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(57) Sdng ch& dé cap dén ch€ phdm chita pixeatanol 1a ché phdm thu duogc tir
nguyén li¢u ty nhién va chita ham lugng pixeatanol cao va phuong phép san xust
ch& phdm nay. Ch€ phdm nay chita ham lugng pixeatanol nim trong khodng tir
0,0001 dén 99,9% theo khéi lugng thu dugc bang cdch chiét hat qua chanh leo.
Qua trinh chiét pixeatanol bao gém cdc budc: nghién hat qua chanh leo thanh
bot, bd sung it nhat mot dung moi duge chon trong s6 dung moi ¢6 thanh phan
chinh la rugu trong nuéc va dung moéi c¢6 thanh phan chinh 1a keton trong nuéc
vao bot nay va khudy hén hop dé chiét pixeatanol hoa tan vao trong dung moi.
Trong truong hop nay, t6t hon 13, qué trinh chiét dugc thuc hién theo phuong
phép bac thang bang cich sir dung ca dung moi c6 thanh phén chinh 13 rugu

trong nudc va dung moi c6 thanh phan chinh Ia keton trong nuéc.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cip

Séng ché @& cap dén ché phdm chira pixeatanol, ché phdm nay chira pixeatanol
thu dugc tir hat qua chanh leo (Passiflora edulis), va phwong phép san xudt ché phim

chira pixeatanol nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Theo tai liéu phi sang ché 1 duéi ddy, resveratrol va pixeatanol 1a cac hop chét
polyphenol thu dugc tr nho, ¢6 tac dung trc ché qua trinh san sinh melanin béi cac té
bao san sinh melanin. Tuy nhién, cin st dung thudc thir ¢6 trén thi trudng dé thuc hién
thir nghiém khéng dinh tac dung nay, va tai lidu nay khong dé cap dén ché phim chua

pixeatanol hoéc hoat chét twong tu thu dugce tir nguyén li€u ty nhién nhu nho.

Trong khi d6, theo tai liéu sang ché 1 duéi ddy, resveratrol dugc ¢d dic va thu
gom mot cach chon loc, c6 hiéu qua, va vé6i chi phi thdp tir dich chiét r& cliaciy cbt
khi ¢t (Reynoutria japonica Houtt. var. japnica). Ngodi ra, tai liéu sang ché 2 duéi day
d& cap dén dich chiét qua nam viét quét (cowberry) chira resveratrol. Hon nita, c4c tai
litu sang ché 3 va 4 dudi day dé cap dén dich chiét tir qua chanh leo (ho Lac tién
Passifloraceae, chi Lac tién Passiflora sp.), cu thé 1a dich chiét vo quaé chanh leo va su
dung dich chiét héy trong thyc phim, ché phim bd sung dinh dudng, va trong linh vuc

y hoc.

Tuy nhién, khong ¢6 ddu hiéu k¥ thuat ndo duge md ta trong céc tai liéu néu
trén d& cap dén ché phim chira ham lugng pixeatanol cao, thu dugc tir nguyén liéu tu

nhién.
Danh muc tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché
[PTL 1]JP 2005-281179 A
[PTL 2] JP 2009-13159 A

[PTL 3] JP 2007-302659 A
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[PTL 4] JP 2007-531734 A
Tai liéu phi sang ché

[NPL1] Takako Yokozawa and You Jung Kim, Piceatannol Inhibits
Melanogenesis by Its Antioxidative Actions, Biological & Pharmaceutical Bulletin
Vol. 30 (2007) No. 11 p2007-2011.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Tir goc d6 vé an toan thuc phdm, uu tién 1a pixeatanol thu dugc tir nguyén liéu
tu nhién dé bd sung vao thuc pham hozc dd ubng nhu thuc pham chirc ning hoic thuc
phim bd dudng. Tuy nhién, cho dén nay, nguyén liéu ty nhién chra ham lugng
pixeatanol cao van chua dugc biét dén. Cac nguyén lidu tu nhién nhu nho chitra him

lugng pixeatanol rat thép.

Do d6, muc dich ctia sdng ché la dé xuat ché pham chira pixeatanol véi ham
lugng cao, thu dugc tir nguyén li¢u tu nhién va phuong phap san xuét ché pham chira

pixeatanol nay.

Céc tac gia sang ché da nd luc nghién ctru dé dat dwoc muc dich néu trén. Két
qué 13, cdc tac gia sdng ché da phat hién ra rdng hat qué chanh leo (Passiflora edulis),
12 nguyén li€u chira ham lugng pixeatanol cao ma chua tirng dugc tng dung do trude

day nguyén liéu nay thudng bi loai bd, do d6, hoan thién sang ché.

Cu thé 13, ché phim chira pixeatanol theo sang ché thu dugc tir hat qué chanh
leo va chira ham lugng pixeatanol nim trong khoang tir 0,0001 dén 99,9% theo khéi

lugng.

Theo sang ché c6 thé san xudt ché phdm chira pixeatanol tir nguyén lidu ty
nhién va chira ham lugng pixeatanol cao. Ché phim nay thu dugc tur nguyén li€u tu
nhién, va do do, duge trdn thich hgp vao my phim, thudc, thuc phdm hoic db ubng

nhu thyc phdm chirc nang hodc thuc phdm bd dudng.

Pong thoi, sang ché d& xuit phuong phap san xudt ché phim chira pixeatanol
bao gdm céc budce: nghién hat qué chanh leo thanh bot; bd sung it nhit mot dung moéi
duge chon tr cdc dung moi ¢é thanh phén chinh 13 rugu trong nudc va dung mdi ¢
thanh phan chinh 13 keton trong nuéc; va khudy hdn hop dé chibt pixeatanol hoa tan

vao dung moi.
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Theo phuong phap san xuit ché phim chira pixeatanol theo sang ché, c6 thé san
xuit ché phdm chua ham luong pixeatanol cao, thu dugc tir nguyén liéu ty nhién, véi
hiéu suét 16n béi vi pixeatanol duge chiét tir hat qua chanh leo nh¢ st dung dung moi
¢6 thanh phan chinh 14 ruou trong nudc hodc dung moi ¢6 thanh phéan chinh 14 keton

trong nudc.

