belirlenemez

lyi calisma teknikleri ile minimize Standart metot ve materyaller ile
edilebilir; ancak tamamen elimine duzeltilebilir
edilemez

Calisanlar ve ekipmanlardan kaynaklanir Calisanlar ve ekipmanlardan kaynaklanir

Tablo 9: Rastgele ve sistematik hatanin kargilastiriimasi

23/51



5.4.1. Gerceklik (trueness)

Gerceklik icin sistematik hata (bias) hesabi yapilir. Sistematik hata bir 6lcim metodunun
gercek sonucu verebilme kabiliyetini belirtir. Sistematik hatanin hesaplanabilmesi igin
dogru oldugu kabul edilen referans yani gercek deger bilinmelidir. Gergek deger sertifikali
referans materyallerden, valide edilmis metodun &6lcimu sonucu veya yeterlilik testleri
sonucunda elde edilebilir. Bu U¢ ydntemde de ortak nokta gercek degerin bir cok
laboratuvarda yapilmis élcimlerin sonucunda elde edilmis olmasidir. Sistematik hatanin
bir matriks ve bir seviyede hesaplanmasi tim calisma araliginda metodun ayni hata ile
calisigi anlamina gelemektedir. Bunun icin degisik seviyelerde ve/veya degisik
matrikslerle calisma yapilmalidir. Eger metot farkli analistler tarafindan kullaniliyorsa her

biri igin ayr calisma yapiimaldir.

Sertifikali referans materyal kullanarak gercekligin tespiti

Sistematik hata asagidaki esitlikle hesaplanir.
BiaS = fbulunan - xCRM
Xouma = 1EKrarlanabilirlik veya tekrariretebilirlik kosullari altinda yapilan Olgtimlerin

ortalamasi

Xoay = Sertifikall referans materyalin sertifika degeri

Sertifika degerine gbére hesaplanan sistematik hatanin gercek degerle arasinda énemli bir

farkini bulunup bulunmadigi t — testi yapilarak kontrol edilebilir.

— (xCRM B fbulunan )\/;

\)

!

Ornegin: Sertifika degeri 33,9 ug/l olan bir elma suyu érnegdinde patulin analizi 7 tekrar

sonucu bulunan degerlerin ortalamasi 31,1 ug/l , standart sapmasi 3,0 ug/l olsun.

t = (xCRM ~ fbulunan )\/; _ (33’9 ~ 31’1)\/7
Ry 3,0
tviik  (p=0,05) de 6 serbestlik derecesi icin 2,45°dir. Hesaplanan deger kritik degerden

=2,41

disuk oldugu icin sertifika degeri ile arasinda énemli bir fark bulunmamaktadir.
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Z- skoru ile sistematik hata tespiti
Metodun sistematik hatasi icin z-skoru, sertifikali referans materyalle Horwitz degeri

kullanilarak asagidaki formulle hesaplanir.

(fbulunan B ’xCRM) - (fbulun(m B xCRM)

u X -
Horvalue ( lcg(ll)/l x 2 X (-XCRM x f) 0,1505)

g — Sscore =

f =% ise 0,01, mg/kg (ppm) ise 1x10®, pg/kg (ppb) ise 1x107°

HorRat degeri kullanilarak hesaplanan z-skorunun 2’nin altinda bir deger olmasi beklenir.

Ornegin: Sertifikali referans materyal olarak su 6érnegdi tekrarlanabilirlik kosullarinda
calisilarak ortalamasi 0,312 mg/kg bulunmus olsun. Su 6rneginin sertifika degeri 0,350
mg/kg oldugunda &énemli dlizeyde sistematik hatasinin olup olmadigi incelendiginde
bulunan -0,6 degeri kabul kriteri olan +- 2 araliginda oldugu icin metodun hatasi kabul
edilebilir sinirlar icerisindedir.

(0,312 -0,350)

7 — score = =-0,6 (basarli, 6nemli bir hatasi yok)

(0’350 % 2 x (0,350 1x10'6)'0’1505)
100

Referans metot kullanilarak gercekligin tespiti

Referans metot kullanilarak gercgekligin tespitinde gercek degerin elde edilecegi metodun
validasyon calismalari laboratuvarlar arasi ortak calisma ile yapiimig olmalidir. Bu sekilde
valide edilmis referans metot ile gercekligi hesaplanacak metot ayni analist tarafindan ayni
Ornekler calisilir. Eger referans metot laboratuvarda uygulanmiyorsa tercihen konuda
akredite bagka bir laboratuvara 6rnek gonderilebilir. Elde edilen sonuglar t- testi veya
varyans analizi ile kargilastirilir.

T — testi ile karsilastirma icin asagidaki formul kullanihr. Hesaplanan “t” degeri “kritik t”

degerine esit veya klcuk olursa metotlar arasinda énemli fark olmadigini gésterir.
_ (x,—X,)
1 1
S |[—+—
n,. n

, (n - l)sl2 +(n, - 1)s22

t

(n,+n, -2)
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serbestlik derecesi (1, +1, - 2)

Ornegin: referans metodun ortalamasi 15 tekrar sonunda: 3,4 standart sapmasi 0,26
olsun.
Valide edilen metodun ortalamasi 15 tekrar sonunda; 3,9 standart sapmasi 0,33 olsun.
2 (15-1)x0,33* +(15-1)x 0,26°
(15+15-2)
(3,9-3,4)

0,297\/1+1
15 15

t=4,609

=

p=0,005 icin tog kritik deger 2,048, hesaplanan deger ise 4,609 oldugu icin yeni metot

referansa gdére uygun degildir.

Yeterlilik testi kullanilarak gercekligin tespiti
Metodun gercekligi yeterlilik testlerine katihnarak da belirlenebilir. Eger yeterlilik testi
bulunmuyorsa bir kag laboratuvarin katilimi ile laboratuvarlar arasi karsilastirmada (LAK)

bu konuda bilgi saglamaya yeterli olabilir.

