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APRESENTACAO

O e-book: “O papel fundamental da quimica entre as ciéncias naturais 2” € composto
por onze capitulos que apresentam trabalhos nas diferentes areas da quimica: J) teoria e
pratica no ensino de quimica; ii) quimica dos produtos naturais; jii) quimica dos materiais; e
iv) aplicacdo de novos materiais e biotecnologia para remediacdo ambiental.

O primeiro capitulo apresenta um trabalho resultante da observagéo, experiéncia e
desafios enfrentados por discentes do curso de licenciatura em quimica, frente ao desafio
do processo de ensino-aprendizagem de alunos do ensino médio.

O segundo capitulo apresenta um estudo que trata da importancia de compostos
fendlicos com propriedades antioxidantes, provenientes de frutos que compdem a dieta
alimentar de milhares de familias. Ja os capitulos trés e quatro apresentam estudos que
avaliaram as propriedades fisico-quimicas de biodiesel provenientes da espécie Ouricuri e
das sementes de Glycine Max e Ricinus Communis L.

Os capitulos de cinco a nove apresentam trabalhos que objetivaram sintetizar,
caracterizar e elucidar as inUmeras propriedades de materiais provenientes de fibra de
carbono, aminas quirais, fibras de TiO, e de bambu funcionalizadas com 6xido de ferro; a fim
de se avaliar inUmeras propriedades: i) cataliticas; i) semicondutoras e luminescentes; iii)
novas nanoestruturas pela combinacgéo de duas ou mais substancias quimicas; iv) preparo
de filmes finos biodegradaveis entre outras propriedades que visem a sua aplicacdo em
larga escala, que leve a proporcionar inumeros beneficios em forma de tecnologia para a
sociedade.

O capitulo 10 apresenta um trabalho de revisdo no qual se avaliou a eficiéncia de
Ag,WO, como fotocatalisador para a remogéo de corantes em matrizes aquosas. Por fim,
o capitulo 11 apresenta uma revisédo da aplicacdo da propriedade de bioluminescéncia da
bactéria Vibrio fischeri frente a exposi¢éo da toxicidade provenientes de inUmeras classes
de Contaminantes de Interesse Emergente e seus produtos de transformagao provenientes
da aplicagéo de diferentes processos oxidativos avancados em matrizes aquosas.

Diante desta diversidade de trabalhos que abordaram a aplicacdo de diferentes
areas da quimica e afins, esté area da ciéncia demonstra a sua fundamental importancia
para aperfeicoar, desenvolver e remediar novos produtos que chegam até o consumo da
sociedade e que objetiva melhorar e aumentar a qualidade de vida das pessoas.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular e incentivar
cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises a publicarem seus trabalhos
com garantia de qualidade e exceléncia em forma de livros, capitulos de livros e artigos
cientificos.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Os Contaminantes de Interesse
Emergente (CIE) sdo substancias pertencentes
a inlmeras classes (pesticidas, farmacos, coran-
tes, hormonios, microplasticos dentre outros) e
que estédo sendo detectados e quantificados com
maior frequéncia e concentracdo em diferentes
ecossistemas aquaticos. Inimeras pesquisas
vém correlacionando a repetida e prolongada ex-
posicdo de CIEs a inumeros efeitos deletérios a
organismos de diferentes ecossistemas e niveis
troficos da cadeia alimentar, inclusive a espécie
humana. Diante disso, inimeros micro-organis-
mos vém sendo empregados a fim de se investi-
gar a toxicidade aguda, entre os quais a bactéria
Vibrio fischeri que apresenta elevada sensibili-
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dade a toxicidade expressa por substancias em
concentragbes a niveis de tragos pg/L) e ultra-
-tragos (ng/L) que se expressa pela redugao/ini-
bicdo da bioluminescéncia desta bactéria. Outra
vantagem deste organismo se refere a auséncia
de toxicidade e que nao necessita de aprovagéao
por comités de ética em pesquisa Os trabalhos
apresentados e discutidos indicam que o uso
da Vibrio fischeri é satisfatorio tanto para a to-
xicidade de CIEs, quanto para seus produtos de
transformacéo (TPs) que podem ser mais ou me-
nos téxicos em relacdo ao composto de origem.
Diante disso, pode-se concluir que a bactéria é
um excelente indicador de toxicidade de substan-
cias em concentra¢des muito baixas. No entanto,
se faz necessario tanto a realizagcdo de ensaios
ecotoxicoldégicos com organismos de diferentes
niveis tréficos, quanto ensaios a médio e longo
prazo a fim de se obter resultados mais concisos
que possam culminar na integracdo dos CIEs em
legislagcbes ambientais em todo o mundo.
PALAVRAS-CHAVE: bactéria, bioluminescén-
cia, ecossistemas aquaticos, toxicidade, Vibrio
fischeri.