Tét hon 13, phwong phap san xudt ché phdm chira pixeatanol theo sang ché bao
gdm cac budc: nghién hat qué chanh leo thanh bdt; b sung mot dung mbi bét ky trong
s hai loai dung mai 1a dung moi ¢6 thanh phan chinh 13 rugu trong nudce va dung moi
¢6 thanh phin chinh 13 keton trong nuéc vao bot nay; khudy hdn hop dé chiét
pixeatanol hoa tan vao dung moi, bang cach d6 thu duge dich chiét 1An mot; bd sung
dung moi con lai khdng duge chon trong budc trén trong sé dung mdi c6 thanh chinh
1a rvgu trong nudc va dung mdi c6 thanh phan chinh 14 keton trong nudc vao phén ba
khong dugc thu 1am dich chiét; khudy hén hop d& chiét pixeatanol hoa tan vao dung
moi, béng cach d6 thu dugc dich chiét 14n hai; tron dich chiét 1an mdt v6i dich chiét
1an hai. Theo phuong 4n nay, co thé san xuét ché phidm chira ham luong pixeatanol cao
v6i higu suit cao hon do qua trinh chiét xuét dugc thuc hién theo phuong phép béc

thang v6i nhiéu dung moi.

Theo phuong phép sin xuét ché pham chtra pixeatanol cia sang ché, t6t hon 13,

hat qua chanh leo 1a hat thé hoic da dugc sdy kho, thu duwoc bing cach sdy khé hat tho.

Ngoai ra, theo phuong phap san xuit ché phim chua pixeatanol cila sang ché,
t5t hon 13, dung moi c6 thanh phén chinh 1a rugu trong nuéce 1a dung dich nudc etanol,
hodc dung mdi c6 thanh phan chinh 13 keton trong nuéc 1a dung dich nuéc axeton. THt
hon 13, ddi voi ham luong nude, dung dich nude etanol chira ham lugng etanol nim
trong khoang tir 20 dén 99,9% theo thé tich, va dung dich nudc axeton chira ham
lugng axeton nim trong khoang tir 20 dén 99,9% theo thé tich. Cac phuong an nay cho

hiéu suat chi€t pixeatanol cao hon.

Theo phuong phap san xuét ché phdm chira pixeatanol ctia sang ché, tét hon 13,
qué trinh khudy trong timng dung mdi dugc thuc hién bing cach rung sidu am hoic lic.

Phuong 4n nay cho hiéu suat chiét pixeatanol cao hon.
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Ngoai ra, t6t hon 13, phwong phép san xuit ché phim chira pixeatanol theo séng
ché con bao gdm budc chung cit loai dung moi trong didu kién ap sut giam sau khi
chiét.

Thyc phdm hogc d6 ubng dugc bd sung ché phdm chira pixeatanol, ché phim
nay thu duoc tir hat qua chanh leo va chira pixeatanol véi ham lwong nim trong

khoang tir 0,0001 d&n 99,9% theo khdi lwvong c6 thé thu duoe.

My phim dugc bd sung ché phim chira pixeatanol, ché phdm nay thu dugc tir
hat qua chanh leo va chta pixeatanol v6i ham lugng nim trong khoang tir 0,0001 dén

99,9% theo khdi lugng c6 thé thu duoc.
Céac uu diém cua sang ché

Theo séng ché, ché phdm chira pixeatanol c6 thé dugc san xudt tir nguyén liéu
tu nhién va chira ham lugng pixeatanol cao. Ché phim nay c6 ngudn gbc tir nguyén
li€u ty nhién va do d6, dugc trdn thich hgp vao my phém, thube, thuc phém hodc dd
ubng nhu thue phidm chirc ning hodc thuc phdm bd dudng. Pdng thoi, theo phuong
phép san xuit ché phim chira pixeatanol cua sang ché, c6 thé san xudt ché phdm thu
dugc tir nguyén liéu tu nhién va chira hAm lugng pixeatanol cao véi hiéu sut 16n nho
st dung dung mdi cé thanh phan chinh 1 rugu trong nudc hodc dung mdi c6 thanh
phdn chinh 1a keton trong nudc lam dung mdi dé chiét pixeatanol tir hat qué chanh leo.
Ngoai ra, qua trinh chiét xudt c6 thé dugc thyc hién theo phuong phdp béc thang vdi
nhiéu dung mai, ting loai dung mdi nay la cidc dung mdi c6 thanh phén chinh 1a rugu
trong nudc hodc dung mdi c6 thanh phan chinh 13 keton trong nuéc, do d6, san xuét

ché phdm v6i hiéu suét cao hon.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 la biéu dd thé hién séc ky dd HPLC cua dich chiét tir hat (A), vé qua (B),
va thit qua (C).

Fig.2 1a biéu do thé hién quang phd khéi (A) va quang phd UV (B) cua thanh
phan dugc rira giai & khoadng 41 phit trong phan tich HPLC theo Fig.1.

Fig.3 1a biéu dd thé hién quang phd khdi (A) va quang phd UV (B) cia

resveratrol (khdi lugng phan ta: 228).
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Fig.4 1a biéu dd thé hién quang phd khbi (A) va quang phd UV (B) cua
pixeatanol (khéi lugng phén tir: 244).

Fig.5 1a biéu dd thé hién anh hudng cia ham lugng nuéce trong dung mdi cod
thanh phan chinh 13 dung dich nuéc etanol (A) hoic dung dich nuéc axeton (B) dén

hi€u suat chiét pixeatanol.
M@ ta chi tiét sang ché

Ché phdm chira pixeatanol theo sang ché 1a ché phdm thu dugc tir hat qua
chanh leo va chia pixeatanol véi lwgng nim trong khoang tir 0,0001 dén 99,9% theo
khéi lwong. Ché pham nay c6 thé & dang 16ng, rin, ban rin, hodc gel ching han va ¢
thé 1a chinh hat qua chanh leo hodc san phdm hat duge xir Iy nhu bt nhio thu dugc
bing cach nghién hat hoic bot thu dugc bing cach nghién san phdm hat dong kho. Tt
hon 13, ham lugng pixeatanol tinh theo ham lugng chit rin ndm trong khodng tu
0,0001 dén 99,9% theo khdi lugng, t6t hon nita 14 tir 0,01 dén 50% theo khéi luong,
t6t nhét 14 tir 0,1 dén 10% theo khéi lugng.

