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Resumo

O desempenho do ensaio por enzimas imuno-adsorvidas (ELISA), mediante o
emprego de conjuntos de reativos produzidos em escala comercial, para determi-
nac¢ao de aflatoxina, foi avaliado em condi¢des experimentais, através de andlises
repetidas, em amostras de leite em pé reconstituido contaminadas com concen-
tragdes conhecidas da fragdo M, da toxina. Para os niveis de 0,10; 0,20; 0,50; e,
1,00 ng/ml, os percentuais de recuperacdo foram: 83,0%; 87,5%; 103,0%; e,
111,8%, respectivamente. O desvio-padrao relativo, para as referidas concentra-
¢oes, foi, respectivamente, 65,5%; 31,8%; 10,9% e 13,6% (n=10, para cada nivel
de contaminag¢@o). Os resultados obtidos demonstram que o método € apropriado
para pesquisas e levantamentos sobre a ocorréncia de aflatoxina M, em leite,
sobretudo nas faixas de concentracdo entre 0,20 - 1,00 ng/ml.

Substitutos do leite humano, toxicidade. Aflatoxina M . ELISA.

Abstract

The evaluation of commercially available test systems of competitive enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), for Aflatoxin M, (AFM ) was performed
in experimental conditions, through repeated analysis, in samples of milk
powder contamined with known concentrations of the toxin. Recoveries of
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AFM, added to milk at levels of 0.10, 0.20, 0.50 and 1.00 ng/ml were 83.0%,
87.5%, 103.0% and 111.8% respectively. Relative standard deviations for the
above mentioned concentrations were 65.5%, 31.8%, 10.9% and 13.6%,
respectively (n =10, per spiking level). According to these results the ELISA is
appropriate for AFM  research and/or surveying, mainly for concentrations

1

between 0.20 - 1.00 ng/ml.
Milk substitutes, toxicology. Aflatoxin M. ELISA.

INTRODUCAO

A aflatoxina M, (AFM,) € um potente hepato-
carcindgeno excretado no leite de vacas alimentadas
com ragdes contaminadas com aflatoxina B , princi-
pal metabdlito produzido por fungos do género
Aspergillus®*. A contaminagdo do leite de consu-
mo humano por AFM, assume destacada relevancia
em saude publica, ao se considerar que seus efeitos
téxicos e carcinogéncios t€m sido extensivamente
demonstrados em diversas espécies, sobretudo em
animais jovens® 2?7, Conseqiientemente, torna-se
indispensdvel a adocdo de técnicas analiticas
exeqiifveis e confidveis para a detec¢do e controle
desta toxina no leite®. Este fato reveste-se da maior
importancia com relacdo ao leite em pd, dada a sua
ampla utilizag@o, no Brasil, em programas destina-
dos a suplementac¢do alimentar de criangas da rede
escolar publica.

Os primeiros métodos para a determinagdo de
AFM, em amostras de leite e derivados, foram de-
senvolvidos em meados dos anos 60, tendo como base
a propriedade fluorescente da toxina, quando exposta
aluz ultra-violeta’. Deste modo, a técnica de identifi-
cacdo e quantificacdo utilizada de inicio, e ainda lar-
gamente empregada na atualidade, foi a cromatografia
de camada delgada (CCD)'S. Posteriormente, com o
desenvolvimento dos métodos por cromatografia li-
quida de alta resolucdo (CLAR), houve um incremento
notavel no grau de precisdo das analises, porém, com
o aumento significativo dos custos das andlises> 2.

No inicio da década de 80 surgiu uma nova pers-
pectiva para a andlise de aflatoxinas, com a introdu-
¢do dos métodos imunoquimicos, ou imunoensaios,
fundamentados nas reacdes especificas entre anti-
corpos e antigenos, com destaque para os de radioimu-
noensaio, cromatografia de imunoafinidade e de en-
saio por enzimas imuno-adsorvidas (ELISA)% 3. O mé-
todo de ELISA, do tipo direto, porém, é um dos mais
utilizados, principalmente para AFM *, onde a cor

resultante das solugdes pode ser comparada mediante
observacgao visual, com padrdes conhecidos, em tes-
tes qualitativos'® !¢2 ou por espectrofotometria, para
a obtengdo de resultados quantitativos'”.

