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RESUMO 

Este trabalho avaliou o processo de extração do PHB, por meio das larvas de Zophobas morio Fabricius, 
comparado ao processo químico tradicional. O PHB foi sintetizado pela bactéria Cupriavidus necator em frascos 
de Erlenmeyer com 300 mL de meio mineral contendo glicose e frutose como fontes de carbono. O cultivo foi 
conduzido por 24 h a 30 °C e 150 rpm. A biomassa obtida do cultivo foi submetida à extração química (dispersão 
de clorofórmio/hipoclorito de sódio) e biológica, sendo, para isto, utilizada em uma mistura 2:1 (m/m) de farelo 
de trigo com células contendo PHB como fonte de alimentação das larvas de Zophobas morio Fabricius. O PHB 
obtido pelos dois processos foi caracterizado por termogravimetria (TG), calorimetria diferencial exploratória 
(DSC), espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier - reflexão total atenuada 
(FTIR/ATR) e difratometria de raios-X (DRX). Verificou-se que a amostra extraída pelo método biológico, 
quando comparada com a amostra extraída pelo método químico, apresentou a mesma estrutura química e que 
a metodologia biológica usando larvas apresentou-se eficiente, garantindo a extração do PHB com elevada 
pureza e estabilidade térmica, com reduzida quantidade de solvente, tornando este processo mais 
ambientalmente amigável.  
 
PALAVRAS-CHAVE: Extração biológica, Polihidroxibutirato, Zophobas morio Fabricius 

 
 
INTRODUÇÃO 

A produção de polímeros aumenta continuamente e, segundo o Plastics Europe Market Research Group – 
PEMRG (2016), a produção global aumentou para 322 milhões de toneladas no ano em 2015, sendo que a grande 
maioria dos polímeros convencionais são sintetizados a partir de matérias-primas não renováveis. Uma 
alternativa é a reciclagem, porém apenas uma pequena parcela é reciclada. As grandes maiorias dos polímeros 
petroquímicos acabam sendo destinados a aterros sanitários e industriais ou incinerados, ao fim da sua vida útil, 
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alternativas que ocasionam grandes impactos ambientais devido ao longo tempo de degradação desses materiais 
no meio ambiente.  
 
Nesse contexto, faz-se necessário estudar a substituição dos polímeros convencionais por materiais produzidos 
a partir de fontes renováveis, conhecidos como biopolímeros, visando à diminuição dos impactos ambientais 
causados por resíduos poliméricos convencionais.  
 
Entre os polímeros biodegradáveis têm-se os polihidroxialcanoatos (PHAs), que são poliésteres alifáticos 
naturais biodegradáveis, sintetizados naturalmente por várias espécies bacterianas como reserva de energia (MA 
et al., 2014).  As propriedades desses polímeros podem variar de termoplásticos rígidos à elastômeros elásticos, 
sendo diretamente influenciadas pela escolha do substrato, bactérias e condições de cultivo (DIETRICH et al., 
2017). Dentre toda a variedade de PHAs existentes, há o polihidroxibutirato (PHB), polihidroxivalerato (PHV) 
e poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV), sendo que o PHB é o mais simples e extensamente estudado 
(LAURENCE, 2012; ZHENG et al., 2014). 
 
O PHB é um biopolímero cristalino e linear com propriedades estruturais semelhantes ao polipropileno isotático 
(PP) e apresenta a vantagem de ser biodegradável e biocompatível, sendo um candidato para a substituição do 
uso do polímero proveniente de fontes fósseis (RAVEENDRAN et al., 2013; WELLEN, et al., 2013). De acordo 
com Silva et al. (2007), as aplicações do PHB são destinadas, na sua grande maioria, a produtos produzidos por 
termoformagem e injeção, filmes extrudados. Além disso, devido a sua natureza biodegradável e elevadas 
propriedades mecânicas, o PHB pode ser utilizado na produção de embalagens e itens descartáveis. Atualmente, 
é amplamente estudado para aplicações na área médica, como em fios de suturas, malhas cirúrgicas, curativos e 
tecidos para regeneração óssea e nervosa, por exemplo (LI e LOH, 2015; MANAVITEHRANI et al., 2016; 
MISRA et al., 2015). 
 
