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O e-book: “Engenharia química: Desenvolvimento de novos processos 
e produtos 3” é constituído por cinco capítulos de livro que investigaram: i) 
propriedade de óleos vegetais para a síntese de biopolímeros; ii) reaproveitamento 
de casca de noz-pecã no processo de imobilização de peroxidase de raíz forte; 
iii) biotransformação do fungo Aspergillus flavus frente as chalconas sintéticas 
e acetofenona; iv) utilização do catalisador 1%Cu/5%Ni/Nb2O5-12%CeO2 
empregado no processo de reforma do etanol sob vapor d’água na geração de 
gás hidrogênio como fonte de energia e; v)

O primeiro capítulo avaliou a influência do grau de insaturação de óleos 
vegetais na obtenção de biopolímeros sintetizados a partir de frutos típicos da 
região amazônica: Açaí, Jupati, Compadre de azeite, Patauá, Castanha-do-
Pará e Pracaxi. Os resultados apontaram que o óleo de compadre de azeite e 
pracaxi, sendo que este último resultou apenas em resinas de alta viscosidade. 
O capítulo 2 investigou a capacidade de reaproveitar resíduos provenientes da 
casca de noz-pecã como imobilizador de peroxidase de raiz forte utilizando a 
adsorção e ligação covalente como metodologia, sendo obtida uma recuperação 
de atividade de 124,8% e 129,7%. 

O capítulo 3 avaliou a potencialidade de biotransformação do fungo 
Aspergillus flavus frente às chalconas sintéticas e acetofenona.Os resultados 
confirmaram que o micro-organismo apresentou elevada capacidade de 
biorredução da dupla ligação α, β-carbonilada das chalconas existentes em 
seis diferentes formulações que foram confirmadas por meio dos espectros de 
RMN 1H. 

O quarto capítulo investigou a eficiência do catalisador composto por 
1%Cu/5%Ni/Nb2O5-12%CeO2 no processo de reforma do etanol com vapor 
d’água. Os resultados demonstraram que a taxa de conversão em gás hidrogênio 
foi de 40%, com produção de coque em torno de 3%. 

Por fim, o quinto capítulo apresentou uma revisão de literatura que 
demonstra a viabilidade técnica e financeira da remoção do corante Vermelho 
Congo, presente em efluentes têxteis, por intermédio do processo de adsorção 
utilizando zeólitas.  

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular 
e incentivar cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros países a 
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e excelência em forma de 
livros, capítulos de livros e artigos científicos.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: A noz-pecã é um fruto seco, cultivada no Brasil principalmente na região sul. 
Em 2020, a produção brasileira de noz-pecã foi de cerca de 4,1 milhões de toneladas, das 
quais cerca de 50% correspondem à casca do fruto, resultando em um valor considerável 
de resíduo agroindustrial, que em grande parte dos casos é descartado em aterros devido 
ao seu baixo valor agregado. Visando o reaproveitamento da casca de noz-pecã (CNP), o 
presente estudo tem como objetivo avaliar a imobilização de peroxidase de raiz forte (HRP) 
em casca de noz-pecã (CNP), através de duas metodologias diferentes: adsorção física e 
ligação covalente. Para isto, empregou-se três granulometrias de CNP diferentes (32, 35 e 
100 MESH), sendo a imobilização realizada em meio orgânico (hexano). Para a imobilização 
por ligação covalente, tratou-se previamente a CNP com NaOH, e ainda avaliou-se a influência 
da ativação do suporte com glutaraldeído. A fim de verificar o desempenho da imobilização 
conforme cada tratamento empregado, avaliou-se o rendimento, eficiência e a recuperação 
da atividade enzimática. Verificou-se que na imobilização por adsorção física, as CNP com 
granulometria de 35 e 100 MESH apresentaram recuperação de atividade de 115,4% e 
124,8%, respectivamente. Para a imobilização por ligação covalente, a CNP/NaOH-100 e 
CNP/NaOH-G100 apresentaram os melhores resultados, com uma recuperação de 126,7% 
e 129,7%, respectivamente, indicando um favorecimento da atividade catalítica enzimática 
provocado pela imobilização. Assim, há um indicativo de que para ambas as metodologias 
de imobilização empregadas, quanto menor o tamanho da partícula empregada, melhor o 
desempenho da imobilização. Por fim, pode-se concluir que é possível imobilizar a HRP em 
CNP em meio orgânico, porém mais estudos envolvendo a avaliação da HRP imobilizada em 
CNP se fazem necessários para verificar a viabilidade de sua aplicação em grande escala.
PALAVRAS-CHAVE: Casca de noz-pecã; imobilização; peroxidase de raiz forte.

