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TOM TAT

Coumarin c6 tac dung chéng dong mau, chdng co thit va gidn dong mach vanh, dugc tim
thay nhiéu trong 14 don d6. Do vay, nghién ctru duoc tién hanh nham xac dinh anh huéng cua
cac diéu kién chiét 1én ham luong coumarin tir 14 don do (Excoecaria cochinchinensis). Cac
thong s6 caa qua trinh trich ly duoc khao sat gom loai dung médi, ndng dé dung mdi, nhiét do
va thoi gian chiét coumarin. Két qua diéu kién trich ly thich hop 1a dung mdi methanol 80%,
ty 1& nguyén liéu/dung méi la 1/30 (w/v) tai nhiét @6 70 °C trong 60 phut, ham lugng coumarin
toan phan dat 8,55 mgCol/g.

Tir khéa: Coumarin, Excoecaria cochinchinensis, chéng oxy héa, trich ly.
1. MO PAU

Cay la don do (Excoecaria cochinchinensis) c6 tén goi khac la cy 14 don tia hay cay don
mit troi, ¢6 chiéu cao trung binh tir 0,5 m dén 1 m, 1a loai thuc vat thudc ho Dai kich, mat trén
ctia 14 ¢6 mau xanh dam, mat dudi mau nau do. E. cochinchinensis phan bb nhiéu ¢ phia dong
ban dao Péng Duong, 14 don dé duoc ding dé chita cac bénh ngoai da hoic tiéu chay [1]. Nhiing
nghién ctiu gan day chang minh rang 14 don do chira nhidu thanh phan hoat tinh sinh hoc va
duogc tng dung trong Pong va Tay y. Chit chiét xuit tir cay c6 tac dung khang khuan, khang
nim, khang viém, chng ung thu, chdng oxy hoa, bao vé gan, than va nhiéu loi ich khéc. Cac
thanh phan hda hoc cua 14 E. cochinchinensis bao gE‘)m coumarin, flavonoid, saponin, tannin,
anthraglycosid [2]. Ngoai ra, khoang 11 hop chat va 1 dan xuét phenol duoc phan 14p tir loai
thyc vat nay [3]. Nhitng hop chat hiru co c6 hoat tinh sinh hoc néu trén da dugc nghién ciru va
ing dung nhiéu trong thuc té gop phan lam phong phu ngu0n nguyén ligu ty nhién dé thay thé
cho cac san pham tong hop, von khéng an toan va tiém an nhiéu nguy co ddi véi stc khoe.

Coumarin va cac din xuat ciia ching c6 tiém ning trong viéc diéu tri da dang cac bénh
nhu ung thu, bong, bénh brucella va rdi loan thap khop [4]. Nhitng nghién ciu thu nhan cac
hop chat thién nhién tir cac loai cay thudc dan gian & nudc ta da gop phan cung cép céc thong
tin vé nguon nguyén li¢u, phuc vu cho viéc chiét xut va ché bién duoc pham cling nhu thyuc
pham chire néng tir thuc vét. Tinh den thoi diém hién tai da c6 nhiéu cong b sang loc va danh
gia cac hop chat coumarin tir mot sé lodi thuc vat ¢ Viét Nam [5]. Su thu nhan thanh cong hop
chat coumarin tir 14 don do6 mé ra huéng tan dung ngudn nguyén liéu dé san xuat nhiing ché
pham mang gia tri y hoc cao 1a van dé thyc sy can thiét, co y nghia khoa hoc, ¢6 gia tri kinh
té va thuc tién. Nghién ctu ndy duoc thuc hién voi muc dich xac dinh cac diéu kién co ban
cho qua trinh chiét coumarin tir 14 don do 1am nén tang cho nhitng nghién ciru tng dung sau
hon hop chét nay vao thyc tién, tim kiém thém nguon thao dugc trong thién nhién phuc vu cho
bao vé suc khoe con ngudi.
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2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Nguyén liéu
2.1.1. Nguyén liéu

La don d6 E. cochinchinensis duoc thu hai tai xa Vinh Thanh, huyén Lap Vo, tinh Bong
Thap, nguyén liéu dugc chon 1a 14 gia, mat trén cia la c6 mau xanh ddm, mat duéi mau nau do.

