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Resumo

A agricultura € um dos fatores mais rentaveis nasBBralém de ser uma das maneiras de
sustento das familias rurais e urbanas. As culias cultivadas no Brasil sdo soja, milho e
arroz. Fungos do génerspergilluspodem contaminar graos de soja e milho durante seu
armazenamento e pode produzir micotoxinas, comaflatoxinas, prejudiciais a saude de
guem os consome. O objetivo desse trabalho foitifiEr, através de técnicas moleculares,
fungos da espécieAspergillus flavus e estabelecer uma correlacdo do tempo de
armazenamento dos grdos com a contaminacao fukgicam coletadas sementes de milho e
soja em diferentes silos da regido de Maringa-PRosteriormente realizada cultura para
fungos em meio de cultivo especifico. Apos o is@ato e caracterizacdo dos fungos em

meio de cultura, foi realizada a extracdo do DNAd&yeico e amplificacdo, pela Reacdo em
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Cadeia da Polimerase (PCR), das regifes I@Subulina. Os produtos de amplificacdo da
regido IGS foram submetidos a clivagem com a endiengestricadglll, para a confirmacao

da espécie, pela técnica de PCR-RFLP. Das amosinéetadas 68,75% estavam
contaminadas poAspergillus spp.,seguindo analises microbiologicas. Destas, 31,25%
resultou positivo para a espédespergillus flavus.Os outros 37,5% foram dadas como
negativas, por varios fatores, um deles a serdié da técnica de PCR. Foi possivel
concluir que um pouco menos da metade das amostesntrava-se contaminada por

Aspergillusspp

Palavras-chave:Fungo, contaminagéo, agricultura.
IDENTIFICATION OF Aspergillus spp., ISOLATED FROM SOYBEAN AND CORN
GRAIN, BY THE PCR-RFLP TECHNIQUE

ABSTRACT

Agriculture is one of the most profitable activitian Brazil featuring soybean, corn and rice
as the most cultivated crops. It is also one ofntla@y ways for the maintenance of urban and
rural families. Fungi of the genusspergillusmay contaminate soybeans and corn during
storing, or rather, it produces mycotoxins suclaffetoxin which are harmful to consumers’
health. The aim of this work was to identispergillus flavusby molecular techniques,
coupled to co-relating storage time and fungal @ombation. Seeds from different silos were
collected in the region of Maringa, PR, Brazil, asubmitted to fungus growth in a specific
culture medium. After isolation and fungal charaetgion, the genomic DNA was extracted
and the IGS an@-tubulin regions were amplified by the Polymeraseai@ Reaction (PCR).
Products from the amplification of the IGS regioare cleaved using the restriction enzyme
Bglll by PCR-RFLP technique. Microbiological analysé®wed that 68.75% of the collected
samples were contaminated Aspergillus spp of which 31.25% were positive for
Aspergillus flavusThe other 37.5% were negative through several factme of which was
the sensitiveness of PCR technique. Results shatnntbre than one half of the samples was

contaminated byAspergillus spp

Keywords: Fungus, contamination, agriculture.
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Introducao

O Brasil € um grande produtor de graos, ficandsaapenas para os Estados Unidos
e, de acordo com os dados da Companhia Naciormabastecimento (Conab, 2013), a safra
nacional de gréos do periodo 2012/2013 chegoucaode de produgédo, com 186,15 milhdes
de toneladas. Além disso, as familias brasilepeacipalmente as que estdo concentradas na
regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste, sdo as quepnadiszem monocultura para exportacao,
gerando renda estavel para os agricultores (AGRAIT®S, 2000).

Um dos aspectos mais importantes dos gracs @asalde humana esta em
completar uma alimentacédo equilibrada, além de flugswea salude. Dentre os graos mais
consumidos esta a soja, que, segundo a Embrapa(ZRjad), € considerada um alimento
funcional, pois fornece nutrientes ao organismm &a0 na prevencéo de doencas cronico-
degenerativa e também € uma excelente fonte deraisineomo ferro, potassio, fosforo,
calcio e vitaminas do complexo B. O milho, por 8aa, também € de suma importancia para
a alimentacdo humana, pois € um alimento energétigestivel e com alto teor de amido. E
matéria prima de muitos produtos industrializaddseeeles a racado animal, onde milho e soja
se complementam (FERRARINI, 2004). O milho com aka teor energético e a soja com
seu rico valor proteico (OLIVEIRAt al, 2004).

