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با  (.Papaver bracteatum Lindle)های نابجای خشخاش کبیر سازی تولید تبایین از ریشهبهینه

 تغییر حجم هوادهی و دمای بیوراکتور
 
 

1 نسرین قوامی
بادی، اردشیر قادری، علی مهرآفرین، فرحناز خلیقی سیگارودی، امیررضا حسنعلی نقدی ،*

 زارع کاریزی
 

 

 یی، پژوهشکده گیاهان دارویی جهاددانشگاهی کرج، ایرانمرکز تحقیقات گیاهان دارو -1

 ۳1۳۷۵ -1۳۶۹ :پستیکرج، پژوهشکده گیاهان دارویی جهاددانشگاهی، صندوقآدرس مکاتبه: *

 (۰۲۶) ۳۴۷۶۴۰۲1(، نمابر: ۰۲۶) ۳۴۷۶۴۰1۰ -1۹تلفن: 

 nassrinqavami@gmail.com پست الکترونیک:
 

 

 jmp.2.70.173doi/10.29252 : 1/11/۹۷ تاریخ تصویب:                 1۴/8/۷۹تاریخ دریافت: 

  چکیده

از جمله تبائین  هیثانو یهاتیمتابول دیتول یمهم برا هکاررا کیبه عنوان  وراکتورهایکشت در ب طیشرا یسازنهیمروزه بها مقدمه:

 ترکیبات ضد درد تبائین، آلکالوئید غالب در گیاه خشخاش ایرانی است که به عنوان ماده اولیه جهت سنتز مورد توجه است. اریبس

 گیرد.مورد استفاده قرار می

 سازی شرایط کشت ریشه نابجا خشخاش کبیر در بیوراکتور در راستای افزایش تولید تبایین.بهینه هدف:

کشت دار بیوراکتور ستونی حباب دردست آمده و سپس  نابجا از ریزنمونه ساقه گیاه به هایریشه در این آزمایش، بررسی: روش
، ۲۰، 14 سطح شامل 4در  بیوراکتورتصادفی انجام شد. فاکتور دمای  این آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاًشدند. 

  ( اعمال شدند.vvm 4/۰و  ۲/۰، 1/۰، ۰۵/۰سطح ) 4گراد و همچنین حجم هوادهی بیوراکتور در درجه سانتی ۳۲و  ۲۶

 وزن بیشترینداری بر وزن خشک ریشه و میزان تبایین آن داشتند. ثیر معنیراکتور تأکه دما و حجم هوادهی بیونتایج نشان داد  نتایج:

حجم در  نابجا به دست آمد. بیشترین میزان تبایین ریشهگراد درجه سانتی ۲۶در دمای  و vvm ۲/۰در هوادهی  نابجا ریشه خشک
 شد. حاصلگراد درجه سانتی ۲۶و در دمای  vvm ۲/۰ هوادهی

 ریشه نابجا خشخاش کبیر در بیوراکتور انبوه زیست توده و تبایین ازو دما دو فاکتور مهم در تولید  جم هوادهیح گیری:نتیجه

 باشد. می
 

 نابجا خشخاش کبیر، ریشهتبایین، بیوراکتور،  :نواژگاگل
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 ... سازی توليد تبايينبهينه

 

 مقدمه

 .Papaver bracteatum Lindl خشخاش ایرانی با نام علمی
 .است (Papaveraceae) وراسهپاپا از تیرهیک گیاه چندساله 

های اغلب در مراتع کوهستانی ایران در استاناین گونه 
و کردستان های ارتفاعات البرز(، آذربایجان غربی، مازندران )شیب

. اهمیت [1] پراکنش داردهای جنوبی دماوند، پلور( تهران )دامنه
الویید ویژه این گونه گیاهی به دلیل دارا بودن مقادیر قابل توجه آلک

-۵] کاربرد دارد صنعت داروسازی در باشد کهمی تبایینارزشمند 
 باشدمی (ایرانی) کبیر از ترکیبات اصلی گیاه خشخاش نتبایی .[۲

و  [۴] به راحتی به کدیین تبدیل شده و اعتیادآور نیست که
مورد استفاده در درمان مسمومیت با اپیوئیدها و اعتیاد به  داروهای