ABSTRACT: Pecan is a dried fruit, cultivated in Brazil mainly in the southern region. In 2020, 
Brazilian production of pecans was about 4.1 million tons, of which about 50% correspond to 
the fruit shell, resulting in a considerable amount of agro-industrial waste, which in most cases 
is discarded in landfills due to its low added value. Aiming at the reuse of pecan nut shell (CNP), 
the present study aims to evaluate the immobilization of horseradish peroxidase (HRP) in 
pecan nut shell (CNP), through two different methodologies: physical adsorption and binding 
covalent. For this, three different CNP granulometries (32, 35 and 100 MESH) were used, 
and immobilization was carried out in an organic medium (hexane). For the immobilization by 
covalent bond, the CNP was previously treated with NaOH, and the influence of the activation 
of the support with glutaraldehyde was also evaluated. In order to verify the immobilization 
performance according to each treatment used, the yield, efficiency and recovery of enzymatic 
activity were evaluated. It was found that in the immobilization by physical adsorption, the 
CNP with granulometry of 35 and 100 MESH showed activity recovery of 115.4% and 124.8%, 
respectively. For immobilization by covalent bond, CNP/NaOH-100 and CNP/NaOH-G100 
presented the best results, with a recovery of 126.7% and 129.7%, respectively, indicating 
a favoring of the enzymatic catalytic activity caused by the immobilization . Thus, there is an 
indication that for both methods of immobilization used, the smaller the particle size used, 
the better the immobilization performance. Finally, it can be concluded that it is possible to 
immobilize HRP in CNP in an organic medium, but more studies involving the evaluation of 
HRP immobilized in CNP are necessary to verify the feasibility of its application on a large 
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scale.
KEYWORDS: Pecan shell; immobilization; horseradish peroxidase.

1 |  INTRODUÇÃO
A noz-pecã é um fruto seco de uma planta arbórea conhecida popularmente como 

nogueira-pecã (Carya Illinoinensis), pertencente à família das Juglandaceae e nativa do 
sul do Estado Unidos e norte do México (MACIEL et al., 2020). O cultivo da planta no 
Brasil começou no início do século XX, trazida por imigrantes estadunidenses que se 
estabeleceram no estado de São Paulo (ROVANI; WOLLMANN, 2018). Segundo o Instituto 
Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2022), a produção anual brasileira de noz-pecã 
em 2020 foi de 4,1 milhões de toneladas, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior 
produtor, seguido pelos estados do Paraná e Santa Catarina.

O processamento industrial da noz-pecã possui elevada geração de resíduos, uma 
vez que a casca do fruto representa aproximadamente 50,0% da massa total. A casca da 
noz-pecã (CNP) é composta, em média, por 9,0 a 26,0% de hemicelulose, 30,0 a 33,0% de 
celulose, 41,0 a 48,3% de lignina e 15,0% de outros compostos, como fenóis, flavonoides 
e taninos (ENGEL et al, 2020; ANDRADE; PIAZZA; POLLETO, 2021). Comumente, a CNP 
acaba por ser descartada em aterros, e visando o seu reaproveitamento, pesquisas visando 
sua empregabilidade no tratamento de água, produção de bioenergia e biocombustível vêm 
sendo realizadas (MARTÍNEZ-CASILLAS et al, 2019; MUMBACH et al, 2022).

Dentre as inúmeras possibilidades de reaproveitamento de resíduos agroindustriais, 
está a utilização como suportes para a imobilização enzimática, permitindo benefícios 
econômicos significativos e uma redução dos problemas de disposição de resíduos 
(GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020). Comumente, para a empregabilidade de resíduos 
lignocelulósicos como suportes enzimáticos, faz-se necessária a realização de um pré-
tratamento alcalino, cuja a função é a deslignificação, hidrólise incompleta da hemicelulose, 
descristalização e diminuição da polimerização da celulose, aumento da superfície de 
contato e da porosidade (THAKUR et al, 2020). 

