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Ozet: Analiz metodunun 6l¢iim belirsizlikleri, giivenilebilir sonuglar elde etmek igin gereklidir. Her
bir belirsizlik kaynaginin saptanmasi o laboratuvarin sonuglarinin dogrulugunu gosterir. Cogu analiz
metodunun en Onemli belirsizlik kaynaklari 6rnek isleme, ekstraksiyon ve cleanup (temizleme,
aritma) islemidir. Ornek isleme belirsizliginin hesaplamasi, analize alman porsiyonun tiim laboratuvar
ornegini temsil edilebilirligini de gosterir. Ornekleme sabitesi esitliginden (K;=m x CVspz), belirsizlik
(CVy,) ve porsiyon miktart (m) bulunabilir. Belirsizlik bileseni olan diger analiz basamaklarin
belirsizliklerinde “bireyselden tiime” ve “tiimsel” yaklasimlari uygulanir. Yeni bir metot ise
belirsizlige katkisi olan bilesenler saptandigindan, birinci yaklagim, metodun 6nemli belirsizlik
kaynaklar1 biliniyorsa ikinci yaklasim uygundur. Her iki yaklasimda birlestirilmis standart
belirsizlikler (u.) arasinda onemli bir fark yoktur. Bu makalede, giincel literatiirler ve Onceki
caligmalarimizin 15181 dogrultusunda, her iki yaklagim ile belirsizlik saptama prosediirleri
agiklanmigtir.

Anahtar Sézciikler: Ornekleme sabitesi, ekstraksiyon ve cleanup (temizleme-aritma) belirsizligi,
birlestirilmis belirsizlik.

Uncertaintiy Assessment of Sample Processing, Extraction, Cleanup
and Chromatographic Procedures in Pesticide Residue Analysis

Abstract: The estimation of the uncertainty associated to analytical methods is necessary in order to
obtain reliable results. Estimation of each uncertainty sources allows to laboratories to establish the
accuracy of results. The main uncertainty sources of the most analytical methods are sample
processing, extraction and cleanup. Estimation of sample processing also shows that analytical
portion represents the whole laboratory sample. The uncertainty of sample processing (CVy,) and the
amount of the analytical portion (m) can be calculated by the sampling constant equation (Ks=m x
CVsz), The “bottom up” and “top-down” strategies is applied for the assessment of uncertainty
components of other analytical steps, such as extraction, cleanup. If the analytical method is new, the
estimation of contribution of components is imortant, “bottom up” is applied. But if the most
important uncertainty sources of method is known, “top-down” strategies is more practical. Actually
there is no significant differences between combined standard uncertainty (u.) values calculated with
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both strategies. In this article, with the basis of update references and our previous study, estimation
of uncertainy prosedures are explained.

Key Words: Sampling constant, uncertainty of extraction and cleanup, combined uncertainty.

Giris

Pestisit kalinti analizlerinde yakin ge¢mise kadar laboratuvarlar sadece analiz
metotlarinin/kullanilan cihazin performansina odaklanmiglardir. Laboratuvarlarda elde
edilen verilerin dogrulugunun dokumente edilen delillerle ispatlanmasi ve sonuglarinin
Ol¢iim belirsizliklerinin hesaplanmasi da 6nemlidir. Sonuglarin belirsizliklerle verilmesi
kalite kontrol/kalite giivencesi (QC/QA) ve ISO/IEC 17025 sistemlerinde bir gerekliliktir.
Herbir analiz metodunun sonug belirsizliklerin saptanmasi, sonuglarin ayrilmaz bir
parcasidir. Belirsizlik degerlendirmeleri laboratuvarlar i¢i ve laboratuvarlar arasi olarak
sunulmaktadir (Anonymous, 1995; Anonymous, 2005; Priel, 2009).

Kalinti analizlerinde degisik belirsizlik kaynaklar1 vardir (Omeroglu ark., 2005).
Bunlar; 6rnekleme, Ornek matris etkisi, tartimsal/hacimsel islemler, Ornek isleme,
ekstraksiyon, cleanup (temizleme-aritma), kalibrasyon modelleri belirsizligi, metot ve
prosedurlerdeki yaklasik degerlerin tesadiifi hatalardir. Ancak esas belirsizlik bilesenleri,
kalibrasyon, drnek hazirlama/isleme ve gaz kromatografisi (GC) dlglimleridir (Shegunova
ark., 2008).

Belirsizlik, igerisinde gercek degeri bulundurma ihtimali olan genis bir degerdir.
Herhangi bir diizeltme islemi uygulanamaz. Sonuca katkist olan degerlerin dagilimini
karakterize eden istatistiksel parametre olup, terminolojisi ve hesaplama yaklasimlar
litratiirde agiklanmistir (Anonymous, 2000; Hibbert, 2007; Vanatta ve Coleman 2007).