 (Nalteroxone) نالترکسون ،(Naloxone) لوکسونمانند نا آنها،
 [.۵، ۶] دشوناز آن ساخته می (Buprenorphine) و بوپرنورفین

 ، بافت و اندامکشت سلول یتکنولوژ ر،یاخ یهادر سال
و ها دانهدارویی، رنگ یهاتیاز متابول یاریبس دیتول برای یاهیگ
کشت ه است. کار رفت مفید با موفقیت به ییایمیمواد ش گرید
 اب گیاهی توده ستیز دیتول یکارآمد برا یروش نابجا یهاشهیر

های با ارزش دارویی، تیمتابول داریپا یورو بهره بالاسرعت رشد 
 یجانب شهینوع ر کی نابجا یهاشهیر .[۷] تاس غذایی و صنعتی

 غیرهبرگ و دممانند ساقه،  شهیراز  ریغ هاییانداماست که از 
 زاتوسط عوامل متعدد درون نابجا شهیرتولید  .[8] شودیحاصل م

ی عوامل خارجیا و  یکمتابول و ترکیبات هامیها، آنزهورمونمانند 
. [۹] شودیم میتنظ زنیدرجه حرارت، نور و زخممانند 

 یاهیگ یهاتیمتابولدر مقیاس زیاد  دیتول یراکتورها اغلب براویب
 توده به صورتشد زیستشرایط ر در آنها رای، زمناسب هستند

 دیکار و تول یهانهیهزکنترل شده و در خودکار  مهین ایخودکار 
 [.1۰] دشوجویی میصرفه

در کشور،  مواد مخدرقاچاق خسارت ناشی از با توجه به 
المللی کشت خشخاش و نیز انحصاری بودن های بینمحدودیت

ی میهای دارویبرای استفاده مجوز کشت آن توسط سازمان ملل
ای )مانند درون شیشه شتهای کآوریفنکارگیری ه با ب توان

را تبایین ماده دارویی ارزشمند  (،بیوراکتورهانابجا در ریشه کشت 
 . این در مقیاس انبوه را تولید و نیاز صنایع دارویی را مرتفع نمود

 

 

های ریشهو تولید ماده تبایین از  سازی رشدپژوهش با هدف بهینه
 اه خشخاش کبیر در بیوراکتور انجام شده است.گی نابجا

 

 هامواد و روش
ژوهشکده گیاهان بانک بذر پبذر گیاه خشخاش کبیر از 

د. شتهیه ( MPISB-1328با کد )دانشگاهی  دارویی جهاد
 .بود انجمنه در کردستان ی مورد استفاده، منطقهبذرها منشأ

دت یک دقیقه به م نهاابتدا آ، برای استریل نمودن بذرهای گیاه
درصد به  ۲ سدیم سپس در هیپوکلریت درصد و ۷۰در الکل 

به منظور حذف هیپوکلریت . شدندور دقیقه غوطه 1۰مدت 
 با آب مقطر استریلمرتبه  ۵ عفونی شده،ضدبذرهای سدیم، 

بذرها بعد از ضدعفونی شدن، در محیط  .شستشو داده شدند
MS ۲/1  ش کبیرروزه گیاه خشخا ۲1 ساقهکشت و سپس 

. 1 شماره در آن قرار گرفت )شکل نابجا ریشه برای تولید
 1۰۰های حاوی در ارلن نابجای تولیدشدههای . ریشهالف(
 کشت شدند حاوی هورمون اکسین MSلیتر محیط مایع میلی

)دور در  ۹۰در شیکر انکوباتور با  و . ب(1شماره  )شکل
ساعت  1۶ی گراد و دوره نوردرجه سانتی ۲۵±۲، دمای دقیقه(
 .ساعت تاریکی قرار گرفتند 8یی و روشنا

بر رشد ریشه و حجم هوادهی و دما بررسی اثر به منظور 
راکتور در بیوخشخاش کبیر  نابجاهای تولید تبایین، ریشه

کشت  MSحیط کشت مایع لیتری حاوی م ۲دار حباب ستونی
جهت هوادهی و تولید حباب، در (. ۲ شماره شدند )شکل