Pixeatanol c¢6 cdng thirc cdu tao (1) nhu sau:

OH
o C
N OH
C et
OH

Pixeatanol c6 cong thirc cdu tao néu trén 1a trans-pixeatanol c6 cdu tric trong
d6 hai nhém phenyl dugc lién két thong qua nhém rans-alken, nhung theo sang ché,
pixeatanol con bao gdm cis-pixeatanol ¢6 cAu tric trong d6 hai nhdm phenyl duoc lién

két théng qua nhom cis-alken trong cong thirc ciu tao néu trén.

Chanh leo (Passiflora edulis) 1a thyc vat thudc ho Lac tién cta chi Lac tién va
con duge goi 1a Lac tién tring (phién 4m theo tiéng Nhat 1a Kudamonotokeisou). Qua
chanh leo c6 vi chua ngot va c6 thé an dugc ma khong cén ché bién hodc c6 thé udng
duoc dudi dang nudce €p, hodc duge st dung lam chét diéu huong dé bd sung vao thuc
phim hodc dd udng nhu thach hoic banh ngot. Hat qua chanh leo la hat cing va
thuong duoc loai bd khi st dung qua dé san xuét nudc ép hodc san phém tuong tu, va

thdm chi néu n hodic uéng ca qua 1an hat thi hat cling dugc bai tiét ra khoi co thé do

-6-
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hat ¢6 vé bao cling va kho tiéu hoa. Sang ché dya trén viéc phat hién ra ring hat qua
chanh leo chira ham lugng pixeatanol cao, ma chua ting dugc Gng dung do trude diy
nguyén li€u nay thuong bi loai bé. Luu ¥ ring, néu hat qua chanh leo duge st dung
trong sang ché dugc bd sung vao thuc phim hoic dd udng nhu thue phdm chirc ning
hozc thuc phdm bd dudng, s& khong gdy ra cac van dé v& do an toan, do dya trén kinh

nghiém st dung qua chanh leo lam thyc phdm trudc day.

Tét hon 13, ché phdm chira pixeatanol theo sang ché c6 thé thu duoc, vi du, theo
phuong phap bao gém céc budc: nghién hat qua chanh leo thd hodic di dugc sdy kho
thanh bot va tién hanh chiét xuét pixeatanol nho st dung mot dung mdi trong s nhidu
dung moi. pé tdng hi¢u suét chiét, hat qua chanh leo c6 thé duge xt ly hoéa hoc thich
hop nhu phan huy bing axit hodc kiém hodc phan hily bing enzym trudc khi chiét.
Ngoai ra, theo phuong phap san xuét ché phadm chtra pixeatanol cta sang ché nhu duoc
md ta dudi ddy, c6 thé thu dwoc ché phdm chira ham lugng pixeatanol cao véi hiéu

suat dic biét 16m, va do do, t6t nhit 1a ché phdm dugc san xuét theo phuong phép nay.

Duéi ddy 1a phan mé ta phuong phap san xuét ché phdm chira pixeatanol theo

sang che.

Theo phuong phép sin xuét ché phdm chira pixeatanol cua sang ché, trudc tién,
hat qué chanh leo dugc nghién thanh bot. Hat qua chanh leo dugc st dung cé thé 14 hat
tho hodc da dugc sdy kho, va dé tang hidu suét chiét, c6 thé thyc hién bude xi 1y héa
hoc nhu phan hily bang axit hodc kiém hodc phén hiy bing enzym trude khi chiét.
Qué trinh nghién hat qua c6 thé dugc thuc hién bang cach sir dung thidt bi nghién da
biét. Luu y réng, hat qua chanh leo ¢6 ham lugng dau cao, va do do, hat c6 thé trd

thanh dang bot nhio sau khi nghién thanh bot.

Tiép theo, bd sung it nhit mot loai dung moi dugc chon tir dung mdi ¢6 thanh
phan chinh 14 ruou trong nuéc va dung mdi c6 thanh phan chinh 14 keton trong nudc
vio hat chanh leo dd nghién thanh bdt, va khudy hén hop dé chiét pixeatanol hoa tan

vao dung moi.

Dung méi ¢6 thanh phin chinh 13 rugu trong nuée c6 thé duoc st dung, bao
gdm céc dung méi trong nude nhu dung dich nuéc etanol, dung dich nuée metanol,
dung dich nudc propanol, va dung dich nude etanol dugce dic biét vu tién. Trong khi

d6, dung moi c¢6 thanh phan chinh 12 keton trong nuéc c6 thé dugc sit dung, bao gdm

-7-
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cidc dung mdi trong nudc nhu dung dich nuéc axeton, dung dich nudc metyl etyl
keton, dung dich nuéc dietyl keton, va dung dich nudc cloaxeton, va dung dich nuéc

axeton dugc dic biét uu tién.

V& ham lugng nudc, t8t hon 13, dung dich nud¢c etanol chira ham lugng etanol
nim trong khoang tir 20 dén 99,9% theo thé tich, tt hon nita 1a tr 40 dén 99,9% theo
thé tich, t&t nhét 13 tir 60 dén 80% theo thé tich, va t6t hon 1a, dung dich nudc axeton
chira ham lugng axeton nam trong khoang tir 20 dén 99,9% theo thé tich, tot hon nita
la tr 40 dén 99,9% theo thé tich, tt nhit 1a tir 60 dén 80% theo thé tich. Néu ham
lugng etanol hodc axeton khong nim trong céc khoang gi4 tri néu trén, hiéu suét chiét
pixeatanol c6 thé giam, nén khong duoc vu tién. Luu y ring, dé don gian hoa cach thé
hién ham luong nude cua dung mdi trong nuée, vi du, dung dich chira 80% thé tich
etanol va 20% thé tich nuéc duoc goi 1a “dung dich nudc etanol 80%.” Ngoai ra, vi du,
dung dich chira 70% thé tich etanol va 30% thé tich nudc duge goi la “dung dich nuéc
etanol 70%” Ngoai ra, vi du, dung dich chira 70% thé tich axeton va 30% thé tich nuéc

duoc goi la “dung dich nudc axeton 70%.”

