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Perché un circuito Interlaboratorio NMR?

Perché la Risonanza Magnetica e una tecnica dalle elevate

potenzialita per valutazioni qualitative e quantitative;

Perché e necessario validare e rendere ufficiali i metodi NMR;

Per divulgare le potenzialita analitiche del’/NMR,;

Perché non esistono altri circuiti NMR in Italia.
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Validation of quantitative NMR
F. Malz*, H. Jancke

1999. H. Jancke, F. Malz

First national (NMR-1) and international (CCQM-4) intercomparisons have been organized by the
Federal Institute of Materials Research and Testing, Berlin, Germany.

rederal ISUIULE OI IVIATEI1als Kesedrcll and 1esung (BAN).
Including over 30 participants from laboratories of univer-
sities, research mstitutes, companies and national metrology
mstitutes, 1t was found that the results did differ enormously
(up to 100%) not only between the participating laborato-
ries but also with respect to the gravimetric reference values
by analysing a simple five model compound mixture. This
unacceptable result is mainly caused by the individual and
mdependent setup of the measurements and the data process-
ing and evaluation procedures in each laboratory.
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Validation of quantitative NMR
F. Malz*, H. Jancke

2005. H. Jancke, F. Malz

Second national (NMR-2) intercomparison has been organized by the Federal Institute of Materials
Research and Testing, Berlin, Germany

The objective of our efforts was to overcome this serious
analytical problem by identifying the various sources of er-
rors in detail. As a result, a protocol for experimental setup Spett romet r"| ut] l]Zzat] :
of the measurement and the subsequent data processing and
handling has been developed and tested intensively using dif- 3 OO M H yA 1
ferent spectrometer configurations. Additionally. a new na- 4 O O MH 1
tional intercomparison (NMR-2) with a large number of par- yA
ticipants 1'1a? bgen pe1f91111ed a‘nd' prov §d 'the': ap'phcablﬂhty of 5 O O MH v 1
gNMR as validated method. Also. the validation has been
extended to purity determination of selected pharmaceutical 600 MHZ 2
substances, This paper focuses on the detailed description of
all possible sources of errors. their influence on the final un- 800 MHZ 1
certainty budget and, most importantly. on the explanation of
the new measurement protocol for gNMR and its first results.
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

e Laboratori aderenti: 36

e Laboratori che hanno fornito risultati: 33
o Set di esperimenti considerati: 38

o Spettrometri utilizzati:

