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摘要!采用石油醚#乙酸乙酯和正丁醇对黄蜀葵花乙醇提取

物进行分级萃取!得到石油醚相#乙酸乙酯相#正丁醇相和水

相
(

个不同极性成分$采用
'BBM

*清除#*
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清除试验考察了其抗氧化活性!研究了正丁醇相对

*
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和
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诱导
'>Z

氧化损伤的保护作用!并利用

MBUJ

"

aR

对正丁醇中黄酮类物质进行了鉴定$结果表

明(黄蜀葵花黄酮主要富集于乙酸乙酯相和正丁醇相'乙酸乙

酯相对
'BBM

*的清除能力最好!
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的清除能力较好!
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氧化损伤都有保护作用'正丁醇相中含有
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种黄酮

类化合物$
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自由基是人体生物反应中产生的一类代谢产物%正常情

况下处于动态平衡%但由于大气污染)紫外线照射以及不良

生活习惯等因素%常使人体内自由基过剩%从而引发
'>Z

氧

化损伤%导致衰老和各种疾病&大量研究*

#V;

+表明%黄酮类

化合物具有较强的抗氧化作用%能够通过多种方式有效地清

除自由基%从而预防)治疗疾病%减缓人体衰老等&而天然抗

氧化剂的应用在食品)医药和化妆品行业日益凸显其优势&

黄蜀葵花为锦葵科秋葵属植物黄蜀葵的干燥花&黄蜀

葵花含有黄酮类)还原糖类)鞣质)长链烃类化合物)多糖类

化合物以及其他化学成分*
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%其中黄酮类化合物为黄蜀葵花

主要活性成分&研究表明黄蜀葵花黄酮具有降血糖*
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)改善

肾纤维化*
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)保护心肌损伤*
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+和促进血管新生*
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+等生物活

性%但有关黄蜀葵花黄酮对
'>Z

氧化损伤的保护作用尚未

见报道&

本研究拟利用不同极性溶剂对黄蜀葵花乙醇提取物进

行分级萃取%得到不同极性部位%并通过清除
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试验进行抗氧化活性筛选%对活性较好的部

位进行.
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诱导的
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氧化损伤的研究%并对该

组分的黄酮类物质进行鉴定%为黄蜀葵花黄酮的药用机理研

究提供理论依据&
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下超声提取
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%抽滤%将滤液减压浓缩得浸膏&将浸膏冷冻干燥得

黄蜀葵花粗提物!
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#%再将其用适量水分散%依次用石油

醚)乙酸乙酯)正丁醇进行少量多次的萃取%直至萃取相颜色

较浅%将各相浓缩除尽溶剂后%干燥得到石油醚相!
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取相固体%测各相得率及黄酮含量&将各萃取相均用水超声

溶解%并配制成不同浓度样品备用&

%X

F

#

F

"

k#""P

% !

#

#

式中"

%

'''得率%

P

$

F

#

'''各萃取相质量%

.

$

F

"

'''粗提取物质量%

.

&

#<;<!

!

黄酮含量的测定
!

以芦丁为标准品%采用
>4>O

!

'

Z6

!

>O

;

#

;

'

>4OM

法*

0

+得到标准曲线
"X##<$(A1#7V

"<"";"(

!

Q

!

X"<0001

#&将各萃取相配制成相应浓度%分别

测定其吸光度%根据式!

!

#计算黄酮含量&

0X

7k#kY

F

% !

!

#

式中"

0

'''黄酮含量%

3

.

(

.

$

7

'''稀释后样品溶液黄酮浓度%

3

.

(

3U

$

#

'''稀释倍数$

Y

'''体积%

3U

$

F

'''样品质量%

.

&

#<;<;

!

黄蜀葵花各萃取相对
'BBM

.清除能力测定
!

参考文

献*

#"

+%在
#"3U

离心管中加入
#3U

不同浓度的萃取相溶液

和
(3U"<"(3

.

(

3U

的
'BBM

溶液%混合均匀%室温下避光反

应
;"35E

%在
A!"E3

处测定吸光度%以
=

*

为阳性对照&

5

#

X

#V

"

#

V"

!

"

"

! #

k#""P

% !

;

#

式中"

5

#

'''

'BBM

清除率%

P

$

"

#

'''

#3U

萃取相溶液
l(3U'BBM

溶液的吸光度$

"

!