Theo phwong phap san xut ché pham chira pixeatanol cua sang ché, t6t hon 1,
qué trinh khudy trong timg dung mdi trong s cac dung méi néu trén duge thuc hién
béng cach rung siéu 4m hoic l4c. Qua trinh nay c6 thé 1am cho bot hat chanh leo duoc
rung va tiép xuc hiéu qua véi timg dung moi trong s6 cac dung méi néu trén, va do do,
c6 thé lam ting higu sudt chiét pixeatanol tir hat qué chanh leo vao trong tirng dung
mbi trong sb cic dung moi néu trén. Qua trinh rung siéu 4m c6 thé duoc thuc hién
bang thiét bi siéu 4m da biét. Qua trinh lic c6 thé dugc thuc hién bing thiét bi lic da
biét.

Ngodi ra, theo phuong phép san xuit ché phdm chira pixeatanol ctia sang ché,
tbt hon 1a, dung moi néu trén dugc chung cit dé loai bo & didu kién ap suét giam sau
khi chiét. Do d6, ¢6 thé tao ra ché phdm khong chira dung méi hitu co, tudn thi céc
tidu chudn an toan va céc tiéu chuén tuong tu ctia nguyén liéu thuc phdm duge bd sung

vao thue phdm hodc dd udng nhu thyc phim chirc ning hogc thuc phidm bd dudng.

Theo phuong phép san xuit ché phdm chira pixeatanol cia sang ché, qua trinh
chiét xuét c6 thé duoc thue hién theo phuong phép bac thang v6i nhiéu dung mai.

Diéu nay c6 thé tao ra ché pham chira ham lugng pixeatanol cao va hiéu suat cao hon.

-8-
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Cu thé 13, vi du, nghién hat qué chanh leo thanh bét, sau do6 bd sung mot dung
mbi bat ky trong s6 hai dung méi 12 dung mdi c6 thanh phan chinh 14 rwou trong nuéce
va dung méi ¢ thanh phén chinh 1a keton trong nudc néu trén vao bot ndy, va khudy
hdn hop dé chiét pixeatanol hoa tan vao dung moi, béng cach d6 thu duoc dich chiét
1an mot. Thuc hién qué trinh ly tdm hodc bién phap twong tu dé tach dich chiét va phan
ba khéng dugc thu lam dich chiét, va bd sung dung mdi con lai khong dugc chon trong
budc trén trong sb dung méi ¢ thanh phin chinh 13 rugu trong nudc va dung moi co
thanh phan chinh 1a keton trong nugc véo phan ba nay, va khudy hén hop dé chiét
pixeatanol hoa tan vao dung méi, bang cach d6 thu dugc dich chiét 13n hai. Sau do,
tron dich chiét 1an mot véi dich chiét 1an hai. Hién nhién 13, dich chiét 1an hai c6 thé

duoc sir dung riéng 1am dich chiét hat qua chanh leo.

Ngoai ra, néu hat qua chanh leo dugc dwa vao qua trinh xir 1y chiét xuét 1an mot
bing dung méi c6 thanh phén chinh 13 rugu trong nuée hodc dung mdi ¢ thanh phan
chinh 1a keton trong nuéc néu trén, thi dc tinh nhu d§ cing cua hat duge xem Ia thay
ddi thanh mot dic tinh thich hop cho qué trinh chiét. Do do, qué trinh xt ly chiét xuét
14n hai tiép theo c6 thé mong mudn dé cai thién hiéu suit chit khong chi trong truong
hop st dung dung mdi c6 thanh phén chinh 13 rugu trong nudc hodc dung moi ¢
thanh phan chinh 14 keton trong nuée néu trén ma con trong truong hop st dung dung
mdi khac. Ngoai ra, nhu dwoc thé hién trong céc vi du dudi day, hiéu suét chiét cao
trong trudng hop sit dung dung mdi c6 thanh phéan chinh 1a ruou trong nuée hoic dung
mdi c6 thanh phan chinh 1a keton trong nu6c néu trén dugce cho 1a do anh huéng cua
ham lugng nudce cb trong dung mdi. Do d6, néu hat qua chanh leo duge dua vao qua
trinh xtr ly chiét xuét 14n mot voi nude hodc dung moi trong nudce, sau d6 qua trinh xir
ly chiét xudt lan hai c6 thé mong mudn dé cai thién hiéu suét chiét khong chi trong
trudng hop st dung dung mdi ¢6 thanh phén chinh 13 rugu trong nudc hodc dung moi
c6 thanh phan chinh 13 keton trong nuéc néu trén ma con trong truong hop st dung

dung moi khéc.

Dich chiét hat qua chanh leo thu duge bing phuong phap néu trén c6 thé duoc
sir dung dé didu ché ché phim chua pixeatanol & dang 16ng va khong can xtr ly thém
hoc sau khi ¢6 dic. Dich chiét nay con c6 thé duge tao bot bing cich sdy dong kho
hoic sdy phun dé diéu ché ché phim chua pixeatanol & dang bot. Dang diu ché cua

dich chiét khong chi gi6i han & cac dang nay. Céac chit khong hoa tan ¢6 trong dich
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chiét c6 thé dugc loai b thich hop béng cach loc hodc cac bién phap twong tu. Ngoai

ra, cac chit khong hoa tan nay c6 thé dugc nghién thanh c4c hat min.

Ngoai ra, dich chiét 1an mot tir hat qua chanh leo thu dugc nhu duwgc mo ta néu
trén c6 thé dugc tach phin doan va tinh ché dua trén chi sb pixeatanol bing céc
phuong phap trao ddi ion, sic ky cot rdy phan tir, HPLC, loc gel, tdch dung mang,

hoic céc phuong phap twong tu dé didu ché ché phim chua pixeatanol.