2.1.2. Héa chat

Methanol 99,7%, Ethanol 96%, Chloroform 99,8%, acid sulfuric 98% (Merck), Natri
cacbonat 7%, p-nitrobenzenediazonium clorua 98%, chat chuan coumarin 99% (Sigma).

2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Chudn bj mdu

La don do6 sau khi thu hai s& duoc dem vé phong thi nghiém rira sach dé loai bo céc tap
chét, sau d6 dugc dem di sdy ¢ 60 °C dén do am dudi 10%. Nguyén ligu sau khi sdy duoc nghién
nho thanh bot va dugc bao quan trong tuai zip dé sir dung trong sudt qua trinh lam thi nghiém.

2.2.2. Khdo sat anh huong diéu kién chiét lén ham lwong coumarin

2.2.2.1. Anh huong loai dung méi

Can chinh xac 1 g nguyén liéu (tinh theo chr?i; khé) da duoc nghién nho, dung trong binh
thay tinh sau do thuc hién qua trinh ngdm chiét trong cac dung méi khao sat: methanol
(MeOH), ethanol (EtOH), nuéc, chloroform (CHCls) véi ty 1€ nguyén li¢u/dung moi (NL/DM)
1a 1/20 (w/v), trong thoi gian 60 phat & cac nhiét do 1a 50 °C va tién hanh xac dinh ham lugng
coumarin.
2.2.2.2. Anh huéng ty 16 NL/DM

Nguyén liéu khé da dugc nghién nho, dung trong binh thily tinh sau d6 thuc hién qué
trinh ngam chiét vai ty 1€ NL/DM khao sat: 1/10, 1/20, ;/30, 1/40, 1/50 (wi/v), trong thc‘yi gian
60 phat & nhiét @6 1a 50 °C véi dung méi thu dugc ¢ két qua thi nghiém 2.2.2.1 va tién hanh
xac dinh ham lugng coumarin.
2.2.2.3. Anh huéng ndng do dung moi

Nguyén ligu kho da duoc nghién nho, dung trong binh thiy tinh sau d6 thuc hién qua
trinh ngam chiét véi cac nong @6 dung méi khao sat: 60, 70, 80, 90%, trong thoi gian 60 phut
¢ nhiét do 1a 50 °C véi dung méi va ty 1€ NL/DM duoc chon & cac thi nghiém 2.2.2.1, 2.2.2.2
va tién hanh xac dinh ham luwgng coumarin.
2.2.2.4. Anh huong thoi gian chiét

Nguyén liéu khé da dugc nghién nho, dung trong binh thily tinh sau dé thuc hién qué
trinh ngam chiet trong thoi gian khao sat: 20, 40, 60, 80 phit ¢ nhiét do la 50 °C véi loai dung
moi, ty 1¢ NL/DM va néng d6 dung moi dugc chon & cac thi nghiém 2.2.2.1, 2.2.2.2, 2.2.2.3
va tién hanh xac dinh ham lugng coumarin.
2.2.2.5. Anh huong nhiét d6 chiét

Nguyén liéu khé dd dwoc nghién nho, dung trong binh thay tinh sau d6 thuc hién qua
trinh ngam chiét trong cac khoang nhiét 6 khao sét 1a 40, 50, 60, 70, 80 °C véi dung mdi, ty
I¢ NL/DM, ndng d6 dung mdi va thoi gian chiét duoc chon & cac thi nghiém 2.2.2.1, 2.2.2.2,
2.2.2.3, 2.2.2.4 va tién hanh xac dinh ham lwong coumarin.
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2.2.3. Phiong phap phdn tich
2.2.3.1. binh tinh coumarin

Dua trén phan ng déng — mo vong lacton déc trung cua coumarin: Cho vao mdi 6ng 0,5
mL dich chiét, ong 1 bo sung thém 0,25 mL dung dich NaOH 10%, dun s61 dudi ngon lira den
cdn va quan sat hién twong. Sau d6 thém vao moi dng nghiém 1 mL nudce cit, acid hoa bing
vai giot HCI va quan sat hién tugng [5].