'''

#3U

萃取相溶液
l(3U

乙醇的吸光度$

"

"

'''

#3UM

!

Ol(3U'BBM

溶液的吸光度&

#<;<(

!

黄蜀葵花各萃取相对.

OM

清除能力测定
!

参考文

献*

##

+%在
#"3U

离心管中依次加入
#3U"<1A3396

(

U

邻

二氮 菲 溶 液)

! 3U

磷 酸 缓 冲 溶 液 !

-

M X1<(

#)

# 3U

"<1A3396

(

U

的
&?RO

(

溶液)

#3U

不同浓度萃取相溶液%最

后加入
#3U"<"#P M

!

O

!

%振荡摇匀%在
;1Q

下水浴
#8

%于

A#"E3

处测吸光度%以
=

*

为阳性对照&

5

!

X

"

!

V"

#

"

;

V"

#

k#""P

% !

(

#

式中"

5

!

'''.

OM

清除率%

P

$

"

#

'''

#3U

邻二氮菲
l!3U

磷酸缓冲溶液
l#3U

&?RO

(

l#3UM

!

Ol#3UM

!

O

!

的吸光度$

"

!

'''

#3U

邻二氮菲
l!3U

磷酸缓冲溶液
l#3U

&?RO

(

l#3U

萃取相溶液
l#3UM

!

O

!

的吸光度$

"

;

'''

#3U

邻二氮菲
l!3U

磷酸缓冲溶液
l#3U

&?RO

(

l!3UM

!

O

的吸光度&

#<;<A

!

黄蜀葵花各萃取相对
M

!

O

!

清除能力测定
!

参考文

献*

#!

+%在
#"3U

离心管中加入
("3396

(

UM

!

O

!

磷酸缓冲

溶液!

-

MX1<(

#

"<A3U

%萃取相溶液
"<A3U

%用
B[R

!

-

MX

1<(

#稀释到
/3U

%混匀%静置反应
#A35E

%在
!;"E3

处测其

吸光度&

5

;

X

!

#V

"

#

V"

!

"

"

#

k#""P

% !

A

#

式中"

5

;

'''

M

!

O

!

清除率%

P

$

"

#

'''

"<A3UM

!

O

!

l"<A3U

萃取相溶液
l13UB[R

的吸光度$

"

!

'''

"<A3U

萃取相溶液
l1<A3UB[R

的吸光度$

"

"

'''

"<A3UM

!

O

!

l1<A3UB[R

的吸光度&

#<;<$

!

黄蜀葵花正丁醇相对.

OM

诱导
'>Z

氧化损伤的保

护作用
!

参考文献*

#;

+%在微量荧光比色皿中依次加入
#

#

U

#""E

.

(

#

U'>Z

)

#"

#

U"<#396

(

U

!

>M

(

#

!

&?

!

RO

(

#

!

溶液)

#"

#

U"<#1396

(

U

的
2'TZ)!>4

溶液)

#"

#

U"<"#AP M

!

O

!

溶液)

#"

#

U#"3

.

(

3U=

J

溶液)

#"

#

UZ&[

溶液)

("

#

U#k

T2

缓冲溶液及
"<A

#

Ub96HF5?K

染料%混匀后静置
A35E

%荧

光测定条件为"狭缝
MHXAE3

%

MNX#"E3

%在激发波长

(/$E3

下扫描
A""

"

1""E3

范围内的荧光强度&

#<;<1

!

黄蜀葵花正丁醇相对
M

!

O

!

诱导
'>Z

氧化损伤的保

护作用
!

参考文献*

#(

+%在微量荧光比色皿中依次加入
#

#

U

'>Z

)

#

#

U;"P M

!

O

!

溶液%

A

#

U

待测
Z&[

溶液%

0A

#

U#k

T2

缓冲溶液以及
"<A

#

Ub96HF5?K

溶液%混匀后放置
#"35E

%

再置于紫外灯下照射
#"35E

%荧光测定条件同
#<;<$

&

#<;</

!

黄蜀葵花正丁醇相的
MBUJ

'

aR

解析
!

Z&[

用甲

醇溶解%进行
MBUJ

'

aR

分析&液相色谱条件"

[2MJ

#/

柱

$;#

提取与活性
!

!"#1

年第
!

期



!

