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摘要! 建立了水产品中 : 种 ,W?关联化合物的离子对反相高效液相色谱#/?C*?-3$检测方

法!确定了缓冲液的最佳 N1&流速和浓度!并对方法的准确度&精确度和检测限进行了测定"

采用 #%m的高氯酸分离提取样品!用A(1溶液中和后进行1?-3分析" 采用TF_]̂S$:@" 色

谱系统!Ẁ]̂E5 (;0C$ 1IN]̂SG6#$"% EEg=7: EE!"

#

E$色谱柱!柱温为 $" [%以 #%m甲醇!

@%m %7%" E56>-磷酸盐溶液为流动相!磷酸盐溶液含 @ EE56>-四丁基氢氧化氨#WV,$!并

用 # E56>-的磷酸调 N1至 :7"!采用等度洗脱!流速为 %7@ E->EGK%检测波长为 $"= KE" 结

果表明': 种,W?关联化合物在 #! EGK内完全分离%在 $ Y=%%

#

L>E-范围内线性关系良好!

相关系数在 %7@@@ = Y#7%%% % 之间%方法最低检测限#信噪比0>+e!$在 %7# Y%7=

#

L>E-之

间%加标平均回收率为 D$7$m Y##%7%m!相对标准偏差为 =7$m Y@7"m" 本方法可用于水产

品中,W?&,;?&,U?&/U?&1b和1b*等 : 种,W?关联化合物的同时测定和分析"

关键词! 水产品% 离子对反相高效液相色谱% ,W?关联化合物

中图分类号! W0$"=7<&&&&&&&文献标志码',

&&,W?关联化合物#,W? ]̂6F_]R Q5EN5OKRS$是

由嘌呤碱基(嘧啶碱基(尼克酰胺等与糖磷酸酯组

成的一类化合物"如肌苷酸#GK5SGKGQFQGR"/U?$(

三磷酸腺苷#FR]K5SGK]_̂GN`5SN`F_]",W?$(二磷

酸腺苷 #FR]K5SGK]RGN`5SN`F_]" ,;?$(腺苷酸

#FR]K5SGK]E5K5N`5SN`F_]",U?$(次黄嘌呤核苷

#GK5SGK]"1b*$和次黄嘌呤 # `IN5bFK_̀GK]"1b$

等+ 它们是水产动物肌肉核苷酸的主要成分"与

水产原料的风味和新鲜度紧密相关)#*

+ 在风味

方面"如,U?有着压抑苦味的特性"能使食物产

生理想的甜味和咸味"是水产食品中良好的风味

增强剂+ 而与 ,U?所产生的鲜味相反",W?降

解的一种产物,,,次黄嘌呤会产生苦味)$*

+ 肌

苷酸#/U?$是主要的呈味核苷酸"作为新型的食

品添加剂"已逐渐广泛应用于食品调味中)!*

+

/U?增加食品鲜味的能力比谷氨酸钠强 =% 倍"它

与味精合用具有协同作用"含 $m YDm肌苷酸的

味精通常称为强力味精)=*

+ 在鲜度方面"一般认

为鱼死后鱼肉内 ,W?依次降解为 ,;?(,U?(

/U?(1b和1b*"其中 1b*(1b 量之和对 ,W?关

联化合物总量的比值即为 =值)" 9:*

+ =值的大

小"能反映鱼体在僵硬至自溶阶段的不同鲜度"国

外学 者)< 9@* 对 冰 藏 期 间 竹  鱼 # 30'"%*0*+

8'$#/-"*+$(虹鳟#./"#0%1/"%*+)12-++$(黄鳍金

枪鱼#3%*//*+'(9'"'0;+$等研究表明=值能作为

评价鱼肉鲜度的一个重要化学指标"如今 =值作

为一个重要鲜度指标已经被广泛应用于鱼类品质

评价)#% 9##*

"因此"快速准确检测出鱼体中的 ,W?

