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Biosynthesis of laccase from Cerrena unicolor-. kinetic aspects of
fungal growth and enzyme production

Summary

In spite of various possible industrial applications of laccase produced by
wood-rotting basidiomycetes, the investigations concerning kinetics of the fun-
gal growth are still limited. Thus, the aim of this paper was to describe the
growth kinetics of white-rot fungus Cerrena unicolor and the synthesis of its se-
condary metabolite, laccase. Glucose was used as a carbon source in the cultiva-
tion and L-asparagine as a nitrogen source. The production of the enzyme ap-
peared to be non-growth associated since it is secreted concomitantly to bio-
mass decay. The formation of laccase occurred to be repressed by glucose, but
there was no such strong impact of organic nitrogen content. However, the
amount of biomass in the system was influenced by both asparagine and glu-
cose concentration in the medium.
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1. Wstep

Grzyby rozktadajgce drewno sg jedng z waznych grup organi-
zmow wytwarzajacych enzymy ligninolityczne (lakazy, peroksy-
dazy), ktére w warunkach naturalnych uczestnicza w rozkfadzie
ligninocelulozy bedacej trudno biodegradowalnym zwigzkiem
chemicznym [1]. Enzymy te charakteryzujg sie niska specyficznos-
cig dziatania, dzieki czemu mogg by¢ stosowane do rozkiadu
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szerokiej gamy zanieczyszczen w tym wielu zwigzkow o charakterze ksenobioty-
kéw [2]. W wielu osrodkach na $wiecie prowadzone sg badania nad zastosowaniem
enzymu w réznych procesach przemystowych, jednym z nich jest oczyszczanie $cie-
kow przemystowych [3,4], zawierajgcych zwigzki fenolowe i ich pochodne, jak ligni-
ny, barwniki [5] czy niektére herbicydy. Innym przyktadem wykorzystania lakazy sg
procesy bielenia masy celulozowej [6], modyfikacji wtokien Inianych [7] badz zasto-
sowanie enzymu jako sensora w przemystach spozywczym i farmaceutycznym [8;.

Cerrena unicoior natezy do klasy Basidiomycetes i jest gatunkiem wywotujacym
biatg zgnilizne drewna [9|. Wystepuje gtéwnie na drzewach tisciastych, takich jak
buk, kasztan, czy klon. W warunkach naturalnych powierzchnia grzyba jest czesto
pokryta algami, co nadaje mu charakterystyczny zielonkawy wyglad [IOj. C. unicoior
syntetyzuje w warunkach nieindukujacych duze ilosci zewnatrzkomorkowej lakazy
(EC 1.10.3.2) utleniajgcej zwigzki fenolowe i aminy aromatyczne [11,12]. Lakaza ta
w formie unieruchomionej zachowuje wysoka aktywnos¢ w czasie przechowywania
w formie zamrozonej [13,14]. Efektywno$¢ syntezy lakazy okre$lano poprzez opty-
malizacje sktadu podtoza hodowtanego [15], jak réwniez opisano procedure oczysz-
czania tego enzymu technikami chromatograficznymi i wyznaczono jego fizykoche-
miczng charakterystyke [16,17].

Niska wydajnos¢ biosyntezy enzyméw w warunkach naturatnych uniemozliwia
ich praktyczne zastosowanie w skali przemystowej. Do badan nad zastosowaniem
enzymow we wspomnianych procesach przemystowych niezbedne jest uzyskanie
wysoce aktywnych preparatow zapewniajacych otrzymanie powtarzalnych wynikow.
Dobér odpowiednich warunkéw hodowli jest tu szczegélnie istotny, gdyz od niego
zalezy wzrost biomasy i aktywno$¢ metabolitow. Procesy biosyntezy z udziatem
grzyboéw stanowia zespot ztozonych reakcji biochemicznych, zwigzanych ze zuzy-
waniem substratéw z podtoza, wzrostem biomasy i produkcja enzymu. Matematycz-
ny opis zachodzacych zjawisk stuzy przewidywaniu wydajnosci bioprocesu i pozwa-
la na optymalizacje warunkéw produkcji enzymu.