!<#33k#""33

%

#<1

#

3

#$流动相"乙腈'

"<#P

甲酸$梯

度洗脱%流速"

"<;3U

(

35E

$柱温"

(AQ

$进样量"

A

#

U

$记录

!""

"

(""E3

紫外光谱&质谱条件"负离子模式$检测范围

!

N

(

Z

#"

#""

"

#"""

$毛细管电压"

;<AC=

$锥孔电压"

;"=

$离

子源温度"

#"" Q

$脱溶剂温度"

(""<" Q

$脱溶剂气流量"

1""U

(

8

$喷雾气流量"

A"U

(

8

$检测电压"

#/""=

&

!

!

结果与分析
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各萃取相得率及黄酮含量

由表
#

可知%经萃取后水相的得率达到
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%但黄酮

含量仅仅是
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0A<!;;P

%

/1<!AP

%而
Z&B

和
Z&Y

对
'BBM

.的清除率低于
A"P

&

(

个萃取相中
Z&2

的清除能力最好%接近
=

J

的清除能力&

图
#

!

各萃取相对
'BBM

*的清除作用

&5

.

:D?#

!

R*4F?E

.

5E

.

?GG?*,9G?L,D4*,+9EGD??

D4H5*46'BBM

*

!<;

!

黄蜀葵花各萃取相对"

OM

的清除能力

由图
!

可知%各萃取相对.

OM

的清除率随着质量浓度

的增大而增强&

Z&[

和
Z&2

对.

OM

的清除能力高于
Z&B

和
Z&Y

&当样品质量浓度达到
"<(3

.

(

3U

时%

Z&[

和
Z&2

对.

OM

的清除率均高于
0AP

%

Z&Y

的清除率为
A$<;;P

%

而
Z&B

对.

OM

的清除率不足
A"P

%表明
Z&[

和
Z&2

有

较强的清除.

OM

的能力&

!<(

!

黄蜀葵花各萃取相对
M

!

O

!

的清除能力

由图
;

可知%在测定的质量浓度范围内%随着质量浓度

图
!

!

各萃取相对*

OM

的清除作用

&5

.

:D?!

!

R*4F?E

.

5E

.

?GG?*,9G?L,D4*,+9EGD??

D4H5*46

*

OM

图
;

!

各萃取相对
M

!

O

!

的清除能力

&5

.

:D?;

!

T8?+*4F?E

.

5E

.

4*,5F5,

I

9G?L,D4*,+9EM

!

O

!

的增大%各萃取相对
M

!

O

!

的清除能力也增强&当质量浓度

为
#<"3

.

(

3U

时%

Z&B

和
Z&Y

的清除率比较低%而
Z&2

和

Z&[

的清除率接近
0"P

%

Z&2

和
Z&[

的
17

A"

值分别为

"<$!/A

%

"<A1A13

.

(

3U

&

!<A

!

Z&[

对"

OM

诱导的
'>Z

氧化损伤的保护作用

由图
(

可知%

b96HF5?KV'>Z

在波长
A;!E3

左右有最

大发射光谱%在没有.

OM

氧化损伤
'>Z

时%其荧光强度为

!A/</;$/4<:<

$引入.

OM

后%

'>Z

的双螺旋结构遭到破坏%

影响
'>Z

和染料
b96HF5?K

之间的能量传递%导致体系荧光

强度降低%此时荧光强度为
$#<;!(14<:<

&由图
A

可知%加入

Z&[

溶液后%荧光强度增强%说明样品溶液的存在减弱了

图
(

!

Z&[

对*

OM

诱导的
'>Z

氧化损伤的保护作用

&5

.

:D?(

!

BD9,?*,59E9GZ&[9E

*

OM)5EH:*?H

9L5H4,5F?'>ZH434

.

?

1;#

第
;;

卷第
!

期 黎
!

望等"黄蜀葵花黄酮抗氧化性及对
'>Z

氧化损伤的保护作用
!



图
A

!

不同质量浓度时
Z&[

体系的最大荧光强度

&5

.

:D?A

!

T8?34L53:3G6:9D?+*?E*?5E,?E+5,

I

9GZ&[

+

I

+,?34,H5GG?D?E,*9E*?E,D4,59E

.

OM

对
'>Z

的氧化损伤程度&

Z&[

浓度低于
"<#!3

.

