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(54) QUY TRINH TRiCH LY TRITERPENOIT VA [3 -GLUCAN TU NAM LINH CHI
(GANODERMA LUCIDIUM) BANG CACH SU DUNG SONG SIEU AM

(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh trich ly triterpenoit va p-glucan tir ndm linh
chi (Ganoderma lucidium) sit dung séng siéu am, bao gém cac budc: a) chuan bi nguyén
lidu; b) xtr Iy nam linh chi nguyén li¢u bang cach nghién nho dén kich ‘thu6e < 0,8mm; ¢)
trich ly nguyén liéu 1an 1 dé thu dich trich ly chira triterpenoit: bot nam linh chi nguyén
lidu duge trich ly trén hé thong trich ly bang séng siéu am tan sb siéu am 20 kHZ, trich ly
bang dung moi etanol 85%, nhiét d 55°C, si€u am 5 phut, cuong do si€u am 58w/cm?; d)
loc hdn hop thu duge sau khi trich ly 1an 1, phan ba sau trich ly 1an 1 tiép tuc duogc rira
bﬁng dung moi etanol 85%, sau do loc dé thu duoc dich rira; dich trich ly 1an 1 va dich ria
duoc gom lai dem loc qua mang lgc thu dich trich ly chura triterpenoit; e) trich ly lan 2 dé
thu dich trich ly chira (B-glucan: phan ba ndm linh chi thu duoc & buoc d) duoc tién hanh
trich ly 1an 2 bang dung méi nudc khir ion-NaOH 0,25%, nhiét do 65°C, tan s6 siéu am 20
kHZ, cudng d6 58w/cm?, thoi gian 3 phut; f) loc hdn hop thu duge sau khi trich ly 1an 2,
thu dugc phan dich trich ly va phan b, ba trich ly dugc rira tudn hoan bang nudc khir ion,
ti 1¢ nudc khir ion/nguyén liéu 1a 1/1 (thé tich/khdi lugng) sau d6 loc dé thu dich rira; dich
trich ly va dich rua.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh trich ly thu hoat chat sinh hoc tir ndm linh
chi (Ganoderma lucidium) c6 ham luong hoat chét triterpenoit va B-glucan cao ung dung
cho ché bién thuc phdm chirc ning, cu thé 14 quy trinh trich ly triterpenoit va B-glucan

tir nAm linh chi (Ganoderma lucidium) bang cach st dung song siéu 4m.
Tinh trang ky thuat cia gidi phap hiru ich

Hién nay c6 nhiéu phwong phap trich ly thu nhan hoat chét sinh hoc tir nAm linh
chi, trong d6 phuong phap trich ly truyén thong c6 ban chét 1a phuong phép co hoc pha
v& vt ly, giai phdng cac hoat chét bén trong té bao vao mdi truong xung quanh. Céc
thiét bi bao gdm méy ddng nhit, may nghién va khudy tron, qua trinh pha v& dugc thuc
hién bang hiéu tng va cham cua té bao dudi tac dung cua ap sudt dan dén pha v té bao,
giai phong phéan tir hoat chét bén trong. Nhuoc diém cua phuong phép nay 1a chi phi
nang lugng cao, t6n nhiéu thoi gian va ham luong chét tan thu duoc hoat chét trong dich

chiét cling khong cao.

Vi phuong phap héa hoc bing cach thdm thdu héa mang ngén bén ngoai té bao,
str dung dung mdi hitu co: metanol, etanol, benzen... tac dong dé tao thanh kénh dan qua
mang té bao. Nhuoc diém ciia phuong phap nay la toe do chiét xuat cham, gia thanh cao

va yéu cau phai loai bo dung moi chiét tach tir sén pham cudi cung.