Analiz metodunun her safhasinda belirsizlik vardir. Toplam belirsizlik biitcesine
katkis1 olan tiim bilesenler onemli olsa da, kiigiik biiyliik belirsizlik kaynaklarinin
degerlendirilmesi karmagiktir. Sadece ekstraksiyon, cleanup ve GC Olgiimlerinin
belirsizlikleri, ¢ogu konuya 1sik tutar (Stepan ark., 2004). Tartimsal’/hacimsel o6l¢iim
islemlerinden kaynaklanan laboratuvar islemlerinin belirsizlikleri de isin baglangicinda
olasi hatalar1 gostermesi agisindan 6nemlidir (Tiryaki, 2009).

Birgok QA/QC parametrelerindeki gibi, olglim belirsizligi degerlendirmelerinde de
radyoizotop izleme teknigi ¢ok faydalidir. Ekstraksiyon ve cleanup verimini belirlemede
"C-pestisit kullammi avantajlidir, ciinkii analit kromatografik islem gerekmeksizin kisa
stirede saptanabilir (Fiihr, 1991; Powley, 2004; Maestroni ark., 2000).

Bu caligmada ekstraksiyon, cleanup ve GC olgiimlerinin, “bireyselden-tiime” ve
"tiimsel” yaklagimi ile belirsizlik degerlendirilmelerine ilaveten, 6rnek isleme belirsizligi,
ornek igleme siirecinde pestisit kaybindan olan belirsizlik ¢aligmalarina da deginilecektir.
Ayrica QA/QC kapsaminda 6rnekleme ve Ornek hazirlama ile ilgili bazi terminoloji de
agiklanacaktir.

Terminoloji
Ornekleme (Sampling)

Pestisit kalint1 kalint1 analizlerinde uyulmasi gereken ornekleme ilkeleri AB’nin
“Directive 2002/63/EC”de agiklanmistir. Ayrica bu direktifte ve Citac/Eurachem Guide
2002 de 6rnekleme siirecindeki olan tanimlamalar yapilmistir (Anonymous, 2002b).
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Laboratuvar Ornegi ve Analitik (test) Ornek

Laboratuvara gonderilen Ornek, laboratuvar Ornegidir. Yigin Ornekten alinan
materyaldir. Ornek adet, bas gibi bir unite olmalidir. Orn., elma portakal gibi 25-250 g
arasindaki taze tiriinler i¢in primer 6rnekten en az 1 kg (10 adet), bitkisel iglenmis {iriinlerde
ise (meyve suyu gibi) paket birimi olarak en az 0.5 litre veya 0.5 kg laboratuvar 6rnegi
olarak alinmalidir (Anonymous, 2002a). Analitik ornek, laboratuvar Orneginin
homojenizasyon, 6giitme, dograma gibi islemlerden gegirilmis halidir.

Analitik (test) Porsiyon

Analitik 6rnegi temsilen analize alinan miktardir. Laboratuvar 6rnegini temsil etmesi
onemli oldugundan test porsiyonunun miktarinin fazla olmasi istenir. Bu da 10-50 g’dir.

Pestisit Kahnt1 Analizlerinde Onemli Belirsizlik Kaynaklari

Kalint1 sonuglariin belirsizligi; 6rnekleme (Sg), 6rnek isleme (Ssp) ve analiz (S,)
basamaklarindaki hatalardan kaynaklanir. Analizlerde tesadiifi hatalar (Sg) toplam1 Esitlik
(1) ile hesaplanir (Ambrus ark., 1996; Suszter ark., 2006).

SR :\/(58)2 +(Ssp)" +(S4)° (1)

Ornek Hazirlama

Omek hazirlama gerekli oldugunda laboratuvar drnegini test 6rnegine cevirmek igin
Ornekten analize alimmayacak toprak, tas, kum ve kemik gibi baz1 kisimlarin ayirt
edilmesi islemidir (Hill ark., 1999).

Ornek isleme

Omek isleme analitik 6rnegi homojen hale getirmek igin once kesme, dograma,
oglitme ve karigtirma gibi islemlerdir ve belirsizlige etkisi diger bilesenlerden fazladir. Bu
belirsizlik 3 faktdrden ileri gelir (Visi, 2002); (1) 6rnegin homojen olmamasindan, (2)
ornek isleme siirecinde pestisit kayibindan, (3) depolama siirecinde pestisit kayibindan.

Ornegin homojen olmamasimdan gelen belirsizlik

Analizlerde laboratuvar 6rnegin kiigiik bir porsiyonu analiz edildiginden analize alinan
Ornegin laboratuvar 6rnegini temsil etmesi gerekir. Bunun i¢in, drnek isleme ile 6rnek
homojen hale getirilmelidir. Ornegin homojen olmamasi isin baslangicinda sistematik veya
tesadiifi hatanin sebebi olabilir. Ornek isleme, analitik Srnegin homojen bir sekilde pestisit
kalintis1 dagilimi sergilemesi iizerinde etkili bir islemdir. Uygun olmayan 6rnek isleme,
sonuglarin hatali olmasina neden olur (Fussell ark., 2007).