关联化合物对水产原料的风味和新鲜度有很重要

的意义+

目前国内外测定 ,W?关联化合物含量的方

法主要有离子交换液相色谱法)#$*

(毛细管电泳

法)#!*和反相液相色谱法)#= 9#:*等+ 高效毛细管电

泳法对各种呈味核苷酸的分辨率较高"但仪器昂
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贵'离子交换色谱法对核苷酸等兼性离子化合物

能很好地分离"但其需要对分离柱进行平衡#再

生$"且分析时间较长'反相高效液相色谱法具有

快速(操作简便的优点"是目前生物(食品等研究

领域主要使用的方法)#< 9#@*

"但以往的反相高效液

相色谱法分离的核苷酸有的种类有限"有的分析

时间过长)$% 9$!*

+ 特别是水产品中 : 种 ,W?关联

化合物分离测定"一直没有一种快速稳定可靠的

高效液相色谱检测方法+ 本实验采用离子对反相

液相色谱仪对水产品中 : 种 ,W?关联化合物进

行快速分离测定"并对方法进行了验证+

#&材料与方法

!"!#主要仪器和材料

TF_]̂S$:@" 高效液相色谱系统#美国TF_]̂S

公司$"配套 TF_]̂S$@@: 二极管阵列检测器及

2EN5J]̂色谱管理软件'美国 Ẁ]̂E5 (;0C$

1\?2*0/-#=7: EEg$"% EE""

#

E$色谱柱'岛

津A)V(W,"$% 离心机'岛津 0AD$%% 1?超声

仪'U/--/CZ去离子水纯化系统#美国 UG66GN5 ]̂

公司 $' 日 本 \,U,W( 匀 浆 机' 分 析 天 平

# U2WW-2* W(-2;( ,V#%=C+ $' 瑞 士

U2WW-2*W(-2;(酸度计#N1计$+

实验用的鲜活水产品均购置于上海市芦潮港

菜市场"处理后于9$% [冰箱冻藏+

!"$#试剂

标准品,W?",;?",U?"/U?"1b*和 1b 均

购自0GLEF公司'甲醇为1?-3级'实验用水为超

纯水'磷酸氢二钾"磷酸二氢钾"高氯酸#?3,$"

氢氧化钾"四丁基氢氧化氨#WV,$"磷酸"均为分

析纯+

!"%#一般色谱条件

色谱柱!美国 Ẁ]̂E5 (;0C$ 1\?2*0/-#=7:

EEg$"% EE""

#

E$色谱柱'流动相!,为甲醇

溶液"V为 %7%" E56>-磷酸二氢钾和磷酸氢二钾

## n# $ 溶液"含 @ EE56>-四丁基氢氧化氨

#WV,$"用磷酸调 N1至 :7"'等度洗脱'流速!%7@

E->EGK'柱温!$" ['进样量!#%

#

-'检测波长!

$"= KE+

!">#标准溶液的配制及标准曲线

用超纯水配制 : 种 ,W?关联化合物标准系

列溶液 $"#%"$"""%"#%%"=%%

#

L>E-"分别取 #%

#

-进行液相色谱测定"根据保留时间"以所测色

谱的峰面积或峰高与其相应的核苷酸浓度作图"

并绘制标准工作曲线+

!"O#样品制备

,W?及 其 降 解 产 物 的 提 取 主 要 参 考

\(-(\,U,等)$=*

"并略作修改"取解冻好的样

品 "7% L"加入预冷 #% E-的 #%m的高氯酸

#?3,$溶液打浆 $ EGK"用玻璃棒搅拌均匀"在 =

[下 " %%% >̂EGK 离心 #% EGK"取上层清液过滤至

密封瓶"得到的沉淀物用加入预冷的 "m ?3,溶

液再进行浸提(离心等操作两次"合并上清液+ 然

后用A(1溶液将其中和至 N1:7"+ 中和时"先

用 #% E56>-的 A(1溶液"待接近至所需的 N1

时"改用 # E56>-的A(1溶液调节+ 用已中和的

#m?3,溶液#N1:7"$将其定容到 "% E-容量瓶

中"过滤除去高氯酸钾结晶"再通过孔径为 %7="