Existem, atualmente, conjuntos de ELISA, pro-
duzidos em escala comercial, para a execugdo de
andlise de aflatoxinas em alimentos'®. Esses siste-
mas sao de execucao simples, e podem ser emprega-
dos diretamente nas amostras, uma vez que nao re-
querem etapas de purificagdo devido as altas
especificidade e sensibilidade dos anticorpos'®. Esta
caracteristica representa uma vantagem considera-
vel do método especialmente em relagdo a andlise
de AFM,, em leite e derivados, pois permite a sua
aplicagdo em grande nimero de amostras, em inter-
valo de tempo relativamente pequeno, o que ndo ocor-
re com os métodos cromatograficos'¥. Para o leite
“in natura”, o método de ELISA, assim aplicado pos-
sibilitou a Pestka e col."” (1981) a detecgdo de AFM
a partir de 0,25 ng/ml.

Scott? (1989), em revisdo sobre os métodos
quantitativos aplicados a andlise de AFM,, em leite
e derivados, concluiu que os ensaios de ELISA tém
apresentado desempenho satisfatério, inclusive em
faixas de concentrag@o ao nivel de partes por trilhdo
(ng/ml). Entretanto, o autor nido encontrou referén-
cias sobre a realizacdo de estudos interlaboratoriais
para a confirmagdo desses resultados. Por esse moti-
vo, considera-se fundamental a adocdo de procedi-
mentos para a avaliagdo do desempenho deste méto-
do, previamente a sua aplicacio no laboratério®. Esta
necessidade é reforcada em razdo dos conjuntos de
ELISA requererem condi¢des especiais de conser-
vagdo, pois como material biolégico sdo sensiveis as
variagdes de temperatura que podem ocorrer, em es-
pecial, durante o transporte e armazenagem?.

O objetivo do presente trabalho € avaliar o de-
sempenho do método de ELISA, quantitativo frente
a amostras de leite em pé reconstituido, contamina-
das experimentalmente com AFM.
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MATERIAL E METODO
Amostras

Foram utilizadas 62,5 g de leite em p¢ integral dividi-
das em 5 amostras de igual quantidade. Reconstituiu-se
cada amostra de leite em pé através da dilui¢do de 12,5 g
em 100 ml de d4gua destilada, previamente aquecida a 40°C.

A comprovagio da auséncia de quantidades detectaveis
da toxina foi realizada em laboratério de controle de qua-
lidade, apds 3 anélises negativas pelo método ZCI (Zuivel-
controleinstitut), sumarizado por Scott® (1989). Este mé-
todo foi submetido a estudo interlaboratorial na Holanda,
e apresenta, como limite de deteccdo, 0,1 pug/kg de leite
em po%¥.

Determinacao da Concentracao do Padrao de
Aflatoxina M1

O padrio de AFM, com 5 pug, depois de dissolvido em
volume conveniente de cloroférmio p.a. (3,0 ml), foi cali-
brado espectrofotometricamente através da técnica pre-
conizada pelo Tropical Development and Research
Institute® (1984). A solugdo padrio, assim preparada, con-
tendo 1,74 pg/ml da toxina, foi utilizada para a prepara-
¢80 das amostras contaminadas com AFM .

Preparacao das Amostras

Para a adigdo da AFM, as amostras de leite recons-
tituido, adotou-se o procedimento utilizado por Della Rosa*
(1979) para a contaminagdo experimental de leite “in
natura” com AFM, . A solug@o padrdo foi, entdo, transferida
para frascos volumétricos de 100 ml, numerados de 1 a 5,
correspondendo o primeiro ao controle, sem AFM,. Os
demais continham: 5,8 pl o segundo; 11,5 ul o terceiro;
28,8 ul o quarto; e, 57,5 pl o quinto.

Na seqiiéncia do método, o contetddo dos frascos foi
evaporado até a secagem total, sob fluxo de nitrogénio.
Em seguida, transferiu-se 100 ml do leite reconstituido
(aquecido a 40°C) para um dos frascos, sob agitacdo cons-
tante, através da adicdo de aliquotas de 25 ml, com inter-
valos de 5 min entre cada uma, até completar o volume.
Assim, os frascos de 1 a 5 passaram a conter uma concen-
tragdo estimada da AFM, da ordem de zero; 0,10; 0,20;
0,50 e 1,00 ng/ml, respectivamente.