Ornek isleme belirsizligini saptamak igin '“C-pestisit kullanimi avantajlidir. Analit
cleanup yapmaksizin hizli ve kesin olarak analiz edilebilir. Ornek isleme belirsizligi
kromatografik metotlarla da belirlenebilir. Ancak bu cleanup, konsantrasyon ve seyreltme
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gibi ilave analitik basamaklar1 gerektirdiginden daha fazla zaman ve solvent harcanmasina
neden olur ve sonuglari daha az kesindir. Ayrica 6rnek isleme belirsizlik islemlerine
cleanup vb basamaklarin belirsizlik hesaplar1 girer ve tek basina Ornegin homojen
olmamasindan gelen belirsizligi saptamak zor olur (Aysal ark., 2007).

Ornekleme belirsizligini hesaplamak, érnegin homojenligini test etmek amactyla drnek
isleme ekipmani ile homojenize edilen analitik 6rnekten 5 ve 50 g lik analitik porsiyonlar
alinir. Analitik porsiyonlar ekstraksiyon ve diger analiz islemlerine tabi tutulur ve &rnek
alinip sivi sintilasyon cihazinda (LSC) radyoaktiviteleri belirlenir. Geri alim degerleri F
testine tabi tutulur. Fhesapianan <Fiablo 15€ Ornek isleme homojen olarak yapilmustir. Suzter ark.,
(2006) ornekleme sabitesi (K); 6rnek isleme belirsizligi (CV,) ve analitik porsiyonun
kiitlesinden (m), K;=m x CVSP2 formiilii ile CV, nin hesaplanabilecegini belirtmiglerdir.
K, degerleri kullanilan homojenizasyon ekipmanina bagl olarak da degismektedir
(Maestroni, 2002).

Daha 6nceki bir calismamizda salatalikta 6rnek isleme belirsizligini saptamak amacryla
"*C-chlorpyrifos kullamlmis ve Waring Blender ile K, 1.03 kg olarak bulunmustur (Tiryaki
ve Baysoyu, 2006). Bir seri analitik islemlerden ve sonra 5 ve 50 g analitik porsiyon i¢in
elde edilen degerler Cizelge 1 de verilmistir. Her iki porsiyon i¢in analiz belirsizlikleri
(CV4a) % 2 den diisiik bulunmugstur. Bu ekstraksiyon ve LSC sayimlarimin uygun bir sekilde
gerceklestirildigini gosterir. Vr biitiin 35 verinin tek Ornek olarak diisliniilmesi ile
hesaplanan ortalama geri alimlarin [(7*5)-1=34 serbestlik dereceli] varyansidir. V, analitik
porsiyonlarin (7 adet) varyansmin [7*(5-1)=28 serbestlik dereceli] ortalamasidir. Geri
alimlara tek yonlii F testi uygulandiginda (p=0.05); Fiesaplanan,, yani Vi/V oram, kiiciik ve
biiyiik analitik porsiyon i¢in sirastyla 425.77 ve 61.92 olarak bulunmustur. Her iki analitik
porsiyon miktarlart i¢in Fiesaplanan >F tablo.:(0.05, 34/ 28)- 1.846 ve V1>V, oldugundan;

Cizelge 1. Hiyarlarda, 6rnek isleme belirsizligi testinin dzeti (Tiryaki ve Baysoyu, 20006).

Istatistiksel parameter Analitik porsiyon (g)
Sembol Formiil 50 5

R % Ortalama geri alim 88.7 95.9
Vi S’ 1.649E-03 5.950E-03
Va Sa’ 2.662E-05 1.397E-05
CVA % 100[(V)™ R 0.581 0.389
F hesaplanan Vi/Va 61.92 425.77
Vgp Vi-Va 1.622E-03 5.936E-03
CVgr % 100[(Vsp)™1/R 4.539 8.033
F iablo (Vspso/ Vsps) 10 2.73

Ks. 50 W(CV,,)* 1.03™

: Ftab(0.05;34/28)= 1.846 **Ftab(o‘l; 6/6) 4.28; o kg

VSP = VT - VA olur. (2)
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Kiictik (Vspsm) ve biiylik (Vsprg) analitik porsiyonlarin 6rnek isleme varyanslari
Cizelge 1’de verilmistir. Kii¢lik ve biiyiik porsiyonlar i¢in CVgp hesaplanir (Esitlik 3).

Ve
R

Her iki analitik porsiyon setleri ilk F testinden gectiginden, islenen Ornegin
homojenitesini kontrol etmek amaciyla biiyiik test porsiyona kars1 kiigiik test porsiyonunun
ornek isleme varyansini karsilagtirmak igin iki yonli F j-testi uygulanir;

v, 3)

F = 10 X I/Sfi 4)
VSPSM

Esitlik (4)’den Fhesapianan 2.73 olarak bulunmustur, bu da Fp 01,66 degerinden (4.28)
kiigiik oldugundan oOrnegin homojenligi dogrulanmistir. Biiyiikk porsiyonun CVgp
kullanilarak Ksg, Esitlik (5) ile hesaplamis ve 1.03 kg olarak bulunmustur.

K, =mx(CVg) )

Bu deger literatiirde Waring Blender i¢in verilen Kg limitleri (0.3-1.3) igindedir
(Maestroni, 2002). Esitlik (3)’den; Kg ve m degeri biliniyorsa, 6rnek CVgp hesaplanabilir.

