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“PROCESSO DE OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA x1LJSE
ATRAVES DE BIOCONVERSAO ENZIMATICA EM REATOR COM
MEMBRANA”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se ao método de obtencao de
xilitol a partir da bioconversao multienzimatica da xilose com utilizagao
de enzimas, por exemplo, xilose redutase (XR) e glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) em um reator com membrana de ultrafiltragéo.
Adicionalmente, o presente pedido ainda prové os usos do xilitol
resultante do dito processo em industrias alimenticia, odontolégica e
farmacéutica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As bioconversoes sao reagdes quimicas catalisadas por
enzimas, células ou organelas celulares e executadas em meio com alta
ou baixa atividade de agua, vém apresentando interesse crescente na
sintese organica.

O sucesso da biocatalise se deve ao fato da transformacao
poder ser rigorosamente controlada e conduzida de modo continuo sob
condi¢des brandas de pH e temperatura, favorecendo a manipulacao de
substancias sensiveis a condi¢cdes extremas de processo. Associam-se,
também, a alta seletividade (do ponto de vista quimico, da
regiosseletividade e enantiosseletividade), a formagao de efluentes
menos téxicos e facilmente trataveis e a possibilidade de se executarem
reacbes simultdneas. A disponibilidade de biocatalisadores tem
aumentado em decorréncia dos avangos da biotecnologia (novas
técnicas de cultivo celular, isolamento e manipulagao genética:

cruzamentos, mutac¢oes, DNA recombinante, hibridoma), resultando em



10

15

20

25

2/24

aumento do numero de aplicagées em processos industriais, por
exemplo, a conversdo da insulina suina em humana, a produgao de
aspartame, acrilamida e penicilinas semi-sintéticas.

Outro aspecto é a competigdo vantajosa da biocatalise,
quando possivel de ser aplicada, frente aos processos tradicionais de
extracao (fortemente dependente da disponibilidade da matéria-prima e
baixo rendimento em produto final), fermentagido (sé6 é econdmica,
quando se operam grandes volumes) e de sintese quimica (mais
poluente, maior consumo de energia, menos enantiosseletiva).

A eficiéncia da Dbiocatalise depende do bindémio
biocatalisador/biorreator.

Os biorreatores sdo equipamentos nos quais os agentes de
natureza biolégica (células, enzimas, organelas celulares ou anticorpos)
sao utilizados para transformar um dado substrato em produto. Em
termos operacionais o biorreator pode ser do tipo descontinuo ou
continuo.

O biorreator descontinuo, no qual o tempo de residéncia é
igual para reagentes, produtos e catalisador, é preferido nos casos em
que o biocatalisador é barato, ndo requer co-fator ou possui meia-vida
curta. Apesar de ser o tipo mais simples para operar € modelar tem o
inconveniente de dificultar ou até mesmo impossibilitar a recuperacao
do biocatalisador no final do processo. No caso do biocatalisador ser
soliivel, uma enzima, por exemplo, dever-se-ia adaptar na linha de
saida uma unidade de ultrafiltracdo, a qual permitiria recupera-lo e
recicla-lo no processo. Por outro lado, se o biocatalisador é suscetivel a
inibicdo por substrato, passa a ser recomendavel o emprego do processo

descontinuo-alimentado, porque ao se adicionar o substrato
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paulatinamente ter-se-ia a possibilidade de manter sua concentragao
abaixo do limite inibitério.

O biorreator continuo surgiu como uma extensao aplicativa
da técnica de imobilizacdo de biocatalisadores, introduzida efetivamente
no inicio da década de setenta. Com o biocatalisador ligado por método
fisico ou quimico em matrizes inertes e insoluveis foi possivel operar
biorreatores continuos com diferentes configuragées, a saber, colunas
com o material imobilizado empacotado (reator de fluxo pistonado) ou
mantido suspenso em meio liquido através da alimentacdo da solugéo
substrato sob pressdo gerada por bomba peristaltica (reator de leito
fluidizado).

Uma variante para manter o biocatalisador imobilizado em
suspensio € o biorreator de tanque continuamente agitado (CSTR), cuja
configuracdo basica seria a de um reator descontinuo, ao qual se
adaptou um sistema continuo de introdugao e de retirada de material.
Os biorreatores dos tipos leito fluidizado e tanque continuamente
agitado ndo possuem problemas relacionados ao estabelecimento de
gradientes radiais ou axiais de pH, temperatura e concentracoes de
substrato e produto.

Em geral, o biorreator tipo tanque continuamente agitado
acaba sendo a primeira escolha para o desenvolvimento de um novo
processo, porque possui grande flexibilidade operacional (por exemplo,
pode-se trabalhar com um amplo intervalo de velocidades de agitacao) e
de utilizacdo (ndo é desenhado para um processo em particular,
podendo, inclusive, ser usado na configuragéo descontinua).

No contexto dos biorreatores continuos, o biorreator com

membrana (BM), pode ser configurado de dois modos distintos, tal
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como, um reator continuamente agitado (CSTR) ao qual se acopla uma
membrana ou um recipiente cilindrico desprovido de sistema de
agitacdo contendo grande numero de membranas de filtracdo tangencial
do tipo fibra oca dispostas em um arranjo tipo feixe. Este ultimo tipo de
BM é conhecido pelo nome “hollow-fiber reactor” (HFR).

Segundo GIORNO e DRIOLI, (GIORNO, L., & DRIOLI, E.
(2000). Biocatalytic membrane reactors: Applications and perspectives.
Trends in Biotechnology, 18(8), 339-349) em um biorreator com
membrana, que ndo o HFR, o arranjo biocatalisador/membrana pode
ser de dois tipos. Em um deles o biocatalisador nao esta ligado a
membrana, a qual, neste caso, atua como uma unidade de separagéo,
impedindo o escape do biocatalisador no permeado. No outro tipo, o
biocatalisador encontra-se unido & membrana, a qual atua tanto como
sitio de catalise quanto como unidade de separacao. Quando néo ha
interacdo entre o biocatalisador € a membrana, tém-se as situagoes em
que a membrana esta em um médulo acoplado em série ao biorreator
(caso de um CSTR tipico), sendo o biocatalisador impelido e removido
continuamente de sua superficie (caso em que O biocatalisador €
reciclado ao CSTR) ou o biocatalisador € confinado dentro do médulo
com a membrana (caso em que nao ha reciclo do biocatalisador).

