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INTRQDUCCION 

En el siguiente inforiae de avance se muestran las resultados 

obtenidos en la inmovilizaci6n de una preparaci6n comercial de B-

galactosidasa en derivado vidrio-titan10. 

Inicia!mente se determin6 la •e~acior. 6pt1ma entre ' -... .,. 

concentracion de enzima CU/ml) y el pe~~ de soporte (gr) 2i1 la 

reacciOn de inmovilizaci6n. Los resultados obtenidos mostraron 

un valor mA~imo de 593.08 U/gr de enzima i~~ovilizada al emplear 

u~a relaci~n de 2184 Unidades par gra~~ je sopcrt~. 

Igualmente, se estudi6 el efecto de la remocion del glicerol 

(aditivo oresente en la preparaci6n enzimatica comercial) sabre 

la inmovil1zaci6n de la enzima y la ~~~ividad ex~r2sada par el 

biocat2.l izador. Se pudo observar que ~: ernolear una preparaci6n 

enzimati~a sin glicerol la actividad ex~resada del biocatalizador 

disminuye aproximadamente en un 50%. 

En ~tna segunda etapa, se evalu6 !a e~tabi l idad del 

biocatali~ador en operaciOn semi-continua an un reactor de lecho 

empcicado. Los resultados mostraron valores prometedores en cuanto 

a la estabilidad y la actividad de la enzima inmovilizada. 

Efectivamente se encontr6 un 90% de conversi6n del sustrato a 

las 35 dias de funcionamiento semi-c.ontinuo. 

1 
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Por otra parte, se determin6 la actividad del oiocatalizador 

sabre suero de leche hidrolizado y leche pasteurizada. Los 

resultados indican que aunque el biocatalizador presenta 

actividad sabre ~stos sustratos es necesario mejorar la remoci6n 

de trazas de proteinas y otros compuestos presentes en el suero 

hidrolizado que de alguna forma ctisminuven ia ac~i~idaa de la 

enzima inmovilizada. 

Finalmente se caracteriz6 el biocatalizador en terminos de 

pH y temperatura Optima y se evaluo el ~alor d~ :as constantes 

cineticas Km i Vmax. Se enc~ntrO un valor ae ac:~-~jaa Opt~~o a 

un pH de 6.0 y a una temperatura de 35 oC. Igualmente el 

biocatalizador presenta un valor de Km de 0.1244 ~ f un Vmax de 

16~45 µmol de ;lucosa/min x g. 

2 
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2.l'IATERIALES Y 11EJQDQS 

2.1 DETERttlNACION DE LA RELACION OPTl11A ENTRE LA CCN:ENTRACION 

DE ENZll'IA Y EL PESO DE SOPORTE 

2.1.l INl10VILIZACION DE LACTOZYM 3000 L HP-G. 

Con la finalidad de determinar la relaci6n Optima 

entre la concentraci6n de enzima y el peso de soporte en la 

reaccion de inmovilizaci6n se adicion6 en ~n tubo de ensayo un 

peso fijo {0,5 gramos) de 5opor~e activadc .5eg~n la metodologia 

descrita en la sec:cio,-. '- ~­- .u \.liC'- ~nTorme =s A~ance del mes 

Diciembre de 1.990) y 1,0 ml de soluci6n de enzima Lactozym 

c:onteniendo 136, 190, 365. 566, 1092, 155.:Y y 2522 Unidades/ml. 

Postariormente se realize la reacci6n de ~~movilizacion 

temperatura de 4 QC par wn peiodo de 18 ~eras. Al t inal i zar la 

reacci6n de inmovilizaciOn, 5e determi~c la actividad del 

bioc:atalizador empleando lactosCi al 20% (p'v) coma sustrato. 

2.1.2 1Nt10VILIZACION DE LACTOZYM 3000L SIN GLICEROL. 