#

E滤膜过滤"用 1?-3进样分析+ 剩余样品于

9$% [保存"测定时"先将样品溶解"上机进样

分析+

!"P#数据处理

V#

/.[

/ 000B

式中"W为样品中 : 种 ,W?关联化合物的含量

#L>cL$'?为由工作曲线上查出的样品测定液中

相当于 : 种 ,W?关联化合物的浓度#

#

L>E-$'C

为样品提取液的体积 #E-$')为样品的质量

#L$+

$&结果

$"!#提取方法

预备实验采用盐酸(甲醇(正丁醇(丙酮(三氯

乙酸(高氯酸等溶剂作为提取溶剂进行试验"发现

#%m的高氯酸溶液提取效果较好"回收率达到

<%m以上"可以满足检测要求+

$"$#波长选择

实验对 : 种 ,W?关联化合物用流动相稀释

后"进行了波长扫描"发现有 !种物质在 $=D KE附

近有最大吸收峰"另外 ! 种物质在 $"@ KE附近有

最大吸收峰"而在 $"= KE处 : 种,W?关联化合物

均有较大的吸收峰#图 #$+ 通过实验发现"在波长

$"= KE下 :种,W?关联化合物的峰型对称"各个

峰相互达到了完全分离"而且不受流动相干扰+ 在

1?-3分析过程中"各个峰相互分离情况主要受不

同缓冲溶液(WV,浓度(甲醇浓度和 N1的影响+

#&*$
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图 !#P 种A&S关联化合物的扫光谱图

I.4"!#G,'22.24 +/*,0-8913P A&S-*:'0*7,19/1827+

$"%#不同缓冲溶液对 P 种A&S关联化合物含量

测定的影响

用反相色谱分离酸性或碱性组分要求流动

相为酸性或碱性"或者加入缓冲液+ 本研究分

别比较了 %7%" E56>-A1

$

?(

=

和A

$

1?(

=

##n#$

和 %7%" E56>-乙酸铵两种缓冲溶液对测定的影

响"通过实验发现"乙酸铵缓冲液只可分离出部

分物质"有几种物质未分离出来"且峰型不好

#图 $$'选用 %7%" E56>-磷酸盐缓冲液可将目

标物完全分离+ 实验过程中"分别配制 %7%#(

%7%$(%7%!(%7%=(%7%"(%7%: E56>-的 A1

$

?(

=

C

A

$

1?(

=

缓冲液"考察在不同磷酸盐浓度的情况

下的洗脱情况+ 流动相浓度在 %7%# Y%7%!

E56>-时"出峰时间相对较长"峰形较差"有的峰

还有拖尾现象'随着浓度的提高"在 %7%= Y%7%:

E56>-时": 种标准物可以得到较好的分离"峰

型很好"出峰时间稳定"保留时间变短#图 !$+

这可能由于随磷酸盐浓度的增加"较高浓度的

流动相掩蔽 3#D 反相色谱柱硅羟基的二次作用

而减少了拖尾"由于较高的磷酸盐缓冲液浓度

对色谱柱有较大的伤害"因此选用 %7%" E56>-

的缓冲液浓度作为流动相浓度+

$">#&ZA浓度对 P 种 A&S关联化合物含量测

定的影响

现代离子对反相 1?-3理论认为"WV,与被

测物质形成离子对结合物"其作用是增加被测物

质与固定相的亲和力"结合 WV,越多的物质"被

洗脱物质出峰就越慢+ 低浓度的 WV,与被测物

结合后与固定相亲和作用小"易极早随流动相出

柱"分离效果差"WV,过量形成的离子对结合物

在固定相存留时间长"使洗脱时间过长+ 本研究

通过实验比较发现"在流动相中加入一系列浓度

的WV,"当流动相中WV,浓度为 : EE56>-时":

种物质分离不完全"相互有干扰#图 =$'当 WV,

浓度为 #$ EE56>-时"有峰出现重叠"且洗脱时

间延长"在 $% EGK 内不能完全出峰 #图 "$'当

WV,浓度为 @ EE56>-时": 种物质达最佳分离

#图 !$+

图 $#M"MO 91:aW乙酸铵缓冲溶液色谱图

I.4"$#TSWC,6-19'014-'91306*+'9/:*

8+.24 91(.:*/6'+*,120'.2.24 M"MO 91:aW

'9912.89',*0'0*(833*-

*&*$
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图 %#d 991:aW&ZA和 M"MO 91:aW