Andlise das Amostras

As amostras preparadas foram analisadas, por um
mesmo técnico, através do método de ELISA quantitativo
para AFM, mediante a utilizagdo de conjuntos de reativos
comercialmente produzidos (Veratox™®). Previamente a
execucdo dos ensaios, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 3.000 rpm, por 15 min, para a remogao e
descarte da camada sobrenadante de gordura. Estabelece-
ram-se 10 andlises para cada amostra, com a finalidade de
possibilitar o processamento estatistico dos resultados
obtidos, para cada nivel de contaminagdo de AFM,.

Preparo das Solucoes

Os padrdes de AFM, que acompanham os conjuntos
de reativos encontram-se dissolvidos em uma matriz de
leite liofilizado, distribuidos em 5 frascos. Para a sua
reconstitui¢do, acrescentou-se 2,0 ml de dgua destilada a
cada um dos frascos, seguido de agitagcdo vigorosa. A es-
tabiliza¢do completa destas solucdes foi alcangada, somen-
te uma hora apds a sua preparacdio, cujas concentragoes
foram: 0; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 pg/ml.

O substrato foi preparado misturando-se 8 partes de
tetra-metil-benzidina com uma parte de solugdo de H,0,.
O substrato deve ser armazenado em local protegido da
luz até o momento de utilizag¢do, sendo que sua durabili-
dade € de 4 - 8 horas. Os demais reativos utilizados nos
ensaios foram fornecidos prontos para o uso.

Execucdo do Ensaio

Em cada seqiiéncia analitica, removeu-se uma
microcubeta de mistura para cada amostra, bem como 5
microcubetas para os padrdes, colocando-as no suporte.
Removeu-se um nimero igual de microcubetas cobertas
com anticorpos. Deste modo, procedeu-se a andlise simul-
tdnea das 5 amostras em cada seqiiéncia analitica, repe-
tindo-a 10 vezes, de maneira a completar 10 andlises para
cada amostra.

Os ensaios foram conduzidos mediante a execucdo das
seguintes etapas: em cada uma das microcubetas de mis-
tura, colocou-se 50 ul do conjugado; pipetou-se 200 pl
dos padrdes e das amostras, nas microcubetas respecti-
vas; apds homogeneizagao, transferiu-se rapidamente, com
o auxilio de pipeta multicanal, 100 pl do contetddo de cada
microcubeta de mistura para a correspondente microcubeta
coberta com anticorpos, descartando-se as contendo a
mistura. Apés periodo de repouso de 30 min, a temperatu-
ra ambiente, as microcubetas foram lavadas delicadamen-
te com dgua destilada e colocadas, na posi¢do invertida,
sobre papel absorvente, para a secagem; pipetou-se 100
ul do substrato em cada microcubeta; apés nova homoge-
neizagdo, as microcubetas foram deixadas em repouso adi-
cional por 10 min, a temperatura ambiente; e, pipetou-se
100 wl da solugdo estabilizadora em cada microcubeta,
seguida de nova homogeneizagao.

Leitura Espectrofotométrica e Interpretacao
dos Resultados

Procedeu-se a mensuracdo da absorbancia do conteu-
do das microcubetas, em leitora prépria para ensaios pelo
método de ELISA, utilizando filtro de 650 nm, conside-
rando o ar como branco.

Os valores de absorbancia dos padrdes de 0,25; 0,50;
1,00 e 2,00 pg/ml foram submetidos ao procedimento des-
crito por Park e col.'” (1989), para o cdlculo dos percentu-
ais de desenvolvimento de cor em relacao ao padrao zero.
Os resultados, assim obtidos, foram plotados graficamen-
te em papel Logistic-Log, no eixo Y, juntamente com as
respectivas concetrag¢des, no eixo X, para estabelecimen-
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to da curva de calibrag@o. As concentragdes de AFM , nas
amostras foram expressas em ng/ml de leite reconstituido.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nas andlises foram submetidos a
tratamento estatistico para o cdlculo da média, desvio pa-
dréo e desvio padrio relativo (coeficiente de variagéo)® com
a finalidade de verificar a precisdo do método de anélise
frente aos niveis de contaminacdo utilizados nas amostras.