Cu thé 13, vi dy, nhu dugc thé hién trong cac vi du dudi day, khi ché phim duoc
chiét tir hat qua chanh leo duoc dua vao phan tich HPLC trong céc diéu kién dudi day,
pixeatanol dugc rira giai & khoang 41 phut. Trong khi d6, khi phan tich khdi phd phén
dugc rira gidi st dung thiét bi khéi phé, tin hiéu cua dang ion 4m dugc thé hién & ty sb
m/z 243.

Céc diéu kién HPLC

Cot: Mightysil RP-18 GP 150-4,6, dwong kinh: 4,6mm, chiéu dai: 150mm (do
KANTO CHEMICAL CO., INC. san xuit)

Nhiét dd cot: 40°C

Céc diéu kién rira giai: tbc d6 dong: 1mL/phut, 0% metanol—30% metanol (60

phut)
Phat hién biang UV: 280nm

Do d6, theo sang ché, c6 thé didu ché dugc ché phém chira pixeatanol, ché
phdm nay thu duoc tir hat qua chanh leo va chia ham lugng pixeatanol cao, bang
phuong phép tach phan doan va tinh ché thich hop dya trén cac tinh cht vat ly cua

pixeatanol dugc lay lam vi du néu trén.

Néu can, ché phim chira pixeatanol theo sang ché co thé dugc bd sung chét nén
hodc chét mang dugc dung va dugc st dung lam thube & dang vién nén, thube hat,
thube bot, dung dich thube, bot thudc, hat thubc, vién nang, thach, hodc cac dang bao
ché twong tu, hodc co thé dugc st dung lam m¥ phrfun & dang thubc ma, kem, gel,

miéng ddp da, thubc sirc, m§ phim, hoic cac dang bao ché tuong tu.

Trong khi d6, ché phdm chtra pixeatanol theo sang ché co thé duogc bd sung vao
thuc phim dé néng cao stc khoe nhu ché phdm bd sung dinh dudng, thuc phim chirc

nang, hodc cdc san pham tuong ty trudce khi str dung. Vi du vé cac thuc pham ndy bao
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gdm: banh keo nhu socola, banh quy, keo gdm, keo, banh quy det, keo déo, hodc banh
keo dang théi; ngii cdc; dd ubng nhu bot dé pha thanh dd ubng, 6 udng khong cbn, dd
ubng sira, dd ubng dinh dudng, dd ubng co ga, va dd ubng c6 thach; va dd trdng miéng
lanh nhu kem hodc kem trai cay. Ngoai ra, cac vi du dugc wu tién bao gé)ln mi sgi nhu
mi sgi méng duoc 1am tir bt kidu mach (soba), mi bng (my Y), mi soi duge lam tir lua
mi (udon va somen). Trong truong hop bd sung vao thuc phim dé ting cudng suc
khée, ché phim bd sung dinh dudng, va cic san phim twong ty, ché pham theo séng
ché c6 thé & dang bot, dang hat, vién nang, xi-rd, vién nén, hoic vién nén bao dudng.
Vi du thie hién sing ché

Duéi day, séng ché duge mé ta cu thé béng cac vi duy, nhung cac vi du nay
khong giéi han pham vi ctia sang ché.

Vi du 1: Phat hién va dinh tinh pixeatanol tir qua chanh leo

Céu tao ctia qua chanh leo gdm 3 phin 13 v6 qua, thit qua, va hat, va cac phan
nay dugc siy dong kho riéng va nghién thanh bot bing thiét bi nghién (thiét bj
“Sample mill type SK-M,” do KYORITSU RIKO K.K. san xudt), sau d6 chiét cac
phan tuong tng bing dung dich nude etanol 80%. Ly tdm san phdm thu dugc, sau do,
tach va ¢ dic cac dich ndi bing cach 1am bay hoi, va dich chiét dam dic thu dugc
duoc séy dong kho dé thu dugc bot. Hoa tan bdt ndy vao nudc dé thu duogc dich chiét.
Sau d6, pha lodng céc dich chiét hat, dich chiét vo qua, va dich chiét thit qué nay sao
cho cac ndng d6 tinh theo ham lugng chit rin ciia mdi dich chiét nay tuong Ung la
0,01g/mL, 0,1g/mL, va 0,1g/mL, va 1y 5uL dé tién hanh phan tich HPLC.

Céc diéu kién phan tich d6i v6i HPLC 1a nhu dugc md ta duéi day.

Cot: Mightysil RP-18 GP 150-4,6, dudng kinh: 4,6mm, chiéu dai: 150mm (do
KANTO CHEMICAL CO., INC. san xuét)

Nhiét do cot: 40°C

Céc diéu kién rira giai: tbe do dong: 1mL/phut, 0% metanol—30% metanol (60
phut)

Phat hién bang UV: 280nm

Céc hinh vé& tir Fig.1A dén Fig.1C thé hién séc ky dd HPLC cua cac dich chiét
tuong g néu trén. Két qua 13, nhu dugc thé hién trén FIG.1A, trong truong hop dich
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chiét hat, phat hién duoc dinh sic ky & khodng 41 phat. Mit khac, trong céc trudng
hop dich chiét vd qua va dich chiét thit qua, khong thé phat hién dugc dinh sic ky &
khodng 41 phtt thong qua ndng d6 chit rin tinh theo thé tich bom miu I6n gép 10 1an

so v6i thé tich bom mau cta dich chiét hat.

Sau d6, xac dinh cac dac tinh cta thanh phén c6 trong dich chiét hat va duoc
rira gidi ¢ thoi gian luu 1a khoang 41 phat duwgc m6 ta néu trén nhu duoc md ta dudi
day.