磷酸盐溶液色谱图

I.4"%#TSWC,6-19'014-'91306*+'9/:*

8+.24 91(.:*/6'+*,120'.2.24 d 991:aW

&ZA'27M"MO 91:aW+17.89

/61+/6'0*(833*-

图 >#P 991:aW&ZA和 M"MO 91:aW

磷酸盐溶液色谱图

I.4">#TSWC,6-19'014-'91306*+'9/:*

8+.24 91(.:*/6'+*,120'.2.24 P 991:aW

&ZA'27M"MO 91:aW+17.89

/61+/6'0*(833*-

图 O#!$ 991:aW&ZA和 M"MO 91:aW

磷酸盐溶液色谱图

I.4"O#TSWC,6-19'014-'91306*+'9/:*

8+.24 91(.:*/6'+*,120'.2.24 !$ 991:aW

&ZA'27M"MO 91:aW+17.89

/61+/6'0*(833*-

$"O#甲醇浓度的影响

腺苷酸在 $"= KE时保留时间过长"国外文献

报道多用乙腈来缩短)$"*

"但其价格昂贵且毒性

大"本实验用甲醇代之+ 结果表明"适当浓度的甲

醇完全能取代乙腈得到理想的结果+ 试验比较了

甲醇与 %7%" E56>-磷酸盐缓冲液的比例分别为

"n@"(#%n@%(#"nD"($%nD% 下对 : 种 ,W?关联化

合物测定的影响"结果发现"各种比例的甲醇和磷

酸盐缓冲液对 : 种 ,W?关联产物的出峰响应影

响不大"只是在出峰时间略有差异"考虑实验的效

率及防止柱压过高"本实验选择甲醇与 %7%" E56>

-磷酸二氢钠的比例为 "n@""出峰时间较早"峰型

也很好+

$"P#/T的影响

为了考察 N1对各物质洗脱速率的影响"实

验中逐渐增加流动相 # #%m甲醇" @ EE56>-

WV,$的 N1+ 结果显示"在一定范围内随着 N1

的升高"各物质的洗脱速度也逐渐加快+ 这是由

于 N1升高"WV,的离子化程度降低"样品离子在

流动相中与离子对作用降低"从而使得样品离子

在非极性柱的保留值降低+ 在所选择的离子对浓

度和甲醇浓度条件下"N1:7" Y:7D 范围内各物

质都可以得到很好的分离+

$"Q#方法性能指标

线性范围与检测限&&将浓度为 # %%%

#

L>E-的 : 种 ,W?关联化合物标准品"用超

纯水稀释成 $"#%"$"""%"#%%"=%%

#

L>E-的

梯度溶液"按 %一般色谱条件&中色谱条件检

测"以峰面积 7与浓度 W做标准曲线+ 经回归

分析": 种 ,W?关联化合物在 $ Y=%%

#

L>E-

范围内有良好的线性关系"其线性相关系数

#B

$

$均大于 %7@@@ !+ 根据信噪比"当色谱峰

的峰高为噪音 ! 倍时# !RMe!$ "确定最低检测

限'当色谱峰的峰高为噪音 #% 倍时 # !RMe

#%$ "确定定量限#表 #$ +

重复性实验&&对同一标准样品中 : 种,W?

关联化合物#"%

#

L>E-$"分别进行了 : 次重复实

验"得峰面积和保留时间#表 #$+ 由表 $ 可知"进

样 : 次所测得峰面积的*0;为 %7=#m Y%7:#m"

保留时间的*0;为 %7#"m Y%7=:m"表明该方法

重复性良好+

(&*$
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## 期 邱伟强"等!离子对反相高效液相色谱法同时检测水产品中 : 种,W?关联化合物 &&

表 !#线性相关系数"检测限和定量限

&'("!#C1--*:'0.12,1*33.,.*20+&:.9.0137*0*,0.12'27:.9.013N8'20.0'0.12

项目

G_]E

回归方程

]̂L ]̂SSG5K ]HOF_G5KS

线性相关系数

Q5^̂]6F_G5K Q5]aaGQG]K_

检测限>#

#

L>E-$

6GEG_5aR]_]Q_G5K

定量>#

#

L>E-$

6GEG_5aHOFK_G_F_G5K

1b 1e#: %#!,f: #$:7D

B

$

e%7@@@ D

%7# %7!