Diger durumlarda gercekligin tespiti, geri kazanim calismasi

Gercekligin tespiti icin sertifikali referans materyal, referans metot ve yeterlilik testinin
bulunmadigi durumlarda geri kazanim calismasi yapilir. Geri kazanim calismasinin en
blyuk avantaji orijinal matrikste ¢alisma yapilabilmesidir. Calisma igin orijinal matriks yani
validasyon calismasinin yapildigi matriks, aranan analit ile zenginlegtirilir. Bunun yaninda
dezavantaji, orjinal 6rneklerde aranan analitlerin 6rnekle olan fiziksel ve kimyasal
baglarinin ¢ok gucli olmasina ragmen, zenginlestirilen érneklerde disardan katildigi igin
bu sekilde bir bag olusmamasidir. Bunun sonucunda geri kazanim calismasinda her
zaman daha basarili sonuglar elde edilebilir.

Geri kazanim sonuclarinin aksi ilgili yasal mevzuat yada metot performans verilerinde
belirtimedikce %80 ile %110 arasinda degismesi basarli olarak kabul edilir. Sonuglar
konsantrayona bagh olarak degisiklik gbstereceginden yasal limitlerin oldugu ¢alismalarda
dusik konsantrasyonlarda da calisma yapilmalidir. Eurachem rehberinde geri kazanim
calismasi en az 6 tekrarla yapilmasi 6nerilmistir. Calismalarin élcim araligina gére bir kag

konsantrasyonda yapilmasi gerekir.
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Geri kazanim hesabi sertifikali referans materyal kullanilarak veya herhangi bir laboratuvar
6rnegi kullanilarak yapilabilir. Laboratuvar érneginde aranan analitin bulunup bulunmadigi
bilinmediginden ¢alismada orjinal 6rnek ve zenginlestirilmis érnek beraber calisilir.

Sertifikali referans materyal ile yapilan élcimlerde kullanilan formdl;

Op

CRM

%R = x 100

%R= % geri kazanim orani
Qg= Sertifikal referans materyallerin ¢calismasi sonucunda bulunan deger

Qcrm= Sertifikal referans madde degeri

Laboratuvar érneginin zenginlestiriimesi ile yapilan geri kazanim ¢alismasinda asagidaki

formul kullanihr;

R = 22=% 100
ZK
%R= % geri kazanim orani
Qz= Zenginlesgtiriimis 6rnek sonucu
Qzk= Zenginlestirme konsantrasyonu

Qo= Orjinal 6rnek sonucu

5.4.2. Kesinlik (precision)

Kesinlik dlcim sonuglarinin birbirine yakinhginin ifadesidir. Bagimsiz analiz sonuglar
arasindaki tutarhligi gésterir. Kesinlik dogrulugun gerceklik disindaki diger bir bileseni olup
rastgele hatalarin dagilimini gésterir.

Kesinlik élcimini 4 faktoér etkilemektedir. Bunlar zaman (kisa ve uzun zaman aralig),
kalibrasyon (ayni ekipmanda dahi oOlcimler arasinda yeniden kalibrasyon vyapilip
yapilmadigi), operatér (ayni veya degisik operatorler) ve ekipman ( 6lcimlerde ayni veya
farkli ekipmanlarin kullanilip kullanilmadigi) olup bunlarin degiskenligine gére kesinlik de
degismektedir. Tekrarlanabilirlik ve tekraruretilebilirlik olarak iki genel kesinlik 6élcimu
bulunmaktadir.

Tekrarlanabilirlik, “r” harfi ile ifade edilmekte olup, tekrarlanabilirlik kogullari altinda elde
edilen kesinliktir. Tekrarlanabilirik kosullari 1SO 5725-1 ‘de ayni metot ile esdeger
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Orneklerde ayni laboratuvarda, ayni ekipman ve ayni analist tarafindan kisa zaman
araliginda elde edilen bagimsiz test sonuglarl elde edilmesi olarak tanimlanmigtir.
Kosullarin yakinhigi nedeniyle beklenen kesinlikte kiiguk olmaktadir.

Tekraruretilebilirlik yani uyarlik ise “R” harfi ile ifade edilmektedir ve tekraruretilebilirlik
kosullari altinda elde edilen kesinliktir. Tekraruretilebilirlik kogullari standartta ayni metot ile
esdeger orneklerde farkh laboratuvarda, farkli ekipman ve farkh analist tarafindan uzun
zaman araliginda elde edilen bagimsiz test sonuglarinin elde edilmesi olarak
tanimlanmistir.

Eurachem rehberinde tekraruretilebilirlik, laboratuvarlar arasi (inter-laboratory) tekrar
uretilebilirlik ve laboratuvar i¢i (intra-laboratory) tekraruretilebilirlik olarak ikiye ayriimistir.
Eurachem rehberinde kesinlik i¢in 10 tekrardan bahsederken ISO 5725-3 standardinda en
az 15 tekrar 6ngoralmasgtar.

Kesinlik kantitatif analizlerde standart sapma (s) ve relatif standart sapma (RSD= s/x x100)
ile, kalitatif analizlerde ise “yanhs pozitif’ ve “yanlis negatif” oranlari ile ifade edilir. Standart
sapma, hesaplandigi analiz sonuglarinda bir ondalik fazla olarak belirtiimelidir.

Hem tekrarlanabilirlik hemde tekrarlretilebilirlik analit konsantrayonuna bagh olarak
degistigi icin degisik konsantrasyonlarda (disuk, orta, ylksek gibi) tespit edilmelidir.
Kesinligin relatif standart sapma olarak ifadesi konstrasyondan bagimsiz hale getirecedgi
icin kullanimda tercih edilmektedir.