Existe, ainda, o arranjo em que O CSTR tem uma
membrana como integrante de sua base (nesta configuracéo o sistema
funciona como CSTR e modulo de separacao simultaneamente, sem a
necessidade de reciclo). Quando existe unido entre o biocatalisador € a
membrana, pode-se ter o biocatalisador aprisionado na membrana,
depositado na forma de gel sobre a superficie da membrana ou ligado

através de interacdo quimica (adsorcdo, ligacao idnica ou ligacao
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covalente). Para este caso, pode-s€, também, dispor de um unico
sistema CSTR/modulo de separacao.

Os biorreatores com membrana aparecem cOmo alternativa
viavel aos reatores tradicionais de enzimas imobilizadas (leito fixo,
CSTR-Tradicional, leito fluidizado), ja que o biocatalisador nao precisa
estar necessariamente ligado a um suporte insoluvel. Neste ultimo
aspecto, diferencia-se do reator agitado tradicional (CST R-TRAD),
embora mantenha todos os atributos favoraveis deste tipo de reator
continuo. Lembra-se que o BM, em principio, permite integrar em uma
Unica etapa a conversao catalitica, a separagdo/concentracao do
produto € a recuperagao do biocatalisador. Estes aspectos podem
promover significativa produtividade e redugéo de custos por ocasido da
ampliacdo de escala. O BM apresenta as seguintes vantagens: catalise
homogénea, auséncia de limitacées difusionais, estéricas €
conformacionais, alta atividade por unidade de volume, possibilidade de
se trabalhar em condi¢des assépticas, produtividade constante
garantida pela constancia da dosagem da enzima e possibilidade de uso
de sistemas multienzimaticos.

Os primeiros estudos sobre os biorreatores com membrana
tiveram inicio em 1970, resumindo-se na tentativa de hidrolisar o amido
a glicose, usando o-amilase retida em um sistema de filtracao
convencional. O principal problema observado relacionou-se a
concentracao de polarizagao da membrana, acarretando diminuicao do
fluxo ao longo do tempo e perda da enzima. O BM s6 comegou a s¢
tornar viavel apds os avancos ocorridos na tecnologia de membranas, as
quais passaram a S€r produzidas com espessura adequada, diametro €

formato dos poros uniformes (microfiltracdo: 0,1 - 0,5y; ultrafiltragdo:
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0,001p - 0,1p; nanofiltragdo: menor que 2 nm), além das caracteristicas
quimicas definidas das mesmas (hidrofilicas, hidrofébicas, neutras ou
carregadas), as quais resultam da natureza dos materiais empregados,
a saber, polimeros organicos (por exemplo, polisulfonas, celulose,
acetato de celulose, politetrafluoretileno) e inorgéanicos (representados
basicamente pelas ceramicas porosas).

O BM configurado como CSTR é o mais usado, podendo-se
identificar estudos recentes preconizando sua aplicacdo na obtencao de
ciclodextrinas, frutoligossacarideos, catecol, protedlise da caseina, da
hemoglobina e sintese de ésteres.

Ainda, de acordo com GIORNO e DRIOLI, (GIORNO, L., &
DRIOLI, E. (2000). Biocatalytic membrane reactors: Applications and
perspectives. Trends in Biotechnology, 18(8), 339-349) identificou-se o
uso do BM nos setores agro-alimentar (na hidrélise da pectina por
pectinase em sucos de fruta, em enologia, na remocao da lactose do
soro e/ou leite integral e modificacdo de dleos e gorduras), quimico-
farmacéutico (dentre outros, citam-se a titulo de exemplos, as
conversées do acido fumarico e L-aspartico, respectivamente, em acido
L-aspartico e L-alanina, a obtengéo do ibuprofeno a partir de seu ciano-
éster e a obtencdo de oligonucleotideos a partir de DNA) e biomédico
(6rgaos artificiais para uso extra-corporeo).

A versatilidade do BM se reflete no grande numero de
processos desenvolvidos até agora, para a obtencédo dos mais variados
produtos, tais como: hidrolisados de caseina e de hemoglobina,
ciclodextrinas, frutooligossacarideos, catecol e ésteres. Inclusive os BM

estdo sendo preconizados para uso no tratamento da agua.
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O BM configurado desta maneira foi descrito na patente
americana US 4.304.858, de propriedade da Degussa AG/GBF, visando
o seu uso industrial em processo continuo para a producdo de L-
aminoacidos (metionina e valina), estando a aminoacilase retida em
uma membrana de ultrafiltracao.

O BM configurado como HFR mostrou-se util no caso de se
usar células integras (de origem animal ou microbiano) como
biocatalisadores. O HFR, atualmente, esta sendo preconizado no
tratamento de aguas residuais, usando o lodo ativado como
“biocatalisador” ou, ainda, como simples sistema de microfiltracao, bem
como de ultrafiltracéo para a sanitizagdo da agua e quando combinado
com o tratamento biologico prévio da biomassa, a conjungao deste com
o uso da membrana mostrou-se muito mais eficiente.

Embora o transporte através da membrana possa se dar por
difusdo (a separacdo se baseia, apenas, no gradiente de concentracao
estabelecido entre as duas faces da membrana) ou por convecgao
(resultante do estabelecimento de um gradiente de pressdao ou
temperatura através da membrana), os BM's mais usados, que
requerem fluxos elevados, valem-se deste mecanismo de transporte.