Con el prop6sito de astudiar el ~fecto de la remociOn 

del glicerol (aditivo presente en la ~reparacion enzimatica 

comercial) sobre la inmovil1zac1on de la =nzima, se utilizo ~~ 

el experimento una soluciOn de Lactozym sin glicerol. Para ellQ, 

se realiz6 la precipitacion de la enzima adicionando lentamenr.e 

(gota a gota) y en trio, un volumen de acetona equivalente al 1(1/. 

"'.! ._. 
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del volumen total del extracto enzim~tico. Seguidamente, el 

precipitado de enzi~a obtenido (libre de glicerol) se resuspende 

] en buffer de fosfato de potasio pH 6,e con 0,1 mM de Mn. 

l Pwsteriormente se adicion6 a un tubo ce ensayo 0,5 g 

] 
de soporte activado y 1,0 ~l de la preparacibn e~zim~tica ~in 

glicerol conteniendo 50, 100, 200, 250, 500, 1000 y 1614 U/ml. Se 

1 realiz6 la reacci6n de inmovilizaci6n a una temperatura de 4,0 QC 

por un periodo de 18 horas y se determinO la actividad del 

1 biocatalizador obtenido empleando lactosa como sus~~ato. 

2.2 ESTABILIDAD DEL BIOCATALIZADOR EN OPERACION SEMI-CONTINUA EN 

] UN REACTOR DE LECHO EMPACADO. 

I Con el propOsito de evaluar la actividad y as~abilid~d d2! 

biocatalizaaor en un reactor de lecho empacadc se a~adieron 350 g 

] (peso h~medo) del biocatalizador en una columna de vidrio d2 

] 
29,0 X 4,0 cm equipada con una camisa exterior para el ccntr~: de 

temperatura. Se util1zO coma alimentaci6n, u~~ ~~:uci0~ ~e 

l lactosa al 10% (p/v) en el mismo buffer de fosfat~ amcleadc EG 

las determinac1ones de actividad anzim~tica. La ~l~mant~c1c~ 52 

J incorpor6 al reactor a un flujo de 9,b ml/min. a una temperatura 

J 
de 35 QC. La operaciOn se reali~O de forma sem1-~or1tinua ~~n 

intervalos de reposo donde la columna con la enzima Lnmov1l1=~da 

J se mantenia a una temperatura de 4 2C. 

4 
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1 
Para evaluar el X de conversi6n de la lactosa en glucosa 

obtenida por la acciOn hidrolitica de la enzima inmovilizada se 

determin6 el contenido de glucosa del efluente proveniente de la 

columna empleando el metodo de Glucosa-Oxidasa Peroxidasa 

descrito 2n el informe anterior (Diciembre de 1.990). 

J ~ < 
L • ·-• 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL BIOCATALIZADOR SOBRE 

] DIFERENTES SUSTRATOS. 

I C~~ 21 propOsito de evaluar la acti~idad del biocatalizador 

::;ob re d~ferentes s~stratos. se estudi~ la acti...,iidad del 

biocatalizador sabre suero de leche hidrolizado 
• 

lee he 

] 
pasteurizada y se compar6 con la actividad obtenida al emplear 

lactosa =~mercial. 

J 
:.3.1ACTIVIDAD SOBRE SUERO DE LECHE HIDROLIZADO. 

] 

] 
La hidrOlisis del suero de leche se realizO par media 

de tres orocedimientos diferentes: 

PROCEDIM!ENTO A: Se disuelve un peso de suero en polvo que 

] proporcione un 10% de lactosa en agua destilada y se ajusta el pH 

J 
a un valor de 4~0 empleando para el lo und soluci6n de ~cido 

sulfurico 2N. Posteriormente, la so 1 LlC i On acida obtenida se 

l somete a 250 QF y 15,0 libra.s de presiOn durante un periodo de 

tiempo de 20 minutes. La prote.ind prec ipi tada se s~pa.r.:., por 

5 



. 1~·~:;~~,~~~1r~~::rt: --=t-r: 
w . -!-,_.--- . -··-----~ 

1 

l 
1 

centrifugaci6P a 4.000 r.p.m. durante 15 minutos. Finalmente. se 

ajusta el pH de la soluciOn a 6,6 empleando para ello una 

solucion de hidrOxido ~e sodio 3N y se adiciona la cantidad 

requerida de los iones M~ y l'ln para la actividad de la enzima. 