As enzimas são excelentes biocatalisadores naturais, apresentando como principal 
vantagem a alta seletividade. No entanto, elas podem ser desativadas facilmente por 
mudanças de temperatura, pH ou presença de determinados íons e solventes orgânicos 
(ALMULAIKY et al, 2019; SHELDON; BRANDY; BODE, 2020). Logo, uma maneira para 
diminuir essas desvantagens, é a imobilização enzimática em um substrato inerte, como 
a CNP, contribuindo para a manutenção da estabilidade e promovendo a reutilização da 
enzima (XIE et al, 2019; VERMA et al, 2020). Dentre os diferentes tipos de enzimas, a 
peroxidase de raiz forte (Horseradish Peroxidase - HRP) possui destaque por pertencer 
à classe das oxidorredutases, as quais utilizam comumente uma fonte de peróxido com 
aceptor de elétrons, catalisando a reação de oxidação em diversos substratos orgânicos 
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e inorgânicos (HAAS, 2019), sendo empregadas no processamento de alimentos, 
biossensores, degradação de compostos fenólicos e corantes (EL-NAGGAR et al., 2021).

Diferentes processos de imobilização enzimática podem ser empregadas, como 
por exemplo, a adsorção física e a ligação covalente (BASSO; SERBAN, 2019). A 
adsorção física consiste na união entre a molécula enzimática e um suporte inerte por 
meio de ligações hidrogênio, forças de Van der Waals e interações hidrofóbicas. Para que 
a imobilização por adsorção seja eficiente, deve-se haver uma afinidade entre a enzima 
e o suporte, garantida por meio da presença de grupos ativos específicos no suporte 
(JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; NGUYEN; KIM, 2017). Na formação de 
ligações covalentes, a enzima é ligada ao suporte por intermédio de ligações químicas 
covalentes, comumente estabelecidas entre os aminogrupos primários e o anel fenólico 
dos aminoácidos constituintes da enzima com os grupos reativos do suporte utilizado. 
Dentre as vantagens fornecidas pela imobilização covalente está a baixa lixiviação da 
enzima e melhora da estabilidade enzimática (LIMA et al., 2001; NGUYEN; KIM, 2017; 
RODRÍGUEZ-RESTREPO; ORREGO, 2020). Comumente, agentes ativadores, como o 
glutaraldeído, podem ser empregados para a imobilização por ligação covalente, atuando 
como um espaçador e facilitando a atividade catalítica (ANDRADES et al, 2019).

Desta forma, visando o reaproveitamento da CNP e os benefícios conferidos às 
enzimas devido a imobilização enzimática, este trabalho tem como objetivo avaliar a 
imobilização da HRP em CNP através de duas metodologias distintas: adsorção física e 
ligação covalente, em meio orgânico.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Materiais
A enzima peroxidase de raiz forte (HRP) (CAS 9003-99-0, 77332, pó liofilizado, 

40 kDa, 173 U/mg), glutaraldeído 50% (v/v) e aminopropiltrietoxisilano (APTS) foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O fosfato de sódio dibásico anidro P.A. 
(Na2HPO4) foi adquirido da Vetec Química (RJ, Brasil), o ácido orto-fosfórico (H3PO4) 85% 
P.A. da Nuclear (SP, Brasil), o hidróxido de sódio (NaOH) P.A. da Êxodo Científica (SP, 
Brasil), o guaiacol (C7H8O2) da Neon (SP, Brasil) e o peróxido de hidrogênio 30% (H2O2) 
da Química Moderna (SP, Brasil). A casca de noz-pecã (CNP) foi gentilmente doada pela 
empresa Nozes Pitol Ltda, localizada em Anta Gorda, Rio Grande do Sul, Brasil.