(

3U

时%随着样品溶液质量浓度的增加%其荧光强度增强%即对

'>Z

氧化损伤的保护作用增强%当浓度超过
"<#!3

.

(

3U

时%对
'>Z

氧化损伤的保护作用随着
Z&[

浓度的增加而减

弱&出现此现象的原因是"质量浓度低时%

Z&[

主要用于消

除体系中.

OM

%从而抑制
'>Z

的氧化损伤$而浓度过高

时%

Z&[

除了清除.

OM

%还能与
'>Z

发生相互作用%削弱

了体系的荧光强度&

!<$

!

Z&[

对
M

!

O

!

诱导
'>Z

氧化损伤的抑制作用

由图
$

)

1

可知%在该试验条件下%

b96HF5?KV'>Z

在波

长
A;!E3

左右有最大发射光谱%没有
M

!

O

!

氧化损伤
'>Z

时%其荧光强度为
!1/<#"4<:<

$引入
M

!

O

!

后%其荧光强度降

至
0#<A!#4<:<

%表明
M

!

O

!

的加入使
'>Z

氧化损伤&加入

Z&[

之后%体系的荧光强度也发生了变化&

Z&[

质量浓度

低于
"<#!3

.

(

3U

%体系的荧光强度随着浓度的增加而增强$

但浓度超过
"<#!3

.

(

3U

后%体系的荧光强度就随浓度的增

加而降低%但均大于仅被
M

!

O

!

氧化损伤的荧光强度%即
Z&[

对
M

!

O

!

氧化损伤的
'>Z

保护作用减弱%但对氧化损伤的

'>Z

仍有保护作用%即
Z&[

浓度在
"<"(

"

"<$"3

.

(

3U

时%对

M

!

O

!

氧化损伤的
'>Z

有保护作用&

!<1

!

Z&[

中黄酮类化合物结构鉴定

经过
MBUJ

'

aR

分析%检测波长
;A"E3

处的液相色谱

图见图
/

%而相应的色谱峰对应的最大紫外吸收波长和质谱

图
$

!

Z&[

对
M

!

O

!

诱导的
'>Z

氧化损伤的保护作用

&5

.

:D?$

!

BD9,?*,59E9GZ&[9EM

!

O

!

)5EH:*?H

9L5H4,5F?'>Z

图
1

!

不同质量浓度时
Z&[

体系的最大荧光强度

&5

.

:D?1

!

T8?34L53:3G6:9D?+*?E*?5E,?E+5,

I

9GZ&[

+

I

+,?34,H5GG?D?E,*9E*?E,D4,59E

图
/

!

Z&[

在检测波长
;A"E3

的色谱图

&5

.

:D?/

!

J8D934,9

.

D439GZ&[4,;A"E3

数据见表
!

%与相关的文献对照%推断鉴定出
##

个化合物&

!!

文献*

#A

+表明%负离子模式下的黄酮苷类化合物有如下

裂解规律"

;

/位糖苷主要丢失糖分子%只产生*苷元
)M

+

V离

子%不产生*苷元
)!M

+

V离子$

1

位糖苷丢失糖分子%不仅产生

*苷元
)M

+

V

%还能产生*苷元
)!M

+

V离子%但后者强度明显低

于前者$

;

位糖苷分别发生丢失糖分子和糖苷键均裂%同时

产生*苷元
)M

+

V和*苷元
)!M

+

V离子%但后者强度高于前者&

黄酮苷元为槲皮素的黄酮类化合物会产生
N

(

Z;"#

或
;""

离子$黄酮苷元为杨梅素和棉皮素的黄酮类化合物会产生

;#1

或
;#$

的离子%当同时有碎片离子峰
#0A

)

#$1

时为棉

皮素&

表
!

中化合物
#

)

A

)

$

的分子离子峰都是
N

(

Z($;

%且都

有碎片离子峰
N

(

Z;"#

%

;""

%表明苷元为槲皮素%而化合物

A

)

$

中
N

(

Z;""

的碎片峰强于
N

(

Z;"#

的碎片峰%表明这两

种化合物中糖苷为
;

取代*

#A

+

%而化合物
#

则相反%表明糖苷

为
1

取代%在根据各物质的出峰时间%参考文献*

#$

+%推测
#

)

A

)

$

依次为槲皮素
)1)+)

葡萄糖苷)异槲皮素)金丝桃苷&化

合物
!