A síntese do PHB pode ser realizada por várias bactérias, sendo a espécie mais utilizada a Cupriavidus necator, 
devido à sua capacidade de acumular o polímero em até 90% da massa seca de sua célula (OBRUCA et al., 
2014). Segundo Aramvash et al. (2015), o acúmulo dos grânulos intracelulares de PHB depende de fatores como 
pH, aeração, fontes de carbono e nitrogênio e meio de cultura. A produção do polímero ocorre como uma via 
biosintética em duas etapas. Na primeira etapa, os microorganismos são induzidos ao crescimento em meio sem 
limitação de nutrientes e, na segunda etapa, faz-se a limitação dos nutrientes essenciais e excesso de fonte de 
carbono, promovendo o acúmulo do polímero na forma de grânulos intracelulares como reserva de energia e 
alimento (SILVA et al., 2007; DAITX, 2016; FONSECA, 2014). 
 
Como o polímero é intracelular, após o processo de polimerização, é necessário realizar a extração do mesmo. 
Segundo Jacquel et al. (2008), os métodos de extração podem ser realizados de diferentes maneiras, como, por 
exemplo, com o uso de solventes, por perturbação mecânica e métodos biológicos. Conforme o método utilizado, 
se obtêm diferentes rendimentos e purezas, que podem variar de 60 a 98%. Convencionalmente, a extração é 
realizada quimicamente utilizando elevadas quantidades de clorofórmio, apresentando elevado custo e 
problemas do ponto de vista ambiental, visto que esse solvente é altamente tóxico e volátil (FLANAGAN e 
POUNDER, 2010). Sendo assim, Telles et al. (2011), indicaram a necessidade do desenvolvimento de métodos 
que sejam viáveis econômica e ambientalmente e que garantam o desenvolvimento de materiais com o máximo 
possível de pureza e propriedades físicas, mecânicas e químicas adequadas.  
 
Atualmente, há poucos estudos sobre o uso de novas tecnologias biológicas em escala industrial visando à 
redução de custos e troca do emprego de produtos químicos de elevada toxicidade para realizar a extração do 
polímero no interior das células. Estudos realizados por Murugan et al. (2016) e Ong et al. (2017), verificaram 
a possibilidade de substituição do uso de solventes para extração dos grânulos intracelulares de PHB pela 
utilização de larvas do besouro Tenebrio molitor Linnaeus, sendo que esta espécie foi capaz de digerir o material 
não poliéster, liberando o PHB intacto no resíduo fecal.  
 
Dentre as espécies de besouro pertencentes à família Tenebrionidae da ordem Coleoptera tem-se o Zophobas 
morio e Tenebrio molitor, conhecidos popularmente como Tenebrio gigante e bicho da farinha, respectivamente 
(COSTA, 2017; MORALES-RAMOS et al., 2011). De acordo com Yang et al. (2015), essas espécies são 
capazes de biodegradar polímeros sintéticos em gás carbônico (CO2) e água (H2O) e os carbonos dos produtos 
são transformados em biomassa. 
 



  
 

AESABESP - Associação dos Engenheiros da Sabesp 3

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o processo de extração do PHB, sintetizado pela da 
bactéria Cupriavidus necator, por meio das larvas de Zophobas morio fabricius, comparando as alterações no 
biopolímero ocasionadas pela extração biológica com a extração química como amostra de referência. Logo, 
esse estudo visa à substituição do processo de extração por via química e contribuirá tanto técnico quanto 
cientificamente nos estudos de metodologias de extração do PHB. 

 
METODOLOGIA 

Biossíntese do PHB  

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Cupriavidus necator – DSM 545. Para a ativação das 
células foi utilizado um frasco de Erlenmeyer aletado contendo 100 mL de caldo nutriente (NB) composto por 
5,0 g.L-1 de peptona de carne e 3,0 g.L-1 de extrato de carne. As células de Cupriavidus necator, mantidas em 
placa de Petri sob refrigeração, foram transferidas para o frasco. Posteriormente, o frasco foi incubado em um 
agitador (B. Braun CERTOMAT HK) em movimento rotatório de 150 rpm a 30 °C, overnight (±18h).  
 