Biorac pod uwage zakres mozliwych zastosowan enzymu wiedza dotyczaca kine-
tyki wzrostu grzybow rozktadajacych drewno jest nadal niewystarczajaca. Propono-
wany przez Tavaresa [18] kinetyczny model produkcji lakazy przez Trametes versicolor
opiera sie na obserwacji zmian tylko jednego substratu w podtozu co z reguty nie
jest wystarczajace, gdyz do wzrostu kazdego organizmu niezbedna jest obecnos$¢
przynajmniej zrodta wegla i azotu. Dlatego przedmiotem pracy byto szczegdtowe
okreslenie Kinetyki wzrostu grzybni i akumulacji lakazy przez Cerrena unicoior
z uwzglednieniem przemian Zrddta wegla i azotu.
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2. Materiaty i metody

2.1. Mikroorganizm i warunki hodowli

Szczep Cerrena unicolor pochodzit z kolekcji Zaktadu Biochemii UMCS w Lublinie
i byt przechowywany na ptytkach Petriego zawierajagcych podtoze Lindeberga i Hotm
zestalone 2% agarem. Do hodowli ptynnej zastosowano podtoze Lindeberga i Hotm
[19] o nastepujacym sktadzie (w przeliczeniu na ! | podioza): glukoza 10 g, L-aspara-
gina 1,5 g, MgS04-7H20 0,5 g, KH2PO4 0,47 g, Na2HP04'12H20 0,48 ¢, ekstrakt
drozdzowy 0,1 g oraz mikroelementy: CuS04-5H20 2,5 mg, FeCI3'6H20 3,2 mg,
Mn(CH3C00)2'4H20 12 mg, Ca(N03)2-4H20 50 mg, Zn(N03)2-6H20 3,14 mg, tiamina
0,05 mg. Wszystkie te sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej, pH dopro-
wadzono do wartosci 5,5 za pomocg 5 N HCl i sterylizowano termicznie w autokla-
wie w temperaturze 121°C i nadcisnieniu 0,1 MPa przez 15 minut.

Kolby okragtodenne (500 mf) zawierajace 100 ml wysterylizowanego podioza za-
szczepiano 2,5 ml wstepnie rozdrobnionej grzybni w homogenizatorze T25 basie
(8000 obr/min). Kolby byly nastepnie wytrzasane w szafie termostatujgcej do ho-
dowli wstrzgsanej Certomat BS-1 firmy B-Braun w temperaturze 28°C przy 110
obr/min. Hodowle prowadzono przez 14 dni. W celu wyznaczenia kinetyki pobiera-
no kolejne préby (w nastepujacych godzinach trwania procesu: 24, 40, 48, 56, 64,
72, 80, 89, 98, 116, 144, 192, 240, 312 godz.) poczatkowo co 8 godzin, a nastepnie
wraz ze zmniejszeniem dynamiki procesu co 1-2 dni w dwdch powtdrzeniach.
W prébach oznaczano stezenie glukozy, stezenie azotu i asparaginy, aktywnosc ta-
kazy i proteaz, suchg mase oraz pH po wczesniejszym oddzieleniu grzybni metoda
filtracji na filtrach bibutowych 389 firmy Filtrak.

2.2. Metody analityczne

Zawartos¢ glukozy w podtozu oznaczano za pomocg wysoko sprawnej chroma-
tografii cieczowej HPLC (Waters 600, USA) w warunkach izokratycznych. Analize
prowadzono na kolumnie SugarPak | o wymiarach 300 mm na 6,5 mm. jako faze ru-
chomg stosowano wode dejonizowang MilliQ, ktéra przeptywata przez kolumne
z szybkoscig 1 ml/min. Objeto$¢ nastrzyku proby wynosita 10 pl. jako detektor za-
stosowano detektor refraktometryczny RI (Waters 410, USA). Analiza byla sterowa-
na komputerowo przy uzyciu programu Millenium 2.15. Blagd oznaczenia pojedyn-
czej préby w trzech powto6rzeniach byt nie wiekszy niz 3%.