Aplicou-se a distribui¢do “t” de Student!, com aproxi-
macdo normal, no sentido de verificar a ocorréncia de
possiveis diferencas entre os resultados obtidos e as con-
centragdes reais de AFM| nas amostras; adotou-se, como
nivel de rejeigdo, alfa igual a 0,01 e o valor critico de “t”
de alfa igual a 3,25 para 9 graus de liberdade. Estabelece-
ram-se, complementarmente, os limites de confianga, para
99%, das médias obtidas nas andlises'.

A relacdo entre as concentracdes médias obtidas nas
andlises e as concentragdes verdadeiras das amostras foi
estabelecida mediante o cdlculo do coeficiente de correla-
¢do de Pearson, tendo a equacdo da reta sido determinada
mediante a regressdo linear simples'?.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os anticorpos anti-AFM , utilizados nos conjun-
tos VERATOX™® s3o policlonais, produzidos em
coelhos imunizados com AFM, conjugados a albumi-
na sérica bovina, reagindo especificamente com o
grupo hidroxi-bi-furanico da molécula de AFM°.
Entretanto, podem ocorrer reagdes cruzadas com
outras aflatoxinas, como AFB , AFB, ¢ AFG,. Para
estas toxinas, a empresa fabricante dos conjuntos
estimou os percentuais de reagdo cruzada relativa de
73%, 18% e 39%, respectivamente. Esses valores

expressam a relagdo entre a concentragdo de AFM,
necessdria para reagir com 50% dos anticorpos, € a
concentracdo de outras aflatoxinas necessdria para
manifestar este mesmo efeito®. Contudo, é remota a
possibilidade de transferéncia de residuos significa-
tivos destas aflatoxinas para o leite, com conseqiien-
te interferéncia nos resultados.

O tempo médio para a execugdo de cada seqiién-
cia analitica, 5 padrdes e 5 amostras, foi de aproxi-
madamente 55 min.

Os resultados obtidos nas andlises das amostras
experimentalmente contaminadas com AFM, encon-
tram-se listados na Tabela 1. As anélises com a amos-
tra nimero 1 revelaram-se todas negativas para
AFM,, o que confirma a auséncia desta toxina ou de
outros interferentes detectaveis pelo método, no lei-
te em pé utilizado no preparo das amostras.

A Tabela 2 relaciona os pardmetros estatisticos
adotados para a avalia¢do intralaboratorial do desem-
penho do método ELISA, calculados em relagdo aos
valores da Tabela 1. As concentracdes médias obti-
das nas andlises, quando comparadas as concentra-
coes reais das amostras, indicaram percentuais de
recuperagdo entre §3,0% (amostra 2, contendo 0,10
ng/ml) e 11,8% (amostra 5, contendo 1,00 ng/ml).
Estes valores encontram-se dentro do esperado, se-
gundo Horwitz'® (1982), para andlises ao nivel de
partes por bilhdo (ng/ml), ou seja, entre 60 - 110%
ndo foram encontradas diferencgas entre as concen-
tracdes médias e as concentragdes reais das amos-
tras, para todos os niveis de contaminagdo (p > 0,01),
0 que atesta a inexisténcia de erros sistematicos nos
resultados obtidos.

Tabela 1 - Resultados obtidos nas andlises realizadas em amostras de leite em pé reconstituido, contaminadas com

diferentes concentracdes de AFM, (ng/ml). Sdo Paulo, 1994.

Concentragao de AFM, (ng/ml)

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
Andlise 1 2 3 4 5

(0,00)* (0,10) (0,20) (0,50) (1,00)
1 0,00 0,08 0,20 0,45 0,90
2 0,00 0,06 0,15 0,49 0,98
3 0,00 0,08 0,23 0,46 0,98
4 0,00 0,09 0,16 0,54 1,20
5 0,00 0,21 0,11 0,54 1,07
6 0,00 0,05 0,18 0,43 1,40
7 0,00 0,13 0,10 0,52 1,15
8 0,00 0,01 0,17 0,58 1,10
9 0,00 0,07 0,29 0,60 1,30
10 - 0,05 0,16 0,54 1,10

* Os ndmeros entre parénteses indicam as concentragdes reais de AFM, nas amostras, em ng/ml;

** A andlise 10 da amostra 1 nao foi realizada.
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Tabela 2 - Resultados estatisticos, obtidos durante a avaliagdo do desempenho do método ELISA em condigdes
experimentais, em amostras de leite em p6 contaminadas com diferentes concentragdes de AFM, (ng/ml). Sdo Paulo, 1994.