] 
PROCEDIMi~NTO B: Se disuelve en agua destilada u~ ?eso de suaro 

en polvc que ;::;roporcione un lOX (p/v} de lactosa y se ajusta el 

l pH a un valor de 4,0 con una soluci6n de <icido sulfurico 2N. La 

precipita.-::i6i1 -1- separaci6n de la proteina del suero se realiza de 

1 con f.~~mi~:: ad la metadologia utilizada ei1 el ~roceaimiento A. 

con una soluc:ion de hidr6xido de scdio 3N y se adiciona EDTA en 

1 
una rela::i6n ~e 0,2 moles de EDTA par cada mol de calcJ..o prasente 

2n el :;;1_..;?ro :::;e lee he hidrol izado. Fina l.112;-;te ::oe 

I ione:;; Mc v M~ con la finalidad de determinar la actividad de 

enzima i~movi:izada en este sust~ato. 

] 

l 
PROCEDIM:~NTC C: Se precede igual que el proceaimiento B has ta l Ci 

::e 

gota und :;;ol.:i6n de hidrOxido de sodio 3N~ hast~ la 0btenciOn de 

un abun~ante ~rec1pitado blanco. LuegQ de el~~. sa centrifuga a 

_J 450(; r·. p. m. dur·ante 15 minutes y se descarta el precipita.do. 

J 
F ine1 l mer.:-:?. ~e dJUSta el pH a 6.6 y ~a adicicn~n 

Mn nec~s~rios para la actividad de la enzima. 

J 
] 

6 
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2.3.2 ACTIVIDAD SCBRE LEOE PASTEURIZADA 

Se determin6 la actividad del biocatalizador emoleando 

coma sustrato leche oasteurizada con un 6.3 % (p/v) de lactosa 

1 sin ningun tipo de aditivo o suplemento. La actividad del 

J 
biocatalizador se determin~ de conformidad a la secci6n (2.4). 

1 2.4DETERl'IINACION DE LA ACTIVIDAD ENZil"IATICA. 

l La determinacicn de la actividad de la enzima libre e 

inmovilizada se realizO cuant1f1cand~ la qlucosa generaaa a 

partir de una soluciOn de lactosa empleando para ello el m~todo 
• 

1 
de Glucosa-Oxidasa Peroxidasa descrito en el informe de Avance 

orevio !Diciembre 1.9Q0). 

J 
2.jCARACTERIZACION DE LA ENZIMA INMOVILIZADA. 

J 
] 

2.5.1DETERl'1INACION DEL pH OPTIMO DE LA ENZIMA INMOVILIZADA. 

) En la deter~inacion del pH Optirno de la enzima 

inmovilizada se evaluO l~ actividad de un peso de b1ocatal1zador 

J (secc16n 2.4) bajo d1feren~es pH de reacciOn ( 4.0; 4,5; 

J 
5,5; 6.0;6,5; y 7.0). Iqu~lmante. para ef2ctos de comparac10n, se 

dP.terminO la activ1dad de la enzima soluble bajo las m&smas 

J cnnd1c1~nes de pH. 

l 7 
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2. 5. 2DE I ERttINACION DE LA TEl'IP'ERATURA CFTil'IA DE LA ENZ 111A 

IN'IDVILIZADA. 

En la determinaci6n de la temperatura 6ptima de la enzima 

inmovilizada, se evalu6 la actividad de un peso de biocatalizador 

bajo oiferentes temperaturas de reacciOn (10, 15, 20, 25. 30, 35, 

40, 45, 50, 55 y 60 QC). Tambien, se determin6 la actividad de la 

] enzima soluble bajo las mismas condiciones de temperatura. 

) 2. 5. :::mETERl"IINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ENZil"IA 

INl"IOVILIZADA. 