/U? 1e#= D$",9# @<%

B

$

e%7@@@ @

%7$ %7:

1b* 1e#$ %=@,9# #<=7D

B

$

e%7@@@ D

%7$ %7:

,U? 1e$% @=:,9: <@<7!

B

$

e%7@@@ <

%7$ %7:

,;? 1e< "!:E",f= %"#7=

B

$

e%7@@@ =

%7= #7$

,W? 1e#: $#:,9#! <$<

B

$

e%7@@@ "

%7= #7$

表 $#重复性试验

&'("$#J*/-178,0.12N8':.0< 1306*9*0617 ,

#

FG@&;_P

项目

G_]E

峰面积

N]Fc F̂]F

相对标准偏差>m

*0;

保留时间>EGK

]̂_]K_G5K _GE]

相对标准偏差>m

*0;

1b D%" "#@ X@:$ %7"$ =7!% X%7%# %7#"

/U? <!@ <<D X@%D %7=< =7<% X%7%# %7#:

1b* :%# :%D X<%% %7"# "7DD X%7%$ %7!%

,U? # %=% @!< X@@: %7=# <7$@ X%7%$ %7!%

,;? !<@ :DD X$!" %7=@ @7:< X%7%= %7=%

,W? <@: #"< X:=D %7:# #$7%@ X%7%" %7=:

&&回收率和精密度实验&&本实验以中华绒螯

蟹#N0-#"%;-0+-/;/+-+$作为样本+ 取适量标准品

加入到 "7% L样品中"使添加量相当于 $""#%% 和

=%%

#

L>L"按%样品制备&中所述步骤进行样品处

理"每个添加水平做 : 个平行"用外标法计算其实

际含量和加标平均回收率#表 !$+ 由表 ! 可知"

1b(/U?(1b*(,U?(,;?(,W?加标样后分析检

测的平均回收率为 D$7$m Y##%7%m"相对标准

偏差#*0;$为 =7$m Y@7"m"表明该方法回收率

和精密度都符合检测要求"可用于水产品中 : 种

,W?关联物的分析检测+

表 %#回收率试验

&'("%#J*,1E*-< 1306*9*0617 ,

#

FG@&;_P

项目

G_]E

加标量>#

#

L>L$

SNGc]R S_FKRF̂R

实际测出量>#

#

L>L$

a5OKR

平均回收率>m

E]FK ]̂Q58]̂I

相对标准偏差>m

*0;

1b

$"7% $<7% X#7D #%D7% "7<

#%%7% DD7: X$7@ DD7: D7:

=%%7% !<:7D X#7= @=7$ "7=

/U?

$"7% $<7" X%7" ##%7% D7"

#%%7% @=7@ X$7" @=7@ :7!

=%%7% =#:7$ X#7! #%=7# "7@

1b*

$"7% $=7" X%7@ @D7% "7!

#%%7% D$7$ X#7" D$7$ <7"

=%%7% !D%7# X%7< @"7# D7%

,U?

$"7% $=7< X#7$ @D7D @7"

#%%7% D"7# X#7@ D"7# <7$

=%%7% !":7D X%7: D@7$ :7@

,;?

$"7% $"7" X#7< #%$7% <7$

#%%7% D:7$ X$7$ D:7$ :7=

=%%7% !=%7D X#7D D"7$ "7=

,W?

$"7% $"7$ X$7% #%%7D :7"

#%%7% @!7= X%7@ @!7= =7$

=%%7% !"@7" X#7" D@7@ <7!