Stezenie azotu w podtozu zostato oznaczone alkacymetrycznie po uprzednigj
mineralizacji i oddestylowaniu préby z parg wodng. Uzyto aparatu do destylacji
B 324 firmy Biichi (Szwajcaria) zgodnie z metodg podawang przez firme (Biichi,
2000). Mineralizacje prowadzono w obecnosci stezonego kwasu siarkowego i nad-
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tlenku wodoru jako katalizatora. Po ostygnieciu kazda préba byfa alkalizowana za
pomocg 30% NaOH, a uwalniany podczas destylacji amoniak byt adsorbowany za po-
mocg 2% roztworu kwasu borowego H3BO3. Miareczkowanie przeprowadzono przy
uzyciu 0,1 N kwasu siarkowego wobec wskaznika Kalthoffa. Btagd oznaczenia poje-
dynczej proby w trzech powtorzeniach byt nie wiekszy niz 5%.

Biomase oznaczano metodg grawimetryczng jako suchg mase i wyrazano w g/l.
Blad oznaczenia pojedynczej préby w trzech powtdrzeniach byt nie wiekszy niz 8%.

Aktywnos¢ lakazy oznaczano metodg spektrofotometryczng z 0,5 mM syryngal-
dazyna [20] w buforze Mcllvaine’a pH 5,6 przy dtugosci fali 525 nm w temperaturze
25°C uzywajac spektrofotometru firmy UNICAM. Czas reakcji wynosit 60 sekund.
Tak wyznaczong aktywnos¢ lakazy wyrazano w nkat/1. Blad oznaczenia pojedynczej
proby w trzech powtérzeniach byt nie wiekszy niz 10%.

Aktywnos$é proteaz oznaczano testem Kunitza. Préby zawierajgce 1| ml ptynu po-
hodowlanego preinkubowano przez 5 min w 37°C, po czym dodawano 1 ml kazeiny
rozpuszczonej w buforze tris-HCI o pH 8,15. Po 10 min inkubacji w 37°C dodawano
3 ml odczynnika odbiatczajgcego i cato$¢ doktadnie mieszano. W prébie kontrolnej
substrat dodawano po odczynniku odbiatczajagcym. Po ostudzeniu i odwirowaniu,
0znaczano supernatant przy dtugosci fali 280 nm. Tak wyznaczong aktywnos¢ pro-
teaz wyrazano w U, gdzie IU oznacza zmiane absorbancji w ciggu minuty. Biad
oznaczenia pojedynczej préby w trzech powtdrzeniach byt nie wiekszy niz 10%.

Zawartos¢ asparaginy oznaczano przy uzyciu analizatora aminokwaséw AAA 400
firmy INGOS (Czechy) przy uzyciu programu CHROMULAN 0,72 firmy PIKRON (Cze-
chy). Btad oznaczenia pojedynczej préby w trzech powtdrzeniach byt nie wiekszy
niz 5%.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Charakterystyka przebiegu procesu biosyntezy Cerrena unicolor

W celu okreslenia kinetyki wzrostu grzybni Cerrena unicolor i produkcji lakazy zo-
stat przeprowadzony proces jej biosyntezy w warunkach optymalnych dla badanego
ukfadu [21]. Na rysunku ! przedstawiono przebieg zmian badanych parametrow: ak-
tywnosci lakazy, wzrostu biomasy oraz zuzywania substratow wegla i azotu w cza-
sie.

Na poczatku procesu pojawia sie wyrazna faza adaptacji (lag-faza) trwajaca
okoto 24 godziny, podczas ktorej nie obserwujemy ani wzrostu grzybni ani asymila-
cji substratéw. Po tym okresie rozpoczyna sie szybkie zuzycie glukozy - Zrodia
wegla i asparaginy - Zrodia azotu, towarzyszy temu wyktadniczy wzrost biomasy.
Wraz z wyczerpywaniem sie substratow wyktadniczy wzrost biomasy przechodzi
w faze limitowanego wzrostu. Momentowi catkowitego zuzycia glukozy odpowiada
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glukoza -0— azot

Rys. 1. Zmiany stezenia glukozy, azotu, biomasy i aktywnosci lakazy w czasie hodowli Cerrena unicolor.

