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ZNANSTVENI RaDov! InfC)

Identifikacija monakolina i citrinina
u crvenoj fermentiranoj rizi primjenom
LC/MS/MS tehnike

ANA MORNAR, BILJANA NIGOVIC, MIRANDA SERTIC

Zavod za analitiku i kontrolu lijekova Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu, Zagreb

Identification of monacolin and citrinin in red fermented
rice by LC/MS/MS technique

Abstract— Red fermented rice, also known as red yeast rice,
Hongqu, Anka or red Koji, is the fermented product of rice on which red
yeast (Monascus purpureus) has been grown. For a thousand of years it has
been used in China to make rice wine, as a food preservative for maintain-
ing the color and taste of fish or meat and as a traditional medicine for
digestive and vascular function. A complete and detailed description of its
manufacture and medicinal properties are found in the ancient Chinese
pharmacopoeia, published during the Ming Dynasty (1368—1644 a.d.).
Over the past decade, there has been increased scientific interest in red yeast
rice, as an alternative therapy for hypercholesterolemia. Many studies have
demonstrated that red yeast rice may be especially useful for treating patients
who refuse to take statin drugs because of philosophical reasons or patients
who are unable ro rolerate statin therapy due to statin-associated myalgias.
The major components found in red yeast rice, known as monacolins (poly-
ketides), are reported to exhibit a cholesterol lowering action by inhibiting
the 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase. Still,
it is believed that the hypolipidemic effect of red yeast rice cannot be accounted
Jfor only by the monacolins, but by a synergy of all other components present
in red yeast rice: plant sterols, isoflavones and isoflavone glycosides, selenium
and zinc.

The most important toxic component in red fermented rice is citrinin,
a mycotoxin produced by red yeast (Monascus purpureus). It has been known
to cause kidney and liver damage in humans. Therefore, Japan has issued an
advisory limit of 200 ppb while the European Union has a recommended
limit of 100 ppb.
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The aim of our work was to develop a new LC/MS/MS method for
identification of active components, monacolin K (lovastatin) and monacolin
K acid and toxic component, citrinin, present in red yeast rice capsules.

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, Croatia)

UVOD

Crvena fermentirana riza, takoder poznata kao Hongqu, Angkak ili Koji riza,
dobiva se fermentacijom bijele rize pomocu plijesni Monascus Purpureus (slika 1.).
Prva upotreba crvene fermentirane rize u prehrani kao dodatka jelima za poboljsanje
okusa i boje zabiljezena je u dinastiji Zhou (770.-221. godine pr. n. e.). U tradicio-
nalnoj kineskoj medicini upotrebljava se za lije¢enje bolesti srca i krvnih Zila te pri
lodoj probavi i proljevu. Stovise, postupak proizvodnje crvene fermentirane rize te
njena medicinska svojstva detaljno su opisana u drevnoj Kineskoj farmakopeji jo$ u
vrijeme dinastije Ming (1368.—-1644. godine). Pod nazivom Zhitai ili Xuezhikang,
alkoholni ekstrakt crvene fermentirane rize uvrsten je u tradicionalne kineske spise o
liekovitim tvarima kao preparat za poboljsanje cirkulacije (1). Osim u Kini i Japanu,
nizozemski su istrazivaci zabiljezili upotrebu crvene fermentirane rize u stanovnistva
Jave 1884. godine. Tek nakon drugoga svjetskog rata doseljenici iz Azije poceli su
$iriti njenu upotrebu medu stanovnistvom Sjedinjenih Americkih Drzava (2).

Farmakoloska aktivnost crvene fermentirane rize zasniva se na njenom bogatom
sastavu. Uz zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline, proteine, aminokiseline, skrob, fito-
sterole (B-sitosterol, kampesterol, stigmasterol i sapogenin), izoflavonoide, vlakna,
elemente u tragovima i niacin, crvena fermentirana rize bogata je spojevima iz sku-
pine monakolina koji nastaju tijekom postupka fermentacije bijele rize (3). Prvi spoj
iz navedene skupine, monakolin K, izolirao je Endo 1979. u Japanu, no, iste godine
u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama iz plijesni Aspergillus terreus Hoffman i suradnici