Ornek isleme etkinligi; kullanilan ekipmana, 6rnek matriksinin tipine gore degisir. Her
laboratuvar ornek isleme etkinligini ve Ornegin homojenitesini kontrol etmelidir. Bu
literatiirden veya diger laboratuvarlardan adapte edilemez. Ornek isleme etkinligi i¢ kalite
kontrol olarak rutin olarak kontrol edilmelidir (Tiryaki ve Baysoyu, 2006).

Tiryaki ark., (2009) domateste Grnek isleme belirsizligini saptamak igin '*C-
chlorpyrifos kullanmiglar, Waring Blender’da Kg’ni 1.24 kg olarak bulmuglardir.

Ornek isleme siirecinde pestisit kaybindan gelen belirsizlik

Buharlagabilen bilesiklerin kayiplari kesin olarak bilinemez. Buharlasma o6zelliginde
olmayan analitler, uygun Onlemler ile 6rnek isleme siirecinde konsantrasyonlarinda bir
degisiklik olmaz. Buharlasabilen pestisitlerin, analizleri i¢in 6rnek isleme siirecinde
konsantrasyonlarinda kayiplar sézkonusudur. Buharlasmayan pestisitlerin kalintilarinin
belirlenmesinde eger igleme siirecinde stabil kalmiyorlar ise problem olusabilir.

Kalint1 sonuglarinin belirsizliginde en fazla katkisi olan islem 6rnek islemedir. Bunun
nedeni Ornegi karistirma igleme dograma vb sathasinda Ornekte pestisitin stabil
olmamasindan kaynaklanan kalint1 kayiplaridir. Bu asamadaki kayiplar daha sonraki her
analiz basamagini etkiler. Bundan dolay1 metot validasyonu siirecinde pestisitin 6rnek
isleme siirecinde parcalanmadan stabil kalmast durumu da agikliga kavusturulmalidir. Bu
amagcla 6rnek isleme verimi, kuru buz uygulamasiyla iyilestirilebilir. Pestisitin stabilitesi,
pestisitin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, 6rnek matrisine ve sicaklik gibi 6rnek isleme
kosullarina baglidir (Fussell ark., 2002; Anonymous, 2007).

Pestisitin stabilitesi iizerine bir ¢ok arastirma yapilmistir (Hajslova ark., 1998; El-
Bidaoui ark., 2000; Ambrus, 2004). Yapilan bir calismada laboratuvar sicakliginda 6rnek
isleme ile % 40-70 arasinda pestisit kayib1 olmustur (Hill ark., 2000). Bu kayiptan kimyasal
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reaksiyonlar ve buharlasma sorumlu tutulmustur. Aragtirilan pestisitler i¢inde chlorotalonil
en cok kayip olusturan pestisit olarak bulunmustur. Benzeri bir ¢alismada (Fussell ark.,
2002) kuru buz ile yapilan 6rnek isleme, pestisitin stabilitesi {izerine olumsuz bir etki
yapmamistir. Genel olarak az sayida pestisit bu islemden etkileniyorsa da, ornek isleme
stirecinde kayip olusan pestisitlerde dondurma islemi uygulanir. Dithiocarbamat’larda bu
biiyiik problemdir. Ornek islemeden kaynaklanan kayiplara engel olmak igin 3 alternatif
vardir (Visi, 2002); (1) herhangi bir 6n pargalama islemi olmaksizin, genis bir laboratuvar
ornegini tek bir analitik porsiyon olarak analiz edilebilir. Ancak bu genis hacimli cam
malzeme ve bilyiikk miktarlarda solvent kullanimini gerektirir, (2) tek bir birim 6rnekten
kiigiik bir parga kesilerek analize alinabilir, bu durumda da bir laboratuvar 6rnegi i¢inde
tekarli analitik porsiyonlar analize alinamamuis olur, (3) 6rnegi ¢abucak dondurmak ve kuru
buzda pargalayarak toz hale getirmek ve karigtirmaktir. Tekrarli analitik porsiyonlar
alinarak 6rnek erimeden analize alinir.

Hiyarlarda chlorpyrifos ve malathion analizleri igin 6rnek islemede pestisitin stabilitesi
lizerine yapilan arastirmada (Tiryaki ark., 2008), stabilite testi prosediirleri agiklanmustir.
Tek yonlii ¢ testi (% 95 giiven araliginda) ile hesaplanan deger, kritik degerden biiyiik
oldugu igin (¢.4,.>1t.; ), pestisitin stabil kalmadig1 ortaya ¢ikmustir.

Saklama siirecinde pestisit kaybindan gelen belirsizlik

Genellikle, drneklerin saklamaya gerek olmadan kisa zamanda analiz edilmesi istenir.
Cabuk degisen veya buharlasan kalintilarin analizleri 6rnegin alindig1 giin yapilmalidir. Bu
miimkiin degil ise stabilite testi yapilmalidir. Laboratuvar 6rnegi homojenize edilir, birkag
analitik porsiyon bilinen bir seviyede fortifiye edilir ve saklanacak laboratuvar &rnegi
kosullarinda saklanir. Fortifiye edilen 6rnek laboratuvar 6rnegi ile beraber analiz edilir.
Genel olarak dithiocarbamatlar saklama siirecinde kaybi olan grup olarak bilinir, bundan
dolay1 6rnekler alindiktan sonra hemen analiz edilmelidir (Visi, 2002).