آزمایش به این  ه بود.کتور یک اسپارژر تعبیه شدانتهای را
تصادفی با سه تکرار  قالب طرح کاملاً صورت فاکتوریل در

 سطح ۴بود و طی آن اثرات حجم هوادهی در  طراحی شده
(Volume air per Volume culture per Minute) vvm 

، 1۴سطح  ۴دما در فاکتور  همچنینو  ۴/۰و  ۲/۰، 1/۰، ۰۵/۰
در . مورد بررسی قرار گرفت گراددرجه سانتی ۳۲و  ۲۶، ۲۰

ها با استفاده از پایان آزمایش، تجزیه و تحلیل آماری داده
ای دانکن ها با روش چنددامنهمقایسه میانگینو  SASافزار نرم

 درصد انجام شد. ۵ احتمال در سطح
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 ، دوم، دوره هجدهمفصلنامه گياهان دارويي، سال 

 1398بهار ، هفتادم شماره مسلسل

 

و همكاران قوامي   

 

 
 در محیط کشت مایع نابجاهای کشت ریشهب. بیر ساقه گیاه خشخاش کالف. ریشه نابجای حاصل از ریزنمونه  -1 شماره شکل

 

 
 های نابجای تولید شده در بیوراکتور ستونی حبابدارریشه -۲شکل شماره 

 

 گیری تباییناندازه
آوری از های زیست توده ریشه نابجا بعد از جمعنمونه

یک گرم از بیوراکتور در آون خشک و سپس پودر شدند. 
 ۵لیتری ریخته و به آن میلی ۲۵۰ لننمونه پودر شده را داخل ار

 لیترمیلی ۷۵لیتر متانول و میلی ۲۵درصد،  ۲۵آمونیاک  لیترمیلی
 . ارلن محتوی نمونه و حلال را به مدت دشکلروفرم اضافه 

 قرار داده و بعد از نیم ساعتدقیقه در دستگاه اولتراسونیک  ۳۰
 بوسیله کاغذ صافی صاف شد و محلول صاف شده را به یک

. شدلیتری منتقل و با استفاده از روتاری خشک میلی ۲۰۰بالن 
 1۰لیترکلروفرم و میلی ۲۵به رسوبات باقیمانده داخل بالن 

محلول را این اسید سولفوریک یک نرمال اضافه شد.  لیترمیلی

ایجاد دو فاز مجزا، به یک دکانتور منتقل کرده و پس از 
د. با استفاده از شخارج  فازکلروفرمی )فاز پایینی( از دکانتور

 لیترمیلی ۲۵تنظیم و سپس با  1۰-11محلول روی  pHآمونیاک 
گیری از محلول د. برای آبشکلروفرم عمل استخراج انجام 

آوری شده، سدیم سولفات حاصل، به محلول کلروفرمی جمع
خشک شد.  اضافه و با دستگاه روتاری نمونه را کاملاً یدانیدر

لیتر متانول حل کرده مده را در یک میلیعصاره خشک به دست آ
کروماتوگرافی مایع با  جهت تزریق به دستگاه 1۰به  1به نسبت 

performance liquid -High) کارایی بالا

chromatography HPLC)( شد رقیق. 
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 ... سازی توليد تبايينبهينه

 

 جینتا

 نابجابر وزن خشک ریشه و دما  حجم هوادهیاثر 
 ینابجا هایشهیر خشکو دما بر وزن  یحجم هواده
 یداریمعنثیر أدر بیوراکتور تتولید شده  خشخاش کبیر

(۰1/۰P≤ )،و دما بر وزن  هوادهی حجم متقابل اثر اما داشتند
 . (1 شماره نشد )جدول دارینابجا معن هایشهیر خشک

 

 

در حجم به ترتیب  گرم ۳و  ۷/۲ شهیر خشکوزن  بیشترین
شد  مشاهده گرادیسانت درجه ۲۶ی دما و vvm ۲/۰ یهواده
در جدول مقایسه میانگین اثر متقابل  (.۲و  1 شماره های)شکل

 vvm یدر حجم هواده رمگ ۷/۳ شهیر خشکوزن  بیشترین
 (.۲ شماره جدولمشاهده شد ) گرادیسانت درجه ۲۶ یدما و ۲/۰