Slika 1. Crvena fermentirana riza
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izolirali su i spoj mevinolin, danas poznat pod nazivom lovastatin (4). Vrlo brzo je
otkriveno da su monakolin K i mevinolin isti spojevi. Nedugo nakon otkri¢a mona-
kolina K iz crvene fermentirane rize izolirani su i ostali monakolini. Godine 1985.
izolirani su monakolin J i L te potom dihidromonakolin L i monakolin X. Monacolin
M izoliran je jo$ 1976., ali iz plijesni Monascus ruber, dok je monakolin L izoliran iz
Aspergillus terreus. Sada je poznato 14 spojeva iz skupine monakolina. Svi dosada poz-
nati monakolini su sekundarni metaboliti, poliketidi, nastali tijekom postupka fermen-
tacije rize, stoga su medusobno strukturno sli¢ni (5-8). Nadalje, brojna su istraziva-
nja potvrdila da crvena fermentirana riza, odnosno gore opisani monakolini uspjesno
snizavaju koncentraciju kako kolesterola tako i triglicerida prisutnih u krvi pacijenata
oboljelih od hiperkolesterolemije. Vazno je istaknuti da se mehanizam snizavanja
koncentracije kolesterola u krvi monakolinima zasniva na inhibiciji enzima 3-hidro-
ksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reduktaze, odnosno inhibiciji sinteze koleste-
rola potpuno istim mehanizmom kao i komercijalno dostupni statini poput lovastatina,
simvastatina, pravastatina, fluvastatina, atorvastatina i rosuvastatina (9—11). No, kli-
nicke su studije pokazale da 10 mg monakolina prisutnih u dnevnoj dozi crvene fer-
mentirane rize (2,4 g) ima isti hipolipemicki u¢inak kao i znacajno veée doze lovasta-
tina (od 10 do 40 mg) (12, 13). Takav snazan hipolipemicki u¢inak crvene fermentirane
rize mogude je objasniti prisustvom ne samo monakolina ve¢ i niza drugih sastavnica
poput navedenih biljnih sterola, izoflavonoida i njihovih glikozida te elemenata u tra-
govima poput selena i cinka. Dakle, hipolipemicki ucinak crvene fermentirane rize
zasniva se na viSe mehanizama. Uz ve¢ spomenutu inhibiciju enzima HMG-CoA
reduktaze, ukljuceni su i ostali mehanizmi poput inhibicije apsorpcije egzogenog
kolesterola te povecanje klirensa kolesteola iz sistemske cirkulacije (3).

U literaturi se Cesto isti¢e da primjena crvene fermentirane rize ne uzrokuje zna-
¢ajnije nezeljene popratne pojave, osim glavobolje te gastrointestinalnih tegoba. Ipak,
potrebno je istaknuti da su u pojedinih pacijenata zabiljezene i nezeljene popratne
pojave sli¢ne onima koje izazivaju statini, poput miopatije, rabdomiolize te hepato-
toksi¢nosti. S obzirom da su monakolini strukturno sli¢ni statinima, $toviSe najza-
stupljeniji monakolin, monakolin K, ima potpuno istu strukturu kao i lovastatin, bilo
je i za pretpostaviti da primjena crvene fermentirane rize moze, ipak, u nekih pacije-
nata u manjoj mjeri uzrokovati ozbiljnije nezeljene popratne pojave slicne nuspojavama
statina (2).

Premda su medicinska svojstva crvene fermentirane rize u Aziji poznata vec sto-
tinama godina, tek kasnih devedesetih godina 20-tog stolje¢a zapoceta je njena pri-
mjena u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama kao dodatka prehrani radi snizavanja
koncentracije kolesterola u krvi. No, 2001. Americka agencija za lijekove i hranu
(engl. Food and Drug Administration, FDA) zabranila je prodaju bilo kakvog dodatka
prehrani koji sadrzi crvenu fermentiranu rizu. Svoju odluku temeljili su na dokumentu