maksimum stezenia biomasy w uktadzie. W przypadku asparaginy sytuacja wyglada
nieco inaczej. Okoto 60. godziny hodowli krzywa obrazujaca stezenie azotu, od-
zwierciedlajaca zmiany stezenia asparaginy, osigga wyrazne minimum, po czym ste-
zenie azotu w ukladzie wzrasta. Ten nietypowy przebieg krzywej azotu moze thu-
maczy(¢ fakt, ze momentowi ponownego wzrostu stezenia azotu odpowiada rozpo-
czecie wydzielania sie biatek, w tym gtéwnie fakazy, do poditoza hodowlanego, co
potwierdzajg obserwacje poziomu aktywnosci enzymu w podtozu. W analizie elek-
troforezy SDS-PAGE (171 wykazano, ze lakaza jest podstawowym (jedynym) metabo-
litem wydzielanym zewngtrzkomérkowo przez C. unicolor. Stezenie azotu od mo-
mentu osiggniecia minimum, jak sie wydaje, jest zatem Scisle skorelowane z wy-
dzielaniem zewnatrzkomorkowej lakazy i obrazuje produkcje enzymu. Zaleznos¢ te
przedstawiono na rysunku 2.

Krzywa wzrostu biomasy (rys. 1) po zakonczeniu fazy wyktadniczego wzrostu
(okoto 60 godz.) charakteryzuje sie rowniez nietypowym przebiegiem. W momencie
catkowitego wyczerpania zrodta wegta i minimalnego, cho¢ zawsze wyzszego od
zera, stezenia zrodia azotu pochodzacego od asparaginy wzrost biomasy stabilizuje
sie. Stezenie biomasy osigga wyrazne maksimum po czym zaczyna spadac¢. W zwigz-
ku z tym w dalszej czesci przebiegu krzywej wzrostu biomasy nie obserwujemy cha-
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Czas (h)

Rys. 2. Zmiany stezenia azotu (A-A) i aktywnosci lakazy (A-A) w czasie hodowli Cerrena unicolor.

rakterystycznej dla wiekszosci mikroorganizmow fazy stacjonarnej, pojawiajacej sie
po wyczerpaniu substratu limitujgcego [22,23]. Takie obnizenie poziomu biomasy
obserwowano wczesniej u grzybéw biatej zgnilizny drewna [18,24], jednak fakt ten
nie byt wyttumaczony przez autoréw. Zjawisko to, jak sie wydaje, jest bezposrednio
zwigzane z przyrostem poziomu aktywnosci lakazy, czyli produkcja enzymow ze-
wnatrzkomorkowych, ktére grzyb wydziela w momencie wyczerpania zrodta wegla
- glukozy. Powodem wydzielania lakazy jest bowiem potrzeba znalezienia nowego
substratu stanowigcego Zrédto tatwo przyswajalnego wegla. W tym samym czasie
(ok. 60 godz.) nastepuje takze wzrost stezenia azotu w podtozu, ktory w tej fazie
hodowli moze wylacznie pochodzi¢ od wydzielanego na zewnatrz komérek enzy-
mu. Na podstawie analizy zawartosci asparaginy w podtozu wykazano, ze po za-
przestaniu jej przyswajania przez C. unicolor stezenie asparaginy utrzymuje sie na
koncowej, statej wartosci do konca trwania hodowli.
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3.2. Aspekty kinetyczne wzrostu biomasy i produkcji lakazy

W celu doktadniejszego opisu proceséw przebiegajacych podczas syntezy grzyb-
ni C. unicolor wyznaczone zostaly szybkosci objetosciowe i whasciwe przyrostu bio-
masy, produkcji enzymu i zuzycia substratéw glukozy i asparaginy.

Szybkosci objetosciowe przemian poszczegélnych skiadnikéw uktadu zdefinio-
wane sg hastepujaco:

- dla biomasy dex 1
dt )
- dla glukozy dcn
’ 2
dt (CA]
- dla L-asparaginy
r“,"pd%t’\ od t = 0 do takiego t, kiedy ¢ =c" ©)
- dla lakazy
‘LAce dg; takiego t, kiedy c,, =c™ do konica procesu 4)
Szybkosci wlasciwe za$ sg definiowane w nastepujacy sposéb:
- dla biomasy L dex
A= 5
: v dt ©)
- dla glukozy L de
ritt d"[ ©)
- dla L-asparaginy
G"sp -}----qgt— od t = 0 do takiego t, kiedy c"j =c™ )
- dla lakazy
tllajj. =-C-1----q§t" od takiego t, kiedy ¢c* =¢"j do konca procesu K]
X

gdzie: Cx - stezenie biomasy (g I'*), cglu - stezenie glukozy (g I'*), Cn - stezenie
azotu (g L’).