的分子离子峰为
N

(

Z(0;

%且有碎片离子峰
N

(

Z;#1

%

表明苷元为杨梅素或槲皮素%同时有碎片
N

(

Z#0A

和
#$1

%

则苷元为棉皮素%参考文献*

#$

+%推测该化合物为棉皮苷&

化合物
;

的*

a)M

+

V 为
A"A

%其分子量为
A"$

%碎片离子峰

N

(

Z($;

%

;"#

与文献*

#1

+一致%推测为乙酰化金丝桃苷&化

合物
(

)

#"

)

##

分子离子峰都是
N

(

Z(10

%推测其分子量为

(/"

%都有碎片离子峰
;#1

%参考文献*

#$

+推测其依次为杨梅

/;#

提取与活性
!

!"#1

年第
!

期



表
!

!

MBUJ

分离化合物的质谱数据

T4@6?!

!

a4++R

-

?*,D:3H4,49G*93

-

9:EH++?

-

4D4,?H@

I

MBUJ

序号
保留时间(

35E

*

a)M

+

V

紫外最大

吸收峰(
E3

碎片离子峰

N

(

Z

推测物质 参考文献

# $</0; ($; !A!

%

;$0 ;"#

%

!1;

%

#10

%

#A#

%

#"1

槲皮素
)1)+)

葡萄糖苷 *

#A

"

#$

+

! $<!#/ (0; ;A/

%

;11 ;#1

%

;#$

%

!1#

%

!!1

%

#0A

%

#$1

棉皮苷 *

#$

+

; A<0A0 A"A !AA

%

;(0 ($;

%

;"#

%

!1#

%

!AA

%

#10

%

#$;

%

#A#

乙酰化金丝桃苷 *

#1

+

( A<$;" (10 !A(

%

;1# ;#1

%

!1#

%

#10

%

#A#

%

#"1

杨梅素
);

/

)+)

葡萄糖 *

#A

"

#$

+

A A<A(; ($; !A$

%

;A! ;""

%

;"#

%

!1#

%

!AA

%

!(;

%

#10

%

#A#

%

#"1

异槲皮素 *

#A

"

#$

+

$ A<((" ($; !A$

%

;AA ;""

%

;"#

%

!1#

%

!AA

%

!(;

%

#A#

金丝桃苷 *

#A

"

#$

+

1 A<;"# $"0 !A$

%

;(0 ;"#

%

;""

%

!1#

%

!AA

%

#A#

%

#"1

槲皮素
);)+)

半乳糖基鼠李糖苷 *

#A

"

#$

+

/ A<#01 $"0 !A$

%

;A1 ;"#

%

;""

%

!1#

%

!AA

%

#10

%

#A#

芦丁 *

#A

"

#$

+

0 (</A# A0A !A1

%

;(0 ($;

%

;""

%

!1#

%

!AA

%

#10

%

#A#

槲皮素
);)+)

葡萄糖基阿拉伯糖苷 *

#A

"

#$

+

#" (<$0$ (10 !A1

%

;A/ ;#$

%

;#1

%

!1#

%

#10

杨梅素
);)+)

葡萄糖 *

#A

"

#$

+

## (<A0! (10 !AA

%

;A" ;#1

%

;#$

%

!1#

%

#10

杨梅素
);)+)

半乳糖 *

#A

"

#$

+

素
);

/

)+)

葡萄糖)杨梅素
);)+)

葡萄糖)杨梅素
);)+)

半乳糖&

化合物
1

)

/

的分子离子峰为
N

(

Z$"0

%且都有
N

(

Z;"#

)

;""

的碎片离子峰%参考文献*

#$

+%推测这两种物质分别为槲皮

素
;)+)

半乳糖基鼠李糖)芦丁&化合物
0

的分子离子峰为

N

(

ZA0A

%则分子量为
A0$

%由文献*

#$

+可知%该化合物为槲

皮素
);)+)

葡萄糖基阿拉伯糖苷&

;

!

结论
黄蜀葵花粗提物经不同极性的溶剂萃取后%得到

(

个萃

取相%黄酮富集于乙酸乙酯相和正丁醇相&抗氧化活性的研

究表明乙酸乙酯相和正丁醇相的抗氧化性优于石油醚相和

水相%这与两相中总黄酮含量存在量效关系&其中乙酸乙酯

相对
'BBM

.的清除能力最佳%清除率最高达
0A<!;P

%

17

A"

值为
"<";/$3

.