Analiz metodu ile ilgili 6l¢ciim belirsizligi bilesenleri

Esitlik (1)’deki analizlerin (S,) belirsizlik kaynagindan bahsedilince ekstraksiyon,
cleanup ve enstrumental analiz basamaklarmin belirsizlik bilesenleri akla gelir. Genel
olarak, bir metodun Ol¢lim belirsizligi 3 asamada saptanir; (1) potansiyel belirsizlik
kaynaklar1 tanimlanir, (2) belirsizlik bilesenleri hesaplanir, (3) birlestirilmis standart
belirsizlik hesaplanir. Bu boliimde ekstraksiyon, cleanup ve GC ol¢iimlerinin belirsizlik
hesabi i¢in Stepan ark., (2004) tarafindan uygulanan metodoloji agiklanacaktir.

“Bireyselden-tiime (bottom-up)” yaklasimi: Metodun belirsizlik bilesenleri tek tek
hesaplanir ve toplam belirsizlige gidilir (Anonymous, 2000). Yeni bir metot ise, belirsizlige
katkisi olan bilesenler bireysel olarak tayin edildiginden, bu yaklasim daha uygundur.

Ekstraksiyon, cleanup ve GC élciim belirsizlikleri: 1ki sekilde hesaplanr.

Random belirsizlik bilegenleri: Ekstraksiyon, cleanup ve GC Ol¢limlerinin random
hatasi i¢in, analitin tekrarli analizleri (n=6) ile hesaplanan relatif standart sapma (%RSD)
bulunur. Metodun safthalart (E;3) Sekil 1’de verilmistir. Random belirsizlik bilesenlerini
saptamak icin, ekstraksiyon (rgx) cleanup (rgpc), ve GC basamaklarinin (rgc) ayri ayri
tekrar edilebilirligi Esitlik 6-8 ile hesaplanabilir. 3 tekrar edilebilirlikleri birbirinden
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bagimsiz olmadig1 igin (7 degeri r, ve r; Ui; r, de r; degerini igerir), etkileri ¢ikartarak
diigtilmiistiir.

Fex = \/(r21 -r26re -7%6c)

(6)

Feope = (P2 -776c) 7)
Toe =/ (773 3 ®)

Cizelge 2A’da fenarimol i¢in hesaplanan veriler gosterilmistir. Tim prosediiriin 7,
degeri ve cleanup igleminin », degerleri sirasiyla % 12.8 ve % 5.7 olarak bulunmustur.
Hesaplanan rgy, rgpc ve rge degerleri ise sirastyla, %11.5, %2.8 ve %4.9 olmustur.

2) Sistematik belirsizlik bilesenleri: Sistematik bilesenlerin belirsizligi, Sekil 1’de
aciklanan E;;'den elde edilen geri alimlar esas alinarak tayin edilir. Geri alimlarin
belirsizlikleri [u(R);.,] dikdortgen dagilim kabul edilerek Esitlik (9) ile hesaplanabilir.

0.5(100- R, )
9
NG )

Rg1; fenerimol i¢in, E; 3 sathasindan elde edilen geri alim degerleridir.

U(R)1-3 (%)=

Bireysel belirsizlikler ile ilgili ekstraksiyon ve cleanup geri alimlarinin belirsizlikleri
Esitlik (10-12) kullanilarak hesaplanir.

ORNEK OMOJENIZASYONU
E
=
>
EKSTRAKSIYON
=
>

ri U(R)

E;

=

r2, U(R)2

GAZ ROMATOGRAFISI

l
Vo

) L

GC KALIBRASYONU [

r3, UR)s (-

Vo

|

\ 4

|
SONUC y

Sekil 1. Analiz metodunun belirsizlik bilesenleri. E,_; prosediiriin safhalari, r3 ise bu
sathalardan elde edilen tekrar edilebilirliklerdir. u(R),; yine bu sathalarin geri alimlarinin
belirsizligidir. rgy, rgpc Ve rge ekstraksiyon, cleanup, GC dlglimlerinin tekrar
edilebilirligidir. u(R)gx, u(R)gpc ve u(R)gc ise islemlerin geri alimlarmin
belirsizligidir (Stepan ark., 2004).

61



U(R)gy (%) =u(R),” - u(RYcre -u(R)’cc (10)

U(R) e (%) = Ju(R),” - u(R)sc (an

u(R)gc (%)= v U(R)32 =u(R) (12)

Formiillerdeki u(R)gx ekstraksiyon, u(R)gpc GPC cleanup, u(R)gc ise GC dlglimlerinin
geri alimlarinin belirsizliklerini gosterir.

Fenarimol i¢in E;3’den elde edilen geri alimlar ve sistematik belirsizlik bilesenleri
Cizelge 2B’de 6zetlenmistir. u(R); (tim prosediir -E,- ile ilgili belirsizlik) ve u(R), sirastyla
%6.7 ve %1.8 olarak bulunmustur. [#(R)ex], [u(R)grc] Ve [u(R)gc] sistematik bilesenlerinin
belirsizlikleri, sirasiyla, %6.4, %1.4 ve %1.1 olmustur.