W obliczeniach przyjeto przyblizenie, ze ilo$¢ lakazy w uktadzie jest okreslana
przez przyrost azotu organicznego w podtozu. Stezenie azotu bedacego substratem
po osiggnieciu punktu minimum (60 godz.) pozostaje state, co potwierdzono w ana-
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lizie zawartosci asparaginy w podiozu. Ponadto od tego momentu nie obserwujemy
juz wzrostu biomasy, a stezenie glukozy jest réwne zeru. Wspomniano, ze podczas
analizy elektroforetycznej SDS-PAGE nie stwierdzono innych poza lakazg metaboli-
téw wtornych. Lakaza jest, jak sie wydaje, jedynym biatkowym metabolitem wtér-
nym wydzielanym do podtoza w czasie hodowli. Na podstawie analizy enzyméw
proteolitycznych wykazano jedynie ich znikoma obecnos$¢ w podtozu (mniejszg niz
0,005 U) i to gtownie w koncowej fazie hodowli. Aktywnos¢ enzymdw proteolitycz-
nych pojawia sie na 0gol z pewnym op6znieniem w stosunku do czasu osiggniecia
maksymalnej aktywnosci lakazy. Moze by¢ zatem przyczyng spadku aktywnosci en-
zymow ligninolitycznych w konicowej fazie hodowli. Faza ta nie jest rozwazana
w przedstawionych zaleznos$ciach kinetycznych i jest jednocze$nie nieistotna z pun-
ktu widzenia praktycznego zastosowania badanego procesu.

Na rysunku 3a przedstawiono zachodzace w czasie hodowli zmiany objetoscio-
wych szybkosci zuzycia substratéw, wzrostu biomasy i biosyntezy produktow. W fa-
zie adaptacji wszystkie szybkosci majg wartosci zerowe. Dalej nastepuje wzrost ob-
jetosciowej szybkosci wzrostu biomasy az do osiggniecia wyraznej wartosci maksy-
malnej w 60. godzinie hodowli, nastepnie obserwujemy gwattowny spadek szybko-
$ci az do osiggniecia wartosci ujemnych (stezenie biomasy spada), po czym szyb-
kos¢ ta stabilizuje sie na poziomie niskiej wartosci ujemnej, bliskiej 0,01 g 1°h'h
Objetosciowa szybkos$¢ biosyntezy lakazy zaczyna rosng¢ dopiero okoto 60. godziny
od poczatku hodowli, nastepnie osigga wartos¢ maksymalna, utrzymujaca sie do
okoto 130. godziny, po czym spada, aby ponownie ustabilizowa¢ sie na nizszym po-
ziomie. Objetosciowe szybkosci zuzycia substratow zostaty przedstawione jako war-
tosci bezwzgledne (stezenia substratow zawsze maleja) w celu lepszej obserwacji
zaleznosci miedzy szybkosciami i lepszego uwidocznienia ujemnej wartosci szybkosci
wzrostu biomasy. Obie krzywe szybkosci zuzycia substratow charakteryzuje maksi-
mum (okoto 45. godziny dla asparaginy i 60. godziny dla glukozy), po czym wartosci
tych szybkosci spadajg do zera.

Na rysunku 3b przedstawione sg zmiany wiasciwych szybkosci (odniesionych do
stezenia biomasy) przemian substratéw a, produktu n i biomasy p w czasie. Po fazie
adaptacji whasciwa szybkos¢ wzrostu biomasy ro$nie gwattownie by osiggngé stalg
maksymalng warto$¢ Pmax. rdwng okoto 0,076 h'* w okresie wzrostu wyktadniczego.
Nastepnie okoto 60. godziny spada az do osiggniecia wartosci ujemnych i minimum
w 90. godzinie. Potem jej warto$¢ wzrasta i stabilizuje sie na niskim, ale ujemnym
poziomie.