)&*$
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$"R#应用

将本方法应用于中华绒螯蟹中 ,W?关联化

合物含量的测定"取解冻好的中华绒螯蟹样品

"7% L"做 ! 个平行"按%样品制备&中所述步骤进

行样品处理"然后经微孔滤膜#%7="

#

E$滤过"按

色谱条件进样 #%

#

-得色谱图#图 :$"图 < 为添

加标准品后的中华绒螯蟹1?-3色谱图+ 以标准

曲线计算中华绒螯蟹中 : 种 ,W?关联化合物的

含量+ 结果显示"在9$% [冻藏 = R的中华绒螯蟹

中,W?含量为#%7=# X%7$@$

#

E56>L",;?含量为

##7!% X%7$D$

#

E56>L",U?含量为#$7=D X%7"%$

#

E56>L"/U?含量为#!7"D X%7@$$

#

E56>L"1b*

含量为 # #7%: X%7=< $

#

E56>L" 1b 含量为

# %7:< X %7<! $

#

E56>L+ 结 果 与 (3,+(C

1/d)2*,等)$:*报道的水产品中 ,W?关联化合

物含量相吻合+

图 P#实际样品$中华绒螯蟹%液相色谱图

I.4"P#TSWC,6-19'014-'913C6.2*+*

9.00*2,-'(+'9/:*

图 Q#标准添加液相色谱图

I.4"Q#TSWC,6-19'014-'913+'9/:*'77*7+0'27'-7

&&鲜度质量指标 =值是反映水产品初期鲜度

变化以及与品质风味有关的生化质量指标+ 一般

采用=值小于 $%m作为优良鲜度指标#日本用于

生食鱼肉的质量标准$"=值小于 :%m作为加工

原料的鲜度标准":%m YD%m为初期腐败鱼)#"$<*

+

测定其最终分解产物#次黄嘌呤核苷和次黄嘌

呤$所占总的,W?关联化合物的百分数即为鲜度

指标=值"可用下式表示!

'#6$ 7

H(KLH(

EMNLEONLEPNLQPNLH(KLH(

(/00

=值越小表示鲜度越好"=值越大则鲜度越差+

通过计算"得出在 9$% [冻藏 = R 的中华绒螯蟹

中的=值为 #:7=+ 小于 $%m"说明在 9$% [冻

藏 = R的中华绒螯蟹处于新鲜阶段+

!&讨论

采用甲醇C磷酸盐缓冲液作流动相"以四丁基

氢氧化氨为离子对试剂"用磷酸调 N1至 :7""采

用 Ẁ]̂E5 (;0C$ 1\?2*0/-色谱柱"在 $"= KE

处可同时将 : 种 ,W?关联化合物很好的分离出

来"峰型很好无拖尾现象+ 由于离子对试剂中的

阳离子可与核苷酸中的负电荷相互作用"而烷基

基团又可吸附于色谱柱固定相的十八烷基"造成

一定的保留时间"加大有机修饰因子的量可以减

弱这种疏水相互作用"核苷酸的洗脱顺序按其所

含电荷的多少排列"依次是次黄嘌呤(腺苷酸(次

黄嘌呤核苷(一磷酸核苷(二磷酸核苷(三磷酸核

苷'同时本研究也分别比较了磷酸盐缓冲液和乙

酸铵两种缓冲溶液对测定的影响"通过实验发现"

磷酸盐缓冲液不仅可将目标物完全分离"而且峰

型很好+

保留时间是定性依据"峰高或峰面积是定量

计算的参数"本研究 : 种,W?关联化合物保留时

间的*0;m均小于 !m"峰面积的 *0;m均小于

!m"在 $ Y=%%

#

L>E-的浓度范围内线性关系良

好"对水产品中 : 种,W?关联化合物作了加标回

收率测定"回收率为 D$7$m Y##%7%m"表明此法

重现性好"定性可靠"定量准确+ 本研究在 #! EGK

内分离测定了上述 : 种物质"获得满意结果"该方

法是一种简便快速(可靠的方法"并且实用性强+

参考文献!

) # *&沈月新"章超桦"薛长湖"等7水产食品学)U*7北

京!中国农业出版社"$%%#!#"@ 9#@=7

) $ *&V*2U+2*1,"(--2\'"0W,W1,U ',";&'(7

+OQ6]5_GR]QF_FP56GSE!GKa6O]KQ]5K _̀]S_5 F̂L]6Ga]5a

_̂5NGQF6SN]QG]S5aaGS̀ â5E_̀]+5 _̀̂T]S_0̀]6a5a
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Q5EN5OKRSGK 8F̂G5OS_GSSO]S5a5IS_]̂ RO ĜKL GQ]
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