Amostras

Parametro estatistico 1 2 3 4 5

(0,00)* (0,10) (0,20) (0,50) (1,00)
Concentragdo média (ng/ml) 0,000 0,083 0,175 0,515 1,118
Desvio-padrao (ng/ml) 0,000 0,054 0,056 0,056 0,152
Recuperagao média (%) - 83,0 87,5 103,0 111,8
Desvio-padrao relativo (%) - 65,5 31,8 10,9 13,6
Valor de “t"** 0,000 -0,989 -1,421 0,844 2,449
LC minimo*** (ng/ml) 0,000 0,027 0,118 0,457 0,961
LC maximo*** (ng/ml) 0,000 0,139 0,232 0,573 1,275

* Os nimeros entre parénteses indicam as concentragdes reais de AFM, nas amostras, em ng/ml;

** Todos os valores de “t” foram ndo significantes (P > 0,01);
*#* | imite de confianga para 99%.

Concentragao obtida (ng/ml)
1,404 -

1,204

y=-0,049 + 1,16.X
r=0,9995

1,004

0,80
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0,40

0,20

0,00
0,00

T T T T T T T
0 020 030 040 050 060 070 080 090 1,00

e

Concentragao real (ng/ml)

Figura - Relagdo entre as concentragdes médias obtidas
nas andlises e as concentragdes reais das amostras
contaminadas experimentalmente com AMF,.

A Figura mostra a relag@o entre as concentracdes
médias obtidas e as concentragdes reais das amos-
tras, bem como a dispersdo dos resultados individu-
ais em torno das médias. Mediante o emprego da re-
gressdo linear simples, observou-se uma reta regida
pelaequacdo Y =- 0,049 + 1,16.X, onde Y represen-
ta a concentragdo obtida na andlise, e X, a concen-
tracdo real de AFM, na amostra. O coeficiente de
correlacdo de Pearson (r), entre estas duas varidveis,
foi de 0,9995, o que permite considerar satisfatéria a
exatiddo do método.

O desvio-padrio relativo (DPR), ou coeficiente
de variacdo, ¢ uma medida de variabilidade que re-
flete, de maneira inversamente proporcional, a pre-
cisdo do método’. A precisio, por outro lado, varia
de acordo com a concentracdo da substincia
pesquisada. Deste modo, quanto menor a concentra-
¢do, maior o valor do DPR’. Os conjuntos de reativos
utilizados foram desenvolvidos para a andlise de

AFM, no leite, considerando-se o limite de toleran-
cia adotado nos Estados Unidos da América (0,5 ng/
ml)%. De fato, o método revelou melhor precisdo nas
analises efetuadas com a amostra 4, contendo AFM,
neste nivel, cuja recuperagdo média foi de 103,0% e
o DPR igual a 10,9%.

A “Association of Official Analytical Chemists”
(AOAC), a respeito da repetibilidade do método de
ELISA qualitativo para a andlise de AFB , ao nivel
de 15 pg/kg, recomenda que o valor do DPR néo deva
exceder a 20,0%>'. Dentro deste critério, o0 método
avaliado mostrou-se satisfatério, também, para o ni-
vel de 1,00 ng/ml (amostra 5), cujo DPR foi de
13,6%, porém, ndo nos niveis de 0,10 e 0,20 ng/ml.
Horwitz!® (1982), por outro lado, afirmou que, em
andlises ao nivel de 1 ng/ml, é possivel esperar que
os resultados gerados em um mesmo laboratério apre-
sentem, normalmente, valores DPR entre 15,0 -
40,0%. Com base neste critério, o qual revela-se mais
adequado para a andlise de AFM | em leite, o método
de ELISA demonstrou desempenho satisfatério para
concentracao entre 0,20 - 1,00 ng/ml.