>

>
>
>
>

300 M
400 M
500 M
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700 M

N N N N N

1
17
4
14
2

RETELAB
RETE DEI LABORATORY DELLE CAMERE DI COMMERTID

RETE DEI LABORATORI DELLE CAMERE DI COMMERCIO




IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Laboratori aderenti: 36

Agilent Italia Spa Cremonini
" s N " Uane.l'Slta Roma TD.I' V.ergata Laboratorio NMR Paci
Universita/Ente Laboratorio Referenti Dip. Sc. Tec. Chimica
Universita degli studi di Modena e . . Universita la Sapienza . . -
Reggio Emilia Mucci, Rossi Dipartimento di Chimica Laboratori NMR Prof. Delfini Delfini
Universita degli Studi di Perugia Laboratorio chimica metallorganca Macchioni Universita' Degli Studi di Cagliari | Laboratorio Interdipartimentale NMR Marincola
Universita di Napoli . . s Laboratorio di chimica generale ed o
Universita del Salento . . Fanizzi
Federico Il CERMANU Piccolo inorganica
Universita degli Studi di Bologna Laboratorio Bio-NMR Capozzi Consorzio 7C Dallacosta
i ilatti i ni it3 i i di Mil -
Istituto zooprofilattico sperimentale Milone Universita degli Studi di Milano Laboratorio NMR Airoldi
dell'Abruzzo e del Molise Bicocca
P . R Centro interdipartimentale . s ) A Dipartimento di biotecnologie, .
Universita degli Studi di Siena Valensi
Universita degli Studi di Bari beni culturali Colafemmina g chimica e farmacia
Universita diEMt_)lf:!ena e Reggio Laboratorio di Chimica e Alimenti Bertelli Universita degli Studi di Parma Laboratorio CIM-tecnopolo Costantino
milia
iversitd i i di " CIRMMP FIORGEN Luchinat
Universito d:ag:i::j:,l,dl Roma "la Laboratorio NMR prof. Manetti Manetti
Universita degli studi di Napoli Universita' Di Messina -CNR Centro NMR Materia Soffice Mallamace
. ) " Laboratorio Prof. Novellino Randazzo
Federico Il i . i o i i
Consiglio nazionale delle ricerche / | Laboratorio di risonanza magnetica o ) Universita degli Studi di Bari AFF Longobardi
L I . . Capitani, Mannina
istituto di metodologie chimiche Annalaura Segre ) .
Istituto di ricerche chimiche e CNR - ISMAC Laboratorio NMR Consonni
Lo . NMR Center Guerrini
biochimiche "G. Ronzoni" . . " " . . . .
Universita' degli Studi dell'Aquila Spettroscopia NMR Cerichelli
ENEA Laboratorio NMR Lamanna
CRA-RPS, Laboratorio di Risonanza .
CRA M " Valentini
Universita degli Studi di Torino Torino NMR Laboratory Gobetto agnetica
- " " " Innovative Solutions S.r.l. Gallo
Universita' Degli Studi di Padova Laborat(larlo lnterdlpartlrrTenta[e di Mammi
Risonanza Magnetica " . N . . P
Politecnico di Bari Laboratorio NMR Mastrorilli
Universita degli Studi di Bari Metalbiolab-Chimica Bioinorganica Arnesano " - T —
Istituto di Composti di Chimica L
CNR o talli Peruzzini
Bruker italia s.r.l Laboratorio applicativo NMR Napoli rganometafiica
Universita degli Studi di Verona Laboratorio NMR Assfalg
Aptuit S.r.l. Discovery Analytical Science Davalli
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

| campioni analizzati:

Soluzioni dei quattro principi attivi in D,0

O HiC_ CH,

TUBO PRINCIPIO ATTIVO

CONCENTRAZIONE DICHIARATA

INCERTEZZA DICHIARATA

]nstmments

K_\_/
Lab. Instruments S.r.|
www.labinstruments.it

T

e J N Aldicarb ALDICARB 498,32 e 6,28 mg/|
S NTTOT T SCH;, A OXADIXYL 500,44 £ 631 me/!
H METHAMIDOPHOS 501,23 + 632 me/l
PIRIMICARB 498,72 t 6328 mg/!
1l
HACO-P—NH . ALDICARB 249,67 E 3,2 me/!
< SCH 2 Methamidophos 8 OXADIXYL 250,73 + 321 me/!
3 METHAMIDOPHOS 251,13 t 325 me/!
PIRIMICARB 249.87 + 3,2 mg/|
CHs ALDICARB 125,91 + 1,64 me/l
0 ; OXADIXYL 126,45 t 164 me/!
HaC c ’ - !
! N'N—<—OCH Oxadixyl METHAMIDOPHOS 126,65 t 165 mg/I
( ) : PIRIMICARB 126,01 + 164 meg/!
o~ ©
ALDICARB 62,47 + 082 mg/!
5 o OXADIXYL 62,74 + 08 mg/l
J. cn METHAMIDOPHOS 62,84 + 084 mg/!
o7 N S PIRIMICARB 62,52 + 083 mg/|
HiC. A, ¢ Pirimicarb : e
NPy CHs ALDICARB 31,23 + 042 mg/l
CH3 . OXADIXYL 3136 042 mg/|
METHAMIDOPHOS 31,41 + 043 mg/l
PIRIMICARB 31,25 i 042 mg/|
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

. ’esperimento NMR

zgpr per gli strumenti Bruker;

PRESAT per gli strumenti Agilent/Varian.

e ey . v P2
. Acquisition parameters (uguali per tutti)
. Processing parameters (uguali per tutti) P1
. Processing degli spettri eseguito da un unico operatore
Al
o1
L . Chemical shift Etichetta
Principio attivo 5) del segnale
( (Fig. 1)
1.48 Al A2
Aldicarb 2.80 A2 02
7.74 A3
Methamidophos 3.77 M1 A3 ‘l
7% | ot : §
. 3.02 P1 R e i A e e A “Ire T T
Pirimicarb 3.15 5y 10 9 8 3 1 ppm
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Processing degli spettri ed elaborazione statistica dei dati
Lavoro svolto da