NMKL No:4 prosedirinde kesinlik ifade sekillerinden biri de given araligi olarak

belirtilmigtir.
X—-C—F/—,X+Cc—F/—
Jn

Tekrarlanabilirlik standart sapmasi;
ISO 5725-2’ye gore;
Tekrarlanabilirlik varyansi;

D

E n, - l)s;

2 o
S ="

N ;- 1)

i=1

28/51



Laboratuvar ici varyans;

1 1 _
Sy = _1;(yijk = ¥;)

n,

| H
=
d

Vi = Yijk

ij k=1

S

j=Seviyeyi belirtir
ni= J seviyesinde “” laboratuvarindaki test sonucu sayisi
yik=Test sonuglarinin herhangi biri (k=1,2,3,.....nij)

y; = Test sonuglarinin ortalamasi

Eurachem ve NMKL No:4’e gore;

PERE

n-1

A

Tekraruretilebilirlik standart sapmasi;
ISO 5725-2'ye gore;

2 2 2
SR]- = Srj + SLj

2 2
Saj = Sy

o}
I~
I
I

Formiiller karisik oldugu icin asagidaki sekilde kolay hesaplama yéntemi kullanilabilir.
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ny; ni=Her gun icindeki tekrar sayisi

n.(yl.)2 yi=Test sonuglarinin ginlik ortalamasi

2 s .= Laboratuvarlar arasi varyans

T. = En si= Glnlik Slctimlerin standart sapmasi
E s= Tekrarlanabilirlik varyansi ve laboratuvar igi

T, = n — l)sl.2
T varyanslarin airtmetik ortalamasi
2
= T —Sp sr= Tekrar(retilebilirlik varyansi
3
N p= gun sayisl
m=—
3
o _[EL-T0 [T
" lne-by || T-T,
2 2 2
Sgi = Sy 54

NMKL No:4’de tekraruretilebilirlik hesabini ISO 5725-2 yanindan i¢ kalite kontroldeki “R”
grafiklerinin kullanimi ile de yapilabilecegi belirtiimekte olup, standart sapma hesabindan

iki veri (x;, yi,) s6z konusu oldugu icin asagidaki formulin kullanilabilecegi belirtiimistir.

n

E(Xi - yi)2

2n

i=1

ISO 5725-3’de ara kesinlik (intermadiate precision) tanimi gegcmektedir. Bu kesinlige etki
eden bilesenlerin (zaman, kalibrasyon, operator ve ekipman) degiskenligine bagli
olusmaktadir. Ara olcimler tek bir laboratuvarda olusabilecegi gibi laboratuvarlar arasi

calismalarda da olusabilmektedir.
Standart icinde basit yaklagsimla bilinen standart sapma hesabi yapilmakla birlikte, “t” grup

6lcimun her biri icin “n” sayida tekrarla yapilmasi durumunda asagidaki formille standart

sapma hesabini énermektedir.
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n

i - 1)E O =)

T=1k=1

t= Test 6rnegi veya grup sayisi

Formil n=2 olmasi durumunda asagidaki sekilde daha basit olarak ifade edilebilmektedir.

1 t
2_Z 2 (yijl ) )2

Ayni standartda laboratuvarlar arasi calismalarda ara kesinlik hesabi icinde formduller
belirtilmigtir.

Kalitatif analizlerde analiz sonucu “var/yok”, “tespit edildi/tespit edilmedi” gibi sonuclar
verilmektedir. Bu analizlerde kesinlik parametresi “yanhs pozitif’ ve “yanlis negatif” olarak

asagidaki formullerle hesaplanir.

% yanhsg pozitifler = yanhs pozitiflerin sayisi/bilinen negatiflerin toplami x100%

% yanhs negatifler = yanlis negatiflerin sayisi/bilinen pozitiflerin toplami x100%

Sapan sonuclarin degerlendirilmesi
Grubb testi ve Cohran testi sapan verilerin ayrilmasi icin uygulaniimasi ISO 5725-2’de

Onerilmektedir.

Cohran testi, en blylk varyans ile diger varyanslar arasindaki farkin belirlenmesi igin
kullanilir. Testin kisitlamasi érneklerin normal dagilim gdésterdigi varsayilir ve her bir érnek

sayisi gruplarda esit sayidadir.

Smax-= varyanslar icinde en buyik olan

si= diger varyanslarin her biri
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Elde edilen deger tablodaki degerle karsilastirilir.

a- Deger kritik degerin %5’ine esit veya bu degerden daha az ise, denenen madde
dogru olarak kabul edilir.

b- Deger kritik degerin %5’inden blyuk ve kendi kritik degerinin %1’inden kuguk veya
buna esit ise, denenen madde uzakta kalan olarak adlandirilir ve tek bir yildiz
isareti ile isaretlenir.

c- Deger kritik degerin %71’inden daha blylk ise, madde istatistiki acidan

degerlendirme digi birakilan olarak adlandinlir ve ¢ift yildiz isareti ile isaretlenir.

Grubb testi, normal dagilimda sapan verilerin tespit edilmesi icin kullanilir. Sapma stipesi
olan en ylksek (xp) ve en dusuk (xi) degerler agsagidaki formulde yerlerine konularak Grubb

testi uygulanir.

(x, - X)
Gp=”?
G - F=x)

S
1Y
X =— X;

v2

Formuldeki deger Grubb test degerlendirme tablosundaki deger ile kargilastirilir.

a- Sonuc kendi kritik degerinin %5’ine esit veya bu degerden daha az ise, denenen
madde dogru olarak kabul edilir.

b- Sonu¢ kendi kritik degerinin %5’inden blylk ve kendi kritik degerinin %1’inden
kicuk veya buna esit ise, denenen madde uzakta kalan olarak adlandirilir ve tek bir
yildiz igareti ile belirtilir.

c- Deney istatistigi kendi kritik degerinin %1’inden daha blyuUk ise, madde istatistiki

acidan degerlendirme disgi birakilan olarak adlandirilir ve cift yildiz isareti ile belirtilir.