Béang doc quyén sing ché Trung Qudc CN101530436 (B) dé cap dén quy trinh
tach chiét triterpenoit tir ném linh chi bang cich nghién nguyén liéu thanh dang bt kho
sau do str dung song si€u am ¢ tAn s6 15-100kHz, nhiét dd 40-90°C bang etanol ndng dd
tir 50-100%, thoi gian 10-90 phut, loc dé thu dich chira triterpenoit. Phan con lai sau khi
chiét thu triterpenoit dugc xu 1y bing dung dich chita hdn hop cac enzym & diéu kién pH

5-7, nhiét do 35-70°C, trong d6 d6 pH dugc diéu chinh bang céch st dung NaOH 1 mol.
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Sau do phan dich duoc két tua lai bing con dé thu duoc dung dich chira polysacarit.
Nhuoe diém cua quy trinh nay 1a sir dung thém enzym dé trich ly, do vay gia thanh cta

san pham thu dugc sau qua trinh trich ly s& cao, dac biét tn nhiéu thoi gian trich ly.

Khoa lun tdt nghiép dai hoc “Nghién clru quy trinh san xuét vién nang thuc pham
chirc ndng tur nam linh chi ng dung séng siéu am” (Nguyén Vin Diing, 29/05/2015) dé
cap dén phuong phap trich ly triterpenoit va B-glucan tir nAm linh chi dé lam vién nang
thuc phém bang cach nghién nho nguyén li€u vé kich thuéc nhé hon hodc bang 0,8mm
sau d6 trich ly bang dung dich con (EtOH) ndng 4o 85%, ti 1é dung moi: nguyén licu la
5:1, sir dung séng siéu Am tan s 20kHz, cudng do 8W/em2, nhiét do 70°C, thoi gian 6
phut sau d6 loc thu dich trich ly chtra triterpenoit, ba sau khi trich ly thu triterpenoit dugc
trich ly dé thu B-glucan bang nudc cét, ti 16 nguyén li¢u: dung mai la 1:5, str dung song
sidu Am tan s6 20kHz, cuong dd 8W/cm?2, nhiét do khao sat tir 30-60°C, thoi gian 6 phit,
sau d6 loc dé thu dich trich ly chira B-glucan. Nhugce diém cta quy trinh nay 1a nhiét do
ding trich ly thu triterpenoit cao, s& lam bién tinh mot sé hoat chit co 1oi trong dich
chiét, tong thoi gian cho ca qua trinh trich ly thu tritepenoit va B-glucan dai hon va ham

lugng hoat chét thu duoc thép hon.
Ban chét ky thuit ciia gidi phap hitu ich

Do d6, muc dich ctia giai phap hitu ich 1a st dung song siéu 4m c6 cuong do
sgw/cm? v6i tin sé 20 kHz cho qua trinh tach chiét hoat chét sinh hoc tir ném linh chi
bing cach pha v& thanh t€ bao cho hoat chat dwoc tach ra dé dang va thu dugce ham luong

cao.

Pé dat dugc muc dich trén, gidi phap hiru ich d& xut quy trinh trich ly p-glucan
va triterpenoit tir nam linh chi (Ganoderma lucidium) st dung song siéu am, bao gém

cac budc:

a) Chuén bi nguyén ligu: nam linh chi nguyén liéu sach, khdng bi mbc, dat chi

tiéu an toan thuc phadm vé vi sinh vét, kim loai nang va aflatoxin,;



2506

b) Xit Iy ném linh chi nguyén liéu: ndm linh chi duge nghién nho vé kich thude <

0,8mm;

¢) Trich ly nguyén liéu lan 1 dé thu dich trich ly chua triterpenoit: bot nam linh
chi nguyén liéu kich thude < 0,8 mm duge trich ly trén hé théng trich ly bang séng siéu
am (tan sd siéu am 20 kHZ, bé siéu am 20 lit), trich ly bang dung moi etanol 85%, ti I¢
dung mdi/nguyén liéu la 5/1 (thé tich/khdi lugng), nhiét do 55°C, siéu am S phat, cuong

d6 siéu am 58w/cm?;

d) Loc hén hop thu dugc sau khi trich ly lan 1, thu duge phén dich trich ly lan 1
va phén ba, phan ba sau trich ly lan 1 tiép tuc dugc rira bang dung mdi etanol 85%, trong
d6 ti 16 dung mdi/ba nguyén liéu 1a 1/1 (thé tich/khdi lugng) sau d6 loc dé thu dugc dich
rtra; dich trich ly lan 1 va dich rira dugc gom lai dem loc qua mang loc 0,1 micron (um)