O/ dott.ssa Mariangela Vezzoso
/5 Responsabile Qualita
f S Innovative Solutions S.r.l. — Societa Spin Off del Politecnico di Bari

gualita@innovative-solutions.it

Rette di calibrazione (5 misure per ciascun tubo NMR)
Retta 123: 3 misure consecutive (senza rimuovere il tubo dallo spettrometro)
Retta 145: 3 misure intervallate da almeno 24 h
Retta 12345: con tutte le misure disponibili

Chemical shift Etichetta Retta utilizzata
Principio attivo (5) del segnale 123 145 12345
(Fig. 1) Conc. (mg/L) | Conc.(mg/L) | Conc. (mg/L)

1.48 Al 94.74 94.75 94.78

Aldicarb 2.80 A2 95.83 95.75 95.63

7.74 A3 94.12 93.89 94.06

Methamidophos 3.77 M1 70.74 70.55 70.49

. 3.34 01 282.53 282.22 282.45
Oxadixyl

7.50-7.16 02 284.00 284.00 284.69

irirmicarb 3.02 P1 415.66 414.36 414.56

Pirimicar 3.15 P2 418.34 419.15 418.94
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR
Analisi Statistica

Valutazione inter-laboratorio
(studio statistico delle concentrazioni
medie e delle incertezze di misura
relative al tubo NMR incognito
etichettato con X)

Valutazione intra-laboratorio
(elaborazione del set di dati relativo a
ciascuno spettrometro NMR);
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR
Analisi Statistica

Valutazione intra-laboratorio [l Y&/utazione inter-laboratorio

(elaborazione del set di dati relativo a (studio statistico delle concentrazioni

SASCUNG T NMR): medie e delle incertezze di misura
. . B ’ relative al tubo NMR incognito
etichettato con X)
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR
Analisi Statistica

: - : Valutazione inter-laboratorio
?élaz;llgjotrifi:)agiellr;ga;iI?a?tiorcl;%ti?/:‘)lg (studio statistico delle concentrazioni

GASCUNG snetrometro NMR)- medie e delle incertezze di misura
. P ) relative al tubo NMR incognito
etichettato con X)

Retta di taratura

Test di ripetibilita e riproducibilita
Calcolo Conc. soluzione incognita (X)

é RETELAB
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione intra-laboratorio
Retta di taratura

Parametri di precisione retta
Pendenza (m) | 3,84E-02 S, 2,07E-04
Intercetta (n) | -7,42E-02 | S, 4,86E-02
R? 1,00E-01 | S, 1,50E-01

Test sulle rette

Anova

Mandel
Omogeneita delle rette 123 145 12345
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione intra-laboratorio
Test di ripetibilita e riproducibilita

Test sui tubi A (Conc. .,), C(Conc. ;,,), E(Conc. ;)

Test della distribuzione di normalita (Shapiro — Wilk)

Valutazione della presenza di dati anomali (test di Dixon,
Grubbs singola osservazione, Grubbs due osservazioni,
Huber).

Calcolo del recupero [criterio accettabilita (80-110)%]

UNIONCAMERE
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione intra-laboratorio
Test di ripetibilita e riproducibilita

Controlli
Parametri di precisione UNICHIM 179/2011 n°1

A (Conc. ....), C(Conc. .,), E(Conc. ,..) AOAC (Guidelines for single laboratory validation
of chemical methods for dietary supplements and

botanicals)
Scarto tipo (S)) « controlli di accettabilita:
(S, calcolata e stata introdotta nel calcolo 1/2SR < Sr < 3/2SR
dell'incertezza di misura composta) « andamento di S, in funzione della concentrazione C

Limite di ripetibilita (r)
(r e stata utilizzata per il controllo della ripetibilita
dei risultati in doppio)

e andamento dir in funzione della concentrazione C.