O processo realizado durante o cultivo atéstilbuicdo as sementes destes graos
esta condicionado a contaminacdo por fungos, issat@ce porque 0S graos apresentam
componentes alimentares destes microrganismos, @déwarios outros fatores. Os géneros
mais frequentemente encontrados #&pergillus e Penicilliumps chamados fungos de
armazenamento (SWEENEY; DOBSON, 1998), assim demaioi devido ao fato de
crescerem em semente e grdos armazenados com deowesidade na faixa de 8 a 18%.
Dentre esses fungos, o génésspergillusé um contaminante frequente em soja e milho
(LAZZARI, 1998).

Fungos séo organismos eucariontes, uni ou mullizelsl e possuem células que se
agrupam em filamentos chamados de hifas, sendoceejunto, o micélio (SILVA,
COELHO, 2006). Ndo apresentam clorofila em suaslasl ndo realizando, portanto, a
fotossintese. Os fungos chamados toxigénicos s@elemqque produzem as micotoxinas,
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metabolitos secundarios téxicos capazes de condaragigraos no campo, antes mesmo da
colheita ou durante o armazenamento, persistindoalmentos e racdes destinados ao
consumo humano e de animais (CARVAJAL; ARROYO, 18pdd RUPOLLCet al, 2006).

De acordo com a revista Food Ingredients Bi@§i09), as micotoxinas mais
conhecidas sdo as aflatoxinas, produzidas primograte pelos fungoAspergillus flavuse
Aspeqillus parasiticusAlgumas dessas substancias possuem capacidade émuatage
carcinogénica, enquanto outras apresentam toxiegulecifica a um orgao ou sdo téxicas por
outros mecanismos. Segundo a Agéncia Internacw@dPesquisa sobre o Céancer (IARC-
International Agency for Research on Cancer), Edxdfinas estéo classificadas como classe
1 na lista dos agentes carcinogénicos, onde éiftdads dentre mais 113 agentes como
carcinogénico ao homem (PEREIRA; SANTOS, 2011).

A identificacdo correta de fungos isolados de atiioe € de extrema importancia,
devido ao seu potencial em causar doengas em hsmemmo a aspergilose, causada por
fungos do géner@dspergillus.Esta doenca pode infectar pacientes hospitalizagwap a
saude debilitada, como os submetidos ao transptintérgéos. Por isso, a veracidade na
caracterizacdo deste fungo se torna importants, @g@reciso saber qual o agente para assim
ser cuidada a contaminacéo (ANVISA, 2004).

Varias técnicas permitem a identificagdo de furngoscontaminacfes de alimentos.
Para uma inspec¢édo rapida, pode-se analisar a mgidalos fungos crescidos em placas com
meios de cultura. Porém, ha certa dificuldade @ esta técnica, devido ao fato de que
alguns esporos de fungos possuem morfologia sentelhassim € inviavel a sua
identificacdo em nivel de género, como pode acentarante a diferenciacdo Aspergillus
sp. e Penicillium sp.ou entre espécies bastante semelhantes éorflavuse A. parasiticus
(MEZZARI et al, 2003).

Por conta dessa dificuldade, métodos alternatiéns sendo empregados, tais como
andlise de proteinas e isoenzimas, marcadores \e&hddé DNA, como exemplo temos 0s
marcadores RAPD, amplificacdo do DNA ribossomico P&€R (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e amplificacfes de regides intergériRAS10S, 2000).

Foi a partir das analises moleculares que se plissibo desenvolvimento de
métodos rapidos, sensiveis e especificos no diigndde patdgenos de plantas (SILVA-
MANN et al, 2002). O marco para o desenvolvimento das tasrde diagnostico molecular
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foi a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), umdméle amplificacdoin vitro, de
fragmentos especificos de acidos nucléicos, propest Kary Mullis, em 1987. A PCR
permite a amplificacdo de sequéncias especificaxide desoxirribonucleico (DNA), sendo
que a caracteristica principal dessa técnica éitiraplexponencialmente copias do material
genético a partir de pouca quantidade dele, pemati uma alta especificidade e
aplicabilidade com centenas de métodos descrit&S@UITAet al, 2001).