iz 1994. DSHEA (engl. Dietary Supplement Health and Education Act) u kojem je
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naznaceno da dijetetski proizvodi ne smiju sadrzavati sastavnice koje su ve¢ odobrene
kao lijek, osim ako nisu bile komercijalno dostupne prije odobrenja toga lijeka. Stoga
su svi dijetetski proizvodi koji sadrze crvenu fermentiranu rizu, na kojima je oznaceno
da sadrze vise od 0,4 % monakolina, povuceni s trzi$ta u SAD-u (3, 14). Ipak, od
2003., dijetetski proizvodi koji sadrze crvenu fermentiranu rizu ponovo se polako
vraaju na trziste te se danas nalaze i u kombiniranim pripravcima s omega-3 masnim
kiselinama i koenzimom Q10 kao i u pripravcima dodatno obogaéenim fitosterolima.
Crvenu fermentiranu rizu mogude je nabaviti i otopljenu u voé¢nim sokovima bogatim
biljnim vlaknima, fruktooligosaharidima kratkih lanaca, koji pridonose smanjenju
apsorpcije masnoca i SeCera unesenih prehranom (15). Proizvodaci ¢esto na tim pro-
izvodima ne navode da li njihovi dijetetski pripravci sadrze monakoline i u kojoj
koli¢ini te mogu li imati utjecaj na koncentraciju kolesterola u krvi.

Sigurnu upotrebu crvene fermentirane rize kao dijetetskog proizvoda dodatno
otezava i ¢injenica da neke Monascus vrste proizvode znacajne kolic¢ine nefrotoksi¢nog
mikotoksina citrinina, dosada nadenog uglavnom u Aspergillus i Penicillium vrstama.
U Japanu je dozvoljena koli¢ina citrinina 200 ng/g crvene fermentirane rize, dok je u
Europi dozvoljena kolic¢ina znacajno niza 100 ng/g. Istrazivanja provedena u SAD-u
i Kini potvrdila su prisutnost citrinina u gotovo pola ispitanih komercijalno dostupnih
dijetetskih proizvoda (16-19). Stovide, u pojedinim proizvodima nadene su koncen-
tracije citrinina znacajno veée od maksimalno dozvoljenih u Europi i Japanu.

Sve navedeno potaknulo je lije¢nike i farmaceute na razmisljanje da li preporuciti
dijetetske proizvode koji sadrze crvenu fermentiranu rizu pacijentima oboljelim od
hiperkolesterolemije. Ve¢ina se istrazivaca slaze da bi proizvodi od crvene fermentirane
rize mogli biti izvrsni dijetetski preparati za snizavanje koncentracije kolesterola i tri-
glicerida u krvi namijenjeni pacijentima koji vise vole lije¢enje prirodnim proizvodima
te pacijentima koji ne zele ili zbog izrazenih nezeljenih popratnih pojava ne smiju
uzimati statine (1, 9, 12). No, proizvodaci dijetetskih proizvoda koji sadrze crvenu
fermentiranu rizu trebali bi provesti standardizaciju pripravaka s obzirom na sastav
svih prisutnih farmakoloski aktivnih tvari, posebice monakolina. Razlike izmedu
pojedinih proizvodnih serija trebale bi biti $to manje. Proizvodaci moraju jamc¢iti i
sigurnost i zdravstvenu ispravnost svojih proizvoda te bi trebali sustavno provjeravati
prisutnost ne samo citrinina, nego i drugih mikotoksina kao i ostalih $tetnih tvari
poput pesticida. Nadalje, opseznije klinicke studije kojima bi se ispitala farmakoloska
aktivnost kao i toksi¢nost ne samo monakolina ve¢ i drugih sastavnica od esencijalne
je vaznosti. Potrebno je istaknuti da su informacije o interakcijama sastavnica crvene
fermentirane rize s lijekovima kao i hranom nedostatne.

Cilj ovog rada je predloziti novu analiticku metodu za potvrdu identiteta farma-
koloski aktivnog monakolina K (lovastatina), najzastupljenijeg monakolina te miko-
toksina citrinina u kapsulama crvene fermentirane rize primjenom vezanog sustava
tekucinske kromatogarfije visoke djelotvornosti i masene spektrometrije.
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Metode

Priprema uzoraka

Za ispitivanje prisutnosti monakolina i citrinina u kapsulama crvene fermenti-
rane rize upotrijebljen je dijetetski proizvod komercijalno dostupan u javnim ljekar-
nama u Republici Hrvatskoj. Na deklaraciji je proizvoda naznaceno da se u jednoj
kapsuli od 500 mg nalazi 1,5 % monakolina.