Coeff. di variazione percentuale (CV%) « CV%<10
é RETELAB UNIONCAMERE
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione intra-laboratorio

Calcolo Conc. soluzione

Incognita (X)

TUBO m n Integrale C, Cred r[IX,-X,||accettabilita| S, Sy/x Ysemmese
_ Risultato
A=mC +n A mg/l | mg/l XX, < 1 Lab Taratura *
3,50 92,90
X 3,84E-02}7,42E-02 3,70 98,00 95,24 [9,13( 1,94 1,71 0,13 1,15
3,60 94,84
é‘ RETELAB umoucmms -
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR
Analisi Statistica

Valutazione intra-laboratorio [l Y&/utazione inter-laboratorio

(elaborazione del set di dati relativo a (studio statistico delle concentrazioni

: A rometr NMR): medie e delle incertezze di misura
tlemetiie e e ) [ relative  al tubo NMR incognito
etichettato corg®)
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR
Analisi Statistica

Valutazione inter-laboratorio

(studio statistico delle concentrazioni
medie e delle incertezze di misura
relative al tubo NMR incognito
etichettato con X)

Test statistici di Ci e Ui

Calcolo Z-score

Valutazione intra-laboratorio
(elaborazione del set di dati relativo a
ciascuno spettrometro NMR);
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione inter-laboratorio

Test di statistici di C, e U

Test sulle U, dei tubi X; Test sulle C, dei tubi X;

Valutazione della presenza di dati anomali

(test di Cochran, Grubbs singola Test della distribuzione di normalita
osservazione, Grubbs due osservazioni, (Shapiro — WilKk)
Huber).

Valutazione della presenza di dati anomali
(test di Grubbs singola osservazione,
Grubbs due osservazioni, Huber).

| valori risultati anomali, con la probabilita del 95%, sono stati esclusi dalla
popolazione del set di dati.
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione inter-laboratorio

Test di statistici di C, e U.

Principio attivo | Aldicarb § 1.48
Retta | 123 145 12345
Ci (mg/L) U(2) Ci (mg/L) U(2) Ci (mg/L) U(2)
Cod Lab
G3 92,53 0,82 91,32 0,82 91,85 1,37
G2 113,32 16,94 97,80 20,31 105,14 21,07
GS . 95,62 1,31 95,67 1,31 95,63 1,33
GO 9347 0,76 93,00 0,76 93,27 0,76
61 . 9597 3,48 92,53 3,48 93,74 3,38
£7 | 1,08 90,04 1,06 90,47 1,07

H Dati esclusi dal test di Huber
Dati esclusi dai test di Grubbs

l, J Dati esclusi dal test di Cochran
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione inter-laboratorio

Test di statistici di C, e U.

numero dati (n) 31

media (Xm) 94,75
varianza (Sr/2) 1,66
scarto tipo (Sr) 1,29
CV% 1,36
minimo (Min) 92,49
massimo (Max) 96,89
intervallo (Range) 4,40
mediana 95,24
media Limite di fiducia inferiore (p = 0,95) 94,27
media Limite di fiducia superiore (p = 0,95) 95,22
intervallo di fiducia della media (I.F.) (p = 0,95) 0,47
gradi di liberta (v-1) 30

t di Student (v=n-1; p =0,95) 2,04
limite di ripetibilita metodo (r) 3,72
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Valutazione inter-laboratorio
Calcolo Z-score

Per tutti i laboratori partecipanti al PT € stato effettuato il calcolo dello Z-score,
considerando la concentrazione media (Cm) e l'incertezza di misura (Sr,,) privi
dei dati risultati anomali con la probabilita del 95%.

Z-score = (C-C.)/Sr,,

5.0
1,0
....................................................................................
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Conclusioni

- La spettroscopia NMR € una tecnica affidabile e robusta che presenta
tutti i requisiti per la validazione di metodi di quantificazione

- Le ripetibilita stretta e intermedia indicano un’ottima stabilita di
performance

- | CV% ottenuti (< 3.71) indicano che le determinazioni quantitative della
spettroscopia NMR possono essere eseguite a livelli di eccellenza

Cosa influenza la qualita del risultato?

Tra gli aspetti considerati vi sono:
- Temperatura di esecuzione degli esperimenti
- Ottimizzazione dell’offset
- Correzione della fase dei segnali
- Correzione della linea di base
- Omogeneita del campo magnetico
- Caratteristiche dello spettrometro (campo magnetico, eta, marca)
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IL PRIMO CONFRONTO INTERLABORATORIO NMR

Riferimenti

dott. Vito Gallo

Ricercatore presso il Politecnico di Bari
tel 080 5963607
fax 080 5963611
v.gallo@poliba.it

Consulente scientifico di SAMER - Laboratorio CCIAA Bari
tel 080 5586910

fax 080 5586951

gallo@samer.it

Grazie per 'attenzione!
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