GC kalibrasyonu ile ilgili belirsizlik kaynaklart

Analiz islemlerinin yukarida agiklanan safhalarma ilaveten birlestirilmis standart
belirsizlige katkisi olan diger potansiyel hata kaynaklari da vardir. Bireyselden-tiime
yaklagimi ile analitik standartin tartimi, seyreltilmesi, ve safligi ile ilgili belirsizlik
kaynaklarina deginilecektir.

Tartim igleminin belirsizligi: Random belirsizligi (rga ) Esitlik (13) ile hesaplanur.

S.D.
Taar (Y0) = m =
4

%100 (13)

Cizelge 2. Bireyselden tiime yaklasimi ile fenarimoliin belirsizlikleri(Stepan ark., 2004).

Bolim A: E;_; denemelerinden elde edilen tekrar edilebilirlikler ve ekstraksiyon, clean-up ve GC
basamaklarinin hesaplanan tekrar edilebilirlikleri (Random bilesenler)

r1 (%) 2 (%) rex (%) rape (%) rac=rs" (%)

12.8 5.7 11.5 2.8 4.9

Boliim B: Ekstraksiyon, clean-up ve GC basamaklarinin geri alimlar ve ilgili belirsizlikleri
(sistematik bilesenler)

Rg, Rey  Res u(R) u(R), u(R)ex u(R)gpc u(R)c= (R)s’
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
77 94 96 6.7 1.8 6.4 1.4 1.1
Boliim C: Pestisit standartinin tartim isleminin random ve sistematik belirsizlik bilesenleri
rgar (%) opar (%)
3.1 0.11
Boliim D: Fenarimol standartinin safliginin belirsizligi
ustp (%0)
0.14
Boliim E: Bireyselden tiime yaklagimi ile Fenarimol igin elde edilen birlestirilmis belirsizlikler
u ([V) UcGPC Us.ge UBAL UcpIL USTD Blrle§tlrllml§ standart
cBX 170 (%) (%) (%) (%) (%) belirsizlik u, %
13.1 3.1 5.1 3.1 0.16 0.14 14.8
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S.D.y stok solusyon hazirlamada kullanilan 10 ml’lik bog balonun tartimlariin (n=6)
standart sapmasidir. m, stok solusyon hazirlamadaki (V=10 ml) kullanilan standart
miktaridir.

Tartim belirsizliginin sistematik bileseni (o51) Esitlik (14)’e gore hesaplanir.
a
Ogar (Y0) =—F——x100 (14)
BAL m, x ﬁ

a terazinin kalibrasyon sertifikasindaki tartim (£0.033 mg) toleransidir (Cizelge 2D).
Seyreltmenin belirsizligi: Random belirsizlik (rpy ) Esitlik (15) ile hesaplanabilir.

r ) =—P5 100 (15)

mg —me
S.D.g toluen ile isaretine kadar tekrarli (n=6) doldurulan balonun (V=10 ml)
tartimlarinin standart sapmasidir. mg dolu, mc ise bos balon jojenin ortalama agirligidir

Seyreltme belirsizliginin sistematik bileseni (opy); firmanin balon igin verdigi giiven
araliklarin b, (+0.025 ml) dikdortgen dagilim geregi ile Esitlik (16)’ya gore hesaplanir.

b
oy (Y0)=——x100 16
DIL( 0) Vx\/g (16)

V balonun hacmidir (V=10 ml).

Seyreltme belirsizliginin bilesenleri sadece balonun iiretici firmanin verdigi hacim ve
giiven araliklarina baghdir, yani biitiin bilesikler i¢in aynidir. rpy ve opy, Esitlik (15) ve
(16) ile sirasiyla % 0.07 ve % 0.14 olarak bulunmustur (Cizelge 2C).

Analitik standartin safligimin belirsizligi: Bu belirsizlik iiretici firmanimn sertifikasinda
belirtilmedigi i¢in, dikdortgen dagilim kabul edilerek Esitlik (17) ile hesaplanir.

0.5% (100
e (%) =% (17)

v (%) iretici firmanin saflik derecesidir. Buradaki, stok ve kalibrasyon solusyonu
konsantrasyonlari, standart saflik % si ile diizeltilmez. Fenarimol pestisiti i¢in, saflik %99.5
olarak verildiginden Esitlik (17) ile ugrp degeri % 0.14 olur (Cizelge 2D).

Birlestirilmis standart belirsizlik hesaplanmasi

Analiz basamaklarinin random ve sistematik belirsizliklerinden, prosediirlerin
(ekstraksi-yon, cleanup, GC, tartim ve seyreltme) birlestirilmis belirsizlikleri hesaplanir
(Esitlik 18-22).