2.2.3.2. Binh lugng coumarin

binh lugng coumarin thug: hién theo md ta cua Gabriela va cong su dga trén phan tng
mau cua acid thom hydroxy (két qua tir qué trinh thuy phén lactone) véi muoi diazonium. Do
hap thu caa dich chiét dugc do bang may quang phé UV-Vis ¢ budc song 520 nm [7].

2.2.3.3. Phuong phap xay dung dudng chuén

Xay dung duong chuan coumarin dugc thuc hién nhu sau: HUt chinh xac 1 mL dung dich
chuan coumarin & cac nong do (0,2; 0,4; 2; 3,2; 4 pug/mL) vao ting binh cho thém 5 mL natri
carbonat 7%. Cac dung dich dugc dun néng ¢ 85 °C trong 5 phut, sau d6 lam mat & nhiét do
phong thém vao 5 mL dung dich H,SO4 0,05 N va 5 mL p-nitrobenzenediazonium clorua
(1,5 mmol/L) thém vao tir tir cho dén khi c6 mau do6 cua hop chét azo. Ngay sau d6 dung dich
dugc tién hanh do quang phd & budc séng 520 nm. Céc thi nghiém duoc lp lai 3 1an. Thuc
hién tuong tu cho mau tring.

2.2.4. Phan tich sé liu

Két qua duoc trinh bay dudi dang gié trj trung binh + SD, sir dung phan mém IBM SPSS
Statistics 20.0 d€ phén tich va danh gia sy khac biét gitra cac mau. Biéu do duoc ve bang phan
mém Microsoft Excel 2016.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Anh huéng ciia dung méi dén ham lweng coumarin

Bit ky yéu t6 nao lam ting kha ning kh’uéch’tém va do hoa tan cuia cau tir vao dung moi
sé tao diéu kién thuan loi gho qua trinh chiét. Két qua anh hudng cia dung moi dén lugng
coumarin thu dugc duogc thé hién qua Bang 1.

Loai dung méi duoc sir dung trong chiét c6 anh hudng truc tiép dén ham lugng coumarin
trong nguyén ligu. Hai loai dung mdi cho ham lugng coumarin thap hon 1 nuéc (2,88 mgCo/g)
va EtOH (3,78 mgCo/g). Ngoai ra, khi chiét véi chloroform cho ham lugng cao hon
(4,11 mgColg). Riéng MeOH cho ham lwong coumarin cao nhét trong cac loai dung méi duoc
khao séat (6,18 mgCo/g).

Bang 1. Ham luong coumarin ¢ cac dung mdi chiét khac nhau

Thi nghiém Dung mdi chiét Ham luong (mgColg)
1 H,0 (2,87 £0,14)
2 MeOH (6,17 +0,16)"
3 EtOH (3,78 +0,12)°
4 CHCl; (4,11 £0,08)

abed: Cac chir cai khac nhau trong cling mét cgt thé hién su khac biét cé nghia vé mat thong ké ¢ p < 0,05.
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M3i hop chat déu c6 do phan cuc khac nhau nén s& hoa tan trong cac dung méi c¢6 do phan
cuc tuong (mg. C4c dan xuat ciia coumarin thé hién kha ning hoa tan manh trong MeOH hon
céc dung méi phan cuc khéc [8]. MeOH la loai dung méi da ning c6 thé hoa tan tbt cac hop chat
phan cuc va khong phan cuc. Sproll va cong su (2007) di chi ra chiét coumarin tét nhat 12 methanol
khi so sénh vai ethanol, acetonitril va chloroform [9]. Pong thoi Chen va cong su (2003) ciing st
dung methanol 1am dung mai trich ly coumarin tir |4 Murrata omphalocarpa [10]. Bén canh do,
két qua dinh tinh bang phuong phap phan mg dong ma vong lacton cho thay su hién dién cua
coumarin trong dich chiét, khi kiém hoa bang NaOH va tién hanh dun cach thay lam duc mau
dung dich (Hinh 1). Sau khi thém nuéc cat dung dich trd lai trang thai ban dau. Tiép d6 mau
dugc acid bang HCI, nhan thay sw xuat hién két tia (Hinh 2). Diéu nay duoc Iy giai do coumarin
céu tao ddc trung boi vong lacton, dudi tac dung cua kiém vong lacton bi bién ddi cau truc tao
ra mudi natri cua acid o-hydroxycinnamic va mudi nay dé tan trong nudc [5]. Ngwoc lai, trong
mdi truong acid vong lacton s& tro lai trang thai nhu ban dau.