Para a produção de PHB foi o Meio Mineral (MM), descrito por Ramsay et al., (1990) com alterações propostas 
por Aragão (1996). Resumidamente, o meio foi composto: glicose (15 g · L-1), frutose (15 g · L-1), ácido 
nitriloacético (0,19 g · L-1), citrato férrico de amônia (0,06 g · L-1), MgSO4 · 7H2O (0,5 g · L-1), CaCl2 · 2H2O 
(0,01 g · L-1), NH4SO4 (5 g · L-1), Na2HPO4 · 12H2O (8,95 g · L-1), KH2PO4 (1,5 g · L-1) e oligoelementos (1 
mL·L-1). A solução de oligoelementos foi composta: H3BO3 (0,3 g · L-1), CoCl2 · 6H2O (0,2 g · L-1), ZnSO4 · 
7H2O (0,1 g · L-1), MnCl4 · 4H2O (0,03 g · L-1), Na2MoO4 · 2H2O (0,03 g · L-1), NiCl2 · 6H2O (0,02 g · L-1), 
CuSO4 · 5H2O (0,01 g · L-1).  
 
Este processo foi dividido em duas etapas, uma etapa denominada pré-inoculo, conduzida de forma a estimular 
o crescimento das células sem nenhuma limitação de nutrientes, enquanto a segunda etapa, denominada cultivo, 
foi conduzida, com limitação da fonte de nitrogênio (NH4SO4 (2,3 g · L-1)), mantendo-se os demais nutrientes e 
concentrações, para estimular a produção do polímero.   
 
As células foram transferidas a uma taxa de 10% (V / V) e novamente incubadas em um agitador orbital a 150 
rpm, 30ºC por 24 h. Ao final do cultivo o meio contendo as células foi congelado para a posterior extração. 

 
Extração do PHB  
 
- Extração química 
 
Para efeito de comparação utilizou-se também o método de extração de Hahn et al. (1994), o qual utiliza uma 
dispersão de hipoclorito de sódio e clorofórmio. O meio de cultivo foi centrifugado a 6.000 rpm. As células 
foram ressuspensas em uma dispersão contendo 100 mL de hipoclorito de sódio e 100 mL de clorofórmio (30% 
m/V). Esta suspensão foi agitada durante 150 min a 30 oC. Após este tratamento uma nova etapa de centrifugação 
foi realizada na qual são obtidas três fases: a fase superior é composta pelo hipoclorito de sódio, na fase 
intermediaria ficam os debris celulares (também chamados de NPCM, ou materiais celulares não-PHB) e no 
fundo a solução de clorofórmio e P(3HB). Removendo-se as fases superior e intermediaria e, vertendo-se a 
última fase em uma placa de Petri, posteriormente submetida a evaporação obtém-se uma massa polimérica 
Para a purificação do polímero, foi utilizada a metodologia proposta por Garcia (2006), assim, o polímero foi 
solubilizado em clorofórmio sob agitação constante a 60 °C. Em seguida, adicionou-se n-hexano na proporção 
1:1 (V/V), como agente não-solvente, promovendo a precipitação do PHB e, então, foi realizada a filtração a 
vácuo dos cristais poliméricos formados. Após o processo de filtração, os cristais foram vertidos em uma placa 
de Petri para a evaporação do solvente.  
 
Os filmes poliméricos foram preparados após o processo de evaporação do solvente. Os biopolímeros foram 
solubilizados utilizando-se clorofórmio (1% m/V) com agitação por 2 h em shaker (B. Braun CERTOMAT HK) 
em movimento rotatório a 150 rpm. Em seguida, as amostras foram vertidas em placas de Petri e alocadas em 
uma cuba de vidro saturada em clorofórmio. Os filmes poliméricos foram removidos após o período de 
evaporação completa do solvente e então secos em estufa à vácuo (Quimis) 40 °C por 24 h, para posterior 
caracterização.  
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- Extração biológica  
 
Adaptando a metodologia de Murugan et al. (2016) e Ong et al. (2017), o meio de cultivo foi centrifugado (SP 
Labor) durante 10 min a 6.000 rpm, para separação das células de C. necator contendo PHB. A alimentação das 
larvas do Zophobas morio (50 g) foi realizada, durante um período de 16 dias, com uma mistura de farelo de 
trigo com a biomassa centrifugada, sendo a mistura seca em estufa (Quimis) a 60 ºC por 24 h. As larvas foram 
mantidas em recipientes plásticos em condições ambientais. De acordo com Murugan et al. (2016), a quantidade 
de alimento necessário para as larvas deve corresponder a 5% da massa corporal por dia das mesmas. 
Posteriormente, as fezes obtidas das larvas foram secas durante 8 h em uma estufa (Quimis) a 60 °C. 
 