USE OF Vibrio fischeri BACTERIUM IN
THE INDICATION OF ACUTE TOXICITY
FROM CONTAMINANTS OF EMERGING
CONCERN AND THEIR DEGRADATION
PRODUCTS EVALUATED IN DIFFERENT

AQUEOUS MATRICES

ABSTRACT: Contaminants of Emerging Con-
cern (CEC) are substances belonging to nume-
rous classes (pesticides, pharmaceuticals, dyes,
hormones, microplastics, among others) that are
being detected and quantified with greater fre-
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quency and concentration in different aquatic ecosystems. Numerous studies have correlated
the repeated and prolonged exposure of CIEs to numerous deleterious effects on organisms
from different ecosystems and trophic levels of the food chain, including the human species.
Therefore, numerous microorganisms have been used to investigate acute toxicity, including
the bacterium Vibrio fischeri, which is highly sensitive to toxicity expressed by substances in
concentrations at trace levels pg/L) and ultra-trace levels (ng/L) which is expressed by the
reduction/inhibition of the bioluminescence of this bacterium. Another advantage of this orga-
nism refers to the absence of toxicity and that it does not need approval by research ethics
committees. The works presented and discussed indicate that the use of Vibrio fischeri is
satisfactory both for the toxicity of CIEs and for their transformation products (TPs) that can
be more or less toxic in relation to the parent compound. Therefore, it can be concluded that
the bacterium is an excellent indicator of toxicity of substances in very low concentrations.
However, it is necessary to carry out ecotoxicological tests with organisms of different trophic
levels, as well as medium and long-term tests in order to obtain more concise results that can
culminate in the integration of CIEs in environmental legislation around the world.
KEYWORDS: bacterium, bioluminescence, aquatic ecosystems, toxicity, Vibrio fischeri.

11 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os Contaminantes de Interesse Emergente (CIEs) s&o substéncias quimicas de ori-
gem antropica, cuja ocorréncia ou relevancia no ambiente foi constatada a partir do inicio
da década de 1990, com potencial ou real ameaca a saude humana e/ou ambiente e que
ndo possuem legislagdo que estabeleca tanto os padrdes de potabilidade ou niveis de to-
xicidade seguro (GONCALVES et al., 2020; MARSON et al., 2021; PANIAGUA et al., 2020;
RICARDO et al., 2018). Entre os CIEs se encontram substancias provenientes de inUme-
ras classes, entre as quais: /) farmacos; ii) pesticidas; ii)) drogas ilicitas; iv) horménios; v)
corantes; vi) aromatizantes; vii) retardantes de chama; vii) microplasticos dentre outros
(MAGINA et al., 2021; MULKIEWICZ et al., 2021; OLIVER et al., 2020). Entre as principais
vias de acesso dos CIE’s no ambiente, se encontram as matrizes aquosas, conforme mapa
conceitual apresentado na Figura 1.
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Contaminantes de Interesse Emergente (CIE)

l O gquesio?

Residuos de principios ativos de pesticidas, firmacos, corantes, drogas ilicitas, hormdnios, microplisticos e
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Figura 1: Mapa conceitual da entra dos CIE’s em diferentes ambientes aquaticos
Fonte: O autor (2022).