Adicionalmente a PCR, o DNA amplificado pode sevaclo com uma ou mais
enzimas de restricdo, gerando fragmentos de r@stgge podem ser diferentes, devido as
variacdes nucleotidicas entre as espécies e ingigigpbolimorfismo), que podem interferir no
padrdo de clivagem das enzimas de restricdo. Otadsué a presenca de diferentes
fragmentos de restricdo, que podem servir comdingerprint genético de uma determinada
espécie. Esta técnica € denominada de PCR-RFLRtriggen Fragment Lenght
Polymorphisms). Varios autores tem usado estad@&cpara a diferenciacdo de espécies
fungicas (MIRHENDIet al, 2006; KHOURYet al, 2011). As espéciesspergillus flavuse
Aspergillus parasiticusambas produtoras de aflatoxinas e com morfolegmelhante,
podem ser diferenciada através desta técnica (KHO#BRal, 2011). A PCR-RFLP é uma
metodologia barata, rapida e segura, comparadat@éomcas de sequenciamento de acidos
nucléicos.

Como as aflatoxinas podem ser produzidas tamtéspergillus flavugjuanto por
Aspergillus parasiticus os isolados fungicos, das amostras de graos f@e esamilho,
caracterizados inicialmente pertencentes ao géksergillus foram identificados através da
técnica molecular de PCR-RFLP, para confirmacamiuel de espécie. Portanto, diante do
exposto, o objetivo do presente trabalho foi defiooar a identidade déspergillus flavus
presentes ou ndo em grao de soja e milho, a figkedeobrir em qual dos grédos ha a maior

prevaléncia deste fungo produtor de aflatoxina.

Materiais e métodos

Isolamento do fungo Aspergillus flavus

Foram coletadas amostras de graos de soja e emth8 silos de cooperativas da
regido de Maringa, a fim de analisar 16 amostrasedente sendo 8 de milho e 8 de soja, em
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diferentes periodos de armazenamento, onde umarandassemente, seja de soja ou milho,
com mais tempo armazenada e a outra com menos tam@aenada, a fim de comparar qual
a prevaléncia dos fungos, seguindo o fator temparm@zenamento

A coleta foi realizada no periodo de abril a jutteo2014. Os gréos foram mantidos
em embalagens plasticas estéreis e em seguidacaratas aC, para analises posteriores.

O isolamento déspergillus flavugoi realizado em duplicata primeiramente, onde
foram colocados 2 a 3 grdos em placa de Petri ceia AgarSabouraude cloranfenicol, e
mantidos a temperatura ambiente, por aproximadaniedias, como demonstra a Figura 1.
Apbs o crescimento dos fungos existentes em caitg fpram selecionados apenas aqueles
que, cuja morfologia, segundo a literatura, erasigergillus flavusA selecdo do fungo de
interesse foi realizada com o auxilio de uma akaldtina flambada ainda quente e passada
sobre os fungos que néo fazia parte deste grupeppgaolamento apenas Aspergilllus spp
Fragmentos desse fungo foram transferidos para pldca de Petri (repique) com o mesmo
meio de cultura e mantidos, novamente, por aprakamente 7 dias, a temperatura ambiente.
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Figura 1. Isolamento do fungdspergillus flavus (A) Semeadura do milho em placa de Petri, em meio
Sabouraud.(B) Aspecto do fungo ap6s 7 dias a temperaturaientdoem grédo de milho e (C) gréo de soja
semeado a 7 dias.

Extracdo de DNA

ApoOs o crescimento do micélio, a colonia do reeidai transferida para um
microtubo de 1 mL, para proceder a extragcdo de DidAacordo com o protocolo descrito
por De Hooget al (2005), com algumas modificacdes. Ao tubo comatenmal fungico foram
acrescidos 400 pL de tampdao de lise (Tris-HCI 0J0pH 8,0, EDTA 0,005 M, pH 8,0, NaCl
0,1 M e SDS al %) e a reacdo mantida por apradmante 10 min a -20 °C. ApGs este
periodo, foram adicionadas pérolas de vidro e asof agitados 2x em Vortex por 30
segundos, com intervalo no gelo de 30 seguncoa, gata amostra. Para a lise celular, ioi
adicionado 5uL de Proteinase K (a 20 mg/mL), o tbbmogeneizado e a reacdo incubada
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em banho-maria, a 60 °C, por 30 min. Apés esftaaefai acrescentado 162 puL de tampéao
CTAB (200 mM Tris-HCI, pH 7,5; 200 mM Na-EDTA, 8,2%aCl, 2% CTAB), e a reacéo
incubada por 10 min a 65 °C.