As fezes secas foram adicionadas em 100 mL de água destilada e submetidas a sonicação por 30 min utilizando-
se 40 kHz em um banho ultrassônico (Thornton) a temperatura ambiente (2017). Posteriormente, a mistura foi 
agitada por 24 h e centrifugada (SP Labor) a 6.000 rpm por 5 min a 4 °C.   
 
O PHB recuperado foi seco em estufa (Quimis) a 105 °C até atingir massa constante. O processo anterior foi 
repetido e o PHB recuperado foi agitado constantemente por 1 h com hidróxido de sódio 0,05 M. Após, a mistura 
foi centrifugada (SP Labor) a 6.000 rpm por 5 min a 4 °C. O PHB recuperado passou pelo processo de agitação 
com água por 1 h e, novamente, centrifugou-se nas mesmas condições anteriores e então foi seco a 105 °C até 
atingir massa constante. Esse material foi utilizado para caracterizar a amostra. 

 
Identificação das amostras  
 
As amostras obtidas pelos diferentes processos de extração foram identificadas conforme apresentado no Quadro 
1. 
 

Quadro 1: Identificação das amostras 
Amostra Procedimento 
PHB_EQ PHB extraído pelo método químico 
PHB_EB PHB extraído pelo método biológico 

  
Caracterização das amostras de PHB obtidas pelos diferentes métodos de extração 
 
Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier com Acessório de Reflexão Total 
Atenuada (FTIR/ATR): os espectros das amostras foram obtidos em um equipamento da marca PerkinElmer 
modelo 65 FT-IR, no intervalo de 4.000 a 600 cm-1, com 32 varreduras. 
 
Difratometria de raios-X (DRX): para analisar os picos de difração em 2θ foram obtidos os difratogramas de 
raios-X em um equipamento da marca Shimadzu, modelo XRD 6000, com fonte de radiação CuKα, utilizou-se 
um ângulo 2θ alternando de 5 a 70°. 
 
Termogravimetria (TG): esta análise foi realizada com o objetivo de analisar a estabilidade térmica e pureza das 
amostras após os processos de extração.  A análise foi efetuada no equipamento da marca Shimadzu modelo 
TGA-50, com aquecimento de 25 a 900 °C a uma taxa de 10 °C/min em atmosfera inerte (N2). 
 
Calorimetria exploratória diferencial (DSC): foi utilizada com o objetivo de identificar a temperatura de 
transição vítrea (Tg), temperatura de fusão (Tm) e grau de cristalinidade (αc). A análise foi conduzida em 
equipamento da marca TA Instruments modelo Q20, com taxa de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera inerte 
(N2), com faixa de temperatura de 25 a 200 °C, resfriamento até -90 °C e segundo aquecimento até 200 °C. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier com Acessório de 
Reflexão Total Atenuada (FTIR/ATR) 
 
Na Figura 1 são apresentados os espectros obtidos por FTIR/ATR referente às amostras de PHB extraídas pelo 
método químico e biológico. Verificou-se no espectro obtido para as amostras (Figura 1) bandas em 2977 e 2935 
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cm-1 (PHB_EQ) e 2976 e 2933 cm-1 (PHB_EB) relacionadas ao grupo assimétrico metil (CH3) e ao grupo 
simétrico metileno (CH2), respectivamente, correspondentes às cadeias laterais do monômero do PHB, o que 
está de acordo com a literatura (LÓPEZ-CUELLAR et al, 2011; BHUWAL et al, 2013). 
 
Observou-se uma banda de absorção em 1720 cm-1 (Figura 1) correspondente à carbonila (C=O) associada aos 
agrupamentos cristalinos, valor idêntico ao descrito por Bhuwal et al. (2013) referente a esta ligação. 
 