Trude tién, do quang phd khdi cua thanh phan nay st dung thiét bi do khéi
phd/HPLC (do THERMO ELECTRON Co., Ltd san xuét., thiét b “Thermo-LCQ-
MS/MS”) (FIG.2A). Miéc du phép do duoc thuc hién theo ca dang ion duong va ion
4m, nhung phat hién ra ion dugc wu tién la dang ion 4m, va do d6, dit liéu nay dugc s
dung. Két qua, tin hiéu chinh & ty sb m/z 243 1a (M-H)’, va cac dinh séc ky khéc & cac
ty & m/z 279 va m/z 487 c6 thé phat hién duge twong tng 1a (M+2H,0-H)" va (Mx2-
H)". Do d6, khéi lugng phan tir ciia thanh phin nay c¢6 thé xac dinh dugc 1a 244. Ngoai
ra, khi do quang phé UV cua thanh phén nay, phat hién dugc céac cuc dai hép thu (Apax)
¢ cac budc séng 220nm, 304nm, va 322nm (Fig.2B).

Céc két qua do khdi phd va quang phd UV duge phat hién 1a tuong ty véi céc
két qua phan tich resveratrol (khéi lugng phén ti: 228), 1a polyphenol ¢6 trong vé lac
(xem Fig.3A va Fig.3B). Ngoai ra, ¢ khing dinh lai diéu nay, tién hanh hip phu thanh
phin nay vao polyvinylpolypyrolidon (polyvinylpolypyrrolidone - PVPP), 13 nhua cé
kha ning hip phu polyphenol. Hon nita, dinh séc ky & khoadng 41 phut dugc phat hién
14 c6 thoi gian luu ngén dbi voi cot pha dao so véi thoi gian luu cua resveratrol & cung
cac diéu kién HPLC. Tt cac két qua nay khing dinh rang thanh phan c6 trong dich
chiét hat néu trén va dugc ria giai & thoi gian luu khoang 41 phit 1a pixeatanol (khéi
lugng phan tir: 244), c6 cong thirc cdu tao (1) nhu sau va c6 khdi lugng phén tir 16n

hon so véi clia resveratrol bang mdt nhém hydroxy.

L
HO N OH
c (1)
OH
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Sau d6, phan tich hop chit pixeatanol tinh khiét (do Sigma-Aldrich Corporation
san xuét) bang HPLC & cing cac didu kién nhu dugc mé ta néu trén dé khing dinh
thém céc gia tri quang phd khéi va quang phd UV (cé4c hinh v& FIG.4A va FIG.4B).
Céc két qua cho thiy ring tit ca cc gia trj thoi gian luu trén bidu dd sic ky HPLC va

dac tinh khbi phd va quang phd UV 14 tuong ung véi cac két qua néu trén.

Piéu nay khing dinh ring dinh sic ky & khoang 41 phut trong phan tich HPLC
dbi v6i dich chiét hat néu trén 1a pixeatanol, va hat qud chanh leo chita ham lugng
pixeatanol cao. Mit khac, pixeatanol khong phét hién dugc tir vo va thit qua cia qua

chanh leo.
Vi du 2: Chiét xuét pixeatanol tir hat qué chanh leo (1)

Thim dinh phuong phép chiét xuét pixeatanol tir hat qué chanh leo. Cu thé 1,
xac dinh hiéu suét chiét coa hai loai hat qua chanh leo (tréng tai Nhat Ban va tai cac

nudc khac) st dung cdc dung mdi khéc nhau.
(1) Chiét bang dung dich nuéc etanol 80%

B sung 50mL dung dich nuéc etanol 80% vao Sg bt hat, va thuc hién chiét
siéu 4m trong 30 phut. Thu lay dich ndi, va lap lai quy trinh chiét hai 1in nita (téng
cong ba 1an). Két hop céc dich chiét thu dugc, va didu chinh thé tich dén 200mL bang
dung dich nudc etanol 80%, va ldy 10pL dung dich nay dé tién hanh phén tich HPLC.
Sau d6, dinh lugng pixeatanol c¢é trong dich chiét theo phwong phap théng thudng,
bang cach 4n dinh dién tich dudi dinh sic ky cua phan tich HPLC theo dudng chuén
dwa trén céc nong do cia chuén pixeatanol. Luu ¥ ring, resveratrol cling dugc dinh
lwong dé tham chiéu theo phuong phéap tuong tw nhur dwge md ta néu trén.

(2) Chiét bang dung dich nudc axeton 70%

B6 sung SOmL dung dich nuéc axeton 70% vao phan ba thu duoc sau khi chiét
bé‘mg dung dich nudc etanol 80% dwgc mo ta néu trén, va thuc hién chiét siéu Am trong
30 phit. Thu ldy dich ndi, va lap lai quy trinh chiét hai l4n nita (tdng cong ba 1an). Két
hop céc dich chiét thu duoc, va didu chinh thé tich dén 200mL béng dung dich nudc
axeton 70%, sau d6 dinh lugng pixeatanol va resveratrol c¢o trong dich chiét theo

phuong phéap tuong tu nhu dugc md ta néu trén.

(3) Chiét bang etyl axetat
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Qué trinh chiét xuit duoc thyuc hién dbi véi hat quéa chanh leo (trdng tai cac
nu6e khac nhu duge dé cap & trén) theo phuong phép tuong tu nhu trong trudng hop
chiét bang dung dich nudc etanol 80% ngoai trr st dung dung modi 1a etyl axetat, va

dinh luong pixeatanol va resveratrol chiét dugc tir 5g bot cua hat duoc séy dong kho.
(4) Chiét bang diclometan

Qua trinh chiét xudt duge thuc hién ddi véi hat qua chanh leo (tréng tai cac
nu6e khic nhu duge dé cdp & trén) theo phuong phép tuong tu nhu trong truong hop
chiét bing dung dich nudc etanol 80% ngoai trir st dung dung moi la diclometan, va

dinh lugng pixeatanol va resveratrol chiét dugc tir Sg bot cua hat dugc sdy dong kho.

Céc két qua thtr nghiém duoc thé hién trong Bang 1. Luu y ring, Bang 1 thé
hién céc gia tri thu dugc bang cach chuyén dbi cac két qua cta hiéu sudt chiét thanh
ham lugng pixeatanol va resveratrol chiét duoc tir 100g bot cua hat duoc sdy dong
kho.