Hinh 1. Dich chiét (phai) va sau khi thém Hinh 2. Acid h6a bing dung dich HCI
NaOH 10% (tréi)

3.2. Anh hwéng cia ty 18 NL/DM dén ham lwgng coumarin

Bén canh loai dung mdi, ty 1é NL/DM ciing 1a yéu t6 anh hudng dén kha nang trich ly.
Ty 16 NL/DM c¢6 anh huéng dén ham luong coumarin thu duoc. Khi ting ty 1& co chat/dung
moi, ham luong coumarin thu dugc ciing ting dan. Cu thé, ham lwong coumarin ting tir
4,52 mgColg (ty 16 1/10 wiv) 1én 6,14 mgColg (ty 1& 1/20 w/v), dat gid tri cao nhét véi ham
luong 6,92 mgColg (ty 1& 1/30 w/v). Tuy nhién, ham luong coumarin giam dan tir ty lé
1/40 wiv (6,72 mgColg), 1/50 wiv (6,28 mgCo/g) (Hinh 3). Qua trinh hoa tan c4c hoat chat
sinh hoc vao dung mdi 1a qué trinh vat 1y khi lugng dung mai ting, tao co hoi cac hoat chat
sinh hoc tiép xuc voi dung moi dan dén kha ning thim thau cao hon [11].
8 d cd
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Ham luong coumarin
(mgColg)
IN o

N
!

01:10 01:20 01:30 01:40 01:50
Ty 18 NL/DM (w/v)
Hinh 3. Anh huéng cua ty 16 NL/DM dén ham lwong coumarin

abed: C4c chir cai khac nhau trén cgt thé hién su khac biér ¢6 nghia vé mat théng ké ¢ p < 0,05

_ Khi tang lugng dung moi st dung, hiéu qua trich ly tang do tang su chénh léch gradient
nong d6 cua cau tu can trich ly trong nguyén liéu va dung moi [12]. Khi the tich dung moi qua
16n, muon thu nhan cao chiét can phai st dung cac phuong phap dé tach bt dung moi nhu ¢6
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dac. Vi thé, véi mdi qua trinh chiét, can xac dinh ti 1& phu hop gitta nguy@n liéu va dung moi
dé thu duoc hiéu qua trich ly cao va tiét kiém chi phi [13]. Trong nghién ctru nay, ty 1¢ NL/DM
phu hop 13 1/20 (w/v) theo phan tich ANOVA va kiém dinh Duncan (p < 0,05). Ngoai ra, két
qua dinh tinh bang phuong phan phan tmg dong ma vong lacton trén dich chiét nay, két qua
cho thay céc phan ung dong mé dic trung khi kiém hoa va acid hoa, cho thay sy hién dién cua
coumarin trong dich chiét.

3.3. Anh hwéng cia nong dd dung méi dén ham lweng coumarin

Nong d6 dung médi dong vai trd quan trong trong viéc trich ly cac hop chét hitu co, mirc do
phan cuc cua dung moi phu thudc vao hing sé dién moi va gia trj lién két hydro. Khi tron 1an
dung méi va nude c6 do phan cuc cao s& cho cac hon hop co mie do phan cuc khac nhau, dung
moi c¢6 d6 phan cuc tuong duong vai hop chét duoc trich ly s& hoa tan chét d6 t6t hon [14].