A direcdo do fluxo introduzido no BM e a travessia do fluido
através da membrana podem ser paralelos, ambos perpendiculares a
superficie da membrana, ou perpendiculares entre si (o fluido
alimentado tangencia a superficie da membrana € a travessia se da
perpendicularmente a superficie da mesma). Este ultimo padrdo de
operacdo do BM é o mais indicado para evitar o fenémeno da
polarizagdo da membrana. Caso se faca o reciclo do efluente, a

eficiéncia do BM ¢é, ainda, mais aumentada. Atualmente o custo das
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membranas nédo afeta substancialmente o custo global do reator,
porque sdo bastante estaveis e podem ser regeneradas varias vezes. Por
isso, ao invés de minimizar a area da membrana para um determinado
fluxo, prefere-se fornecer area de membrana suficiente para otimizar o
tempo de operacdo de um BM.

Apesar da retencdo de enzimas por membranas e a
imobilizagdo em suportes solidos serem consideradas duas técnicas
distintas de retencao do biocatalisador, a linha diviséria entre elas nao 7
€ nitida, sobretudo quando se imagina a membrana como uma
superficie de imobilizacdo, sendo o BM, neste caso, considerado como
um tipo especial de reator para enzimas imobilizadas.

Finalmente, os biorreatores de membrana podem ser
utilizados em escala de laboratério para monitoramento continuo da
atividade de enzimas, avaliando-se a desativacdo por pH ou pela
temperatura em condi¢cées operacionais. Pode ser util, também, na
identificagdo de mecanismos de inibicdo enzimatica. Em escala
industrial para recuperagdo e reutilizagdo de biocatalisadores soluveis,
na facilidade de separacdo dos produtos e como técnica de reator de
enzimas imobilizadas com elevada area superficial.

A xilose redutase (XR) de Candida guilliermondii é uma
aldo-ceto redutase com massa molar de 36 kDa, formada por uma
cadeia peptidica, requer o co-fator NADPH, pl 5,7, pHstimo 7,2, estavel
em 5,5 < pH < 7,5, estavel até 45°C, Ku (xilose) 6,4x102mM e Ku
(NADPH) 9,5x10-3m. Apesar de estar sendo amplamente estudada
recentemente, inclusive com sua estrutura ja estabelecida, ainda néo é
encontrada no comércio, devendo, por isso, ser obtida em laboratério

através do cultivo descontinuo da Candida guilliermondii. Nesta linha,
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KITPREECHAVANICH e seus colaboradores (KITPREECHAVANICH, V.,
HAYASHI, M., NISHIO, N., NAGAI, S. (1984). Conversion of D-xylose
into xylitol by xylose reductase from Candida pelliculosa coupled with
the oxireductase system of methanogen strain Hu. Biotechnology
Letters, 6(10), 651-656) reportou a producgédo de xilitol a partir de XR de
Candida pelliculosa (usando células ou extrato livre de células) acoplado
a um sistema de oéxido-redugcdao de Methanobacterium sp (NADP —
NADPH, sendo o H2 o doador de elétrons), usando uma proporgio co-
fator reduzido/xilose de 1/30 e NIDETZKY e seus colaboradores
(NIDETZKY, B., NEUHAUSER, W., HALTRICH, D., KULBE, K.D. (1996).
Continuous enzymatic production with simultaneous coenzyme
regeneration in a charged membrane reactor. Biotechnology &
Bioengineering, 52, 387-396) utilizou em reator descontinuo o sistema
acoplado xilose redutase/NADH/ /glicose desidrogenase/NAD, obtendo
96% de conversao. Executando a reacdao de modo continuo em reator
com membrana, obtiveram produtividade de 80g de xilitol/L.dia, sem a
necessidade de repor o co-fator por um periodo de 150 dias. Estes
resultados depoem a favor da exploracdo de outros arranjos para
executar a bioconversdo xilose/xilitol, como o uso de reator com
membrana uni-modular (BMU), co-fator imobilizado e diferentes
enzimas auxiliares.

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, G6PDH, (D-
glicose-6-fosfato: NADP-oxidorredutase) é encontrada em células
animais, vegetais e microorganismos, podendo se destacar a levedura
Saccharomyces cerevisiae. A enzima é a primeira do processo oxidativo
da via pentose-fosfato convertendo a glicose-6-fosfato a 6-fosfoglicono-8-

lactona, sendo classificada bioquimicamente como oxidorredutase.
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A G6PDH é de grande importancia para a sobrevida das
c€lulas, uma vez que é responsavel pela manutencio de um nivel
adequado da coenzima reduzida NADPH e participa da regulacdo do
ciclo das pentoses. A necessidade celular por GGPDH esta relacionada
ao fornecimento de NADPH e ribose-5-fosfato. O NADPH é usado em
biossinteses redutoras, enquanto que a ribose-5-fosfato é usada na
sintese de DNA e RNA.

Na maioria dos microrganismos, a G6PDH apresenta uma
subunidade com massa molar de 50-60 kDa, correspondendo
aproximadamente a 500 aminoacidos. Esta enzima aparece
normalmente na forma de dimeros ou tetrdmeros, sendo que as
G6PDHs provenientes de Leuconostoc mesenteroides e Saccharomyces
cerevisiae sao dimeros. O pH 6timo de atividade da enzima é 7,8 e o
ponto isoelétrico € 4,6. A enzima nativa pura é estiavel durante muitas
semanas tanto a 0°C como a 20°C. Pode, ainda ser mantida por muitas
horas a 40°C, sem apreciavel perda de atividade.

O mercado da enzima G6PDH movimentou 7 milhdes de
ddlares no mercado mundial de kits, no ano de 1995, e foi a quarta
enzima mais comercializada para esse fim. Esses kits podem ser
utilizados para medidas de teores de glicose, frutose, manose, ATP e de
atividade enzimatica de hexoquinase e creatino-quinase. Usando a
G6PDH, € possivel determinar glicose na presenca de outros sacarideos,
como a frutose. Além disso, a G6PDH pode ser empregada para a
determinacédo de glicose em sistema de reator em fluxo continuo, pois o
NADPH formado pela reacdo enzimatica pode ser facilmente detectado

espectrofotometricamente ou fluorimetricamente.