Posteriormente foram acrescentados 570 pL da mistloroférmio/alcool
isoamilico (24:1), o tubo homogeneizado e incub@ao30 min em gelo. As amostras foram
centrifugadas por 10 min a 13.200 rpm, o sobrertadantransferido para um novo tubo e
adicionado 10% do volume de solucdo de acetatdodie 8M. A solucéo foi armazenada a 0
°C por 30 min e centrifugada a 13.200 rpm por 10. 1@ sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo e adicionado 50% do volume tdilliquido de isopropanol gelado,
seguido de centrifugacdo na mesma velocidade 5pmin. Opelletde DNA foi lavado 200
puL de etanol 70% gelado, por centrifugacdo a 1®2@0n por 5 min, o sobrenadante
desprezado e, apos secagem, o DNA foi resssupenmhdo 50 pl de tampao TE (Tris-HCI
0,01 M e EDTA 0,001 M). O DNA foi incubado a 65 pGr 60 min, para hidratacdo. As

amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

Quantificacdo do DNA gendmico

A guantificacdo das amostras de DNA extraido falizada por eletroforese em gel
de agarose a 1%. Foi utilizado tampé&o de eletrs¢ofiBE 1x (0,089M Tris-base, 0,089M
Acido bérico, 0,002M EDTA). Foi adicionado 0,1 ud/mhe brometo de etideo ao gel.

Para o preparo das amostras foi utilizado 3ulodeing dye(0,25 % de azul de
bromofenol + 30 % glicerol), 1uL de agua ultraperfuL da amostra de DNA.

Como padréo de peso molecular e de concentragéatilizado 5ul do DNA do
fago Lambda nas concentracdes de uso (5ng, 10ring 2 2ul ddoading dyee foram
aplicados em microtubos marcados de acordo comcsneentracao final (25ng, 50ng e
100ng, respectivamente).

A elefroforese foi realizada por 60 min a 70 V. € ®i visualizado sob luz UV, em

transiluminador.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
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A caracterizagcdo molecular dos fungos foi redbézatravés da amplificacdo de
regibes especifica no DNA dos fungos, pela ReagdoCadeia da Polimerase (PCR)
seguindo o protocolo de Khourgt al (2011). As amostras de DNA gendmico foram
primeiramente submetidas a amplificacdo, por PCR radido espacadora dos genes da
biossintese da aflatoxina usando 0S primers IGS-Reverse 5-
GTCCACCGGCAAATCGCCGTGCG-3 e IGS-Forward: 5'-
AGGAATTCAGGAATTCTCAATTG-3' (Invitrogen®). Como comble positivo, foi
utilizados osprimers TUB-Reverse5-AAACCCTGGAGGCAGTCGC-3' e TUBForward:
5-CTCGAGCGTATGAACGTCTAC-3’, para amplificacdo dagido fungica que codifica
para g3-tubulina.

As reacOes de PCR, para ambas as regides IE&ikulina foram realizadas em um
volume total de 25 uL, contendo 25 ng de DNA gemdmiampéo de PCR 1x, 1,5 mM de
MgCl,, 0,8 mM de mix de dNTPs, 1 uM de camtaner reversee forward, e 1,5 unidades da
Tag DNA Polimerase, Prome@a A reacao foi realizada em termociclador Bioer s a
condicbes de ciclagem foram: 94 °C por 4 min seguwd 35 ciclos de 94 °C por 40
segundos, 58 °C por 40 segundos e 72 °C por laom,extenséo final de 1 ciclo de 72 °C
por 10 min.

Para a eletroforese, um total de 5 pL das reac@e$ @R foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em tampRalXButilizando o mesmo procedimento

da quantificacédo ja realizado. A voltagem utilizddade aproximadamente 8 Volts/cm de

gel.

PCR-RFLP (PCR seguida de clivagem com enzima tiecéey.