8 - b b
a a ER3 Ex
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Ham lugng coumarin
(mgCo/g)
N

N
1

70 80 %
Nong d6 dung méi (%)
Hinh 4. Anh huéng cia ndng d6 dung moi dén ham lugng coumarin
ab: C4c chir ci khac nhau trén cot thé hién su khac biér ¢é nghia vé mat théng ké ¢ p < 0,05

Nong d dung méi anh huong 1on dén ham luong cac chat hoa tan di kém trong qua trinh
chiét. Nong do dung méi tang tir 60% dén 70%, ham lwong coumarin ting dang ké, ham luong
thu dwoc cao nhat 1a 7,11 mgCo/g & ndéng d6 80% (Hinh 4). Nguyén nhan chu yéu la do
coumarin phan cuc kém, it tan trong nudc, tan trong cac dung méi kém phan cyuc va dung moi
da ning, nén luong coumarin thu dugc cang cao khi ting dan nong d6 dung méi, dong thoi
ndng d6 dung mdi cang 1on, téc do thim thau vao té bao cang manh, dung mi d& tham thau
vao sau bén trong té bao d& dang giai phong cac hop chat. G néng d6 dung mdi 80% ciing
dugc ding trong nghién ciu cua Sproll va cong su (2007) dé phan tich va déanh gia an toan
ctia coumarin trong thuc pham [9]. Ngoai ra, Bourgaud va cong su (1994) ciing sir dung dung
méi trich ly & nong do 80% dé chiét xuat coumarin va glycoside tir Melilotus officinalis L. [8].
Tuy nhién, nong d¢ dung mai ting cao s& anh hudng truc tiép Ién thanh té bao khién cac chat
trong té bao kho thoat ra ngoai duoc. Trong thi nghiém nay, khi tang néng d6 dung moi tir
80% Ién 90%, ham lugng coumarin giam tur 7,11 xudng 7,10 mgColg, qua kiém dinh ANOVA
cho thay ¢ nong do MeOH 80% va 90% khdng c6 sur khac biét vé mat y nghia thong ké. Mat
khéc, v6i ndng do 90% s& tiéu tén nhidu dung méi va chi phi ciing s& cao hon. Do d6, MeOH
80% dugc lya chon cho céc thi nghiém tiép theo.

3.4. Anh hudng cia thoi gian dén ham lweng coumarin

Thoi gian chiét anh huong dén hiéu qua thu nhan céc hoat chét, nén viée xac dinh thoi gian
chiét la can thlet [15], gop phan thu nhan ham lugng chit hoa tan cao nhat ma van tiét kiém duoc
thoi gian. O mdi méc thai gian trich ly khac nhau, kha ning hip thu nude hay do truong nd cua té
bao s& khac nhau, do d6 anh huéng truc tiép 1én ham luong coumarin thu nhan dugc. Mac thoi
gian 20-40 phut khao sat ban dau, ham luong thu dwoc 1a 4,60-6,36 mgCo/g (Hinh 5).
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Ham luong coumarin
(mgColg)

40 60 80
Thoi gian trich ly (phut)

Hinh 5. Anh huong cua thoi gian trich ly dén ham lwong coumarin
abe: Cac chir cai khac nhau trén cét thé hién su khac biér ¢6 nghia vé mat théng ké ¢ p < 0,05

Diéu nay c6 thé do néu thoi gian chiét ngan, ham luong céc hoat chat sinh hoc khong
chiét dugc hoan toan [15], khong du dé cho dung méi thim thau vao té bao 1am cho ham luong
chat thu duoc khong cao. Tuy nhién, khi kéo dai thoi gian chiét, ham lugng coumarin ting
manh va dat gia tri cao sau 60 phut (7,11 mgCo/g) trich ly. Két qua nay c6 phan kha quan hon
so véi nghién cau cia Wang va cong su (2011) ¢ cung nhiét d6 trén cay Bach Chi (Angelica
dahurica) [16]. Dong thoi, khi thoi gian dugc nang 1én 80 phit qua trinh chiét thu dugc ham
lugng 7,22 mgColg chat chiét. Ngoai ra, khi phan tich ANOVA trén cac muac khao sét thoi
gian cho thiy & 60 va 80 phut khong cd su khac biét vé mat y nghia t (p > 0,05).