10

15

20

25

11/24

Essa enzima pode ainda detectar baixissimos niveis de
estreptavidina e biotina por ensaios de bioluminescéncia em reacgées de
hibridizacdo de DNA, sem perda da atividade enzimatica. Como
biossensor, a G6PDH pode monitorar rapidamente a concentracio de
G6P (glicose-6-fosfato) no sangue com menor custo e consumo de tempo
do que os métodos tradicionais como cromatografia e espectroscopia.
Esse monitoramento é importante porque ele pode refletir diretamente a
atividade relativa da G6PDH na via metabdlica e tem sido utilizado por
possibilitar o controle de G6PDH em eritrocitos humanos € em células
de figado de ratos.

O xilitol é um poliol de massa molecular 125,15 g/mol
(CsH120s5), indice de dulgcor semelhante ao da sacarose, PF 92-96°C, PE
216°C, hidrossoluvel (169g/100g H20 a 20°C), pH 5,0-7,0 (solucédo 5%
p/v), densidade 1,03g/mL (solucdo 10% p/v), viscosidade 1,23 cP
(solucao a 10% p/v), calor de dissolugdo -34,8 cal/g, valor calérico 4
Kcal/g e estavel nas condi¢des usuais de processamento de alimentos.

O xilitol € utilizado como componente de formulagdes
alimenticias, odontolégicas e farmacéuticas. Em alimentos é usado
como adogcante em produtos dietéticos (indicados para diabéticos,
porque o metabolismo do xilitol independe da acado da insulina) e em
confeitos (balas “Smints®’, chiclete “Trident®’, por exemplo); em
odontologia na formulagdo de cremes dentais pelas suas propriedades
nao cariogé€nica (os microrganismos bucais ndo o metabolizam), efeito
refrescante ao paladar (devido ao calor de dissolugdo ser endotérmico) e
possivel auxiliar na remineralizacao de lesdes dentarias iniciais; em
medicamentos como coadjuvante (adogante e/ou excipiente) de

formulacoes.



10

15

20

25

12/24

O xilitol ocorre naturalmente em pequenas quantidades em
certos frutos e vegetais, sendo sua extragdo a partir destas fontes
economicamente inviavel.

A xilose com alto grau de pureza, obtida pela hidrélise da
hemicelulose de madeiras e purificacdo do hidrolisado por colunas de
troca iénica e fracionamento cromatografico, € convertida em xilitol
através do processo de hidrogenagao catalitica (pressao de 50 atm,
temperatura entre 80-140°C e niquel como catalisador). Apés a
hidrogenacao, o catalisador € removido empregando sucessivamente a
filtracdo e a passagem por colunas de troca idnica. O efluente €
concentrado, passado em colunas contendo resinas catidnicas e no final
o xilitol é recuperado por cristalizacdo fracionada. A principal
desvantagem desta via é o custo do xilitol obtido, ja4 que € fortemente
influenciado pela necessidade de se empregar xilose com alto grau de
pureza (ndo pode estar contaminada com galactose, arabinose e
manose, acucares normalmente presentes nos hidrolisados de madeira),
a fim de otimizar o rendimento da hidrogenacao catalitica. Além disso,
durante a hidrogenacdo uma fragdo do xilitol pode ser convertida em
xilulose, resultando na diminuicdo do rendimento da reacédo e devendo
ser removida para néao contaminar o produto final. O tratamento dos
residuos resultantes é outro ponto a ser considerado.

Uma outra via para a producdo de xilitol € a converséao
microbiolégica da xilose, utilizando-se diferentes espécies de leveduras,
dentre as quais a Candida guilliermondii.

O processo fermentativo comparado ao da hidrogenagao
catalitica tem a vantagem de néo exigir xilose com alto grau de pureza.

A levedura consegue metabolizar a xilose presente em hidrolisados
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hemicelulésicos obtidos de diferentes fontes, inclusive de residuos
agroindustriais, tais como, bagago de cana, palha de arroz e cavacos de
eucalipto.

Outros aspectos atraentes da via microbiolégica sao as
menores geracdes de residuos agressivos ao meio ambiente, a plena
disponibilidade do substrato, condi¢des operacionais mais brandas,
menor consumo de energia no processo como um todo (o gasto maior de
energia ocorre na preparagdo do hidrolisado), menos etapas de
purificagdo (“downstream”) até o produto final (separacgao das células do
caldo fermentado, concentracdo do caldo e cristalizagao do xilitol) e a
presenca de outros agucares no hidrolisado néao impedem a conversao
xilose/xilitol, inclusive alguns deles servem até de substrato para a
levedura (por exemplo, a arabinose).

A fermentacdo da xilose (presente no hidrolisado
hemicelulésico) pela Candida guilliermondii requer o controle de varios
parametros de processo, a saber, concentragao inicial de xilose, pH,
temperatura e suprimento de oxigénio. Nos hidrolisados provenientes de
residuos agricolas encontram-se varias substancias (glicose, fendis,
acido acético, furfural, hidroximetilfurfural e arabinose, principalmente)
que podem influir no crescimento e na producéao de xilitol pela levedura.
Porém, a maior parte dos contaminantes volateis & removida pela
concentracdo a vacuo do hidrolisado e a quantidade de acido acético
mantida em nivel ndo inibitério para o crescimento.

Em Candida guilliermondii a xilose é isomerizada a xilulose
através das reacdes de reducdo e oxidagdo catalisadas pela agao
sequiencial da xilose redutase (enzima NAD(P)H-dependente) e da xilitol

desidrogenase (enzima NAD(P)-dependente), sendo o xilitol um
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metabolito intermediario deste processo. Por conseguinte, para se ter
sucesso no aumento da formagdo de xilitol pela levedura, deve-se
favorecer a etapa redutora (xilose — xilitol) frente a etapa oxidativa
(xilitol — xilulose). Isto s6 pode ser conseguido ou através de condigoes
de cultivo bem equilibradas ou pelo uso de levedura mutante (incapaz
de produzir a xilitol desidrogenase, sendo, portanto, xilulose
dependente).