Test sonuclarinda iki en yuksek deger siUpheli ise asagidaki formulle gbére Grubb testi

uygulanir.
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Grubb ve Cohran testi tablolar EK -1 de verilmigtir.

Ornek 1- Birden fazla laboatuvarin katildigi calisma: 1SO 5725-2'deki 6rnek aynen
verilmistir.
Kémurdeki kukurt iceriginin belirlenmesi 8 laboratuvarda ayni metot ile calisma yapilimis.

Orijinal veriler asagidaki tabloda %m/m olarak belirtiimistir.
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Seviye

Laboratuvar
1 2 3 4
0,71 1,2 1,68 3,26
0,71 1,18 1,7 3,26
! 0,7 1,23 1,68 3,2
0,71 1,21 1,69 3,24
0,69 1,22 1,64 3,2
2 0,67 1,21 1,64 3,2
0,68 1,22 1,65 3,2
0,66 1,28 1,61 3,37
3 0,65 1,31 1,61 3,36
0,69 1,3 1,62 3,38
0,67 1,23 1,68 3,16
4 0,65 1,18 1,66 3,22
0,66 1,2 1,66 3,23
0,7 1,31 1,64 3,2
0,69 1,22 1,67 3,19
5 0,66 1,22 1,6 3,18
0,71 1,24 1,66 3,27
0,69 1,68 3,24
0,73 1,39 1,7 3,27
6 0,74 1,36 1,73 3,31
0,73 1,37 1,73 3,29
0,71 1,2 1,69 3,27
7 0,71 1,26 1,7 3,24
0,69 1,26 1,68 3,23
0,7 1,24 1,67 3,25
8 0,65 1,22 1,68 3,26
0,68 1,3 1,67 3,26

Tablo 10: Kémurde farkh laboratuvarlara ait kiikirt analiz sonuglar

Her bir laboratuvarin ortalamalari asagidaki formile gére hesaplanmigtir.

S P
yij = _Eyzjk
nij k=1
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Hiicre

ortalamalari 1 2 3 4

Laboratuvar yiJ niJ yiJ niJ yiJ niJ yil niJ
1 0,708 4 1,205 4 1,688 4 3,240 4
2 0,680 3 1,217 3 1,643 3 3,200 3
3 0,667 3 1,297 3 1,613 3 3,370 3
4 0,660 3 1,203 3 1,667 3 3,203 3
5 0,690 5 1,248 4 1,650 5 3,216 5
6 0,733 3 1,373 3 1,720 3 3,290 3
7 0,703 3 1,240 3 1,690 3 3,247 3
8 0,677 3 1,253 3 1,673 3 3,257 3

Tablo 11: Hucre ortalamalari sonuglari

Her bir laboratuvarin laboratuvar ici standart sapmalari asagidaki formile gére

hesaplanmistir.

1 U .
S., = |—— o= V..
iJ nlj_lz(yljk yl])

Standart

sapmalar 1 2 3 4

Laboratuvar iJ niJ iJ niJ iJ niJ iJ niJ
1 0,005 4 0,021 4 0,010 4 0,028 4
2 0,010 3 0,006 3 0,006 3 0,000 3
3 0,021 3 0,015 3 0,006 3 0,010 3
4 0,010 3 0,025 3 0,012 3 0,038 3
5 0,019 5 0,043 4 0,032 5 0,038 5
6 0,006 3 0,015 3 0,017 3 0,020 3
7 0,012 3 0,035 3 0,010 3 0,021 3
8 0,025 3 0,042 3 0,006 3 0,006 3

Tablo 12: Standart sapma sonuglari

Sapan veriler icin Cohran testi uygulanmistir.

2
S

C= nmx

p
2
Sl‘

t=1
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Cohran testinde tabloda n=3 ve p=8 de kritik degerler %5 i¢in 0,516, %1 icin ise 0,615dir

(EK-5).

Seviye 1 icin varyanslarin toplami= 0,00182, en ylksek standart sapma 8 No’lu

laboratuvara ait ve C= 0,347

Seviye 2 icin varyanslarin toplami 0,00636, en yiksek standart sapma 5 No’lu

laboratuvara ait ve C=0,287

Seviye 3 icin varyanslarin toplami 0,00172, en yuksek standart sapma 5 No’lu

laboratuvara ait ve C=0,598

Seviye 3 icin varyanslarin toplami 0,00463, en yuksek standart sapma 5 No’lu

laboratuvara ait ve C=0,310

Veriler degerlendirildiginde 3 nolu seviyede bir hicrenin verilerinin uzakta kaldigi ancak

kural b’ye gore disarida birakilmamaktadir.

Grubb testi her bir laboratuvarin ortalamalari alinarak asagidaki formullerle uygulanir.

G - (xps x)
G - (X - x)
S
1 )4
X = b izlxi
= \/L \ ( x)
s = - 1 Z X, =X
Seviye Tekli en diisiik Tekli en ikili en diisiik | ikili en yiiksek
yuksek
1 1,24 1,80 0,539 0,298
2 0,91 2,09 0,699 0,108
3 1,67 1,58 0,378 0,459
4 0,94 2,09 0,679 0,132
Kritik deger 2,126 ve 2,274 0,1101 ve 0,0563
(Ek-4’deki
tablo)