Béang 1
Pixeatanol chiét dugc (mg) dugc chu'yén thanh lugng pixeatanol trén 100g
hat dugc sdy dong kho
Mau qua chanh leo 1 x N e
(trdng tai Nhat Ban) Mau qua chanh leo 2 ( trong tai cac nude khac)
Dung | Dung Dung
dich | dich dich | Dune
a . ; ; dich
Dung mdi nudc | nudc 2 nudce , 2 Etyl .
& ToOng nudce TOng Diclometan
chiét etanol | axeton etanol axetat
(A+B) axeton | (A+B)
80% | 70% 80% 70% (B)
A) B) A)
Pixeatanol | 63 | 280 | 343 | 65 | 255 | 320 | 143 | honmephét
hién duoc
Resveratrol | 10 | 15 3 15 18 | 06 | Khongphit
(tham chiéu) hién duoc

Nhu duge thé hién trong bang 1, tham chi tur phan ba thu dwoc sau khi chibt
bang dung dich nudc etanol 80%, pixeatanol dugc chiét v6i lwong 16n hon so véi trong
trudng hop chiét bing dung dich nudc etanol 80%. Mt khéc, trong truong hop chi
chiét bang etyl axetat, hiéu suét chiét thap, trong khi d6, trong truong hop chi chiét
bang diclometan, khong phét hién duoc pixeatanol va resveratrol. Do d6, rd rang la khi
chiét bang dung dich nuéc axeton 70% s& thu dugc higu qua cao nhét. Ngoai ra, rd
rang 1a khi két hop chiét bang dung dich nuéc etanol 80% va dung dich nudc axeton

70% cling thu dugc hig¢u suét chiét cao hon.
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Vi du 3: Chiét pixeatanol tir hat qué chanh leo (2)

Thim dinh thém phuong phap chiét xuét pixeatanol tir hat qua chanh leo. Cu
thé 13, khao sat anh hudng ciia ham lwong nuéc trong céc dung moi c6 thanh phan

chinh 1a etanol hodc axeton dén hiéu suat chiét.

Pé khao sat anh hudng cia ham lwgng nuée, pixeatanol va resveratrol chiét
dugc tir Sg bot clia hat qua chanh leo dugc sy dong khd (trdng tai céc nude khac)
dugc dinh lugng bing cach sir dung etanol hodc axeton ¢6 ham lugng nude khéac nhau
lam dung mai chiét theo phuong phép twong tw nhu trong Vi du 2. Luu ¥ ring, dung
mbi bit ky dugc st dung trong vi du 2 néu trén, etyl axetat va diclometan, c6 do tuong
thich véi nuéc kém, va do d6, khong thé didu ché dugc cic dung méi c6 cing ham

lugng nudc nhu cdc dung mdi cé thanh phan chinh 1a etanol trong nudc hodc axeton.

Céc két qua dugc thé hién trong bang 2 dudi day. Ngodi ra, cac két qua cua
pixeatanol duoc thé hién bang bidu dd trén Fig.5. Luu y ring bang 2 va Fig.5 thé hién
cac gia tri thu dugc bing cich chuyén ddi cac két qua cia hiéu suét chiét thanh céc

lugng pixeatanol va resveratrol chiét duoc tir 100g bot ciia hat duge siy dong kho.

Bang 2

Luong pixeatanol chiét duge (mg) dugc chuyén d6i thanh lugng pixeatanol trén 100g hat

dugc say dong kho
Etanol Axeton
Hafn luqng Ham lugng nudc
nudc (dugc Z1sA
thé hién theo . (duoc the hign .
A 1A Pixeatanol | Resveratrol theo dang ty 1€ | Pixeatanol | Resveratrol
ty 1&€ phan AL o 2 .
o 2 phan tram the tich
tram thé tich
etanol) axeton)
A . A , Khong Khong
0 Khong phat | - Khong phat 0 phéthién | phét hién
hién duoc hién dugc
duoc duoc

20 3.8 0,6 20 27,5 0,8
40 20,8 0,8 40 101,5 3,0
60 33,0 1,5 70 2144 7,2
80 56,5 2,2 * * *
100 7,0 1,1 100 10,7 1,0

*: khong c6 dir ligu

Nhu duge thé hién trong bang 2 va trén Fig.5, trong trudng hop st dung etanol,

khi chiét bing dung dich nudc etanol 80% s& thu dugc hidu qua cao nhét. Trong khi
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do, trong trudng hop st dung axeton, chiét bing dung dich nudc axeton 70% sé& thu

duogc hi¢u qua cao nhét.
Vidu 4
Céc dich chiét thu duoc sau khi loai dung modi trong vi du 2 néu trén (thu dugc

tlr qua chanh leo trOng tai cdc nudc khac) duge can dé xac dinh ham lugng pixeatanol

theo ham lugng chat ran. Cac gia trj thu duge duge thé hién trong bang 3.

Bang 3
, Dung dich nudc Dung dich nuéc
Dung moi chiét
etanol 80% axeton 70%
Ham lugng pixeatanol (% theo
khéi lugng) tinh theo ham lugng 2,6 3,7
“chét rén trong dich chiét

Nhu duge thé hién trong Bang 3, trong trudng hop chiét bing dung dich nudc
etanol 80%, ndng do pixeatanol tinh theo ham lugng chét rin thu dwoc 13 2,6
mg/100mg dich chiét (2,6% theo khéi lugng). Trong khi d6, trong trudong hop chiét
béng dung dich nudc axeton 70%, sau khi chiét béng dung dich nuéc etanol 80%,
nf”)ng d¢ pixeatanol tinh theo ham lugng chét rin thu duge 1a 3,7 mg/100mg dich chiét
(3,7% theo khéi lugng). Do d6, rd rang 1a khi chiét bing dung dich nudc axeton 70%
c6 thé thu duge lugng pixeatanol 16n hon (nhu dugce thé hién trong cac vidu 2 va 3) va

d6 tinh khiét pixeatanol cao hon.
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YEU CAUBAO HQ
1. Ché phidm chtra pixeatanol, ché phdm nay 1a chiét xuét tir hat qua chanh leo
(Passiflora edulis) va chtra pixeatanol véi lugng nim trong khoang tir 0,01 dén 50%
khéi lwong tinh theo ham lugng chét rén, trong d6 chiét xuét nay c6 thé thu dugc bing
cach chiét véi dung moi trong nude, trong d6 ché phim nay duoc dung dé tron thich
hop vao m§ phdm, thudc, va thuc phidm hodc db ubng nhu thuc phim chuc nang hodc

thuc pham bd dudng.