thu dich trich ly chura triterpenoit;

e) Trich ly 14n 2 dé thu dich trich ly chtra B-glucan: phan ba nam linh chi thu dugc
& buge d) duoc tién hanh trich ly 1an 2 bang dung méi nude khir ion-NaOH 0,25%, trong
d6 11 18 dung moi/nguyén liéu 1a 5/1 (thé tich/khdi lugng), nhiét 6 65°C, tin sb siéu am

20 kHZ, cudng do 58w/cm?, thoi gian 3 phut;

f) Loc hdn hop thu duoc sau khi trich ly 1an 2, thu dwoc phin dich trich ly va phan
ba, b trich ly duoc rira tudn hoan bang nude khir ion, ti 1¢ nuée khir ion/nguyén licu 1a
1/1 (thé tich/khéi lrgng) sau d6 loc dé thu dich rira; dich trich ly va dich rira tudn hoan

dugc gom lai dem loc qua mang loc 0,1 micron (um), thu dich trich ly chira B-glucan.
Mo ta viin tit hinh vé

Hinh 1 1a hinh v€ dang so db trich ly hoat chét sinh hoc triterpenoit va p-glucan

tir nAm linh chi (Ganoderma lucidium) theo gidi phap hitu ich.
Mo ta chi tiét giai phap hitu ich

NA4m linh chi co tén khoa hoc la Ganoderma lucidum. Ném linh chi 1a mot dugc

liéu dung lam thudc, c¢6 tdc dung bao can (bao vé gan), giai doc, cuong tam, kién ndo (b0
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6¢), tiéu dom, loi nidu, ich vi bd da day, phong va chong ung thu, chéng 130 hoa lam

tang tudi tho.

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh trich ly triterpenoit va p-glucan tir nAm

linh chi (Ganoderma lucidium) st dung séng si€u am, bao gdm céac budec:

a) Chuén bi nguyén liéu: ndm linh chi nguyén liéu sach, khong bi mbc, dat chi

tiéu an toan thuc pham vé vi sinh vat, kim loai nang va aflatoxin;

b) Xir Iy nim linh chi nguyén liéu: ndm linh chi dugc nghién nho vé kich thude <

0,8mm;

¢) Trich ly nguyén liéu lan 1 dé thu dich trich ly chira triterpenoit: bot nam linh
chi nguyén li¢u kich thude < 0,8 mm dugc trich ly trén hé théng trich ly béng song si€u
am (tAn so siéu am 20 kHZ, bé siéu am 20 lit), trich ly bang dung mdi etanol 85%, ti 1&
dung moi/nguyén liéu la 51 (thé tich/khdi luong), nhiét dd 55°C, si€u am 5 phut, cuong

do siéu am 58w/cm?;

d) Loc hdn hop thu duge sau khi trich ly 1an 1, thu duoc phan dich trich ly lan 1
va phan b3, phan ba sau trich ly 1an 1 tiép tuc dugc ria bang dung mdi etanol 85%, trong
d6 ti 1¢ dung moi/ba nguyeén lidu la 1/1 (thé tich/khoi lugng) sau d6 loc dé thu duoc dich
rtra; dich trich ly 1an 1 va dich rira duoc gom lai dem loc qua mang loc 0,1 micron (1um)

thu dich trich ly chira triterpenoit;

e) Trich ly 14n 2 dé thu dich trich ly chtra B-glucan: phin ba nam linh chi thu duoc
& buoc d) duoc tién hanh trich ly 1dn 2 bang dung méi nude khir ion-NaOH 0,25%, trong
dé ti 16 dung mdi/nguyén licu 1a 5/1 (thé tich/khodi lugng), nhiét do 65°C, tan s6 siéu am