3.5. Anh hwéng cia nhiét dd dén ham lwgng coumarin

Nhiét d6 lam ting kha ning hoa tan va khuéch tan cua céc hop chat, giam d6 nhét dung
moi, ting kha nang truyén khbi va xam nhap cua dung mdi vao trong té bao [12]. Ham luong
coumarin tang nhanh khi tang nhiét d6 ting tir 40 °C dén 60 °C, thu dwgc coumarin c6 ham
lugng 6,38-7,63 mgColg véi gia tri cao nhét 1a 8,55 mgColg & 70 °C (Hinh 6).

=

o
)
[=8

ESI—

Ham luong coumarin
(mgColg)

40 50 60 70 80
Nhiét d (°C)
Hinh 6. Anh huéng cua nhiét do trich ly dén ham lugng coumarin
abed: C4c chir cai khac nhau trén cgt thé hién sy khac biét cé nghia vé mat thong ké ¢ p < 0,05

Két qua phu hop voi mot s6 cong bb trude day Cu thé, Longari¢ va cong su (2020) da
tién hanh téi uu hoa cac diéu kién trich ly coumarin dé tong hop ester coumarin, hiéu suit cao
nhét dat dwoc 12 93% & nhiét do 70 °C [17]. Biéu nay cd thé Iy giai do trang théi can bing (hoa
tan) va toc do truyén khoi (hé s6 khuéch tan) cé thé anh hudng bai nhiét do trich ly, sy hoa tan
ctia dung méi ting khi nhiét do tang, vi thé lam ting tdc do trich ly [15]. Tuong tu, theo
Mohamad va cong su (2010), nhiét d6 cao c6 thé lam giam cac rao can té bao do suy yéu thanh
va mang té bao, dung méi dé dang tiép xdc vai cac hoat chat [18]. Khi ting nhiét d6 1én 80 °C,
ham lwong coumarin bét dau giam con 8,13 mgCo/g. Nguyén nhan cé thé Ia khi nhiét d6 ting
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cao, vuot quéa gidi han nhat dinh s& 1am bién tinh va phan hay cac hop chat mong mudn dan
dén giam ham luong hop chat muc tiéu [15]. Két qua phan tich ANOVA va kiém dinh Duncan
cho thiy tai 70 °C, ham lwong thu dugc cd sy khac biét co nghia véi cac muc nhiét con lai,
nén dugc chon lam thdng sb cho thi nghiém tiép theo (p < 0,05).

4. KET LUAN

Nghién ciru nay cho thay MeOH 1a dung méi phu hop trich ly coumarin tir 14 don d6. Céc
diéu kién thich hop cho qua trinh trich ly coumarin tir 1a don d6 dugc xac dinh la MeOH 80%
(v/v), ty 1€ NL/DM tuong tng la 1/20 (w/v) vai thoi gian trich ly 60 phat ¢ nhiét do 70 °C,
ham lugng coumarin toan phan dat 8,55 mgCo/g. Nghién ctru ndy mé ra cac nghién ctru hudng
dén ng dung ché pham coumarin tir 1a don do vao trong cac san pham thuc phdm chic ning
hay dugc pham.
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ABSTRACT

EFFECTS OF EXTRACTION CONDITIONS ON COUMARIN CONTENTS
AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF Excoecaria cochinchinensis

Mai Minh Tram, Pham Thi Cam Hoa, Hoang Thi Ngoc Nhon*
Ho Chi Minh City University of Food Industry
*Email: nhonhtn@fst.edu.vn

Coumarin indicates anticoagulant, antispasmodic, and coronary artery dilating properties,

which

is found in Excoecaria cochinchinensis. Therefore, the study was carried out to

determine conditions for coumarin extraction from E. cochinchinensis. The parameters,
including solvent type, solvent concentration, temperature and coumarin extraction time were
investigated. The suitable extraction conditions were 80% methanol, the raw material/solvent
ratio was 1/30 (w/v) at 70 °C for 60 minutes, the total coumarin content reached 8.55 mgCo/g.

Keywords: Antioxidant, coumarin, Excoecaria cochinchinensis, extraction.
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