Con la finalidad de calcul~r las constantes de 

Michaelis-Menten para la hicrOlisis ce lactosa emplaando l~ 

J enzima inmovilizaca, se dete~mino la velocid2d inicial de 

reacci6n para diferentes concentraciones de lactosa 0 .16•). 

] 0. 100' <).040, y (J.(>25 Molar) en °bLLfferu fosfato de potasio (>.l 

_] 
Molar bajo las condiciones de pH y temperatura 

establPcidas en las Secc1ones 2.5.1 y 2.5.2. La determ1nac10n de 

.l la ac:tiv1dad en:::imatica para cada conce:-.t1-aciOn de SL1:;tr-ato ;;e 

realiz6 de conformidad a la metodoloqia jescrita en el informe d~ 

] Avance previo (D1ciembre 1.990) ·1 se tomaron muestras de la 

J 
fracci6n liquida al cabo da 1.0. 2.0 y ~.o minutes de reacciOn. 

J 
] 

8 
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3.RESU..TADOS Y DISCUSIC»I 

3.1 DE LA RELACION CJPTUIA ENTRE LA 

CONCENTRACICIN DE ENZll'IA Y EL PESO DE SOPORTE 

En la Figura No 1 se muestran los resultados obtenidos al 

evaluar el efecto de la concentraciOn de enzima (empleando un 

peso constante de soporte) sobre la actividad del biocatalizador. 

Al analizar los resultados se encontrO un valor maxima de 593 

Unidades de enzima Inmovilizada por gramo de soporte al utilizar 

una relaci6n inicial de 2184 Unidades de enzima por gramo en la 

reaccion de inmovilizaciOn. Baja estas condiciones experimentales 

se obtuvo un valor en el rendimiento de fa inmovilizaci6n de 

aproximadamente del 27%. 

Illanes A. y col (1990) estudiaron la inmo~il1zaciOn ae 

B-galactosidasa obtenida mediante el cultivo de A. niger sabre 

quitina y encontrar-on un valor maximo de 401) Unidade;;; par· c;:ramo 

de soporte y un rendimienta en la inmovilizaci6n del 33% al 

emplear una relacion enzima-saoarte de 1200 Unidades par qramo 

de quitina activada. 

Por otra parte, se pudo observar que el gl1cerol ~iene un 

efecto estimulante sabre la expresion de la ~~t1v1dad del 

biocatalizador obtenido. Efect1vamente se encontro ql:2 la 

remoci6n del glicerol del extracto enz1m~tico di~~1nuye en un 

9 
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50X la actividad de la enziaa in.avilizada, alcanzandose s6lo un 

valor m~xiaao de 300 Unidades par gra.a de soporte. 

En la Figura No 2 tie observa que los valores obtenidos en 

el reocimiento de la in.avilizaciOn son similares 

independi~ntemente si la soluciOn de enzi~~ presenta o no 

glicerol en su composiciOn. Efectivamente, a pesar de observar 

una reducci6n del 50X en la actividad expresada al emplear la 

enzima sin glicerol no se observa para esta preparaci6n una 

reducciOr equivalente en el r-endimiento de l:\ ~r,;;iovilizaci6n. 

Esto sug1?re que aunque la cantidad de enzima ~~ja al sopor~e es 
-· ... ':' 

aproximadamente la misma (al emplear la enzima con o sin 

glicerol ·1 parte de esta posible•ente adquiera una configuraciOn 

inactiva ~uando se remueve el glicerol del e~trac~o enzimAtico 

(lnforme de Avance Abril de 1.990, secciOn 2.:·. 

Los resultados indican que es necesar10 ffieJorar a~n mAs 

la calidad del biocatalizador no solo en term~nos de la cantidad 

de enz1~~ in~ovilizada por gramo de soporte s1 ~c tambien en 

relacion a el rendimiento de inmovilizacic~ obtanido en la 

operacior-. 

3.2 ESTABILIDAD DEL BIOCATALIZADOR EN OPERACION SEMI-CONTIMJA 

EN REACTOR DE LECHO El'IPACADO. 