20 kHZ, cudng do 58w/cm?, thoi gian 3 phat;

f) Loc hdn hop thu dugc sau khi trich ly 14n 2, thu duoc phan dich trich ly va phan
ba, ba trich ly dugc rua tuan hoan béng nuée khir ion, ti 1€ nude khir ion/nguyén li€u la
1/1 (thé tich/khdi lugng) sau do loc dé thu dich rira; dich trich ly va dich rira tudn hoan

dugc gom lai dem loc qua mang loc 0,1 micron (um), thu dich trich ly chira -glucan.
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Vi du thye hién giai phap hiru ich
Sau ddy, giai phap hitu ich s& dugc mo ta mot cach chi tiét hon thong qua céac vi
du. Tuy nhién, can phai hiéu réng vi du nay chi v6i muc dich minh hoa cu thé hon cho

giai phap hitu ich va khong lam gidi han giai phap hitu ich theo bét ky cach nao.

Vi du 1: Panh gia cac chi ti€u chat luong, chi tiéu an toan vé sinh thuc phém ctia nAm

linh chi (Ganoderma lucidium) nguyén liéu

Tir két qua xac dinh do 4m, thanh phan dinh dudng, hoat chét sinh hoc, chi tiéu
an toan thuc pham ctia cac mau nim linh chi (Ganoderma lucidium) nguyén liéu & mot
s& co s& san xuét trong nudc va lua chon nguyén li€u cho trich ly ¢6 ham lugng
triterpenoit dat 2,25 + 1,14 %, B-glucan dat 5,38 £ 0,58 %, do 4m < 16,5 %, dam bao cac

chi tiéu an toan thuc pham vé vi sinh vat va kim loai nang.

Bang 1: Két qua xac dinh chi tiéu chit luong cua ndm linh chi (Ganoderma

lucidium) nguyén licu:

TT Tén chi ti€u Don vi tinh Két qua
1 | Triterpenoit % 2,25+ 1,14
2 | B-glucan % 5,38+ 0,58
3 | DO ém % 14,5+ 1,6
4 | Cam quan Mau sic Sang mau, khong mbc

Chi tiéu an toan v¢ sinh thuc phim cta nim linh chi (Ganoderma lucidium)

nguyén liéu dugc thé hién trong bang dudi day.
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Bang 2: Két qua céc chi tiéu vi sinh vat trong nam linh chi (Ganoderma lucidium)

nguyén li€u

Tén chi tiéu Pon vi tinh Muc t6i da
Tdng s6 vi khuan hiéu khi CFU/g 10*
Escherichia coli CFU/g 0
Staphylococcus aureus CFU/g 0
Clostridium perfringens CFU/g 10
Salmonella CFU/25¢ 0
Bacillus cereus CFU/g 10!
Téng s bao tir nAm men-moc CFU/g 102

duoc thé hién trong bang 3.

Ham lugng kim loai ndng cua nam linh chi (Ganoderma lucidium) nguyén li€u

Bang 3: Két qua phan tich ham luong kim loai nang ctia nm linh chi (Ganoderma

lucidium) nguyén li€u

TT Chi tiéu Donvi | Kétqua | Gidihan | Phuong phap thiét bi
tinh cho phép*
1 | Ham lugng chi (Pb) | mg/kg KPH <10,0 AOAC 994,02; hoac
ISO 12193:2004
2 | Ham luong Asen mg/kg KPH <5,0 AOAC 952,13 hodc
(As) AOAC 986,15
3 | Ham lugng Cadimi | (mg/kg) KPH <0,3 AOAC 2000(F-AA)
(Cd)
4 | Ham lugng thuy (mg/kg) KPH <0,5 AOAC -1997
ngéan (Hg)
5 | Ham luogng dong (mg/kg) 0,012 <50 ISO 8.294:1994
(Cu)
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Ham luong cac chat khong mong mudn ctia nam linh chi (Ganoderma lucidium)

nguyén liéu dugc thé hién trong bang 4.

Bang 4: Ham lugng cac chét khong mong mudn ctia ndm linh chi (Ganoderma

lucidium) nguyén liéu

TT Chi ti€u Don vi Két qua Giéi han | Phuong phap thiét bi
tinh toi da
1 Aflatoxin ug/kg KPH <5,0 HPLC

Ghi cha: KPH: Khong phat hién (nghia 1a dudi ngudng phat hién cua phuong
phép (0,002 mg/kg).