Até o momento, os esforcos para otimizar a formacao de
xilitol por via microbiologica tém se concentrado no aperfeicoamento
das condicdes de cultivo, sobretudo, em termos do fornecimento de
oxigénio, que no caso da Candida guilliermondii deve ser fornecido em
quantidade controlada (0,6 vvm). A influéncia do oxigénio na
bioconversao xilose/xilitol esta na dependéncia do estado 6xido-redutivo
da célula, representado, ao menos em parte, pelo balango entre as
concentracdes intracelulares de NADH e NAD e de NADPH e NADP (este
afetando diretamente a atividade da xilose redutase intracelular).

Exatamente a dificuldade em se controlar o metabolismo da
levedura, visando a formagcéo otimizada do xilitol, muito dependente dos
mecanismos de inducdo e repressdo catabdlica exercidos pelas oses,
constitui-se no fator limitante da aplicacao generalizada da via
microbiolégica. Apesar da ampla literatura existente sobre esta via de
producdo de xilitol (cultivos descontinuo, descontinuo-alimentado e
continuo, executados em fermentadores com as mais diferentes
configuragdes), ainda, a sintese quimica com todas as desvantagens
apontadas € O pProcesso preferido para a producéo industrial deste

produto.
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Se por um lado ha dificuldades para a produgao de xilitol,
por outro a obtencdo de biomassa nédo é problematica. Sendo a xilose
redutase uma enzima constitutiva, €, por conseguinte, a quantidade
formada ser funcao da biomassa produzida, entio existe a possibilidade
de extrai-la das células e utiliza-la em reator adequado para realizar a
bioconversdo direta da xilose em xilitol.

A bioconversao da xilose em xilitol em uma unica etapa
catalisada pela xilose redutase (XR) constitui-se em alternativa viavel
para as vias quimica e microbiolégica. Esta perspectiva fundamenta-se
no fato de poder ser conduzida sob condigdes operacionais brandas,
nao gerar residuos poluentes e ndo apresentar os inconvenientes da
levedura, a saber, usar o xilitol como metabélito intermediario nas
reacdes intracelulares, limitagées na transferéncia de massa (o
substrato e o produto devem atravessar membranas) € susceptibilidade
aos contaminantes existentes no hidrolisado de residuos vegetais,
sobretudo o acido acético.

No entanto, a XR de Candida guilliermondii exige o NADPH
como co-fator na reducéo da xilose a xilitol, o qual deve ser regenerado
durante a catalise, tanto para sustentar a reagdo (a formagéo de 1 mol
de xilitol requer 1 mol de NADPH) quanto evitar a sua perda, ja que €
um reagente de custo elevado. Quando se usa a levedura, a regeneragao
do co-fator é garantida pelo metabolismo celular, mas no caso da
enzima livre seu reciclo passa a ser um ponto critico do processo. Para
tanto, procura-se acoplar a reagao que o oxida uma capaz de reduzi-lo.

A patente espanhola ES 2.275.437 refere-se a um processo
de purificacéo de xilitol em meios fermentados (obteng¢do microbiolégica)

obtidos pela bioconversao de hidrolisados de massa vegetal.
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A patente européia EP 527.758 prové no uso da tecnologia
de DNA-recombinante, em linhagens de leveduras, no processo de
conversao de xilose em xilitol.

A patente européia EP 432.015 descreve um processo de
separacido da xilose a partir de materiais lignoceluldsicos por processo
quimico e fisico-quimico combinados.

A patente americana US 1.273.498 reivindica um processo
de fabricacao de xilose e xilitol a partir de material hemicelulésico livre
de lignina através da conversao de polissacarideos em monossacarideos
através em processos fermantativos.

O pedido de patente americano US 2005/0148055 trata de
um método biotecnolégico de produgdo de xilitol utilizando
microorganismos capazes de metabolizar xilose em xilitol através da
oxidacdao NADH por enzimas.

A patente americana US 5.081.026 refere-se a um método
de produgéo de xilitol a partir de materiais contendo xilose €/ou xilano
através de processo fermentativos.

O pedido de patente americano US 2007 /0072280 trata da
conversido xilose/xilitol por processo fermentativo, utilizando
microrganismos "engenheirados", como a Eschericchia coli.

Diante de todo o exposto, a Depositante, de forma
inesperada, apresenta um processo de obtencdo de xilitol por via
multienzimatica que é um processo alternativo e inovador as vias
quimicas e fermentativas presentes no estado da técnica.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 mostra o grafico da bioconversao da xilose em

xilitol empregando ambas as enzimas no biorreator com membrana
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(membrana de ultrafiltragdo - corte molecular de 500Da ou 30kDa),
sendo que A [xilose] alimentada, mg/mle = [xilose] consumida, mg/ml.

A figura 2 representa o fluxograma para a bioconversao da
xilose (l-substrato; 2-bomba pistonada/ peristaltica; 3 - retentor de
bolhas; 4- pressurizador; 5-filtro estéril; 6-reator com membrana com
agitador magnético; 7-coletor).

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se ao método de obtencdo de
xilitol a partir da bioconversao multienzimatica da xilose com utiliza¢ao
de enzimas, por exemplo, xilose redutase (XR) e glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) em um reator com membrana de ultrafiltracao.
Adicionalmente, o presente pedido ainda prové os usos do xilitol
resultante do dito processo em industrias alimenticia, odontolégica €
farmacéutica.

Considerando que as enzimas, devido as suas propriedades
inerentes, permitem a obtencdo de alta percentagem de conversao em
condicées brandas, o presente pedido tem como objetivo descrever a
aplicagdo sequiencial e conjunta do sistema xilose redutase/glicose 6-
fosfato desidrogenase sobre a xilose, utilizando-se reator com
membrana (RM) operado de modo continuo € em regime permanente.