Considerando que as amostras foram submetidas
diretamente ao ensaio, sem qualquer tratamento pré-
vio, além do fato das andlise terem sido repetidas
pelo mesmo analista, € possivel concluir que a varia-
bilidade dos resultados obtidos foi devida, basica-
mente, as caracteristicas dos conjuntos e a execugao
dos ensaios. De acordo com Ward e Morgan® (1991),
os principais fatores que podem diminuir o grau de
precisdo dos ensaios ELISA incluem: erros no pro-
cedimento da andlise, pipetagem e preparagdo dos
reagentes imprecisas, homogeneizagio deficiente das
solugdes; diferengas entre as microcubetas por co-
bertura dos anticorpos; e, diferencas entre os con-
juntos utilizados.

De acordo com Scott? (1989), a maioria dos
métodos que utilizam a CCD para andlise do leite,
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apresenta, para niveis de 0,10 - 1,00 ng/ml, percen-
tuais de recuperacgdo entre 80,0 - 120,0%, e DPR
intralaboratorial entre 10,0 - 30,0%. Os métodos por
CLAR sdo os que revelam parametros de desempe-
nho mais satisfatdrios, com recuperagéo préxima de
100,0% e DPR, geralmente, abaixo de 10,0%%.

O desempenho do método de ELISA para niveis
de 0,20 - 1,00 ng/ml, portanto, pode ser comparado
aos métodos tradicionais de andlise por CCD. Para o
nivel de 0,50 ng/ml, o método avaliado apresentou
pardmetros proximos aos dos métodos por CLAR.

Pestka e col." (1981) avaliaram o método de
ELISA, pesquisando AFM, em amostras de leite ar-
tificialmente contaminadas, submetidas diretamente
ao ensaio, observando, para concentragdes de 0,25 -
5,00 ng/ml, percentuais de recuperacio entre 80,0 -
124,0%, para o produto “in natura”, e entre 94,0 -
120,0%, para o desnatado. Porém, o método néo foi
capaz de detectar concentragdes iguais ou abaixo de
0,10 ng/ml.

A comparagdo dos resultados obtidos no presen-
te estudo, com o de outros pesquisadores, é dificul-
tada pelo fato de que, na grande maioria, os diferen-
tes métodos imunoenzimaticos para AFM,, mencio-
nados, utilizam procedimentos de purificagdo das
amostras, previamente a execugdo dos ensaios'®.
Deste modo, com a retirada dos interferentes da
amostra, os niveis de detec¢do podem ser drastica-
mente reduzidos, situando-se entre 0,002 - 0,10 ng/
ml’, ou seja, abaixo dos niveis adotados no presente
trabalho. Com a adog@o de procedimentos de purifi-
cacdo, a precisio dos métodos, também, é melhora-
da, embora com prejuizo para uma das principais
vantagens do ELISA: simplicidade de execugao®.

Os parametros estatisticos, adotados no presente
estudo, comprovaram a confiabilidade dos resulta-
dos originados pelo método de ELISA. No entanto,
os métodos analiticos sdo, usualmente, avaliados com
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base em outros atributos importantes, sobretudo a
aplicabilidade e a praticabilidade!®.

Tendo em vista a simplicidade de execug@o e, so-
bretudo, a possibilidade de utilizagdo do ensaio di-
retamente nas amostras, o método de ELISA AFM,
revelou-se bastante pratico, embora o custo por anali-
se seja ligeiramente superior ao dos métodos por CCD.

A importincia de cada atributo depende da fina-
lidade que se pretende para o método em questdo.
Nas andlises de monitoramento ou nas que envol-
vam procedimentos de fiscalizagao, a praticabilidade
€ muito importante, porém, € secundaria em relagdo
a confiabilidade do método'. Conseqiientemente, a
exatiddo e a precisdo do método devem ser suficien-
temente elevadas de maneira a detectar a substancia
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modo, o método de ELISA mostrou-se adequado para
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A praticabilidade, no entanto, ¢ fundamental em
levantamentos ao nivel de campo, onde se faz neces-
saria a andlise de grande nimero de amostras no
menor prazo possivel. Neste contexto, os resultados
do presente trabalho demonstraram bom desempe-
nho do método de ELISA em concentra¢des de 0,20
- 1,00 ng/ml, o qual pode ser aplicado, sobretudo,
em pesquisas de campo sobre a ocorréncia de AFM .
E recomendavel, porém, que esse método seja sub-
metido, também, a estudos interlaboratoriais, para a
corroboracio destes resultados.
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