*Quy dinh gidi han t8i da nhiém sinh hoc va hoa hoc trong thue phém, muc Quy
dinh gi6i han cho phép vi sinh vét trong thue an dac biét (dung truc tiép, khong qua xu
Iy nhiét trudce khi s dung) (Ban hanh kém theo Quyét dinh sd 46/2007/QD-BYT ngay
19 thang 12 nam 2007 ciia BO truong BO Y Té).

Két qua xac dinh céc chi ti€u vé an toan vé sinh thuc phdm ctia nam linh chi
(Ganoderma lucidium) nguyén li¢u cho thdy san pham dat cac chi tiéu v€ an toan v€ sinh
thuc pham vé céc chi ti€u vi sinh vat, ham Iugng kim loai nang va doc to, phu hop voi

tiéu chudn vé sinh an toan thuc pham da ban hanh.

Do vay, két luan 1a nguyén lig¢u nam linh chi (Ganoderma lucidium) du cac diéu

kién dé thuc hién quy trinh trich ly triterpenoit va B-glucan.
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Vi du 2: So sanh phuong phép trich ly triterpenoit va B-glucan tr nam linh chi

(Ganoderma lucidium) bang st dung séng si€u &m va khong su dung séng si€u am.

Chi tiéu bon Trich ly st Trich ly khong sir dung song
vi | dung séng si€u siéu am
am cuong do
58w/cm2 voi
tan 6 20 kHz
Bom dich tudn | Trich ly bom | Phuong phép
hoan dich tuan trich ly truyén
hoan thdng (ngam
dun soi)
Kich thudc nguyén li€u mm 0,8 0,8 30
Ty 1€ dung moi etanol lit’kg 5 5 -
85%/nim linh chi nguyén
liéu (trich ly 1an 1)
Ty 1& dung mdi nudc khir | lit/kg 5 5 -
ion-NaOH 0,25%/bd ndm
linh chi sau trich ly 1an 1
(trich ly lan 2)
Ty 1€ dung moi nude/ lit’kg - - 5x2=10
ndm linh chi nguyén li¢u
Nhiét do trich ly 1an 1 °oC 5542 5542 98 + 2
Nhiét do trich ly lan 2 °oC 65+ 2 65+ 2 -
Thoi gian trich ly 1an 1 phut 5 5 120
Thoi gian trich ly 1an 2 phut 3 3 60
Triterpenoit % 2,368+ 0,037 |2,368+0,037 | 0,306+0,011
B-glucan % 5291+0,012 | 0,612+0,011 | 3,708 +0,014
Chét kho hoa tan thu % | 16,301 +0,038 | 2,116 0,045 | 16,917 + 0,042
dugc so voi nguyén liéu

Két qua trén cho thdy trich ly bang séng siéu &m cudng do 58w/cm? voi tan s6 20

kHz, thu dugc ham lugng triterpenoit dat 2,368 + 0,037 %, B-glucan dat 5,291 + 0,012%

va lugng chat kho 16,301 + 0,038 %. Phuong phap trich ly khong str dung séng si€u am,

triterpenoit chi dat 0,381 + 0,009 %, B-glucan dat 0,612 + 0,011% va luong chit kho

2,116 + 0,045%. Bén canh d6, qua trinh trich ly khong str dung song si€éu am, dung moi

14 nudce, & nhiét 4o 98 + 2,0°C theo phuong phap truyén thong trong 180 phut (3 gio) cho

dich trich ly thu dugc ham lugng triterpenoit dat 0,306 + 0,011%, B-glucan dat 3,708 +
0,014% va luong chét kho thu duogc 16,917 + 0,042%.
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Hiéu qua dat dwgc cia giai phap hiru ich