Sadrzaj iz 10 kapsula je pomijesan i 0,5 g sadrzaja preneseno je u odmjernu tik-
vicu od 20,0 mL te otopljen u 15 mL 70 % etanola, ¢istoce za tekudinsku kroma-
tografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka). Ekstrakcija analita iz uzorka provedena je
na ultrazvuénoj kupelji (Elma, Singen, Njemacka) 60 minuta pri 30 °C. Nakon eks-
trakcije, otopina je nadopunjena do oznake istim otapalom te centrifugirana 10 minu-
ta na 25 °C pri 3000 rpm (Thermo Electron Industries, Saint Herblain, Francuska).
Otopina je ostavljena stajati 30 minuta na sobnoj temperaturi te je filtrirana kroz
0,45 pm injekcijski filter (Chromafil, Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka).

Analiza uzoraka primjenom LC/MS/MS

Tekuc¢inska kromatografija provedena je na instrumentu Agilent 1100 koriste¢i
obrnuto-faznu kolonu Symmetry C18, dimenzija 150 mm x 4,6 mm i veli¢ine cestica
3,5 pm. Za identifikaciju monakolina i citrinina primjenjena je binarna gradijentna
metoda ¢ija se tekuca faza sastojala od 0,1 % otopine mravlje kiseline (otapalo A) i
acetonitrila (otapalo B). Udio otapala B mijenjao se linearno u rasponu od 30 do 70 %
tijekom 35 minuta. Volumen injektiranja je bio 5 pL. Protok pokretne faze podesen
je na 1 mL/min, a temperatura kolone je odrzavana na 25 °C. Tijekom analize uzorci
su ¢uvani na temeraturi od 4 °C u autoinjektoru. Optimalna valna duljina UV/Vis
detektora je podesena s obzirom na maksimalnu apsorpciju ispitivanih spojeva u UV
spektru (A = 237 1 321 nm). Dio pokretne faze eluirane s tekué¢inskog kromatografa
doveden je do masenog spektrometra.

24,447
700 .
Sastavnica |
600 /
500
2 400
E
300
200 Sastavnica 2
4
100 \ 30.486
0 \
-100 : . . . . T
5 10 15 20 25 30

mir

Slika 2. Kromatogram ispitivanog uzorka crvene fermentirane rize (A = 237 nm)
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Masena spektrometrija provedena je na instrumentu Agilent 6300 Series Ion
Trap (Agilent Techologies, Waldbronn, Njemacka). Ionizacija ispitivanih spojeva pro-
vedena je primjenom elektrosprej ionizacije u pozitivnom modu. Dusik je koristen
kao plin za susenje i rasprsivanje pokretne faze te su optimalni uvjeti ionizacije posti-
gnuti pri njegovom protoku od 5,0 L/min te tlaku 15,0 psi. Temperatura izvora pode-
$ena je na 350 °C dok je napon na kapilari iznosio 3,5 kV. Broj iona zadrzanih u
analizatoru iznosio je 10.000, a zadrzavani su do 200 ms. Spektar snimanja masa iona

bio je u rasponu od m/z 100-500. Tlak plina helija bio je 6x10™ mbar.

Rezultati i rasprava

Identifikacija aktivnih i toksi¢nih sastavnica u kapsulama crvene fermentirane
rize provedena je primjenom vezanog sustava tekudinske kromatografije visoke djelo-
tvornosti i masene spektrometrije. LC/MS/MS tehnika izabrana je u tu svrhu bududi
da je tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti izvrsna tehnika za razdvajanje
sastavnica iz slozene smjese, dok je masenom spektroskopijom moguée potvrditi pri-
sutnost spojeva za koje su izolacija i pro¢i§¢avanje iznimno zahtjevni, za koje ne pos-
toje komercijalno dostupni standardi te je moguce i razjasniti strukturu novo otkri-
venih spojeva (20).