Em uma primeira realizacdo o presente pedido prové um
método de obtencdo de xilitol a partir da xilose através de processos
descontinuos e/ou continuos.

Nos processos descontinuos €/ou continuos de obtencao do
xilitol, apresentados a seguir, utiliza-se o bioreator com membrana uni-
modular (BMU) com membrana de corte molecular de 100-500 Da €/ou

de 10-30 kDa. O sistema €é mantido pressurizado, a temperatura €
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controlada pela circulacdo de agua na jaqueta de revestimento, sendo a
alimentacio feita com bomba adequada (peristaltica e/ou pistonada). A
faixa de vazao especifica de alimentagao, definida como a razao entre a
vazao volumétrica de alimentagdo e o volume do reator, varia entre 0,1
alhl

A obtencao de xilitol da presente invengao, no processo
descontinuo, realiza-se pelo (a) emprego de uma solugcdo aquosa
(tampao fosfato ou tampao Tris-HCI - pH 4,5-8,5), (b) adicdo do co-fator
(NADP e/ou NADPH) soluvel e/ou imobilizado, em quantidades que
variam de 0,1-100 mM, (¢} adi¢do das enzimas soluveis xilose redutase
(1,0x10-3-1,0x105 -U/ mL) e G6PDH (1-500 - U/mL), (d) incorporagao
dos substratos, xilose nas concentragdes de 0,1-5,0:1000 m/v e D-
glicose 6-fosfato em concentragoes de 1-100:10000 m/v e (e) agitagao
constante de 50 a 500 rotacédo por minuto por 1 a 10h a temperatura de
20 a 50°C.

Por outro lado, a obtencdo do xilitol através do processo
continuo se da pelas etapas de (a) emprego de solugdo aquosa (pH 4,5-
8,5), (b) adicdo do co-fator (NADP e /ou NADPH) soluvel ou imobilizado,
em quantidades que variam de 0,1 a 100mM, (c) adi¢céo das enzimas
soluveis xilose redutase (1,0x10-3-1,0x105 - U/ml) e G6PDH (1-500 -
U/mL), (d) alimentagao com a solucdo de substratos, xilose nas
concentracées de 0,1-5,0:1000 m/v e D-glicose 6-fosfato em
concentracdes de 1-10:10000 m/v e (e) agitacao constante de 50 a 500
rotacdo por minuto por pelo menos 12 a 720hs a temperatura de 20 a
50°C.

Em meio ao processo de obtencdo de xilitol, do presente

pedido, a regeneracdo do NADPH consumido pela XR é realizada pela
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utilizacdo da glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) como enzima
auxiliar. As razdes para a escolha da G6PDH sao seu amplo uso como
reagente analitico, atividade catalitica de facil medicao, apresentar alta
atividade em pH 7 a 8 (mesma faixa que a requerida pela XR), requerer
o NADP como co-fator, ndo ser inibida pela xilose e xilitol e ser
facilmente obtida. |

A regeneragao demonstrada no presente pedido resulta na
bioconversao NADPH/XR//G6PDH/NADP em reator com membrana
uni-modular (BMU). Alternativamente as enzimas podem ser utilizadas
na forma soltivel, desde que a membrana tenha corte molecular maximo
de 30 kDa (massas molares da XR e G6PDH da ordem de 36-40 kDa e
100-120 kDa, respectivamente). O nao desprendimento do co-fator dos
suportes permite o uso da membrana de ultrafiltracao de 30 kDa.

A regeneragdo é enfrentada pelo uso combinado das
enzimas XR e G6PDH, enquanto que a retencédo do co-fator € realizada
por imobilizacgao (ligagdo do NADPH a um suporte inerte) ou pelo uso de
membrana com corte molecular maximo de 500 Da (sendo a massa
molar do NADPH de 760 Da).

Em particular, a presente invengao pleiteia a bioconversao
da xilose em xilitol através da agdo conjunta da XR € G6PDH com
regeneragdo simultanea do NADPH em reator com membrana uni-
modular utilizando as enzimas na forma soluvel e o co-fator na forma
soluvel e/ou imobilizada em resina trocadora de anions (copolimero de
poli(estireno—divinilberizeno)) .

EXEMPLO
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O processo de obtengao de xilitol a partir de xilose, de forma
geral, se da pelo preparo de seus substratos para posterior inser¢éo ao
bioreator através das seguintes etapas:

OBTENCAO DE BIOMASSA

A Candida guilliermondii FTI 20037 foi cultivada por
processo descontinuo durante 24h em meio contendo 50 g/L de xilose,
2,0 g/L de (NH4)280s, 0,01 g/L de CaCl2.2H20 e 20 g/L de solugéo de
extrato de farelo de arroz. A seguir, as células foram separadas por
centrifugacao (2000xg; 15 min). Apés lavagem com agua destilada €
centrifugada, as células foram recolhidas para posterior rompimento.

ROMPIMENTO DAS CELULAS (ULTRASSOM OU POR PEROLAS DE VIDRO)

Por ultrassom, as células foram ressuspendidas em tampao
fosfato de potassio (5mM, pH 7,0), adicionado de 1mL de uma solu¢éo
de inibidores de protease (2mM de acido aminocapréico, 10mM de (-
mercaptoetanol, 1mM fenil-metil-sulfonil-fluoride e 0,2mM de EDTA) e
de 3,30mL de tampao fosfato (0,1M; pH7,2), em um tubo conico em
banho refrigerado, foi rompida por ultra-som (Vibra Cell 100W-Sonics &
Materials), usando-se pulsos de 1s com intervalos de 1s por um periodo
de 45 minutos a freqiiéncia de 20kHz. Os fragmentos celulares foram
removidos por centrifugacéo (6700g; 10 min), recolhendo-se o extrato a
ser usado como fonte de xilose redutase.