2. Ché pham chira pixeatanol theo diém 1, trong d6 dung moi trong nude 14 dung moi
c6 thanh phan chinh 1 rugu trong nuéc hodc dung méi ¢6 thanh phan chinh 14 keton

trong nudc.

3. Ché phdm chira pixeatanol theo didm 1 hoic 2, trong d6 dung mdi trong nudc la

dung dich nudc etanol hodc dung dich nuéce axeton.

4. Ché phdm chura pixeatanol theo diém 3, trong d6 dung dich nuégc etanol chira etanol

v6i lwgng ndm trong khoang tir 20 dén 99,9% thé tich.

5. Ché phdm chura pixeatanol theo diém 3, trong d6 dung dich nudc axeton chira

axeton v6i lugng nam trong khoang tir 20 d&n 99,9% thé tich.

6. Ché phdm chua pixeatanol theo diém bt ky trong sb cac diém 1 dén 5, trong d6 ché
pham nay chia pixeatanol véi lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 10% khéi luong

tinh theo ham luong chét rén.

7. Phuong phap san xudt ché phdm chua pixeatanol, phuong phép nay bao gém cic

budc:

b6 sung dung mdi trong nudc vao hat qua chanh leo da dugc nghién thanh bot;

va
khudy hdn hop nay dé chiét pixeatanol hoa tan vao dung moi.

8. Phuong phap san xudt ché phim chira pixeatanol theo diém 7, trong d6 phuong

phép nay bao gdm céac budc:

bd sung dung modi c¢6 thanh phan chinh la rugu trong nudc hodc dung moi co

thanh phan chinh 1a keton trong nudc vao hat qué chanh leo; va

khudy hdn hop nay dé chiét pixeatanol hoa tan vao dung méi.
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9. Phuong phap san xuit ché phdm chua pixeatanol theo diém 7 hoic 8, trong do

phuong phép nay bao gdm céc budc:

bd sung mdt dung mdi bat ky trong sd cac dung moéi ¢ thanh phan chinh 1a
rugu trong nudc va dung moi c6 thanh phan chinh 1a keton trong nudc vao hat qua

chanh leo;

khudy hdn hop nay dé chiét pixeatanol hoa tan vao dung moéi, bing cach d6 thu

duoc dich chiét 1An mot;

b6 sung dung mdi con lai trong s6 dung mdi ¢ thanh phan chinh 14 rugu trong
nuée va dung moi c6 thanh phan chinh 14 keton trong nudc khong dugc chon trong

bude trén vao phin ba khong duoc thu gom lam dich chiét;

khudy hén hop nay dé chiét pixeatanol hoa tan vao dung méi, bing cach d6 thu

duogc dich chiét 1an hai; va
tron dich chiét 1An mot véi dich chiét 14n hai.

10. Phuong phap san xuit ché phdm chira pixeatanol theo diém bét ky trong sd cac
diém tur 7 dén 9, trong do6 hat qua chanh leo 1a hat tho hodc hat di duoc séy kho, thu

dugc bang cach siy kho hat qua chanh leo tho.

11. Phuong phép san xudt ché phdm chira pixeatanol theo diém bét ky trong sb cac
diém tir 8 dén 10, trong d6 dung méi c6 thanh phan chinh 13 rurgu trong nuée 13 dung
dich nudc etanol, hogic dung mbi c¢6 thanh phén chinh 1a keton trong nudce la dung dich

nudc axeton.

12. Phuong phap san xuét ché phdm chira pixeatanol theo diém 11, trong d6 dung dich

nuéce etanol chira etanol véi lugng nim trong khoang tir 20 dén 99,9% theo thé tich.

13. Phuong phép san xuét ché phdm chua pixeatanol theo diém 11, trong d6 dung dich

nuée axeton chira axeton v6i lugng ndm trong khoang tir 20 dén 99,9% theo thé tich

14. Phuong phép san xuét ché phdm chura pixeatanol theo diém bt ky trong sd céc
diém tir 7 dén 13, trong d6 qué trinh khudy ting dung mdi dugc thuc hién bing cach
rung siéu 4m hoic lic.

15. Phuong phéap sén xudt ché phdm chura pixeatanol theo didm bt ky trong sb cac

diém tir 7 dén 14, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc chung cét loai dung
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mai trong diéu kién ap suét giam sau khi chiét.

16. Phuong phép san xudt ché phim chira pixeatanol theo diém bAt ky trong s& cac
diém tir 7 dén 15, trong d6 phuong phap niy con bao gdm budc nghién chiét xuét tir

hat qua chanh leo thanh bt bing cach sdy dong khé hoic siy phun.

17. Phuong phép san xudt ché phidm chia pixeatanol theo didm bt ky trong sb cac
diém tir 7 dén 16, trong do phwong phép nay con bao gbm budc loc dé loai hop chit

khong tan c6 trong dich chiét hat qua chanh leo.

18. Phuong phap san xuit ché phdm chua pixeatanol theo diém bAt ky trong sd céc
diém tir 7 dén 17, trong d6 phuong phép niy con bao gdm budc cit phan doan va tinh

ché dich chiét so bo tir hat qua chanh leo dé ¢6 dic pixeatanol c6 trong dich chiét.

19. Phuong phép san xuit ché phdm chira pixeatanol theo diém bt ky trong sb cac
diém tir 7 dén 18, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc bao ché ché phim nay

lam m¥§ pham hodc thuoc.

20. Phuong phép san xuit ché phdm chira pixeatanol theo diém bét ky trong s cac
diém tir 7 dén 18, trong d6 phuong phép ndy con bao gdbm buégc tron ché phdm chira

pixeatanol vao thyc pham va d6 udng.
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FIG. 5A
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FIG. 5B
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