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0 ENFOQUE DA METROLOGIA QUIMICA EM ANALISES TOXICOLOGICAS NA ATIVIDADE TURFISTICA:
VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE CAFEINA EM MATRIZES BIOLOGICAS.
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Como evidéncia de que a amostra E representa uma “amostra de branco” (portanto isenta de cafeina), o espectro de massas da Amostra
E no tempo de retencdo associado a substancia cafeina foi comparado com dados de referéncia da Biblioteca da “Association of Official
Racing Chemists (AORC)”, que claramente confirmou auséncia de fons m/z caracteristicos da cafeina nessa amostra, conforme ilustrado na
Figura 1S.
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Figura 1S. Espectro de massas relativo a amostra E e sua comparag¢do com dados de referéncia da base de dados da Biblioteca da Association of Official
Racing Chemists (AORC)

*e-mail: mfrota@metrologia.ctc.puc-rio.br
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Os dados da Tabela 1S confirmam a validagdo para o parimetro “exatiddo”, mostrando grau de exatiddo superior a 77% para todas as
concentragdes estudadas.

Tabela 18S. Sintese dos resultados dos valores da exatidao.

Concentragdo “Valor obtido” “Valor real” Exatidao
(ng/mL) (resposta cromatografica do fon m/z 194) (resposta cromatografica do fon m/z 194) %
Branco* 109867 a.i. 0 -
6 487792 a.i. 591870 a.i. 82
8 676300 a.i. 840451 a.i. 80
12 1016304 a.i. 1316557 a.i. 77
18 1561100 a.i. 1825573 a.i. 85
24 2268996 a.i. 2563160 a.i. 88

*“branco de urina”, concentracdo igual a 0 ng de cafeina/mL de urina. “a.i.”: uma medida da intensidade de abundancia (“abundance
intensity”).

Os dados da Tabela 2S fundamentam a validacdo pelo parametro “reprodutibilidade”, realizada nos dias 1 e 2 de andlises discutidos no
trabalho. Para as concentragdes estudadas, documenta os valores das razdes (duas a duas) entre as respostas cromatograficas dos trés {ons
caracteristicos da cafefna (m/z 194/109; 194/67 e 109/67) bem como os respectivos componentes da “incerteza padrao” (tipo A), estimados
com base na propaga¢do da soma quadratica do desvio-padrdo relativo associado as respostas cromatograficas de cada fon.

Tabela 2S. Média das razdes entre os fons m/z 194, 109 e 67 e incertezas padrdo associadas devido ao desvio padrio relativo (dias 1 e 2)

Dia 1 (Analista 1) Dia 2 (Analista 2)

Concentragdes Média + Meédia + Média + Média + Média + Média +
(ng/mL) Incerteza da  Incerteza da  Incerteza da Incerteza da  Incerteza da  Incerteza da

razao m/z razao m/z razio m/z razao m/z razao m/z razdo m/z

194/109 194/67 109/67 194/109 194/67 109/67
6 2,03+0,22 2,41+0,48 1,19+0,26 1,94+0,10 2,41+0,24 1,24+0,10
8 2,15+0,11 2,75+0,44 1,28+0,19 1,96+0,17 2,54+0,17 1,29+0,08
12 2,06+0,35 2,85+0,43 1,38+0,37 2,10+0,13 2,53+0,33 1,21+0,15
18 2,05+0,18 2,78+0,17 1,35+0,10 2,01+0,32 2,68+0,40 1,33+0,21
24 2,08+0,46 2,81+0,73 1,35+0,35 2,01+0,16 2,72+0,24 1,35+0,13

Fundamentando a conclusido de que o método mostrou-se robusto para a faixa de pH investigada, a Tabela 3S apresenta os valores
médios (de nove réplicas) das respostas cromatograficas do fon m/z 194 e da razdo m/z 194/109 (ions mais caracteristicos da cafeina),
indicando suas respectivas incertezas padrio, para os diferentes valores de pH e nas cinco concentragdes investigadas.

Tabela 3S. Média da resposta cromatografica do fon m/z 194 e da razdo entre os fons m/z 194, 109 e respectivos componentes das
incertezas padrdo associadas, na faixa (9,2 < pH < 10), nas concentragdes de 6, 8, 12, 18 e 24 ng de cafeina por mL de urina

Concentragio pH Média da resposta cromatografica + incerteza
(ng/mL) ion m/z 194 razdo m/z 194/109
6 9,2 536 618 £ 5% 1,66 + 9%

8 92<pH<10 731 148 + 1% 1,82 = 10%

12 92<pH<10 1067939 * 5% 1,85+ 7%

18 92<pH<10 1491569 + 15% 1,79 = 22%

24 10,0 2133654 + 8% 1,96 + 11%
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Nio obstante o processo universalmente aceito de validagdo de métodos analiticos com base nos pardmetros analiticos discutidos no
presente trabalho, cada vez mais, a participagdo em ensaios de proficiéncia tem sido recomendada'* como confirmagio desse processo de

validac@o. A Figura 28 ilustra o certificado de Participagdo do LAD/JCB em Programa oficial de Comparagdo Interlaboratorial coordena-
do pela Association of Official Racing Chemists (AORC).

Association of Official Racing Chemists

This Document Certifies that
Anti-Doping Laboratory, Jockey Club Brasileiro

has participated in the 2005 Proficiency Testing Program,

and has successfully isolated and identified the required number of
unknown specimens in accordance with the Association’s requirements.
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Figura 2S. Participagcdo do LAD/JCB em Programa oficial de Comparagdo Interlaboratorial