Para confirmar a identidade despergillus flavusou A. parasiticus os produtos
amplificados da regido IGS foram submetidos a giva com uma enzima de restrigaglll
de acordo com Khourgt al (2011). De acordo com o padrdo de clivagem éipalss
diferenciar as espécies de flavuse A. parasiticus Para a reacao, um total de 7,5 pL do
produto da PCR foi adicionado a reacédo de clivagamtendo 0,75 ul da enzinByglll (a
10U/puL) New England Biolabs (NEB), tampédo da eri(ix) e agua Milli-Q para um
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volume final de 20 pL. A reacdo foi incubada pohd@as a 37°C e analisada através de
eletroforese em gel de agarose a 2%, com as mesmdigOes descritas anteriormente.

Resultados e discussao

Coleta das amostras

Os resultados apresentados sao referentes ao &utamcaracterizacdo morfologica
e molecular de 16 isolados fungicos de amostra®jdee milho, sendo oito amostras de cada
semente, enumeradas de 1 a 16, as 8 primeirasngentes de soja e o restante provenientes
de milho, coletadas em oito cooperativas distirdastegido de Maringa. O fator levado em
consideracao foi o tempo de armazenamento de cadsatra, a fim de comparar amostras
com tempo de armazenagem maior e menor.

Segundo Pinheiro (2004), a armazenagem de alimemwdsve varios fatores que
influenciam na proliferacdo de fungos, como aeragdividade da agua, temperatura e o
proprio alimento em si, interacbes microbianasestdcdes por insetos, concentracdo do
indculo e danos mecéanicos.

Apods o crescimento do fungo de interesse, foranfisaias quais amostras foram
positivas paraAspergillus flavuse quais foram negativas, observando a morfologm da
culturas. Segundo relatado por Monteiro (2012),apar diferenciacdo da morfologia
macroscopica entre os fungos da seffdw, a cor das colbnias € um fator importante.
Portanto, foram repicadas colénias cuja morfolegeade acordo com a descrita na literatura.
Como resultado, somente as amostras 6, 7, 9, B5f@dm negativas paraspergillus spp

de acordo com a analise morfoldgica.

Amplificacdo, por PCR, das regides IGB-mibulina

AplOs a extracdo, quantificacdo e diluicdo, O DNAdGeico dos isolados foi
submetido a amplificacdo, por PCR, primeirameniieamdo osprimers para aB-tubulina,
como controle positivo para DNA fangico. Os genas godificam g-tubulina geralmente
variam entre filos de fungos, por isso pode sdizatla como controle positivo, além de ser
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altamente conservada em nivel de espécie Macidd8f200 produto de amplificacédo
apresenta um tamanho de 340 pb (KHOU#Rl.,2011).

O resultado da amplificacdo é mostrado na Figurds2amostras 2, 4, 5 e 13 ndo
apresentaram amplificacdo. Comparando-se com octasgy DNA gendmico apos a
extracdo (dados ndo mostrados), foi possivel ohsee 0 material genético apresentava-se
provavelmente degradado, o que justifica algumasstias ndo amplificadas ou houve a

presenca de inibidores da PCR.

M 1 2 3 4 5 8 10 11 1213 14

pb

1000-
500- -340 pb

100-

Figura 2. Resultado da amplificagcdo da regido tlubulina (340 pb)M. Marcador de tamanho molecular com
1Kb ladder Plus (Invitrogen®). Amostras 1, 3 e &fibdos fungos obtidos de graos de soja. Amograk 5 e
13, amostras negativas para amplificacdo. Amo&fadl, 12 e 14, amostras provenientes de graosle.

A segunda reacdo de PCR consistiu na amplificagdegido IGS que compreende a
regido do espacador intergénico dos genes respmagiia biossintese da aflatoxina. Como
mostra a Figura 3, as amostras 1, 2, 4, 5 e 18fokgativas para a amplificagdo. Podemos
concluir que essas amostras podem néo pertenspeaieAspergillus flavusou Aspergillus
parasiticus visto que a regido IGS é altamente variavel eepget usada para diferenciar
fungos em nivel de espécie incluindo ambas em usmmespacador intergénico (GARCIA,
2011). O DNA genbmico das amostras 4, 5 e 13 senttavam degradadas, o que pode ter
contribuido pela ndo amplificag&o.
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M 1 2 3 4 5 8 10 11 12 13 14

500-

100-

Figura 3. Resultado da amplificacdo da regido IGS (674 ph). Marcador de tamanho molecular 100pb
(Promega®). Amostras 1, 2, 4, 5 e 13, amostrastivegapara amplificacdo. Amostras 3 e 8, perfil logos
obtidos de gréos de soja. Amostras 10, 11, 12 arfidstras provenientes de gréos de milho.