Presente nas diferentes matrizes aquosas e ndo sendo removidos pelos métodos
tradicionais de tratamento de agua e esgoto, os CIEs entram nos diferentes ecossistemas
e contaminam os organismos de todos os niveis tréficos, desencadeando inUmeros efeitos
deletérios a curto, médio e longo prazo aos diferentes ecossistemas e organismos vivos.
Inimeros trabalhos ja foram realizados e apontaram diferentes correlagdes de efeitos de-
letérios a exposigédo continua aos CIEs (LASHUK; YARGEAU, 2021; RUEDA-MARQUEZ
et al., 2020). Entretanto, os estudos séo constituidos, majoritariamente, por ensaios de
toxicidade aguda no qual se utiliza inUmeros organismos que ndo necessitam de aprecia-
cdo e parecer favoravel estabelecidos pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) presen-
tes em instituicbes de ensino e pesquisa. Entre 0os micro-organismos que séo utilizados
se encontram 0s mais simples como as bactérias que pertencem ao reino monera, em
especial a espécie Vibrio fischeri (V. fischeri) que possui a propriedade de reduzir sua bio-
luminescéncia na presenca de substancias toxicas a niveis traco e ultra-trago (FANG et al.,
2019; RUEDA-MARQUEZ et al., 2020).

O atual estado da arte apresenta escassez de trabalhos referente ao entendimento
do uso da bactéria em ensaios toxicol6gicos como indicador de poluicdo proveniente de
substancias orgéanicas e inorganicas presentes tanto em matrizes aquosas in natura, quan-
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to aquelas que recebem constantemente aporte de substancias provenientes de atividades
antrépicas. Além disso, ndo foi encontrado nenhum trabalho publicado por pesquisadores
brasileiros tanto em periédicos nacionais, quanto em internacionais que apresentam um es-
tudo revisional com énfase na utilizacao da V. fischeri em ensaios ecotoxicoldgicos. Neste
sentido, pretende-se preencher uma lacuna em relacé@o a apresentagéo de um trabalho que
possa ser consultado como material de referéncia para pesquisadores que utilizam este
micro-organismo como indicador de poluicdo de CIEs e seus TPs presentes em matrizes
aquosas de diferentes ecossistemas e biotas aquaticas.

Neste sentido, este trabalho tem por objetivo apresentar um estudo resultante de
trabalhos que utilizaram a bactéria V. fischeri em ensaios ecotoxicoldgicos de natureza
aguda, compreendidos entre os anos de 2015 a 2021 que avaliaram a toxicidade prove-
niente de CIEs presentes na composicdo da matriz ou adicionados a matrizes aquosas a
fim de se investigar a toxicidade aguda em diferentes organismos, entre os quais a bactéria
V. fischeri.

21 ENSAIOS DE TOXICIDADE COM DIFERENTES ORGANISMOS

Os testes de toxicidade, também conhecidos como bioensaios ou ensaios ecotoxi-
colégicos, consistem em detectar e avaliar a capacidade de um efluente em produzir efei-
tos danosos em organismos testes, previamente padronizados e selecionados por normas
nacionais e internacionais. Estes organismos, sejam eles no todo ou em parte, respondem
de forma integral com reacdes especificas a todas as perturbag¢des diretas ou indiretas
causadas por substancias nocivas. Em geral, essas reacdes sao facilmente mensuraveis,
de forma a habilitd-los como sensores biolégicos ou bioindicadores (HWANG et al., 2021;
TOTH et al., 2019).

Existem varios efeitos adversos que podem ser quantificados devido a exposi¢ao
aos poluentes: () nimero de organismos vivos ou mortos; (ii) taxas de reprodugéo;(ii)) com-
primento e massa corpérea;(iv) numero de anomalias ou incidéncia de tumores; (v) altera-
¢Oes fisiolégicas e (vi) diversidade de espécies numa determinada comunidade biologica,
podendo ser classificados em efeitos agudos ou crénicos (CHAVES et al., 2021; TANG et
al., 2019). Entre os organismos vivos mais empregados nos bioensaios, podemos citar:
algas, microcrustaceos, peixes, bactérias entre outros, conforme a Figura 2.
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Figura 2: Esquema de uma série de organismos vivos utilizados em testes de toxicidade.

Fonte: Adaptado de Magina e colaboradores (2021).

Entretanto, o presente trabalho se limitara a apresentar e discutir ensaios de toxici-
dade com a bactéria V. fischeri.