  ش کبیرجدول تجزیه واریانس اثر دما و حجم هوادهی بر صفات مورد ارزیابی ریشه نابجا خشخا -1جدول شماره 

 منابع تغییر درجه آزادی تبائین وزن خشک

 دما ۳ **11۰/۹۳۷ **8/۰۲8

 هوادهی ۳ **۶/1۹۳ **۲/۶۲۵

۰/1۲۴ ns ۰/۷۷8 ns ۹  هوادهی× دما 

1۵۴/۰  ۴۷۶/۰  خطا ۳۲ 

۰۶/18  ۹۷/18  
 

 ضریب تغییرات

 داری: عدم معنیnsدار در سطح یک درصد، معنی :**

 

 
 (≥۰۵/۰P) خشخاش کبیر نابجاهای بر وزن خشک ریشهحجم هوادهی اثر  مقایسه میانگین -1 شماره شکل

 
 

 
 (≥۰۵/۰P) خشخاش کبیر نابجاهای بر وزن خشک ریشه دمامقایسه میانگین اثر  -۲ شماره شکل
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 ، دوم، دوره هجدهمفصلنامه گياهان دارويي، سال 

 1398بهار ، هفتادم شماره مسلسل

 

و همكاران قوامي   

 

 نابجابر میزان تبایین ریشه  حجم هوادهی و دمااثر 

 خشخاش ینابجا هایشهیر میزان تبایین و دما بر یاثر حجم هواده
 حجم متقابل اثر اما دار بود،یدرصد معن کیکبیر در سطح احتمال 

 .(1نبود )جدول شماره  دارینابجا معن هایشهیر تبایینو دما بر  هوادهی
نابجا  هاینتایج نشان داد که با افزاایش حجم هوادهی میزان تبایین ریشه

 ۲/۰ یادهدر حجم هونابجا  شهیر میزان تبایین نیبالاتر یابد وافزایش می
vvm (۴۵/۴ گرمگرممیلی / ) (. بیشترین۳ شماره )شکلد شمشاهده 

مشاهده  گرادیسانت درجه ۲۶ یدر دما  / گرمگرممیلی   ۷/۷میزان تبایین 
متقابل دما و حجم  جدول مقایسه میانگین اثر (.۴شکل شماره شد )

حجم  در / گرمگرممیلی ۷۴/8میزان تبایین  هوادهی نشان داد که بیشترین
جدول مشاهده شد ) گرادیسانت درجه ۲۶ یدما و vvm ۲/۰ یهواده

  (.۲شماره 
گراد میزان تبایین ریشه به طور سانتی درجه ۲۶به  ۲۰با افزایش دما از 

گراد کاهش درجه سانتی ۳۲داری افزایش و سپس با افزایش دما به معنی
درجه  ۲۶دمای در نابجا  شهیر یافت. به هر حال بیشترین میزان تبایین

درجه  1۴و کمترین میزان تبایین در دمای ( / گرمگرممیلی ۷/۷)گراد سانتی
(. ۴ شماره )شکل/ گرم( مشاهده شد گرممیلی ۷/۰گراد )سانتی

 آمده است. ۵شماره  در شکل نابجااز ریشه  تبایین HPLC کروماتوگرام
 

 م هوادهی بر مقدار وزن خشک و تبائین ریشه نابجا خشخاش کبیرجدول مقایسه میانگین اثر متقابل دما و حج -۲جدول شماره 