Crvena fermentirana riza izrazito je slozen uzorak, stoga je bilo potrebno prvo
ekstrahirati analite iz uzorka primjenom 70 % alkohola. Nadalje, provedena je opti-
mizacija uvjeta za njihovo razdvajanje primjenom tekudinske kromatografije visoke
djelotvornosti. Preliminarna istrazivanja

su pokazala da se pri odabranim uvjetima 8001

postize razdvajanje zastupljenijih sastav- M
nica uz prihvatljivo vrijeme analize. Na 700 f‘ — Sastavnica 2
slici 2. prikazan je kromatogram ispitiva- /

nog uzorka crvene fermentirane rize. Na L /

kromatogramu je vidljivo da su u uzorku w1

prisutne dvije glavne sastavnice, ¢ija vre- &

mena zadrzavanja iznose 24,45 (Sastav- é 400

nica 1) i 30,49 min (Sastavnica 2). Iden-

tifikacija glavnih sastavnica crvene fer- 003

mentirane rize provedena je primjenom 200

dvaju detektora: UV/Vis (engl. Diode

Array Detector, DAD) detektora te masene 100

spektrometrije (engl. Mass Spectrometry,

MS). Na slici 3. prikazani su UV spektri %] o . ‘
dviju glavnih sastavnica. Prema izgledu 200 225 250 275 '1320 325 350 375
oba spektra moe se zakljuciti da se radi Slika 3. UV spektri glavnih sastavnica crvene
o kemijski sli¢cnim sastavnicama, dok fermentirane rize
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njihov izgled (trozubi vrh s maksimumom apsorpcije na valnoj duljini 237 nm) upu-
¢uje na moguénost da dvije glavne sastavnice pripadaju spojevima iz skupine mona-
kolina. Da bi se mogla provesti bolja strukturna karakterizacija sastavnica crvene
fermentirane rize, provedena je analiza primjenom masene spektrometrije. Na slici 4.
prikazan je kromatogram dobiven prac¢enjem protoka ukupnih iona (engl. 7ozal Ion

x107 )
Sastavnica |

6 /
Sastavnica 2

\

1 MWM
0 5 10 15 20 25 30
Time [min]

Slika 4. TIC kromatogram ispitivanog uzorka crvene fermentirane rize

Current, TIC) masenim spektrometrom. Nadalje, na slici 5. prikazani su MS te MS2
spektri dviju glavnih sastavnica ispitanog uzorka. Na MS spektaru Sastavnice 1
moguce je uoditi glavne ione pri m/z 445 te 461, dok na spektru Sastavnice 2 ione pri
m/z 405, 427 i 443. Bududi da je monakolin K najzastupljeniji spoj iz skupine mona-
kolina, nasa su se istrazivanja usmjerila prvenstveno u smjeru utvrdivanja njegova
prisustva. S obzirom na izgled UV spektra te iona nadenih u MS spektru moguce je
pretpostaviti da je Sastavnica 2, monakolin K. Ion pri m/z 405 predstavlja molekulski
ion monakolina K, (M + H)*, dok ioni pri m/z 427 i 443 predstavljaju njegove aduk-
tore s ionom natrija, (M + Na)*, odnosno kalija, (M + K)*. No, za detaljniju strukturnu
karakterizaciju bilo je potrebno snimiti i MS2 spektar Sastavnice 2. Fragmentacijom
iona pri m/z 427 dobiven je jednostavan, ali vrlo informativan MS2 spektar sa samo
jednim glavnim fragmentnim ionom (m/z 325). Dobiveni MS2 spektar upucuje na
mogucénost da je dobiveni fragmentni ion mogao nastati nakon gubitka esterskog lanca
s molekule monakolina K. Nadalje, cilj rada bio je razjasniti strukturu i Sastavnice 1.
Bududi da je vrijeme zadrzavanja Sastavnice 1 bilo kraée od Sastavnice 2, zaklju¢eno
je da je Sastavnica 1 hidrofilniji spoj od identificiranog monakolina K. Monakolini se
u crvenoj fermentiranoj rizi javljaju u obliku laktona i kiseline. Monakolin K u obliku
kiseline je znacajno hidrofilniji od laktonskog oblika (log P vrijednost monakolina K
izratunata ALOGPs 2,1 programom iznosi 3,99, dok monakolina K u obliku kiseline
iznosi 2,85) (21). Stoga je bilo moguce oéekivati da je Sastavnica 1 monakolin K u
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Slika 5. MS spektar Sastavnice 1 (a), MS2 spektar Sastavnice 1 (b),
MS spektar Sastavnice 2 (c), MS2 spektar Sastavnice 2 (d)