2.1 V. fischeri

A V. fischeri € uma bactéria gram-negativa (oxidase-positiva) e heterotréfica encon-
trada em aguas temperadas subtropicais com propriedades luminescentes. Este organismo
vem sendo utilizado em testes de toxicidade desde 1979, sendo considerado um organis-
mo que nao apresenta patogenicidade (ABBAS et al., 2018; MIYASHIRO; RUBY, 2012;).
Os testes com V. fischeri contam com uma cepa padronizada de bactérias liofilizada que
compde kits comerciais como o Microtox (ABBAS et al., 2018; GATIDOU; STASINAKIS,
LATROU, 2015; GMUREK; HORN; MAJEWSKY, 2015).

A luminescéncia da bactéria ocorre a partir da reagdo quimica de oxidagéo da luci-
ferina, que se constitui no [acido (4S)-2-(6-hidroxi-1,3-benzotiazol-2-il)-4,5-di-hidro-1,3-tia-
zol-4-carboxilico, formula C,,H,N,O_S,- 280,3 g/mol], pertencente a uma classe de pigmen-
tos capazes de provocar o fendmeno da bioluminescéncia por agéo da enzima luciferase,

gerando uma luz azul-esverdeado (Figura 3A) que é emitida sob condigbes ambientais
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favoraveis e concentragfes de oxigénio superiores a 0,5 mg/L. A estrutura celular da bac-
térias (Figura 3B), considerado o ser vivo mais simples e pertencente ao reino monera
(ABBAS et al., 2018; GORENOGLU et al., 2018; PANIAGUA et al., 2020).

Figura 3- (A) Luminescéncia emitida e (B) estrutura celular da pela bactéria
V. fischeri;

Fonte: Paniagua (2018).

A bactéria V. fischeri também é responsavel pela luminosidade de aguas de super-
ficie (Figura 4A) e estabelece relagbes simbidticas com diferentes organismos que vivem
em ambientes aquaticos mais profundo sem ou pouca penetragédo de luz, como no caso da
Lula Bobtail Havaiana (Figura 4B).

Figura 4: (A) V. fischeri presente em aguas superficiais e (B) relacéo simbiética com a Lula Bobtail.

Fonte: Acervo do autor (2022).
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Dentre as vantagens do teste de ecotoxicidade com V. fischeri estdo: a sensibilida-
de, simplicidade, rapidez, facilidade de estocagem, a utilizagdo de pequenas quantidades
de amostra, a utilizacdo em agua doce ou salina e a auséncia de problemas éticos (PA-
NIAGUA, 2018). Por outro lado, apresenta como desvantagem a necessidade de ajustar a
salinidade por adicao de cloreto de sodio ou sacarose (ABBAS et al., 2018; PANIAGUA et
al., 2020).

O teste de toxicidade aguda com V. fischeri, constitui-se em comparar a lumines-
céncia natural da bactéria, antes e ap6s um intervalo de exposi¢céo (de 15 a 30 min) a uma
amostra-alvo. Este teste é possivel em funcdo do metabolismo da bactéria ser sensivel a
baixas concentra¢des de compostos tdxicos, afetando a intensidade de luz emitida (ABBAS
et al., 2018; PANIAGUA et al., 2019; PANIAGUA et al., 2020). Logo, a diferenga obtida na
emissédo de luz indicara a toxicidade da amostra e o resultado sera expresso como porcen-
tagem de inibicdo de luminescéncia (BARISCI et al., 2018; ZADOROZHNAYA et al., 2015).

O sistema EasyTox ET-400 (Figura 5), utilizado para determinagéo da toxicidade
aguda, consistiu em um luminémetro (BioFix®Lumi-10) que permitiu medir a luminescéncia
emitida pela bactéria na presenga e na auséncia da substéncia téxica, uma incubadora
EasyCool que permitiu a incubacao de cubetas a temperatura controlada de 15 °C, um kit
BIOLUX® Lyo-5 de culturas liofilizadas da fotobactéria, cubetas especiais para a leitura, e
reagentes necessarios (tampéo de reativagao, solucéo de diluicéo).

EASYCOOL

Figura 5-Sistema EasyTox ET-400 utilizado nos testes de ecotoxicidade.