Uy (%) = \/(VZEX +u(R) ex (18)

Uy (%0) = \/ (rarc + u(R) crc (19)
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U (%) = A/ (Fac +u(R) ac 20)
Ugp, (%) = /(7 BAL + O BAL Q1)
Uy (Y0) =+ (I"ZDIL +0 DL (22)

ucex ekstraksiyonun, u.gpc GPC cleanup isleminin, u.gc, GC 6lglimiiniin, uepar, tartim
isleminin, u.py seyreltme isleminin birlestirilmis belirsizliklerini gosterir.

Her bir prosediiriin birlestirilmis belirsizlikleri, analizlerde uygulanan analitik metotla
ilgili birlestirilmis standart belirsizlik (u.) hesaplamasinda kullanilir (Esitlik 23).

u, (%)= \/(HZCEX +uleere + Uece + UeBAL + U il + U STD (23)

Cizelge 2E’de goriildiigi gibi, fenarimol fungisiti i¢in birlestirilmis standart belirsizlik
%14.8 olarak bulunmustur. Birlestirilmis belirsizligin en 6nemli kaynaginin (%13.1)
ekstraksiyon basamagi, en 6nemsizinin de etkili maddenin saflig1 oldugu goriiliir.

“Tiimsel (top-down)” yaklasim: Global olarak metodun belirsizligini tayin eder.
Validasyon ve laboratuvarlararasi ¢alismalardan elde edilen verilerin kullanilmasiyla (her
bir hata kaynaginin belirsizligi tanimlanmadan) toplam ol¢iim belirsizligi (x) saptanir.
Belirsizliklerin kaynaklari biliniyorsa bu yaklasim daha pratiktir

Spike edilen 6rnek analizlerinin tekrar edilebilirlikleri ve dikdortgen dagilimdan
iiretilen (Esitlik 24) geri alim belirsizligi [u(R),/, belirsizlik kaynaklar1 degerlendirilir.

0.5(100-R)

NE)

R, 6rnegimizde fenarimol’un geri alimidir.

u(R), (%) = (24)

iki belirsizlik kaynagindan birlestirilmis standart belirsizlik u.,, bulunur (Esitlik 25).

u,, = 1/(7"2”1 +u(R)2m (25)

burada r,, degeri tekrar edilebilirligi (yani Cizelge 2A’daki % r, degeri), u(R),, ise geri
alimlarin belirsizligini gosterir (deneme serileri n=1-3).

Ortalama birlestirilmis standart belirsizlik u.,,, Esitlik (26) ile hesaplanr.

. u20t1 + u2c12 + u20t3
uCAV - 3 (26)

Cizelge 3’ deki verilerin karsilastirilmasinda E,; safhalarinin u, degerleri arasinda
onemli bir fark olmadig1 goriiliir. Bireyselden tiime yaklasimiyla elde edilen birlestirilmis
standart belirsizlik u. (%14.8) ile tiimsel yaklasimdan elde edilen birlestirilmis ortalama
standart belirsizlik uc., (%13.4) karsilagtirildiginda da onemli bir farkliligin olmadigi
goriiliir. (Cizelge 2E ve Cizelge 3.)
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Cizelge 3. “Tiimsel yaklagim ile fenarimol belirsizliklerin 6zeti (Stepan ark., 2004).

Seri 1 Seri 2 Seri 3
ucav
Fa u(R)y Uert 147} u(R),; Uerr s u(R);s Uers (%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
12.8 6.7 144 9.3 9.0 13.0 11.6 5.5 12.8 134

Tiryaki ve Baysoyu (2008), belirsizlik degerlendirmeleri igin '*C-carbaryl ile
calismislardir (Sekil 2). Ekstraksiyon ve cleanup belirsizlikleri, LSC’nin LSCex ve LSCyy
belirsizliklerini icerdigi igin, relatif belirsizlik degerleri diisiilmiis, Esitlik (27) ve (28)
uygulanmigtr.

ORNEK HOMOJENIZASYONU

EKSTRAKSIYON

Eq A ‘
]
r1, u(R) : rex, U(R)ex
‘ .
- v v
1
1
]
]
CLEANUP :
E. :
GPC KALIBRASYONU r2, U(R)2 : fepc, U(R)ape
|
\ 4 X
LsC C")LQL‘JMU\ v v

~_

Sekil 2: '“C-carbaryl ile metodun belirsizlik bilesenleri. (Tiryaki ve Baysoyu, 2008).

Tex = \/(7"21 'rzLSCex ) (27)

Tope = \/(’”22 'VzLSCgpc ) (28)

Hesaplamalarda karigikliga neden olmamak i¢in rakamlar % olarak verilmemistir.