2.2 Pré-tratamento do suporte orgânico
Primeiramente, a CNP foi coletada junto a empresa cedente, transportada em 

temperatura ambiente e triturada em liquidificador industrial. Após, a CNP foi lavada 
com água deionizada e seca a 60 °C até se obter um valor de massa constante. Para a 
imobilização por adsorção, procedeu-se com a classificação do tamanho de partículas, por 
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meio de um conjunto de peneiras, separando-se as frações retidas nas peneiras -28 +32 
(CNP32), -32 +35 (CNP35) e -80 +100 (CNP100) MESH, visando-se verificar a influência 
do tamanho de partícula na imobilização.

Para a imobilização por ligação covalente, fez-se o tratamento do suporte conforme 
metodologia adaptada de Borsoi et al. (2019). Para isto, transferiu-se 20 g de CNP seca para 
um erlenmeyer, adicionou-se NaOH 10% na proporção 1:20 (CNP:NaOH 10%), aqueceu-
se a 50 °C em chapa magnética com agitação mecânica e manteve-se nestas condições 
por 90 minutos. Transcorrido o tempo necessário, fez-se a lavagem da CNP utilizando-se 
água deionizada até neutralização do pH e secou-se em estufa a 60 °C por 24 horas. Então, 
fez-se a classificação granulométrica das partículas de CNP tratadas e secas, coletando-
se as frações retidas nas peneiras -28 +32 (CNP/NaOH32), -32 +35 (CNP/NaOH35) e -80 
+100 (CNP/NaOH100) MESH.

2.3 Ativação da CNP com glutaraldeído
Para a ativação do suporte com glutaraldeído, utilizou-se a metodologia adaptada 

de Rigo et al. (2021). Assim, separou-se 1 g de cada suporte (CNP/NaOH32, CNP/NaOH35 
e CNP/NaOH100), adicionou-se 10 mL de solução de glutaraldeído 2,5% e agitou-se em 
chapa magnética à temperatura ambiente por 2 horas. Então, filtrou-se e lavou-se três 
vezes com água deionizada e secou-se em estufa a 60 °C até a massa constante. Após 
a ativação com glutaraldeído, os suportes foram denominados de CNP/NaOH-G32, CNP/
NaOH-G35 e CNP/NaOH-G100.

2.4 Atividade enzimática
Para a determinação da atividade enzimática seguiu-se a metodologia adaptada 

de Queiroz et al. (2018), utilizando-se como substrato o guaiacol. Deste modo, em uma 
cubeta adicionou-se 2,7 mL de tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6.0, 0,1 mL de H2O2 0,01 
M, 0,1 mL de guaiacol 0,1 M e 0,1 mL de solução enzimática ou 0,05 g de suporte/enzima 
imobilizada. A absorbância do tetraguaiacol formado foi verificada após 1 min de reação 
a 470 nm em Espectrofotômetro de Absorção Molecular na região do Ultravioleta-Visível 
(UV-Vis) (Genesys 10S, Thermo Scientific, USA). Para o branco, substituiu-se a solução 
enzimática por tampão. Para o cálculo da atividade enzimática, utilizou-se a Equação 
1, onde uma unidade de atividade enzimática (U) corresponde a quantidade de enzima 
necessária para catalisar a transformação de 1 μmol de guaiacol por minuto.

Onde Abs (t) corresponde à absorbância verificada após 1 minuto, Abs (0) a 
absorbância no tempo 0, Vtotal ao volume total de solução na cubeta (3 mL), ε corresponde 
ao coeficiente de absortividade molar do guaiacol (26600 L/mol*cm), Venzima corresponde ao 
volume (mL) de solução enzimática adicionada à cubeta e t ao tempo (min) transcorrido.
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2.5 Imobilização enzimática
Para a imobilização enzimática seguiu-se a metodologia proposta por Queiroz et 

al. (2018) e Rigo et al. (2021), com pequenas modificações. Inicialmente, preparou-se 
uma solução enzimática em tampão fosfato 0,1 M pH 6,0, com atividade de 4,3 U/mL. 
Para ambos os métodos de imobilização (adsorção física ou ligação covalente), pesou-se 
100 mg de cada suporte, e transferiu-se para diferentes erlenmeyers. A cada erlenmeyer, 
adicionou-se 9,5 mL de hexano P.A. e agitou-se em chapa magnética por 15 minutos. Em 
seguida, adicionou-se 0,5 mL de solução enzimática, agitou-se à temperatura ambiente 
por 3 horas e então, armazenou-se em condição estática por 24 horas a 4 °C. Ao final, 
filtrou-se o suporte e lavou-se com três alíquotas de 20 mL de hexano. Por fim, os suportes 
contendo a enzima imobilizada foram postos em um dessecador por 24 horas para remover 
o excesso de umidade e acondicionados em tubos eppendorf (a 4 °C) até a realização dos 
demais ensaios.