Fonte: Paniagua (2018).
Os frascos contendo a biomassa liofilizada sdo armazenados sob congelamento

a cerca de -20 °C, sendo previamente ativada pelo tampé&o de reativagdo antes de sua
utilizagdo. Para realizagédo dos testes, inicialmente, o equipamento BioFix®Lumi-10 e a in-
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cubadora foram ligados, visando estabilizar a temperatura da incubadora em 15 °C. O en-
saio é fundamentado na redugéo da luminescéncia emitida naturalmente pelas suspensées
bacterianas antes e ap6s o contato com a amostra, calculado pela diferenca da leitura
inicial (antes da adicdo da amostra) e leitura ap6s a exposicéo da bactéria com a amostra
em periodos de 15 e 30 min (leitura final). O resultado considera um fator de correcdo, que
€ a medida das alteracbes da luminescéncia do controle atéxico (solugéo salina) durante
0 mesmo periodo de exposicdo. O efeito inibitério de uma amostra pode ser determinado
como fator de toxicidade ou como valores de CE,, e/fou CE_, (HWANG et al., 2021; METH-
NENI et al., 2021).

31 APRESENTACAO E DISCUSSAO DE VARIOS TRABALHOS DA LITERATURA

Na literatura, sdo encontrados diversos trabalhos que utilizaram a bactéria V. fischeri
como organismo em testes ecotoxicolégicos em matrizes aquosas contendo diferentes
classes de compostos (PANIAGUA et al., 2020; RICARDO et al., 2018; WANG et al., 2017).

Gmurek, Horn e Majewsky (2015) avaliaram a toxicidade do farmaco sulfametoxazol
bem como dos seus produtos de degradagao, observando-se uma redug¢éo na luminescéncia
da bactéria quando exposta as amostras obtidas durante o processo de degradagéo, o que
evidéncia a formacéo de produtos de degradag¢ao mais téxicos quando comparado ao GEM
inicialmente.

Ma e colaboradores (2016) avaliaram a toxicidade do farmaco gemfibrozil e seus
produtos de degradacgdo, obtendo-se uma luminescéncia 50% maior no produto de
degradacéao em relagédo ao GEM, evidenciando-se que o farmaco possui maior toxicidade
do que os seus intermediarios gerados.

Junior e colaboradores (2017) avaliaram a toxicidade do pesticida fipronil antes e
apos a aplicagdo do processo de fotocatalise heterogénea com TiO, associada a H,O,.
Nas melhores condi¢des otimizadas em agua desionizada, obteve-se a inibicdo total da
luminescéncia do micro-organismo.

Koltisakidou e colaboradores (2017) estudaram a toxicidade do farmaco citarabina
ap6s aplicacdo do processo de fotocatalise heterogénea em &gua desionizada. Os
resultados apontaram uma toxicidade de 16% em relacdo ao farmaco e de 45% para
os produtos de degradacédo, nas melhores condigbes otimizadas. Logo, os produtos de
transformacgéo sdo mais téxicos do que o composto-alvo de origem.

Zhao e colaboradores (2017) avaliaram a toxicidade dos farmacos fluoxetina
e norfluoxetina e de seus produtos de degradacédo, sendo obtida uma diminuicao
da luminescéncia, em pH 8, de 20 e 32% respectivamente. Em pH 3,0 a inibicdo da
luminescéncia caiu para 14 e 22% respectivamente.

Kong e colaboradores (2018) avaliaram a toxicidade dos reguladores lipidicos: acido
clofibrico, benzafibrato e gemfibrozil, sendo obtida uma toxicidade de 80% em pH 8,4 ap6s
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13 min de radiacédo UV isolada.

Ricardo e colaboradores (2018) investigaram a degradagéo do farmaco cloranfenicol
(CAP) pelo processo foto-Fenton em agua de rio (AR) e efluente de estacéo de tratamento
de esgoto (ETE). Nas melhores condi¢des otimizadas a toxicidade inicial do composto-alvo
foi de 62% (AR) e de 91% (ETE), ap6s a aplicacdo do processo foto-Fenton a luminescéncia
apresentou 27% (AR) e 34% (ETE) indicando que os produtos de degradag¢do sao menos
toxicos em relagdo ao composto inicial.

Sagi e colaboradores (2018) estudaram a degradacgao do sulfametoxazol em efluente
de ETE pelo processo de fot6lise UV-C, obtendo-se 97% de inibigdo da luminescéncia da
bactéria V. fischeri nas melhores condi¢bes otimizadas demonstrando que os produtos de
degradagéo sao mais toxicos em relagdo ao composto-alvo.