Z poréwnania rozktadu objetosciowych szybkosci w czasie (rys. 3a) tatwo moz-
na zauwazy¢, ze maksymalna warto$¢ szybkosci wzrostu biomasy (okoto 60. go-
dziny) nie pokrywa sie z maksymalng szybkoscig biosyntezy lakazy (od 75. do 130.
godziny), co $wiadczy o braku prostej zaleznosci pomiedzy wzrostem biomasy
a produkcjg enzymu. Obrazujg to takze zmiany wihasciwych szybkosci w czasie
(rys. 3b), gdzie w fazie wzrostu wyktadniczego biomasy (pmax) riie obserwuje sie
produkcji enzymu.
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Rys. 3. Zmiany (a) - objetosciowych (b) - wiasciwych szybkosci wzrostu biomasy, biosyntezy laka-
zy, zuzywania glukozy i asparaginy w czasie wzrostu Cerrena unicolor.
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Rys. 4. Zalezno$¢ whasciwej szybkosci biosyntezy lakazy od whasciwej szybkosci wzrostu biomasy.

Maksymalne wartosci szybkosci wzrostu biomasy pokrywajg sie natomiast z ma-
ksimami szybkosci zuzycia substratow. Swiadczy to o zalezno$ci wzrostu biomasy
zaréwno od zZrédta wegla Jak i azotu, co byto opisywane wielokrotnie w literaturze
[25].

Produkcja lakazy, wtornego metabolitu, rozpoczyna sie dopiero w momencie
catkowitego wyczerpania substratow. Potwierdzono to takze we wczes$niejszych
doniesieniach [25,26], w ktorych stwierdza sie, ze niedobdr Zrodta wegla lub azotu
w podtozu hodowlanym inicjuje u grzybéw przemiany metabolizmu wtérnego.

Z wykresu zaleznosci wtasciwej szybkosci biosyntezy lakazy od whasciwej szyb-
kosci wzrostu biomasy (rys. 4) wynika, ze w fazach adaptacji i wyktadniczego wzro-
stu biomasy nie ma zwigzku pomiedzy opisywanymi wielko$ciami. W czasie wzrostu
biomasy szybkos$¢ biosyntezy lakazy pozostaje zerowa, nie obserwujemy wydziela-
nia enzymu. Nastepnie w momencie wzrostu wiasciwej szybkosci biosyntezy lakazy
wartos¢ whasciwej szybkosci wzrostu biomasy przyjmuje wartosci ujemne i nadal
nie pozostaje stata tylko maleje. Na podstawie tej szybkosci ubytku biomasy mozna
stwierdzi¢ negatywny zwiazek miedzy wzrostem biomasy i biosyntezg lakazy obja-
wiajacy sie zuzywaniem biomasy jako substratu.
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4. Podsumowanie

Produkcja lakazy przez Cerrena unicolor jest przede wszystkim zwigzana z iloscig
wytworzonej w ukladzie biomasy. Wzrost biomasy jest zalezny zaréwno od steze-
nia glukozy, jak i azotu w podtozu hodowlanym. Stwierdzono negatywny zwiazek
pomiedzy biosyntezg enzymu a wzrostem biomasy, objawiajgcy sie ubytkiem bio-
masy W momencie pojawienia sie produktu. Swiadczy to o tym, ze powstata pod-
czas hodowli biomasa staje sie substratem do produkcji enzymu. W momencie
catkowitego zuzycia glukozy z podtoza przyswajanie asparaginy zostaje zatrzymane,
a grzyb rozpoczyna wydzielanie zewnatrzkomérkowej lakazy.

Spis symboli:

rx - szybkos$¢ objetosciowa wzrostu biomasy [gX 1h'],

Cx - stezenie biomasy [gl"],

t - czas [h),

rcLu - szybko$¢ objetosciowa zuzywania glukozy [gGLU I“*h*y,
Cglu - stezenie glukozy [gl i),

rsp - szybko$¢ objetosciowa zuzywania asparaginy [gN I'*h',
(M - stezenie azotu [glI*\l,

ALACC - szybko$¢ objetosciowa biosyntezy lakazy [gN 1"*h'A],

p - szybko$¢ whasciwa wzrostu biomasy [h,

acLu - szybko$¢ wiasciwa zuzywania glukozy [gGLU gX"h'Aj,
qasp - Szybko$¢ wihasciwa zuzywania asparaginy [gN gX"h*},
tMacc “ szybko$¢ wiasciwa biosyntezy lakazy [gN gX'*h".

Praca wykonana w ramach grantu MNiSW nr N20703031/1435 oraz programu Mechanizmu WIDDOK
wspdtfinansowanego ze S$rodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego oraz Budzetu Panstwa
nr WIDDOK/SM/2006/26.
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