Tablo 13: Grubb test sonuglari
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Tekrarlanabilirlik standart sapmasi seviye 1 icin asagidaki formule gére hesaplanir;

rj p

T;=18,642
T»=12,8837
Ts=27

T4=95
T5=0,004411
s,°=0,0002322
si= 0,01524

Tekraruretilebilirlik standart sapmasi seviye 1 icin asagidaki formule gbre hesaplanir;
2 2 2
s.?=0,0004603

sr?=0,0006925
sr=0,02632

Seviye | p M Sr SR

1 0,690 |0,015 | 0,026

8
2 8 1,252 |0,029 | 0,061
3 8 |1667 |0,017 |0,035

4 8 [3,250 |0,026 |0,058

Tablo 14: Kémurde kikurt calismasi m, s,, sg degerleri

Ornek 2- Tek laboratuvar igin drnek :
Benzo(a)piren analizi icin metot validasyon calismasi planlanmigtir. Plana gbre 6 gun

sureyle her gun iki 6lcim olacak sekilde 6lcim yapilimistir.
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Benzo(a)piren | 1. giin 2. gun 3. gun 4. gun 5. giun 6. gun
(mg/kg)

Tekrar 1 12,3 13 12,9 13,3 12,6 12,9

Tekrar 2 12,6 13,2 13,2 13,5 12,9 13,4

Tablo 15: Benzo(a)piren ¢alisma degerleri

Verilere Cochran testi uygulandiginda C= 0,417 bulunmustur. Kritik degerler tabloda %1
icin 0,883, %5 icin 0,7810larak verilmistir. Buna gére degerler uygundur.

Verilere Grubb testi uygulandiginda Gp=1,25, G1=1,60 olarak bulunmustur. Taboda kritik
deger %1 igin 1,973, %5 icin 1,887 oldugu icin degerler uygundur.

T,= ¥ ny =1558
T, = ¥ n(3,)" =2023,92

T,= Y n =12
T,= Y ni =24

T, = ¥ (n,~1)s; =0,30
»__ T

52 = = 0,050
-p

m=—1=12,98

S

T,(p-1)
T32_T4

2

LT-T
I(p-1)
sy=5+s; =0,137
s, =0,224

s, =0,370

RSDr =%]1,72
RSDR = %?2,85

=0,087
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Horwitz Orani (HorRat)
Horwitz orani (HorRat) veya degeri basit bir performans parametresi olup kimyasal
metotlarin kesinliginin kabul edilebilirligi konusunda bilgi verir. Her ne kadar laboratuvarlar
arasi relatif standart sapma (RSDg) ile ilgili gelistiriimis olsa da laboratuvar ici relatif
standart sapma (RSDy) icinde uygulanabilmektedir. HorRat degeri 2’den daha kuiguk
olmalidir.
- HorRat =< 0,5 ise metot tekrarUretilebilirligi ¢ok dugsiktir ve c¢alismanin
bagimsizliginda sorun vardir.
- 0,5 <HorRat < 1,5 ise metot tekraruretilebilirlik beklenen sekilde normaldir.
- HorRat > 1,5 ise metot tekraruretebilirligi beklenenden daha yuksektir. Calismada
gbzden gecirme yapilmasi faydali olacaktir.
- HorRat >2 ise metot tekrariretebilirliginde sorun vardir.
HorRat hesabi icin asagidaki formdaller kullanilir. Formilde yer alan "C” degeri
konsantrasyon (mg/g, g/kg vb.) olup érnegin 100 g/100 g icin 1, 1000 mg/kg i¢in 0,001 ve
1 mg/kg i¢in 0,000001 dir.

HorRat = RSD uecdien
RSDO'ng(')'n}t'len
_ »n(1-0,5LogC)
RSDO’ng()'riilen - 2

Dogruluk parametrelerinin pratikte kullanimi

Tekrarlanabilirlik Limiti; Tekrarlanabilirlik sartlari altinda elde edilen iki analiz sonucu
arasinda %95 olasiliklar olmasi beklenen maksimum farktir. Tekrarlanabilirlik limiti “r” ile
ifade edilir ve tekrarlanabilirlik standart sapmasinin 2,8 (1,96 X \/2) ile carpilmasindan elde
edilir.

r=28xs;

Tekraruretilebilirlik Limiti; Tekraruretilebilirlik sartlari altinda elde edilen iki analiz sonucu
arasinda %95 olasiliklar olmasi beklenen maksimum farktir. Tekrarlanabilirlik limiti “R” ile

ifade edilir ve tekraruretilebilirlik standart sapmasinin 2,8 ile carpiimasindan elde edilir.

iki test sonucu tekrarlanabilirlik kosullari altinda elde edildiginde iki sonug arasindaki

mutlak fark tekrarlanabilirlik limiti ile karsilastirilir.
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Test sonucglari pahali olmayan bir yéntemle elde ediliyorsa;

Eger iki test sonucu farki r'den fazla degilse bu iki sonucun aritmetik ortalamasi alnir.
Eger fark r'den fazla ise laboratuvar iki calisma daha yapar. En buyuk deger ile en kigik
deger arasindaki fark %95 olasilikla kritik aralik faktéri (CR=f(n) ile tekrarlanabilirlik
standart sapmanin carpilmasi ile elde edilir. Eger bu dért degerin maksimumu ile
minimumu arasindaki fark olmasi gereken farka esit veya kugukse bunlarin “ortalamalarr’

alinir, eger blylkse dért degerin “medyani” alinir.

iki 6lctim sonucu ile baslanir

Evet
X, +X
Ix.-—_t: <r —f - ;
l Hayr
Iki ¢lgum daha yapilir
Evet

'rr-..:iv.-.uv. - 't:nlznnm S ("Ri %(4) _’ Hrn+n+ x:

4
l Hayir

X, +X,
2
~

Test sonuclari pahali bir yontemle elde ediliyorsa;