(

3U

$而正丁醇相对.

OM

和
M

!

O

!

的清除

能力最好%清除率最高分别为
0$<!#P

和
//<$!P

%

17

A"

值分

别为
"<!!A"3

.

(

3U

和
"<A1A13

.

(

3U

&选取正丁醇相进

行
'>Z

氧化损伤的研究%结果表明在
"<"(

"

"<$"3

.

(

3U

时%

Z&[

对.

OM

和
M

!

O

!

诱导的
'>Z

氧化损伤都有保护

作用%当质量浓度为
"<#!3

.

(

3U

时%对
'>Z

损伤的保护作

用最强&通过
MBUJ

'

aR

鉴定了正丁醇相中的
##

种黄酮

类化合物&综上所述%黄蜀葵花黄酮具有较好的抗氧化活

性%同时对
'>Z

的氧化损伤也有较为显著的保护作用%且初

步鉴定正丁醇相中的
##

种黄酮类化合物&本研究可为黄蜀

葵花总黄酮在化妆品)食品和医药等领域的开发提供理论依

据%但黄蜀葵花黄酮保护
'>Z

氧化损伤的机理还有待进一

步研究&

参考文献

*

#

+唐春红
<

天然防腐剂与抗氧化剂*

a

+

<

北京"中国轻工业出版社%

!"#"

"

#/!<

*

!

+涂宗财%傅志丰%王辉%等
<

红薯叶不同溶剂提取物抗氧化性及

活性成分鉴定*

_

+

<

食品科学%

!"#A

%

;$

!

#1

#"

#)$<

*

;

+吴秋敏%苏平%刘芸
<

黄酮的抗氧化性和促氧化性研究进展*

_

+

<

食品工业科技%

!"#(

%

;A

!

!(

#"

;10);/;<

*

(

+周雷
<

黄蜀葵花总黄酮研究进展*

_

+

<

辽宁中医药大学学报%

!"#!

%

#(

!

$

#"

(!)((<

*

A

+陈刚
<

黄蜀葵花的化学成分和降糖活性研究*

'

+

<

北京"中国人

民解放军军事医学科学院%

!""$

"

(;)(1<

*

$

+尹莲芳
<

黄蜀葵花对肾病大鼠尿排泄的影响及其作用机制*

_

+

<

河北医科大学学报%

!"";

%

!(

!

$

#"

;!/);;"<

*

1

+范丽%郭岩%陈志武%等
<

黄蜀葵花总黄酮对小鼠急性心肌缺血

缺氧损伤的保护作用*

_

+

<

中国药房%

!""A

%

#$

!

;

#"

#1$)#1/<

*

/

+潘武%蒋萌
<

黄蜀葵花总黄酮对人脐静脉血管内皮细胞形成新生

血管的影响*

_

+

<

徐州医学院学报%

!"#"

%

;"

!

$

#"

;A0);$#<

*

0

+贾霖%黄国清%肖军霞
<

金银花中黄酮类化合物的提取工艺*

_

+

<

食品研究与开发%

!"#;

%

;(

!

0

#"

(#)(;<

*

#"

+王丹%翟梅枝%毛光瑞%等
<

核桃花粉提取物的抗氧化性研究

*

_

+

<

食品工业科技%

!"#(

%

;A

!

#$

#"

#;1)#;0<

*

##

+孙鲜明%李小方%邓瑞雪%等
<

流苏花总黄酮超声提取工艺及抗

氧化活性研究*

_

+

<

食品工业科技%

!"#A

%

;$

!

#$

#"

!$$)!1!<

*

#!

+张溢%孙培冬%陈桂冰%等
<

芡实多糖的提取)抗氧化活性及对

质粒
'>Z

氧化损伤防护作用的研究*

_

+

<

食品工业科技%

!"#A

%

;$

!

##

#"

#!!)#!$<

*

#;

+赵金莲%曾佑伟%李宽%等
<

荧光光谱法分析花茶对羟基自由基

!.

OM

#诱导的
'>Z

氧化损伤的保护作用*

_

+

<

华南师范大学

学报"自然科学版%

!"#"

!

;

#"

0!)01<

*

#(

+

%Z>b :̀

%

U=%:4E)

-

5E

.

<B:D5G5*4,59E

%
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