 )درجه سانتیگراد( دما  (vvm)حجم هوادهی  (/ گرمگرممیلی) تبانین )گرم( وزن خشک

g8۶/۰ g۶۵/۰ ۰۵/۰ 

14 
g۰۳/1 g۷1/۰ 1/۰ 

efg۴۴/1 g۹1/۰ ۲/۰ 

fg1۵/1 g۷۲/۰ 4/۰ 

def8۴/1 fg1۷/1 ۰۵/۰ 

۲۰ 
cd۳۰/۲ efg۷۳/1 1/۰ 

ab۲8/۳ de8۲/۲ ۲/۰ 

bc۹۹/۲ def۲۶/۲ 4/۰ 

cd۳۶/۲ b۳۵/۶ ۰۵/۰ 

۲۶ 
bc۹۶/۲ a۹۴/۷ 1/۰ 

a۷۰/۳ a۷۴/8 ۲/۰ 

bc۹۶/۲ a۷۶/۷ 4/۰ 

efg۴۶/1 de8۲/۲ ۰۵/۰ 

۳۲ 
def8۳/1 d۴۵/۳ 1/۰ 

cd۵۶/۲ bc۳۵/۵ ۲/۰ 

de۰۴/۲ c۷۳/۴ 4/۰ 
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 (≥۰۵/۰P) خشخاش کبیر نابجاهای بر تبایین ریشه دمامقایسه میانگین اثر  -4 شماره شکل

 

 
 تبایین از ریشه نابجا خشخاش کبیر کروماتوگرام -۵شکل شماره 

 

 بحث

در  نابجاهای واملی که روی انتقال اکسیژن به ریشهع
ثر هستند، باید در طراحی بیوراکتور برای تولید ؤبیوراکتور م

هوادهی مناسب . های ثانویه مورد بررسی قرار گیرندمتابولیت
در بیوراکتورها  نابجاهای ثر در کشت ریشهؤیکی از عوامل م

نتایج مین اکسیژن برای بافت گیاهی دخالت دارد. أاست که در ت
 ۲/۰تر از حجم هوادهی کمتر و بیشاین تحقیق نشان داد که 

vvmها مناسب ، برای تولید زیست توده و انباشت متابولیت
بیوراکتورهای  نیست. علت آن ممکن است این باشد که در

مین اکسیژن مورد نیاز، اختلاط و أستون حبابدار، علاوه بر ت
شود. همگنی محیط کشت مایع نیز توسط هوادهی انجام می

تنها اکسیژن کافی  های هوادهی پایین، نهنتیجه، در سرعتدر
شود بلکه اختلاط و همگنی مین نمیأها تبرای مصرف ریشه

 د. بنابراین، شوطور ضعیف انجام می محیط کشت مایع نیز به
 

 

. های هوادهی پایین کمتر خواهد بودمیزان رشد در سرعت
 همچنین سرعت بالای هوادهی ممکن است منجر به خروج

2CO که ممکن است  شودراکتور ر از بیواو نیز برخی مواد فر
همچنین، سرعت . ثر باشندؤم نابجاهای در رشد و نمو ریشه

در نتیجه اختلاط و گردش شدید محیط کشت  هوادهی بالا و
مایع، منجر به آسیب برشی و شکستن دیواره سلولی و در 

شود. تجمع بقایای سلولی و نتیجه تجمع بقایای سلولی می
شود که کف در بیوراکتور می های مرده منجر به ایجادسلول

این امر باعث چسبیدن این مواد در دیواره ظرف کشت شده و 
های مویین ای در سطح ریشهاز طرف دیگر باعث تشکیل لایه

ها تواند از رسیدن اکسیژن و مواد مغذی به ریشهشده که می
 نتیجه شرایط کشت همگن را مختل کندجلوگیری کرده، در

ثیر سرعت هوادهی بر میزان أشده روی ت العات انجاممط .[11]
است که میزان تولید  های ثانویه نشان دادهتولید متابولیت
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عنوان  یابد، بهمتابولیت با افزایش سرعت هوادهی کاهش می
های نابجای گیاه سرخارگل ای روی ریشهمثال در مطالعه

میزان تولید اسید شیکوریک، با افزایش است که  مشخص شده
 یابدکاهش می vvm ۳/۰تا  vvm 1/۰دهی از سرعت هوا

تایج این آزمایش نشان داد که تولید کمتر اسید . ن[1۲]
ناشی از  تواندهای بالای هوادهی میشیکوریک در سرعت

های مویین، های مکانیکی وارد شده به ریشهعواملی مانند تنش
های کاهش حجم محیط کشت و در نتیجه تغییر غلظت ترکیب