Eger iki test sonucu farki rden fazla degilse bu iki sonucun aritmetik ortalamasi alnir.
Eger fark r'den fazla ise laboratuvar bir calisma daha yapar. En buyuk deger ile en kiguk
deger arasindaki fark %95 olasilikla kritik aralik faktérd, f(n) ile tekrarlanabilirlik standart
sapmanin c¢arpiimasi ile elde edilir. Eger bu lG¢ degerin maksimumu ile minimumu
arasindaki fark olmasi gereken farka esit veya kligukse bunlarin “ortalamalarr’ alinir,

eger buyukse U¢ degerin “medyani” alinir.
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iki 6lctim sonucu ile baslanir

|x, —x;|sr —_— N :X
Hayir
\
Bir clgum daha yapilir
\ 4
: Evet X, + X+ X,
xn.:iv.v'.uv. - 'tﬂll: e S ('R V‘(3) _’ . .’; -
l Hayir
X.
n f(n) n f(n)
2 2,8 9 4,4
3 3,3 10 4,5
4 3,6 11 4.6
5 3,9 12 4,6
6 4,0 13 4,7
7 4,2 14 4,7
8 4,3 15 4,8

Tablo 16: Olciim sayisine gére kritik aralik faktéri
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5.5. Spesifite (Specificity)

Spesifite bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu érnek icinde ayirt edebilme
yetenegine denir.

Spesifitenin belirlenebilmesi icin kér numune ve degisik numunelere aranan analit
eklenerek girisim olusturup olusturmadigi incelenir. Spesifite ayni zamanda prensip olarak
farkli bir metotla karsilikli ¢aligilarak belirlenebilir. Ancak analist aranan analitin bagka bir

kimyasal formda bulunup bulunmayacagdi konusunda bilgi sahibi olmaldir.

5.6. Metot saglamhgi (Ruggedness)

Saglamlik (Robustness / Ruggedness), calismalari laboratuvardan kaynaklanan bazi
kicuk sapmalarin ve bunlarin analiz sonuglari Uzerine etkisini inceler. Bu ¢alismanin
yapilabilmesi i¢in O6n-arastirma calismalari, analiz Onasamasi, temizleme ve analiz

faktorlerini segcmek gerekir. Bu faktorler;
- Ornek kompozisyonu,
- Uretim tarihi farkli kimyasallar,
- PH,
- Ekstraksiyon suresi,
- Sicaklik,
- Basing,
- Akis hizi,
- Ucuculuk,
- Kolon sicakligi v.b
Faktorler tanimlandiktan sonra, her bir faktér Gzerinde biraz degisiklikler uygulanir

Sonuglart énemli o6lcide etkileyen faktdrlerin metot protokoliinde acik bir sekilde
tanimlanmasi gerekmektedir. Metot parametrelerinde rutin iglem sirasinda ufak

degisikliklerin analiz sonucuna etkisi ne kadar az ise metot o kadar saglamdir.
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5.7. Metot validasyon verilerinin raporlanmasi

Metot validasyonu calismalarinda elde edilen tim sonuglar degerlendirilerek uygun bir
rapor formati olusturularak raporlanmalidir. Validasyon raporlari ¢alisilan metot, ¢alisan
operatdr, kullanilan ekipmanlari, validasyon/verifikasyon tarihi ve degerlendirme

sonuglarini icerecek detayda olmalidir.

Raporun eklerinde ham veriler, sonuclarin istatistiksel hesaplari ve yorumlar mutlaka
verilmelidir. Validasyon raporlari analiz yapan tim operatérler tarafindan okunmus ve
degerlendirilmis olmalidir. Yeni bir personelin ¢calismalara katilmasi durumunda mutlaka

Onceki veriler konusunda bilgi sahibi olmasi saglanmalidir.

6. Metot validasyonu ve degisikliklerin etkisi

Metot calismalari sirasinda gunlik akis icerisinde degisiklikler olusabilmektedir. Yeni
personelin calismalara katilmasi, ekipman degisikligi, alan degisiklik vb. tim bu
durumlarda metot validasyonunun mevcut olan degerlere gbre degisip degismedigi kontrol
edilmelidir. NMKL No:4 rehberinde asagidaki sekilde bir gruplandirma yapilmis ve
parametrelerin kontrol edilmesi 6nerilmistir. Onerilen parametreler icinde kalin yazili
olanlar ayrica yazar tarafindan eklenen parametrelerdir NMKL prosedirinde vyer

almamaktadir.

a) Metotda modifikasyonlar: Metot minor veya daha ileri seviyede modifiye edililiyorsa
tespit limiti, spesifite, gerceklik ve kesinlik gézden gegcirilmelidir.

b) Yeni bir matriks ile ¢aligildiginda: Metot yeni bir matriks ile calisildiginda spesifite,
gerceklik, kesinlik ve LOD, LOQ tekrar edilmelidir.

c) Yeni bir kimyasal: Metodun yeni bir Ureticiden alinan veya lotlar arasinda buyuk
farkhliklar olmasi muhtemel yeni kimyasallarla analiz edilmesi gerektiginde LOD ve
sensitivite gdzden gecirilmelidir.

d) Yeni bir enstriman: Yeni bir enstriman devreye alindiginda 6lgum arahgi, linearite,
LOD, LOQ ve kesinlik tekrar edilmelidir.

e) Yeni bir alan: Analiz yapilan alanda degisiklik oldugi zaman LOQ, linearite ve

kesinlik kontrol edilmelidir.
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f) Yeni bir analist: Metot yeni bir analistle calisilacagi zaman, 6ncelikle personelin
yetkinliginden emin olunmalidir. Bunun icin LOQ, gerceklik ve kesinlik ¢alismasi
yapilmahdir.

g) Uzun sure kullaniimayan metotlar: Bir metot uzun sire kullaniimamigsa metodun
valdiasyon verilerinin gecerliligi icin LOQ, gerceklik ve kesinlik yeniden gbzden

gecirilmelidir.