Paniagua e colaboradores (2019) investigaram a toxicidade da mistura dos farmacos
Gemfibrozil (GEM), Hidroclorotiazida (HCTZ) e Naproxeno (NAP) em agua desionizada
(AD), a4gua de rio (AR) e efluente proveniente de estagéo de tratamento de esgoto (ETE)
utilizando a bactéria V. fischeri para ensaios ecotoxicologicos. Nas melhores condi¢bes
otimizadas para o processo de peroxidacao fotoassistida, obteve-se 77% (AD), 62% (AR) e
65% (ETE) ap6s120 min de tratamento.

Chaves e colaboradores (2020) estudaram a degradag&o de uma mistura constituido
de bisfenol A (BPA), 17B-estradiol (E2) e 17a-etenilestradiol (EE2) a uma concentragéo
inicial de 100 pg/L nas matrizes de agua desionizada e provenientes de estacdo de
tratamento de aguas residuérias (ETAR)

Goncalves e colaboradores (2020) investigaram a influéncia do ligante EDDS
no processo foto-fenton aplicado em uma mistura de pesticidas nas matrizes de agua
desionizada (AD) e efluente proveniente de estacdo de tratamento de esgoto (ETE). Nas
melhores condi¢des otimizadas, a inibicdo da luminescéncia da bactéria atingiu 50% em
relagdo aos compostos-alvos avaliados.

Michael e colaboradores (2020) avaliaram a remogao dos antibi6ticos Ciprofloxacina
e Sulfametoxazol nas matrizes de aguas residuarias (AR) e efluente proveniente de estacéao
de tratamento de aguas de residuarias (ETAR) na cidade de Alméria na Espanha. A uma
concentracdo inicial de 100 pg/L, a reducdo da luminescéncia foi de 45% (AR) e 35%
(ETAR), respectivamente.

Paniagua e colaboradores (2020) investigaram a toxicidade dos farmacos
Gemfibrozil (GEM), Hidroclorotiazida (HCTZ) e Naproxeno (NAP) e seus diferentes produtos
de degradacdo nas matrizes de agua desionizada (AD), agua de rio (AR) e efluente de
ETE aplicando-se o processo de fotocatalise heterogénea (TiO,/UV-A) Os resultados
apresentaram 70% (AD) e 66% (AR) apdés 240 min de tratamento sob as melhores
condi¢bes otimizadas. Ja a matriz de ETE apresentou 85% de inibicao da bioluminescéncia
apds 360 min de tratamento sob as melhores condi¢gées. O aumento da complexidade da

matriz eleva a inibicdo da bactéria, visto que a matéria organica e constituinte inorganicos
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séo responsaveis pela toxicidade majoritaria apresentada.

Zhu e colaboradores (2021) investigaram a toxicidade dos fdrmacos Sulfamerazina
(SMR), sulfadiazina (SDZ) e sulfapiridina (SPD) nas melhores condi¢cdes otimizadas em
amostras provenientes de aguas de rio e de efluentes de estacdo de tratamento de esgoto.
Os resultados apontaram que a reducdo da biolumenescéncia de V. fischeri foi superior a
80% em aguas de rio e nas amostras de efluente de estagcéo de tratamento (ETE), sendo
que a toxicidade proveniente da composicdo das matrizes foi superior a da mistura de
farmacos.

41 CONCLUSOES

Os estudos apresentados evidenciaram a importéncia da utilizagdo da bactéria
V. fischeri como bioensaio de toxicidade aguda para diferentes classes de compostos,
em diferentes matrizes aquéaticas e em maiores concentragdes do que as encontradas
nos ecossistemas aquaticos. O estudo com este micro-organismo € capaz de apontar a
toxicidade dos produtos de transformacéo em relacdo aos compostos iniciais, visto que
podem apresentar maior toxicidade em relagdo ao composto-alvo inicial. O uso da V. fischeri
nao deve ser utilizado como unico teste de toxicidade em fung&o de ser um dos organismos
mais simples (procariéticos), sendo necessario utilizar outros organismos de diferentes
niveis tréficos e com ensaios toxicologicos que se expressam de diferentes formas. Logo,
a bactéria se constitui em um organismo bioindicador de poluicdo em concentracdes tragos
e ultra-tracos.
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