2.6 Rendimento e eficiência de imobilização
Para a determinação do rendimento e da eficiência de imobilização, seguiu-se 

a metodologia proposta por Sheldon e Van Pelt (2013). O rendimento da imobilização 
enzimática descreve a porcentagem da atividade enzimática total da solução de enzima 
livre que está imobilizada, calculado conforme a Equação 2.

A atividade imobilizada foi determinada por meio da verificação da atividade 
enzimática residual total que permanece na solução enzimática após a imobilização, 
ou ainda, aquela presente nas soluções remanescentes da imobilização (solução de 
imobilização e de lavagem), subtraída da atividade inicial total (SHELDON; VAN PELT, 
2013).

A eficiência de imobilização descreve a porcentagem da enzima ligada que é 
observada no imobilizado, ou seja, o percentual de enzima que se manteve ativo e 
acessível (funcional) após a imobilização (SHELDON; VAN PELT, 2013). Assim, calculou-
se a eficiência da imobilização conforme a Equação 3.

2.7 Recuperação da atividade
Segundo Sheldon e Van Pelt (2013), a recuperação da atividade é o rendimento 

da imobilização multiplicado pela eficiência da imobilização, permitindo ter-se uma ideia 
do sucesso do processo de imobilização total. Para calcular a recuperação da atividade, 
utilizou-se a Equação 4.
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2.8 Análise estatística
Os resultados obtidos para cada ensaio foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) seguido do teste de Tukey com p < 0,05, utilizando-se o software PAST versão 
4.03 (HAMMER, 2020).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Imobilização da HRP em CNP por adsorção física
A influência do tamanho da partícula (32, 35 e 100 MESH) na imobilização de HRP 

em CNP por adsorção física pode ser visualizada na Figura 1.

Figura 1 - Rendimento (A), eficiência (B) e recuperação da atividade enzimática (C) da imobilização de 
HRP em CNP com diferentes tamanhos de partículas por adsorção física 

Fonte: Dos autores (2022). Letras minúsculas diferentes para um mesmo parâmetro indicam diferença 
estatística significativa (p<0,05).

Pela Figura 1, pode-se verificar que as diferentes granulometrias da CNP não 
influenciaram nos valores de rendimento da imobilização, uma vez que não se verificou 
diferença estatística significativa entre os tratamentos. Verificou-se também que, para todas 
as granulometrias, o rendimento foi de 100%, ou seja, toda a enzima fornecida ao sistema 
foi adsorvida ao suporte. Por outro lado, nota-se que para a eficiência de imobilização, 
quanto menor o tamanho da partícula, maior o percentual observado. Isto se deve muito 
provavelmente ao fato de que reduzindo-se o tamanho da partícula, aumenta-se a área 
superficial de contato, permitindo-se que uma maior quantidade de enzima esteja em 
contato com o substrato em uma mesma massa do complexo enzima-suporte (CASTRO; 
MAURER; COLPONI, 2021).
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 Para a HRP imobilizada em CNP35 e CNP100 verificou-se uma eficiência superior 
a 100%, de cerca de 115,4% e 124,8%, indicando que a imobilização por adsorção física 
nestas condições favoreceu a atividade catalítica. A recuperação da atividade enzimática, 
por sua vez, refletiu os resultados verificados para a eficiência, tendo em vista que para 
todos os tamanhos de partícula avaliados, o rendimento foi de 100%. O desempenho de 
imobilização obtido no presente estudo foi superior ao verificado em outros estudos, como 
os de Queiroz et al. (2018), no qual a eficiência da imobilização de HRP com bagaço de 
cana-de-açúcar por adsorção física foi de 31,0%, de Hooda e Archita (2018), no qual a 
recuperação da atividade enzimática da imobilização de HRP em fibra de coco foi de cerca 
de 66,0% e de Silva et al. (2019), onde a recuperação foi de 72,4% para a imobilização de 
HRP em goma de caju.