obliku kiseline. Kao $to je ve¢ navedeno UV spektar Sastavnice 1 odgovara spoju iz
skupine monakolina. Nadalje, na MS spektaru Sastavnice 1 uoceni su ioni pri m/z
445 te 461 koji bi mogli predstavljati aduktore molekulskog iona monakolina K u
obliku kiseline s ionom natrija, (M + Na)*, odnosno kalija, (M + K)*. Ipak, za detalj-
niju strukeurnu karakterizaciju bilo je potrebno snimiti i MS2 spektar Sastavnice 1.
Fragmentacijom iona pri m/z 445 takoder je dobiven jednostavan MS2 spektar sa
samo jednim glavnim fragmentnim ionom (m/z 343). Kao i u slu¢aju monakolina K,
dobiveni MS2 spektar upucuje na moguénost da je fragmentni ion mogao nastati
nakon gubitka esterskog lanca s molekule monakolina K u obliku kiseline. Na slici 6.
prikazan je predlozeni fragmentacijski put monakolina K te monakolin K kiseline (22).
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A H A
- esterski lanac
—_—
[404 + Na] * [302 + Na] *
B = =
H H
- esterski lanac
_— >
[422 + Na] * [320 + Na] +

Slika 6. Fragmentacijski put (a) monakolina K (lovastatina) te (b) monakolin K kiseline

Potrebno je istaknuti da se u ispitanom uzorku crvene fermentirane rize mona-
kolin K nalazi ve¢im dijelom u obliku kiseline nego u obliku laktona (omjer povrsina
pikova monakolin K kiseline i monakolin K laktona iznosi 4,2).

Osim identifikacije aktivnih sastavnica crvene fermentirane riZe, cilj rada bio je
ispitati i prisutnost toksi¢nih sastavnica, odnosno mikotoksina citrinina, ¢esto prisut-
nog u crvenoj fermentiranoj rizi i u dijetetskim proizvodima na bazi crvene fermen-
tirane rize. Provedena su ispitivanja pokazala da u ispitanim kapsulama nije pronaden
citrinin.

ZAKLJUCAK

Brojna su istrazivanja pokazala da crvena fermentirana riza, koja se dobiva fer-
mentacijom bijele rize pomocu plijesni Monascus purpureus, uspjes$no snizava koncen-
traciju kolesterola i triglicerida prisutnih u krvi pacijenata oboljelih od hiperkoleste-
rolemije. Vedina istrazivaca se slaze da bi dijetetski proizvodi od crvene fermentirane
rize mogli biti izvrsni dijetetski preparati za snizavanje koncentracije kolesterola i tri-
glicerida u krvi namijenjeni pacijentima koji viSe vole lije¢enje proizvodima prirodnog
podrijetla kao i pacijentima koji ne zele ili zbog izrazenih nezeljenih popratnih pojava
ne smiju uzimati statine. No, proizvodaci dijetetskih proizvoda koji sadrze crvenu
fermentiranu rizu trebali bi provesti standardizaciju proizvoda na sastav svih prisutnih
farmakoloski aktivnih tvari posebice monakolina te ispitati prisustvo mikotoksina.
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Stoga je u ovom radu predlozena nova LC/MS/MS metoda za identifikaciju aktiv-

nih i toksi¢nih sastavnica prisutnih u kapsulama crvene fermentirane rize. Nakon pro-

vedenog
komerecij

laboratorijskog ispitivanja moguce je zakljuditi da su u odabranom uzorku,
alno dostupnom na podrucju Republike Hrvatske, pronadene aktivne sastav-

nice monakolin K te monakolin K u obliku kiseline, dok citrinin, nefrotoksi¢an miko-

toksin cesto prisutan u crvenoj fermentiranoj rizi, nije identificiran.

Zahvala — Autorice se zahvaljuju Ministarstvu znanosti, obrazovanja i $porta na

financijskoj potpori u okviru projekta Istrazivanje novih metoda u analitici ljekovitih
i bioaktivnih tvari (no. 006-0061117-1240).
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