Ja com uso de pérolas de vidro, as células foram
ressuspendidas em tampao fosfato de potassio (5mM, pH 4,5-8,5),
adicionado de 1mL de uma solugdo de inibidores de protease (2mM de
acido aminocapréico, 10mM de B-mercaptoetanol, 1mM fenil-metil-
sulfonil-fluoride e 0,2mM de EDTA). O rompimento foi feito em um tubo

conico contendo 3 mL de suspensdo de células e de 3 mL de pérolas de
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vidro. Através de um auxilio de vértice, o tubo coénico foi agitado
durante 60 segundos seguidos de 30 segundos no banho de gelo. Este
ciclo foi repetido durante 7 vezes. Os fragmentos celulares foram
removidos por centrifugacido (6700g; 20min), recolhendo-se o extrato a
ser usado como fonte de XR.

PURIFICACAO PARCIAL DA XILOSE REDUTASE

O extrato foi passado através de uma membrana de
ultrafiltracio com membrana de 30 kDa (7000 rpm/20min),
recolhendo-se o filtrado contendo a XR.

IMOBILIZACAO DO CO-FATOR

Em 25 mL de agua deionizada, tampéao fosfato ou tampao
Tris-HCl (pH 7,2 ou 7,4) foi adicionada a quantidade de resina
trocadora de anions (5, 10 ou 25mg), deixando-se a suspensao por 24h
a 32°C sob agitacao (100 rpm). A seguir, adicionou-se o co-fator (NADP
ou NADPH; 100 umol), deixando-se a mistura a 100 rpm e 32°C por um
tempo (1, 2 ou 4 horas). O sistema imobilizado foi separado por
centrifugacdo (4000g; 30min) e a quantidade de co-fator ndo ligada
medida no sobrenadante.

BIOCONVERSAO DA XILOSE EM XILITOL

Os processos descritos a seguir utilizaram o NADP na forma
solavel e/ou imobilizada, munindo-se, respectivamente, o BMU com
membrana de corte molecular de 500 Da ou 30 kDa. O BMU empregado
é da marca BIOENGINEERING® com capacidade operacional de 10 mL,
temperatura controlada pela circulacdo de agua na jaqueta de
revestimento, tendo acoplados uma bomba peristéaltica/pistonada e um

sistema de pressurizagao até 6 bar.
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Dez mililitros de solugdo aquosa (pH 7,2) contendo o co-
fator soluivel ou imobilizado (e as enzimas soluveis XR (2mL do extrato
enzimatico) e G6PDH (100uL de 272U /mL) foram introduzidos no BMU,
sendo, a seguir, alimentado com a solugdo substrato [D-glicose 6-
fosfato (0,5mg/ml) e xilose (1mg/mL) a uma dada vazao especifica de
4mL/h (primeiras 24 horas) e 2mL/h (48 horas seguintes)
respectivamente. O processo continuo foi operado por pelo menos 72h,
a temperatura ambiente e sob agitacdo de 100 rpm. Nas amostras
coletadas a cada 1h foram feitas as determinacdes analiticas.

PROCEDIMENTOS ANALITICOS

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA XILOSE REDUTASE

A atividade da XR foi determinada medindo-se o decréscimo
da absorbancia a 340nm decorrente da oxidacdo do NADPH, usando a
xilose como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (Uxr) foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a oxidacao de 1pumol
de NADPH por minuto. A atividade especifica (Uxre) sera expressa em
(Uxr)/mg de proteina.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA GLICOSE 6-FOSFATO DESIDROGENASE

A atividade da G6PDH foi determinada medindo-se o
aumento da absorbancia a 340nm decorrente da reducao do NADP,
usando D-glicose 6-fosfato como substrato. Uma unidade de atividade
enzimatica (Ugs) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa
a reducao de lpmol de NADP por minuto. A atividade especifica (Ugee)
sera expressa em (Ugs)/ mg de proteina.

DETERMINACAO DO NADPH SOLUVEL
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A quantidade de NADPH soluvel na amostra foi determinada
por leitura direta em espectrofotémetro a 340nm, considerando o
coeficiente de extingdo molar de 6220 M-l.cm-!.

DETERMINACAO DA PROTEINA SOLUVEL

Foi usado o método convencional do reagente azul-brilhante
(Coomassie G-250) e a albumina bovina como proteina padrao.

DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE XILOSE E XILITOL

A xilose e o xilitol foram determinados em cromatografo
liquido de alta eficiéncia.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART)

Os acgucares redutores representados pela xilose e D-glicose
6-fosfato em separado ou em mistura foram determinados pelo uso dos
reagentes convencionais de Somogyi-Nelson.

EFICIENCIA DA IMOBILIZACAO (EI) po NADPH

A eficiéncia da imobilizagao foi calculada através da relacao:
EI = 100.[(NADPHadq — NADPHsobr) / NADPHaq]
onde: (NADPHa.4) = concentragdo do co-fator antes da imobilizacao;
(NADPHsobr) = concentragao do co-fator no sobrenadante.

PURIFICACAO PARCIAL DA XR

O grau de purificagdo da XR foi expresso pela relagio:
FP = (Uxre)a / (Uxre)a
onde: FP = fator de purificacdo; (Uxre)Ja = atividade especifica apds o
tratamento e (Uxre)a= atividade especifica antes do tratamento.

BIOCONVERSAO

Pela bioconversdo realizada em regime descontinuo quer

com o NADPH soluvel quer imobilizado, foram estabelecidas as
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concentracoes das enzimas (XR e G6PDH), substratos (xilose e glicose
6-fosfato) e de NADPH que levam a maior conversao.

Os experimentos de bioconversdo descontinua foram
acompanhados através da diminuicdo das concentracdes iniciais do
ART e da xilose e do acumulo de xilitol no meio reacional ao longo do
processo. Os dados foram apresentados através de graficos do tipo
concentracao (ART, xilose ¢ xilitol) x tempo de reacao.

A produtividade em xilitol (Pxu) foi calculada através da
relacdo:

(Pxii) = [(xilitol)s - (xilitol)i]/t
onde (xilitol)s = concentracdo de xilitol no final do processo; (xilitol); =
concentragao de xilitol antes da reacgédo (eventualmente presente no ELC
ou no extrato de XR parcialmente purificado) e t = tempo total de
reacao.