Andlise do padrado de fragmentos de restricdo (PERM

As enzimas de restricdo reconhecem e atuam sofppérsgas especificas de DNA,
catalisando ligacdes fosfodiéster entre dois nticleos consecutivos ligados a determinadas
bases nitrogenadas (SWEENEY e DOBSON, 1998).

Os produtos de amplificacao da regido IGS, dosdsirtgie apresentaram resultado
positivo na reacédo de PCR, foram submetidos aggivacom a enzima de restriggglll e os
produtos de clivagem foram analisados por eletes®em gel de agarose a 2% (Figura 4).

Foi possivel observar que todas as amostras apaesmentrés fragmentos de
restricdo, com bandas esperadas de 362, 210 el 0&mo pertencentesA flavus de
acordo com a literatura (KANAt al, 2013) exceto a amostra de niumero 3, que apresentou
material insuficiente para a observacao por eletese em gel.

Utilizando a mesma enzima de restricdo, a esplche parasiticusapresenta dois
fragmentos de 363 e 311 pb (KHOURYal.,2011). Portanto as amostras 8, 10, 11, 12 e 14
sao pertencentes a espékspergillus flavus.
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M 3 8 10 11 12 14

pb
pb
500-
- 362
-210
-102

100-

Figura 4. Padrdo de clivagem, com a enzima de restridgid, do produto de amplificacdo da regido IGS,
gerando 3 fragmentos 362pb, 210pb e 10RpbMarcador de tamanho molecular 100pb (Promega®). shrao
3, resultado negativo. Amostra 8, perfil de fungosvenientes de soja. Amostras 10, 11, 12 e 14s&aw
provenientes de milho.

A relacdo tempo/armazenagem néo foi possivel ssgredda e relacionada com os
resultados obtidos, uma vez que as amostras guenfaignificativas paraA. flavus
persistiram em ambos os tempos de armazenamemém pode-se destacar que houve uma
maior prevaléncia da espécie nas amostras de nmiticando uma possivel preferéncia de
contaminacao deste fungo em um dos maiores cu@svdm Brasil. Conforme relata Costa e
colaboradores (2009), no inicio do século 21 hauva severa epidemia de flavusnas
plantacdes de milho na regido Sudoeste do estadoids, registrando perdas superiores a

80% na produtividade.

Conclusbes

O presente trabalho trouxe conhecimentos a serao@ados no ambito da ciéncia
agron6mica e biotecnolégica, uma vez que enfatizarsumo de alimentos contaminados
por diversos tipos de organismos, principalmentiingos devido ao facil e propicio acesso.
A soja e o milho, que sdo alimentos diariamenteseondos em varias de suas formas,
podem estar suscetiveis a contaminacdo por fungoarmiazenamento comiapergillus
flavus.

Existem no mercado inUmeras técnicas disponivaia detectar e identificar a
contaminacdo destes parasitas, mas nem sempretéstisas sado confiaveis e eficazes,
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podendo estes grdos chegarem a mesa do consummdoulados com micotoxinas
potencialmente toxicas a salde humana. Por esteoneste trabalho foi desenvolvido, afim
identificar a principal espécie contaminante degde soja e milho, evidenciando assim que
mais da metade das amostras estudadas estavatadafepoAspergillus,0 que nos leva a
concluir a ineficacia das técnicas utilizadas nopa e no armazenamento desses graos.

Também foi possivel detectar espéciefsimergillusem diferentes culturas de
soja e milho através de técnicas de biologia mtdecwarantindo a efetividade da
metodologia utilizada, ndo necessitando realizadificacdes no protocolo. Este fato também
corrobora com a certeza dos resultados, uma vepagemos afirmar com garantia que o0s
graos estavam contaminados papergillus flavuso principal fungo produtor da aflatoxina
B1.
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