3.2 Imobilização de HRP em CNP por ligação covalente
Na imobilização de HRP por ligação covalente em CNP verificou-se, assim como 

para a imobilização por adsorção física, altos percentuais de rendimento, eficiência e 
recuperação da atividade.
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Figura 2 - Rendimento (A), eficiência (B) e recuperação da atividade enzimática (C) da imobilização de 
HRP em CNP por meio de ligação covalente

Fonte: Dos autores (2022). Letras minúsculas diferentes para um mesmo parâmetro indicam diferença 
estatística significativa (p<0,05).

Verificou-se que não houve influência significativa dos diferentes tratamentos 
empregados na CNP com diferentes tamanhos de partículas no rendimento da imobilização 
(Figura 2A), uma vez que todos os percentuais obtidos apresentaram-se estatisticamente 
iguais, indicando que havia a presença de sítios de ligação suficientes para que toda a 
enzima oferecida se ligasse ao suporte.

Para a eficiência de imobilização (Figura 2B), apesar de a CNP com tamanho de 
partícula de -28 +32 MESH ter resultado em um decréscimo no percentual após a ativação 
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com glutaraldeído, esta variação não apresentou diferença estatística significativa. Já para 
os demais tamanhos de partículas, verificou-se um acréscimo na eficiência após a ativação 
do suporte com glutaraldeído, pois este contribui para uma ligação mais forte entre a enzima 
e o suporte, além de atuar como um espaçador, podendo facilitar a atividade catalítica 
(THAKUR et al, 2020). Outro ponto de destaque, foi que o tamanho da partícula influenciou 
na eficiência de imobilização para a CNP tratada e ativada, sendo o maior percentual obtido 
para a CNP/NaOH-G100, de 128,7%, havendo um favorecimento da atividade catalítica. 
Para a recuperação da atividade (Figura 2C), observou-se o mesmo perfil verificado para 
a eficiência, resultado este esperado, tendo em vista que para o rendimento não houve 
diferença estatística significativa entre os percentuais obtidos.

Quando comparados os resultados obtidos no presente estudo a outros estudos nos 
quais avaliou-se a imobilização de HRP por ligação covalente em resíduos agroindustriais, 
verifica-se que a CNP demonstra-se como uma alternativa promissora, uma vez que 
apresentou resultados superiores aos obtidos por Silva (2019) na imobilização de HRP 
por ligação covalente em goma de caju, onde obteve-se uma recuperação da atividade 
de 93,1%, aos de Hooda e Archita, que  obtiveram uma recuperação de 89,0% para a 
imobilização em fibra de coco e aos de Queiroz et al. (2018), onde obteve-se uma eficiência 
enzimática de 35,0% para a imobilização de HRP em bagaço de cana-de-açúcar.

4 |  CONCLUSÃO
A CNP mostrou-se como um resíduo agroindustrial com alto potencial para servir como 

suporte para imobilização de HRP, visto que obteve-se altos percentuais de recuperação 
da atividade enzimática quando comparado a outros resíduos agroindustriais encontrados 
na literatura. A imobilização por ligação covalente da CNP/NaOH-G100 apresentou os 
melhores resultados, com uma recuperação da atividade de 128,7%, seguida da CNP/
NaOH, com uma recuperação de 126,7%. Entretanto, a imobilização por adsorção da 
CNP100 apresentou recuperação da atividade de 124,8%, demonstrando-se que ambas as 
formas de imobilização utilizando-se a CNP com granulometria de 100 MESH apresentam 
bom desempenho. Pode-se notar que, em geral, a granulometria da CNP demonstrou 
influenciar principalmente na eficiência de imobilização, e consequentemente, na 
recuperação da atividade. Ressalta-se que faz-se necessária a realização de mais estudos 
acerca da imobilização de HRP em CNP para verificação de sua viabilidade de aplicação 
em grande escala, uma vez que o comportamento da enzima imobilizada em diferentes 
condições de pH, temperatura, ciclos de reuso, dentre outros, devem ser avaliados.
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