Sonug;

Sonu¢ olarak metot validasyonu calismasi yeni baslayan analistler icin her ne kadar
karigik ve istatistiksel hesaplarla dolu gibi godrinsede temelde uygulanan analiz
metodunun tekrarlari seklinde calisiimasindan ibaret oldugu unutulmamalidir. Calisma
esnasinda rehberin basinda bahsedilen validasyon parametreleri icin deney deseninin
olusturuimasi ve bu desen dogrultusunda zaman plani yapilmasi uygulamayi

kolaylastiracaktir.
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8. EKLER
1- ANOVA hesabi

([ n ) ((n, \ _ [ n, )

- () 2 L
X = k - J X X, + L -~ J X Xy + e, + k -~ ) XX,
SSF = 1n,(X, = x) + 1,(%, = ) + oot 11 (T, = 2)°
SSE = [(m = D5} |+ [(2 = Ds3 ]+ oot [ (1, = D)5 ]
d,=p-1

dfz = Nyptam — P

MSB = SSF /d,,
MSE = SSE / d
F = MSB/ MSE

n= Gruplarin 6rnek sayilari

x,=Gruplarin ortalamalari

)_c=Ag|rI|kI| ortalama

SSF= Gruplar arasi hatalarin karelerinin toplami

SSE= Grup ici hatalarin karesinin toplami

di= Serbestlik derecesi (F tablosunda kullanilan, ds i¢in F tablosunda dikey sttundaki, ds.

icin yatay sUtundaki deger alinir.)

p= grup sayisl
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2- t - testi tablosu

Cift yénli
f P= %90 P= %95 P= %99 P= %99.9
1 6,314 12,706 63,657 636,619
2 2,920 4,303 9,925 31,598
3 2,353 3,182 5,841 12,924
4 2,132 2,776 4,604 8,610
5 2,015 2,571 4,032 6,869
6 1,943 2,447 3,707 5,959
7 1,895 2,365 3,499 5,408
8 1,860 2,306 3,355 5,041
9 1,833 2,262 3,250 4,781
10 1,812 2,228 3,169 4,587
11 1,796 2,201 3,106 4,437
12 1,782 2,179 3,055 4,318
13 1,771 2,160 3,016 4,221
14 1,761 2,145 2,977 4,140
15 1,753 2,131 2,947 4,073
16 1,746 2,120 2,921 4,015
17 1,740 2,110 2,898 3,965
18 1,734 2,101 2,878 3,922
19 1,729 2,093 2,861 3,883
20 1,725 2,086 2,845 3,850
21 1,721 2,080 2,831 3,819
22 1,717 2,074 2,819 3,792
23 1,714 2,069 2,807 3,767
24 1,711 2,064 2,797 3,745
25 1,708 2,060 2,787 3,725
26 1,706 2,056 2,779 3,707
27 1,703 2,052 2,771 3,690
28 1,701 2,048 2,763 3,674
29 1,699 2,045 2,756 3,659
30 1,697 2,042 2,750 3,646
00 1,645 1,960 2,576 3,291
f P= %95 P=97,5 P=99,5 P= 99,95
Tek yonli
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3- F- testi tablosu (%95)

fy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15

f2

1 161,4 | 199,5 | 215,7 | 224,6 | 230,2 | 234,0 | 236,8 | 238,9 | 240,5 | 241,9 | 243,9 | 245,9
2 18,51 | 19,00 | 19,16 | 19,25 | 19,30 | 19,33 | 19,35 | 19,37 | 19,38 | 19,40 | 19,41 | 19,43
3 10,13 | 9,55 (9,28 |9,12 | 9,01 894 |889 |885 |8,81 8,79 |8,74 |8,70
4 7,71 6,94 | 6,59 6,39 6,26 | 6,16 6,09 6,04 6,00 |59 | 5091 5,86
5 6,61 579 | 5,41 519 | 505 |495 |488 |482 |4,77 |474 |468 | 4,62
6 599 |514 |476 |453 |439 |428 |4.21 415 | 410 |4,06 |4,00 |394
7 559 |474 |435 (412 |397 (387 |379 |373 |368 |364 |357 |3,51
8 532 | 4,46 |407 (384 |369 |358 |350 [344 |339 |335 |328 |322
9 512 |426 |386 |363 |348 (337 |329 |323 |3,18 |3,14 | 3,07 | 3,01
10 49 |4,10 | 3,71 348 333 |322 |314 |3,07 |302 |298 |291 2,85
12 475 |3,89 |349 |326 | 3,11 3,00 | 291 285 |280 |2,75 |269 |262
15 454 |368 |329 (3,06 |29 |279 |271 264 | 259 |254 |248 |240

F testi tablosu (%99)

fy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15

f2

1 4052 | 5000,5 | 5403 | 5625 | 5764 | 5859 | 5928 | 5982 | 6022 | 6056 | 6106 | 6157
2 98,50 | 99,00 | 99,17 | 99,25 | 99,30 | 99,33 | 99,39 | 99,37 | 99,39 | 99,40 | 99,42 | 99,43
3 34,12 | 30,82 | 29,46 | 28,71 | 28,24 | 27,91 | 27,67 | 27,49 | 27,35 | 27,23 | 27,05 | 26,87
4 21,20 | 18,00 | 16,69 | 15,98 | 15,52 | 1521 | 14,98 | 14,80 | 14,66 | 14,55 | 14,37 | 14,20
5 16,26 | 13,27 | 12,06 | 11,39 | 10,97 | 10,67 | 10,46 | 10,29 | 10,16 | 10,05 | 9,89 | 9,72
6 13,75 | 10,92 | 9,78 |9,15 (875 |847 |826 |8,10 |(798 |7.87 |7,72 |7,56
7 12,25 | 9,55 845 |787 |746 |719 |699 |684 6,72 | 662 |6,47 | 6,31
8 11,26 | 8,65 7,59 | 7,01 6,63 |637 |6,18 |6,03 | 591 5,81 5,67 | 5,52
9 10,56 | 8,02 699 |642 |6,06 |580 |5,61 547 |535 |526 |511 4,96
10 10,04 | 7,56 6,55 | 599 (564 |539 |520 |506 |494 |485 |4,71 4,56
12 9,33 | 6,93 595 | 5,41 506 |482 |464 |450 |439 |430 |4,16 | 4,01
15 8,68 | 6,36 542 |489 |456 |432 |414 |400 |3,89 |380 |367 |352
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4- Grubb testi tablosu