De acordo com Tãnase et al. (2015), a presença de uma banda em 1379 cm-1 é atribuída ao alongamento simétrico 
do grupo metil (CH3), banda também observada no espectro, Figura 1, obtido da amostra PHB_EQ e também, 
muito próxima à observada no espectro da amostra PHB_EB em 1380 cm-1. 

 

 
Figura 1: Espectros obtidos por FTIR/ATR das amostras de PHB_EQ e PHB_EB. 

 
Na Figura 1 foi possível observar a presença de bandas em 1276 e 1055 cm-1 e, segundo López-Cuellar et al. 
(2011), bandas de absorção entre 1300 e 1000 cm-1 são relacionados a vibrações de alongamento C-O-C. Em um 
estudo realizado por Bhuwal et al. (2013), também foi observada banda em 1273 cm-1 e foi atribuída a esse 
estiramento, valor semelhante ao encontrado no presente trabalho para ambas as amostras, de 1276 cm-

1.Portanto, as bandas observadas no espectro correspondem às ligações químicas dos grupamentos presentes no 
polímero, garantindo que o PHB foi de fato sintetizado e extraído por ambos dos métodos.  
 
Difratometria de raios-X (DRX) 
 
Na Figura 2 são apresentados os difratogramas de raios–X para as amostras extraídas pelo método químico e 
biológico. 
  

 
Figura 2: Perfis de difração de raios-X para PHB_EQ e PHB_EB. 
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Conforme observado na Figura 2, não houve deslocamento dos picos de difração das amostras PHB_EQ e 
PHB_EB, apresentando picos de difração em 2θ bem definidos, correspondentes às reflexões (020) e (110), em 
13,5° para PHB_EQ e 13,3° para PHB_EB e 16,9° em ambas as amostras, respectivamente, valores similares 
ao descrito por Garcia (2006). Observou-se também, para PHB_EQ e PHB_EB, reflexões em 19,9° e, segundo 
Wang et al. (2008), esse pico de refração é atribuido à forma β dos cristais do polímero. Outras reflexões também 
foram observadas na amostra PHB_EQ em 21,5° (101), 22,4 (111), 25,5° (130), 27° (040) e na amostra PHB_EB 
picos de difração em 21,6 (101) 22,5° (111), 25,5° (130) e 27° (040), conforme relatado também na literatura.  
 
Dos difratogramas de raios-X, Figura 2, determinou-se o grau de cristalinidade do PHB_EQ e PHB_EB, sendo, 
56,7 e 58,4%, respectivamente, valores similares ao descrito por Garcia (2006), pelo mesmo método, para o 
PHB, de 61,66% e inferior ao cálculado por meio da entalpia de fusão obtida por DSC, de 63 e 64%. Porém, os 
valores obtidos ainda encontram-se dentro da faixa de cristalinidade, de 55 a 80% (MACHADO et al, 2010). 
 
Termogravimetria (TG) 
 
Na Figura 3 são apresentadas as curvas termogravimétricas (TG) obtidas para as amostras de PHB extraída pelo 
método químico (PHB_EQ) e biológico (PHB_EB). Observa-se que o perfil de degradação térmica ocorreu em 
um único estágio para ambas as amostras, o que também foi observado no estudo realizado por Garcia (2006). 
O filme polimérico extraído pelo método químico e biológico apresentou temperatura de início de degradação 
(Tonset) de 325 e 347 °C, respectivamente, valores bem superiores ao encontrado por Garcia (2006), de 282 °C, 
indicando uma maior estabilidade térmica do PHB sintetizado comparado com o PHB produzido por Garcia 
(2006).  
 
Conforme descrito por Garcia (2006), a análise de TG pode ser utilizada como indicativo do grau de pureza do 
polímero, representado pela perda de massa. Logo, a porcentagem de perda de massa obtida para PHB_EQ 
(Figura 3a) e PHB_EB (Figura 3b) foi de 98,4 e 98,7%, respectivamente, valor semelhante ao descrito por Hahn 
et al. (1995), de 98% para o PHB. As impurezas presentes no biopolímero podem ser resultado da ligação de 
hidrogênio do mesmo com proteínas e cátions do meio de cultivo.  
 

  
  

 
Figura 3: Curvas TG das amostras: a) PHB_EQ; b) PHB_EB. 