_os re•ultados obtenidos en el estud1~ de l~ estab1l1dad 

11 
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del biocatalizador a nivel de un reactor de lecho empacado se 

muestran en la figura No 3. Se puede observar que el 7. de 

conversion del sustrato se mantiene estable en el tiempo 

alcanzando un valor de aproximadainente 957. a los 36 dias de 

funcicnamiento semi-continua. Es interesante mencionar que 

alto ., - de conversi6n se obtuvo utilizando una tasa de 

el 

f l:_tj ·::> 

tambi~n elevada de 576 ml /hora y a una temperatura de 35Q c. 

Illanes A. y col (1990) Al estudiar la estabilidad de una 

preparaciOn de B-~alactosidasa inmovilizada sabre quitina en Ln 

reactor de lecho empacado. encontr6 un valor promedio de 85% ce 

conversion del sustrato a los 15 dias de funcionamiento continua • 
• 

En el experimento los autores emplearon una alimentaciOn de 

permeado de suero (con un 3.7% de lactosa) a un flujo de 72 ml;h 

y a un~ temperat~~a de 40QC. 

Los resultados obtenidos en cuanto a la estabilidad del 

biocatalizador son prometedores si se considera el I. de 

conversion obtenido para el elevado flujo utilizado en la 

realizaciOn del e~perimento. Es necesario realizar en un futuro 

experiencias s1m1lares pero empleando suero de leche hidroli:ado 

como alimentacion y un sistema que permita la incorpor~clCn 

continua sin interrupc1ones del sustrato. Estes experime~to~ 

permitiran evaluar de manera mas acertada el posibl~ e~calam1ento 

del proceso y su f~ctibilidad ecanOmica. 

• 
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3.3 EVN-UACIDN DE LA ACTIVIDAD DEL BIDCATALIZAIXR SOBRE SI.ERO DE 

LEDE HIDRiLIZADO. 

3. 3 .1 DE.TERIUNACIDN DE LA ACTIVIDAD El'IPl.EMIDO st.ERO DE LEDE 

HIDROLIZADO. 

En la figura No 4 se Muestran los resultados obtenidos 

al evaluar la actividad de la enzima sobre suero de leche 

hidrolizado. Al analizar los valores de actividad relativa, puede 

observarse que en termi~=~ generales la actividad expresada del 

biocatalizador sabre suero de leche es menor a la obtenida 
- l·.-:~· 

empleando lactosa comercial como sustrato. 9sto indica que existe 

en el suero hidrolizado elementos o compuestos que afectan la 

actividad de la enzima. Por otra parte la adic:iOn de EDTA 

(procedimiento utilizado ~n la elaboracion del suero hidrolizado 

8) no mejor6 la actividad axpresada. Efectivamente, al incorporar 

EDTA a la soluciOn de sue~o solo se alcanzO un valor de 11.3% en 

la actividad relativa. Pcsiblemente al adicionar EDTA (compuesto 

quelante) se disminuy6 el contenido libre de las iones Mg y Mn en 

soluciOn afectando la ac~:vidad enzimAtica. 

Al emplear el sue~o hidrolizado obtenido mediante el 

procedimiento C (suero C), se obtuvo un incremento en ld 

actividad expresada per ~1 biocatalizador alcanzando un valor 

m~ximo de 44.9 %. Los re~ .. ltados indican que es necesario meJor~r 

la remociOn de proteinas v otros compuestos presentes en el suero 
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hidrolizado 1e leche. Estos coapuestos aparentemente interfieren 

en la expresi6n de la actividad del biocatalizador. 

1 
3.4DEIERrlINACIC»I DE LA ACTIVIDAD DEL BIOCATALIZADOR 

SOBRE LED£ PASTEURIZADA. 

] 
En la Figura No 5 se presentan los resultados 

] preliminares obtenidos al emplear leche pasteurizada con un 

contenido de lactosa del b.3% como sustrato. Si bien el % de 

1 actividad relativa es bajo ( 15.5%) debe considerarse que el 

tiempo de contacto sustrato-biocatalizador es je apenas 4 

minutes. La completa degradaci6n de la lactosa presente en la 
• 

] leche pasteurizada puede realizarse si se emplean tiempos de 

contacto mayo~es • 

.] 
3.5 CARACTERIZACION DE LA ENZIPIA INl10VILIZADA. 