P Tekli en diisiik veya tekli en yiiksek ikili en diisiik veya ikili en yiiksek
%1 %5 %1 %5

3 1,155 1,155 - -

4 1,496 1,481 0,0000 0,0002
5 1,764 1,715 0,0018 0,0090
6 1,973 1,887 0,0116 0,0349
7 2,139 2,020 0,0308 0,0708
8 2,274 2,126 0,0563 0,1101
9 2,387 2,215 0,0851 0,1492
10 2,482 2,290 0,1150 0,1864
11 2,564 2,355 0,1448 0,2213
12 2,636 2,412 0,1738 0,2537
13 2,699 2,462 0,2016 0,2836
14 2,755 2,507 0,2280 0,3112
15 2,806 2,549 0,2530 0,3367
16 2,852 2,585 0,2767 0,3603
17 2,894 2,620 0,2990 0,3822
18 2,932 2,651 0,3200 0,4025
19 2,968 2,681 0,3398 0,4214
20 3,001 2,709 0,3585 0,4391
21 3,031 2,733 0,3761 0,4556
22 3,060 2,758 0,3927 0,4711
23 3,087 2,781 0,4085 0,4857
24 3,112 2,802 0,4234 0,4994
25 3,135 2,822 0,4376 0,5123
26 3,157 2,841 0,4510 0,5245
27 3,178 2,859 0,4638 0,5360
28 3,199 2,876 0,4759 0,5470
29 3,218 2,893 0,4875 0,5574
30 3,236 2,908 0,4985 0,5672
31 3,253 2,924 0,5091 0,5766
32 3,270 2,938 0,5192 0,5856
33 3,286 2,952 0,5288 0,5941
34 3,301 2,965 0,5381 0,6023
35 3,316 2,979 0,5469 0,6101
36 3,330 2,991 0,5554 0,6175
37 3,343 3,003 0,5636 0,6247
38 3,356 3,014 0,5714 0,6316
39 3,369 3,025 0,5789 0,6382
40 3,381 3,036 0,5862 0,6445
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5- Cochran testi tablosu

p n=2 n=3 n=4 n=5 n=6

%1 %5 %1 %5 %1 %5 %1 %5 %1 %5
2 - - 0,995 0,975 0,979 0,939 0,959 0,906 0,937 0,877
3 0,993 0,967 0,942 0,871 0,883 0,798 0,834 0,746 0,973 0,707
4 0,968 0,906 0,864 0,768 0,781 0,684 0,721 0,629 0,676 0,590
5 0,928 0,841 0,788 0,684 0,696 0,598 0,633 0,544 0,588 0,506
6 0,883 0,781 0,722 0,616 0,626 0,532 0,564 0,480 0,520 0,445
7 0,838 0,727 0,664 0,561 0,568 0,480 0,508 0,431 0,466 0,397
8 0,794 0,680 0,615 0,516 0,521 0,438 0,463 0,391 0,423 0,360
9 0,754 0,638 0,573 0,478 0,481 0,403 0,425 0,358 0,387 0,329
10 0,718 0,602 0,536 0,445 0,447 0,373 0,393 0,331 0,357 0,303
11 0,684 0,570 0,504 0,417 0,418 0,348 0,366 0,308 0,332 0,281
12 0,653 0,541 0,475 0,392 0,392 0,326 0,343 0,288 0,310 0,262
13 0,624 0,515 0,450 0,371 0,369 0,307 0,322 0,271 0,291 0,243
14 0,599 0,492 0,427 0,352 0,349 0,291 0,304 0,255 0,274 0,232
15 0,575 0,471 0,407 0,335 0,332 0,276 0,288 0,242 0,259 0,220
16 0,553 0,452 0,388 0,319 0,316 0,262 0,274 0,230 0,246 0,208
17 0,532 0,434 0,372 0,305 0,301 0,250 0,261 0,219 0,234 0,198
18 0,514 0,418 0,356 0,293 0,288 0,240 0,249 0,209 0,223 0,189
19 0,496 0,403 0,343 0,281 0,276 0,230 0,238 0,200 0,214 0,181
20 0,480 0,389 0,330 0,270 0,265 0,220 0,229 0,192 0,205 0,174
21 0,465 0,377 0,318 0,261 0,255 0,212 0,220 0,185 0,197 0,167
22 0,450 0,365 0,307 0,252 0,246 0,204 0,212 0,178 0,189 0,160
23 0,437 0,354 0,297 0,243 0,238 0,197 0,204 0,172 0,182 0,155
24 0,425 0,343 0,287 0,235 0,230 0,191 0,197 0,166 0,176 0,149
25 0,413 0,334 0,278 0,228 0,222 0,185 0,190 0,160 0,170 0,144
26 0,402 0,325 0,270 0,221 0,215 0,179 0,184 0,155 0,164 0,140
27 0,391 0,316 0,262 0,215 0,209 0,173 0,179 0,150 0,159 0,135
28 0,382 0,308 0,255 0,209 0,202 0,168 0,173 0,146 0,154 0,131
29 0,372 0,300 0,248 0,203 0,196 0,164 0,168 0,142 0,150 0,127
30 0,363 0,293 0,241 0,198 0,191 0,159 0,164 0,138 0,145 0,124

p= laboratuvar sayisi , n= test sonucu sayisi

51/51