 
 
 
 
Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 
 
Na Figura 4 são apresentadas as curvas de DSC das amostras de polímero recuperado a partir de clorofórmio e 
hipoclorito de sódio e com uso das larvas de Zophobas morio Fabricius. Verificou-se que a temperatura de fusão 
(Tm) do PHB recuperado pelo método químico e biológico (Figura 4a), foi de 174 e 172 °C, respectivamente, 
valor semelhante ao descrito por Hahn et al. (1995) e por Machado et al. (2010), de 173 a 176 °C. A entalpia de 

(b) (a) 



  
 

AESABESP - Associação dos Engenheiros da Sabesp 7

fusão liberada (ΔHm) foi de 89,6 J/g para PHB_EQ e 90,9 J/g para PHB_EB, valor semelhante ao reportado na 
literatura por Machado et al., (2010), de 93 J/g. 

 

 

 

 
Figura 4: Curvas obtidas por DSC das amostras: a) primeiro aquecimento; b) segundo aquecimento. 

 
O grau de cristalinidade do material foi calculado por meio da razão entre a entalpia de fusão da amostra e a 
entalpia de fusão do polímero, supondo 100% cristalino, de 142 J/g (TSUJI et al, 1996). Logo, para PHB_EQ e 
PHB_EB, o grau de cristalidade obtido foi de aproximadamente 63 e 64%, respectivamente, valor dentro da 
faixa de cristalinidade para o PHB, de 55 a 80%, conforme descrito por Machado et al. (2010).  
 
Por meio das curvas obtidas por DSC do 2° aquecimento (Figura 4b), observou-se que as temperaturas de 
transição vítrea (Tg) para ambas as amostras foram de - 3,3 e - 4,4 °C, valores semelhantes ao encontrado por 
Mousavioun et al. (2010).  
 
Da Figura 4b, observou-se também que a amostra extraída pelo método biológico tem uma temperatura de 
transição vítrea mais nítida quando comparada com a amostra extraída pelo método químico. Além disso, nas 
curvas nota-se que houve a formação de um pico de cristalinidade bem definido na amostra PHB_EB e, ainda, 
que a fusão do material ocorreu em um único pico, o que pode indicar uma maior organização dos arranjos 
cristalinos, características observadas também em uma análise de DSC realizado por Wellen et al. (2015).   
 
 
 
 
 
 
 

(b) 

(a) 
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Na Tabela 1, são apresentados os resultados obtidos a partir do aquecimento das curvas de DSC. 
 

Tabela 1: Dados de temperatura de fusão (Tm), temperatura de transição vítrea (Tg), entalpia de fusão 
(∆Hm) e grau de cristalinidade (αC) para PHB_EQ e PHB_EB. 

 
  
 
CONCLUSÃO 

Neste trabalho, foi avaliada a eficiência da extração do PHB com larvas de Zophobas morio Fabricius comparada 
ao método de extração química convencional. Os diferentes métodos de extração possibilitaram a obtenção do 
polímero desejado, como evidenciado pelas análises de FTIR. A partir da análise de DRX, verificaram-se picos 
de difração característicos do PHB em ambas as amostras e, foi determinado o grau de cristalinidade de 56,7 e 
58,4% para o PHB extraído pelo método químico e biológico, respectivamente. Por meio das análises de DSC, 
verificou-se que as amostras obtidas pelo método químico e biológico apresentaram temperatura de fusão de 
174 e 173 °C, temperatura de transição vítrea (Tg) de -3,3 e - 4,4 °C e grau de cristalinidade de 63 e 64%, 
respectivamente. Já por TG, obteve-se pureza de 98,4 e 98,7%, Tonset de 325 e 347 °C para os dois polímeros, 
valores que indicaram uma maior estabilidade térmica do polímero extraído biologicamente.  

 
Sendo assim, a extração biológica por larvas de Zophobas morio foi eficiente para extrair o PHB, apresentando 
propriedades ligeiramente superiores ao polímero extraído quimicamente, como maior estabilidade térmica e 
maior pureza, reduzindo a quantidade de solvente exigida no processo, tornando o processo de extração mais 
ambientalmente amigável. Portanto, o processo de extração química pode ser substituído pela metodologia de 
extração biológica.  
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