Os experimentos de Dbioconversdo continua foram
acompanhados pela determinagao da quantidade de ART, xilose e xilitol
presentes no efluente do biorreator ao longo do tempo. No estado
estacionario - constatado através de graficos concentracdo (ART, xilose
e xilitol) x tempo de processo - foram calculadas a conversdo da xilose
(X) e a produtividade do processo (Ppc) expressa em (mmol de xilitol
formado/h.Uxg) através das relagdes:

X (%) = [(XILOSE)cons /(XILOSE)o]x100

(Pec) = {{Q x 60 x (XILITOL)]/ 1000 x Uxg}
onde: (XILOSE)cons = (XILOSE)o - (XILOSE)saida, (XILOSE)o =
concentracdo de xilose na entrada do reator, Q = vazao volumeétrica na
saida do reator (mL/h), (XILITOL) = concentracao de xilitol na saida do

reator e Uxr = atividade da XR no meio reacional.
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REIVINDICACOES

1. METODO OBTENGAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, caracterizado pelo fato da bioconversao
ser multienzimatica.

2. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato da bioconversdo multienzimatica compreender
particularmente, as enzimas xilose redutase (XR) e glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH).

3. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,
caracterizado pelo fato da bioconversdo compreender processos
descontinuos e/ou continuos.

4. METODO OBTENGCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com as reivindicacées 1 a 3,
caracterizado pelo fato da bioconversao ser compreendida em um
bioreator com membrana de ultrafiltracao.

5. METODO OBTENGCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizado pelo fato dos bioreatores compreenderem membranas de
corte molecular de 100 a 500 Da e/ou de 10 a 30 kDa.

0. METODO OBTENGAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato dos processos continuos e/ou descontinuos
compreenderem um faixa de vazdo especifica de alimentacdo de cerca

de 0,1 al hl.
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7. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com as reivindicagées 3 a 6,
caracterizado pelo fato do processo descontinuo compreender as etapas
(a) emprego de solucdo aquosa, (b) adicdo de co-fatores soluveis e/ou
imobilizados, (c) adi¢do das enzimas soluveis, (d) incorporacdo dos
substratos e (e) agitacdo constante de 50 a 500 rpm por 1 a 10h a
temperatura de 20 a 50°C.

8. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo fato da solucdo aquosa compreender um tampéao
fosfato e/ou tampao Tris-HCIl com pH de 4,5 a 8,5.

9. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo fato dos co-fatores compreenderem NADP e/ou
NADPH.

10. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo fato dos co-fatores soltiveis e/ou imobilizados
compreenderem quantidades que variam de 0,1 a 100mM.

11. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo fato das enzimas soluiveis compreenderem xilose
redutase em concentragées de 1,0x10-3 a 1,0x105 U/mL e G6PDH em
concentracgdes de 1 a 500 U/mL.

12. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 7,

caracterizado pelo fato dos substratos compreenderem xilose em
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concentracoes de 0,1 a 5,0:1000 m/v e D-glicose 6-fosfato em
concentracdes de 1 a 100:10000 m/v.

13. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com as reivindicacdes 3 a 6,
caracterizado pelo fato do processo continuo compreender as etapas (a)
emprego de solucao aquosa, (b) adicdo de co-fatores soluveis e/ou
imobilizados, (c) adicdo das enzimas soluveis, (d) alimentacdo com a
solucdo de substratos (e) agitacdo constante de 50 a 500 rpm, por pelo
menos 12 a 720hs a temperatura de 20 a 50°C.

14. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizado pelo fato da solugao aquosa compreender um tampao
fosfato e/ou tampao Tris-HCI com pH de 4,5 a 8,5.

15. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizado pelo fato dos co-fatores compreenderem NADP e/ou
NADPH em quantidades que variam de 0,1 a 100 mM.

14. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacao 12,
caracterizado pelo fato das enzimas soluveis compreenderem xilose
redutase em concentracées de 1,0x103 a 1,0x10° U/mL e G6PDH. em
concentracoes de 1 a 500 U/mL.

15. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 12,
caracterizado pelo fato dos substratos compreenderem xilose nas
concentracdoes de 0,1 a 5,0:1000 m/v e D-glicose 6-fosfato em

concentragoes de 1 a 100:10000 m/v.
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16. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com as reivindicacdes 1 a 16,
caracterizado pelo fato do processo compreender particularmente a
bioconversao da xilose em xilitol através da acdo conjunta da XR e
G6PDH com regeneracao simultanea do NADPH em reator com
membrana uni-modular utilizando as enzimas na forma soluvel e o co-
fator na forma soluvel e€/ou imobilizada em resina trocadora de anions.

17. METODO OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA
BIOCONVERSAO DA XILOSE, de acordo com a reivindicacdo 16,
caracterizado pelo fato da resina de trocadora de anions compreender o
copolimero de poli (estireno-divinilbenzeno).

18. USO DO XILITOL, caracterizado pelo fato de ser

aplicado em industrias alimenticias, odontolégicas e farmacéuticas.



[xilose], mg/mL

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

1/2

FIGURA 1

I I [ | 1
12 15 18 21 24

Tempo de residéncia



2/2

FIGURA 2
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RESUMO
“PROCESSO DE OBTENCAO DE XILITOL A PARTIR DA XILOSE
ATRAVES DE BIOCONVERSAO ENZIMATICA EM REATOR COM
MEMBRANA?”

A presente invencdo refere-se ao método de obtencao de
xilitol a partir da bioconversao multienzimatica da xilose com utilizacao
de enzimas, por exemplo, xilose redutase (XR) e glicose 6-fosfato
desidrogenase (GEPDH) em um reator com membrana de ultrafiltragéo.
Adicionalmente, o presente pedido ainda prové os usos do xilitol
resultante do dito processo em industrias alimenticia, odontolégica e

farmacéutica.
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