Quy trinh trich ly triterpenoit va -glucan tir nim linh chi theo giai phap httu ich
cho théy trich ly bang song siéu am cuong do 58w/cm? voi tan s 20 kHz, thu dugc dich
trich ly c6 ham lugng triterpenoit dat 2,368 + 0,037 %, B-glucan dat 5,291 + 0,012% va
luong chit kho 16,301 + 0,038 % so v6i nguyén ligu. Ham luong triterpenoit nay cao
hon 7,74 14n so voi phuong phap trich ly truyén théng khong sir dung song siéu am va
chi dung dung moéi 1a nude. Ham lugng p-glucan trong dich trich ly thu duoc theo quy
trinh cia giai phap hitu ich ciing cao 1,43 lan so véi dich trich ly thu dugce béng phuong
phép khong str dung si€u &m thong thuong. D dang so sanh va thiy rang nang luong

song siéu am dem lai hi¢u qua trich ly triterpenoit va B-glucan tur nam linh chi.

-10-
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh trich ly triterpenoit va B-glucan tur nam linh chi (Ganoderma lucidium) st

dung song siéu 4m, bao gom cac budc:

a) Chuén bi nguyén liu: nam linh chi nguyén liéu sach, khong bi mdc, dat chi

tiéu an toan thuc pham vé vi sinh vat, kim loai nang va aflatoxin;

b) Xir 1y nim linh chi nguyén liéu: ndm linh chi dugc nghién nho vé kich thude <

0,8mm;

¢) Trich ly nguyén li€u lan 1 d& thu dich trich ly chta triterpenoit: bot nam linh
chi nguyén liéu kich thuéc < 0,8 mm dugc trich ly trén hé thdng trich ly bang song siéu
am (tAn sb siéu 4m 20 KHZ, bé siéu 4m 20 lit), trich ly bing dung moi etanol 85%, ti 1¢
dung mdi/nguyén li¢u la 5/1 (thé tich/khoi lugng), nhiét do 559C, siéu 4m 5 phut, cuong

do siéu am 58w/cm?;

d) Loc hon hop thu duoc sau khi trich ly lan 1, thu duoc phﬁn dich trich ly lan 1
va phé”m ba, phﬁn ba sau trich ly lan 1 tiép tuc duoc rira béng dung moi etanol 85%, trong
d6 ti 1é dung moi/ba nguyén licu la 1/1 (thé tich/khéi luong) sau do loc dé thu duoc dich
ria; dich trich ly 1an 1 va dich rtra dugc gom lai dem loc qua mang loc 0,1 micron (um)

thu dich trich ly chua triterpenoit;

e) Trich ly 1an 2 dé thu dich trich ly chura B-glucan: phan ba nam linh chi thu dugc
& buge d) duge tién hanh trich ly 1an 2 bang dung moi nude khir ion-NaOH 0,25%, trong
d6 ti 18 dung mdi/nguyén liéu 1a 5/1 (thé tich/khoi luong), nhiét do 65°C, tan so siéu &m

20 kHZ, cudng do 58w/cm?, thoi gian 3 phut;

) Loc hdn hop thu dugce sau khi trich ly lan 2, thu duoc phén dich trich ly va phén
ba, ba trich ly dugc rira tuan hoan bﬁng nuée khir ion, ti 1& nudc khir ion/nguyén liéu la
1/1 (thé tich/khéi lugng) sau do loc dé thu dich rira; dich trich ly va dich rira tudn hoan

duoc gom lai dem loc qua mang loc 0,1 micron (nm), thu dich trich ly chaa -glucan.

-11-
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Nam linh chi
nguyén liéu

v

Nghién
(kich thudc < 0,8 mm)

Y

Trich ly triterpenoit
Etanol 85%/nguyén liéu = 5/1(v/w), nhiét
55°C/5 phit siéu 4m cudng do 58 w/em?/ tan sb
20 kHz/20 lit

Etanol
85%

Trich ly B-glucan
Nudc khir ion-0,25% NaOH/ nguyén ligu =
5/1(v/w), nhiét d6 65°C /3 phat siéu &m cudng
do 58 w/em?/ tan s6 20 kHz/20 lit

Dich trich ly
chira B-Glucan

Dich trich
ly chira
triterpenoit

Hinh 1
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