] 

] 
3.5.1 DETER"INACION DEL pH Y TElfERATURA OPTIPIA DE LA ENZil'tA 

INl10VILIZADA. 

l 
Al evaluar el pH y temoeratura 6pt~ma de la enzima 

] inmovilizada se encontr6 que el bioc3talizador presenta ~no 

J 
actividad m~xima a un pH de 6.0 y a una temperatu~a de 35 9C. 

(Figura No 6 y 7 ). Sise compara las valores 6pt1mos de pH y 

J temperatura de la enzima inmovilizada y la enzima l1bre (enzi~a 

en soluci6n) puede observarse que la enzima inmov1l1zada adqu1ere 

] 
17 
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una mayor estabilidad a los cambios de pH (Figura No b y 

presenta una actividad superior a temperaturas inferiores a las 

-1 35 !!C. 

Roodpeyma. S. v col. (1983) al caracterizar la enzima 

J 
lactasa obtenida a partir del cultivo de A. niger inmovilizada en 

alumina encontraron que la enzima inmovilizada presentaba un pH 

1 6pti1DO de 3,5 mientras que el pH de m~xima actividad de la enzima 

en soluci6n era de 4,6. lgualmente observaron diferencias en 

l cuanto a la tempera~~ra ~pti~a de la 2nzima libre e inmovilizada 

obteniendo valores .je 50 t 65 QC respectivamente. 

] 3.5.2 DETERttINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ENZ1t1A 

IN"IOVILIZADA. 

) 
Al evaluar los ~ar,metros cineticos Km y Vmax de la 

J enzima inmovilizada se encontro que el biocatalizador presenta un 

] valor de Km de 0.1244 M y una Vmax de 16,45 µmol 

qlucosa/minuto x gramo (Figuras No 8~9,10 y 11). El valor de Vma~ 

obtenido es superior al observado por Roodpeyma 5. v col ( 19831 • 

Estes autores al estudiar los parAmetros cineticos de la enzima 

J B-galactosidasa inmovilizada en al~mina encontraron un valor de 

J 
Vma~ de 7,85 µmol de glucosa /minute x gramo y un Km de 0,263 M. 

Los resultados indican que el biocatalizador ootenido por-

J nosotros en el Laboratorio presenta una mayor afinidad par el 

sustrato ya que requiere una menor cantidad de sustrato p~ra 

] 
21 
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alcanzar la mitad de la velocidad mAxima de reacci6n. 
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l 
4. CCINCLUSIONES 

1. Al inCROvilizar 8-Galactosidasa en derivado vidrio-titanio 

empleando una relaciOn de 2184 Unidades par gramo en la reacciOn 

l de inmovilizaci6n. se obtiene u~ maxima de 593 Unidades de enzima 

J 
inmovilizada par gramo de sopor~e. 

1 2.- Los resultados obtenidos en cuanto a la estabilidad del 

biocatalizador muestran un porcentaje de ~onversiOn del 95% al 

] cabo de 35 dias de funcionamier.:o semicontinuo. 

3.- La disminuciOn de la actividad enzimatica de la enzima 

] inmovilizada al emplear suer~ hidrolizado de leche y leche 

pasteurizada. aparer.teme~te su~iere la necesidad de remover las 

l proteinas y otros coffipuestos ~r~sentes en este tipo de sustrato. 

] 4.- En la caracterizaci6n de :a enzima inmovilizada, se encontr6 

] 
que el biocatalizador oresent~ Jn mA}imo de actividad a un pH de 

6.0; y a una temperatura ~e 3~ ~C. Igualmente, el biocatalizador 

l presenta un Km de 0.1~44. un~ Vmax de 16,45 µmol de 

glucosa/min x • g. 

J_ 
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J 
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