Cizelge 4°de ekstraksiyon ve cleanup geri alimlar1 (R); geri alimlarin [u(R)/R] tekrar
edilebilirlikleri; tiim ekstraksiyon ve cleanup islemlerinin (R) geri alimlar1 (n=19) ile tiim
metodun geri alim (n=38) ve relatif belirsizlikleri [¢(R)/R] verilmistir.
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Cizelge 4. Fortifikasyon seviyelerindeki analitik basamaklardan elde edilen '*C-carbaryl
geri alimlar1 (R) ve relatif standart belirsizlikleri [u(x)/x] (Tiryaki ve Baysoyu,

2008).
Fortifikasyon Ekstraksiyon Cleanup Toplam

(mg kg™) R u(R)/R R u(R)/R R u(R)/R
0.02 (F,/1-7) 0.96 0.031 0.83 0.038 0.89 0.081
0.2 (Fy/1-4) 0.96 0.037 0.98 0.078 0.97 0.057
0.8 (Fy/1-4) 0.94 0.045 0.80 0.086 0.87 0.103
1 (E4/1-4) 0.93 0.041 0.92 0.088 0.93 0.064
Tiim 0.95" 0.036 0.87" 0.102 0.91" 0.084

* Tiim ekstraksiyonlarin geri alimlar (n=19)
™ Tiim cleanup ilemlerinin geri alimlari (n=19)
“"Biitiin prosediiriin tiim geri alim (n=38)

Cizelge 5’de ise bireyselden tiime yaklagimi ile belirsizlik bilesenleri dzetlenmistir.
Tiim analiz prosediiriiniin birlestirilmis standart belirsizligi u,, 0.112 olmustur. Her iki
random ve sistematik belirsizlik bilesenlerinin degerlendirilmesinde, cleanup isleminin
belirsizliginin, ekstraksiyon belirsizliginden daha fazla oldugu ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 5. Bireyselden tiime yaklasimi ile "C-carbaryl igin ekstraksiyon ve cleanup
islemlerinin belirsizlik bilesenleri (Tiryaki ve Baysoyu, 2008).

Boliim A: E;_, denemelerinden elde edilen tekrar edilebilirlikler ve ekstraksiyon ve clean-up
basamaklarinin hesaplanan tekrar edilebilirlikleri (Random bilesenler)

7 ¥ T'LSCex T'LSCgpe VEX 'GpC
0.036 0.102 0.014 0.009 0.033 0.101
Boliim B: Ekstraksiyon ve clean-up basamaklarinin belirsizlikleri (sistematik bilesenler)
Rg; Rgy u(R), u(R), U(R)Lscex u(R)LSCgpc u(R)ex u(R)gpc
0.95 0.87 0.014 0.037 0.014 0.009 0.004 0.036

Boliim C: Bireyselden tiime yaklagimi ile'*C-carbaryl iin elde edilen birlestirilmis belirsizlikler

Birlestirilmis standart
belirsizlik u,

0.033 0.107 0.112

Ucgx UcGpC

Cizelge 6’da tiimsel yaklagim ile belirsizlik bilesenleri 6zetlenmistir. Ortalama
birlestirilmis standart belirsizlik u.oy 0.081 olarak bulunmustur. Cizelge 5 ve 6’nin birlikte
degerlendirilmesinde bireyselden tiime ve tiimsel yaklagim ile cleanup isleminin belirsizligi
ekstraksiyon belirsizliginden daha fazla olmustur. Dolayisiyla cleanup islemi daha 6nemli
belirsizlik kaynagidir. Ayrica iki yaklasim arasinda ¢ok farklilik olmadigini da s6ylenebilir.
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Cizelge 6. Tiimsel yaklasim da "*C-carbaryl testi belirsizlikleri (Tiryaki ve Baysoyu, 2008).

Experiment 1 (E;) Experiment 2 (E,) Ortalama birlestirilmis
standart belirsizlik
I'n u(R)y Uen I'n uR), Uepn Ueay
0.036 0.014 0.039 0.102 0.037 0.108 0.081

Sonug olarak ekstraksiyon, cleanup ve kromatografik islemlerin belirsizlikleri dnemli
olup, bunlar i¢ kalite kontrol siirecinde devamli kontrol edilmelidir.

Tartisma

Cesitli QA ve QC sistemlerine gore, sadece pestisit kalinti analizlerinde degil, rutin ve
arastirma amacl tim analiz laboratuvarlarinda {iretilen verilerin belirsizlikleri ile beraber
aciklanmasi bir zorunluluktur. Bu derleme makalesinden, kalinti analizlerinde toplam
belirsizlige katkisi olan en 6nemli analitik islemlerin, 6rnek isleme, ekstraksiyon ve cleanup
oldugu anlasilmaktadir. Bireyselden tiime varim ve tiimsel yaklagim, aragtiricinin amacina
ve metodun yeni yada eski olusuna gore her ikisi uygulanabilir. Ancak metodun belirsizlik
kaynaklar1 biliniyorsa tiimsel yaklagim ile toplam belirsizligi belirlemek daha pratiktir.
Daha kiigiik ve 6nemsiz belirsizlik katkisi olan bilesenlerin belirsizlikleriyle ugrasmak fazla
zaman ve kimyasal harcanmasindan baska bir katki saglamaz. Ancak yeni bir metot ise
bireyselden tiime yaklasimi uygulanarak tim katkist olan belirsizlik bilesenlerinden
hangisinin énemli oldugunun ortaya ¢ikartiimasi da Onemlidir. Diger bir konu da, tim
bubelirsizlik degerlendirmeleri her bir laboratuvar tarafindan metot validasyonun bir
pargasi olarak i¢ kalite kontrol siirecinde yapilmalidir. Bu degerlendirmeler, literatiirden
veya diger laboratuvarlardan transfer edilemez.
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