ر تولید شده توسط او نیز خروج گازها و مواد فرمحیط کشت 
 .ثرندؤمثانویه  هایتولید متابولیت برهای مویین باشد که ریشه

 ستیزبیشترین  ،سینگنابجای گیاه جین شهیر کشتدر 
ه ب vvm ۰۵/۰نسبت به  vvm 1/۰ یهواده حجمتوده در 

 ،vvm ۳/۰ی تا هواده مقدار شیهمراه با افزادست آمد و 
تاتوره، ریشه در کشت  .[1۳] یافتکاهش  توده ستیز زانیم

موجب کاهش قابل توجهی  vvm 1/۰هوادهی بالاتر از  حجم
در مقدار تولید متابولیت شد، در حالی که حداکثر رشد و تولید 

به در تحقیقی  .[1۴] دست آمده ب vvm ۶/۰در حجم هوای 
ریشه سازی سیستم کشت برای تولید هاپیریسین از منظور بهینه

دار برای بررسی اثر حجم نابجا، از بیوراکتورهای بالنی حباب
هوا و دانسیته تلقیح بر قابلیت تولید و محتوای هایپیریسین در 
 طول کشت ریشه نابجا استفاده شد. تولید هایپیریسین با 

 

 [.1۵] بهبود یافت (vvm 1/۰افزایش حجم هوا )
پس  کبیر،نابجای خشخاش ریشه رشد ثیر دمای بر روی أت

 یدمادر ها تشکیل ریشه کاهشهفته ارزیابی شد.  ۴از حدود 
باشد. در  یسلول میتقسروند در  ریخأت لیبه دل تواندیم نییپا

 های نابجای خشخاش کبیرریشه حاضر، قرار گرفتن پژوهش
 افرایش نسبی وزن ترموجب  گرادیدرجه سانت ۲۶دمایدر 

سرعت رشد  شی( افزا۲۰۰۹همکاران ) و یشد. ل شهیر
 گرادیدرجه سانت ۳۰بالاتر از  یرا در دماسینگ ی جینهاشهیر

جذب  بهینه، یاست که دما ه. گزارش شد[1۶]نشان دادند 
 [.1۷،18] دهدیم شیکشت را افزا طیموجود در مح یهانیاکس

 
 گیریتیجهن

برای افزایش  نابجاهای بهینه کردن شرایط تولید ریشه
ثره در بیوراکتور امری ضروریست. ؤبیوماس و مقدار مواد م

که در توسعه  استترین عواملی از مهمیکی سرعت هوادهی 
باید مورد توجه قرار  نابجاهای بیوراکتور برای کشت ریشه

گیرند. در این پژوهش مشخص شد که مقدار هوادهی 
۲/۰vvm   برای تولید بیوماس و گراد درجه سانتی ۲۶و دمای

در بیوراکتور  یرخشخاش کبگیاه  ابجاینهای در ریشهتبایین 
 .ستون حبابدار مناسب هستند
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Abstract  

Background: Nowadays, the optimization of the culture conditions in bioreactors is considered 

as an approach to produce secondary metabolites such as thebaine. 

Thebaine is the dominant alkaloid in Iranian poppy that is used as a precursor for the synthesis of 

analgesic compounds. 

Objective: Optimization of culture conditions of Papaver bracteatum adventitious roots in 

bioreactor for the scale-up thebaine production. 

Methods: In this study, adventitious roots was induced from the stem explants and then 

cultured in a bubble column bioreactor. The research was conducted as a factorial experiment 

based on randomized complete design. The bioreactor temperatures were 14, 20, 26 and 32 °C, as 

well as aeration volumes were 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 vvm. 
Results: The results showed that the temperature and aeration volume had significant effect on 

root fresh weight and thebaine content. The highest root dry weight was related to aeration 

volume of 0.2 vvm and temperature of 26°C. The maximum content of thebaine was observed in 

aeration volume of 0.2 vvm and temperature of 26°C. 
Conclusion: According to the results, aeration volume and temperature were two important 

factors for large-scale production of Papaver bracteatum biomass and thebaine in bioreactor 

conditions. 

 

Keywords: Papaver bracteatum, Adventirious root, Bioreactor, Thebaine 
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