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This study aimed to evaluate the formulation and antibiofilm activity 
of a mouthwash preparation containing Piper betle L. ethanol extract 
as the active ingredient for the prevention of oral cavity infections. 
The extract was obtained by maceration using 96% ethanol as the 
solvent from 400 g of dried simplicia, yielding 28.75 g of concentrated 
extract with a percentage yield of 7.19%. The antibiofilm activity of 
the extract was evaluated using the Crystal Violet Microplate Assay 
method at concentrations of 0.125%, 0.25%, and 0.5%. The highest 
biofilm inhibition against Lactobacillus acidophilus was observed at a 
concentration of 0.5%, with an inhibition value of 44.34%. Physical 
evaluation of the mouthwash formulation containing 0.5% ethanol 
extract of Piper betle demonstrated acceptable characteristics, 
including a brownish-yellow color, liquid form, mint flavor, stable pH 
of 5.79, and viscosity of 1.01 cP. The mouthwash formulation 
exhibited antibiofilm activity with a biofilm inhibition of 42.83% against 
Lactobacillus acidophilus at a concentration of 0.5%. The results 
indicate that the ethanol extract of Piper betle possesses moderate 
antibiofilm activity against Lactobacillus acidophilus at a 
concentration of 0.5% and can be successfully formulated into a 
mouthwash preparation with satisfactory physical characteristics. 
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ABSTRAK 
 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi formulasi sediaan mouthwash serta aktivitas 
antibiofilm menggunakan bahan aktif ekstrak etanol daun Piper betle L. sebagai upaya pencegahan 
infeksi rongga mulut. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96% 
terhadap 400 g simplisia kering dan diperoleh ekstrak kental sebanyak 28,75 g dengan rendemen 
sebesar 7,19%. Aktivitas antibiofilm ekstrak diuji menggunakan metode Crystal Violet Microplate Assay 
pada konsentrasi 0,125%; 0,25%; 0,5% diperoleh penghambatan biofilm tertinggi pada kosentrasi 0,5% 
sebesar 44,34% terhadap bakteri Lactobacillus acidophilus. Evaluasi fisik sediaan mouthwash dengan 
zat aktif ekstrak etanol daun sirih 0,5% menunjukkan karakteristik sediaan dengan warna kuning 
kecoklatan, bentuk cair, rasa mint, pH stabil 5,79 serta viskositas sebesar 1,01 cP. Aktivitas 
penghambatan biofilm sediaan mouthwash pada kosentrasi 0,5% sebesar 42,83% terhadap bakteri 
Lactobacillus acidophilus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sirih hijau memiliki 
aktivitas antibiofilm kategori sedang terhadap Lactobacillus acidophilus pada konsentrasi 0,5% dan 
dapat diformulasikan menjadi sediaan mouthwash dengan karakteristik fisik yang baik. 
 
Kata kunci: Antibiofilm; Ekstrak herbal; Mouthwash; Bakteri mulut; Piper betle L. 
 
 
PENDAHULUAN  

Penyakit infeksi rongga mulut masih 

menjadi masalah kesehatan global yang 

signifikan. Menurut World Health Organization, 

penyakit rongga mulut memengaruhi sekitar 

3,5 miliar penduduk dunia, sedangkan karies 

gigi permanen merupakan penyakit dengan 

prevalensi tertinggi secara global dan dialami 

oleh sekitar 2,3 miliar orang. Sebagian besar 

penyakit tersebut berkaitan dengan 

pembentukan biofilm mikroba pada permukaan 

gigi yang berperan sebagai faktor utama dalam 

patogenesis karies dan penyakit periodontal.1 

Biofilm tersusun atas komunitas 

mikroorganisme yang terbenam dalam matriks 

extracellular polymeric substance (EPS) 

sehingga memiliki resistensi 100–1000 kali 

lebih tinggi terhadap senyawa antimikroba 

dibandingkan bakteri planktonik. Oleh karena 

itu, pencegahan pembentukan biofilm menjadi 

penting dibandingkan hanya membunuh 

bakteri planktonik karena mampu menghambat 

tahap awal kolonisasi dan perkembangan 

infeksi rongga mulut.2–4 
Sediaan obat kumur atau mouthwash 

merupakan salah satu strategi efektif dalam 

pengendalian biofilm oral. Namun, penggunaan 

produk sintetis seperti klorheksidin dalam 

jangka panjang dilaporkan dapat menimbulkan 

pewarnaan gigi, gangguan pengecapan, iritasi 

mukosa, serta perubahan keseimbangan 

mikrobiota oral. Kondisi tersebut mendorong 

pengembangan formulasi berbasis bahan alam 

yang dinilai lebih aman untuk penggunaan 

berkelanjutan.5–7 Salah satu tanaman yang 

potensial adalah daun sirih hijau yang 

mengandung hidroksikavikol, kavikol, eugenol, 

flavonoid, dan tanin. Senyawa-senyawa 

tersebut diketahui mampu menghambat 

pembentukan EPS, aktivitas enzim 

glukosiltransferase, serta sistem quorum 

sensing yang berperan penting dalam 

pembentukan biofilm bakteri rongga mulut.8  

Beberapa penelitian terdahulu 

melaporkan bahwa ekstrak sirih hijau mampu 

menghambat biofilm bakteri oral sebesar 60–

90%, bahkan hingga 85% pada beberapa 

isolat.9 Namun, sebagian besar penelitian 

masih berfokus pada ekstrak atau aktivitas 

antibakteri terhadap sel planktonik, sedangkan 

penelitian yang mengembangkan ekstrak 

etanol daun sirih hijau dalam bentuk sediaan 

mouthwash dan mengevaluasi aktivitas 

penghambatan pembentukan biofilm (MBIC) 
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serta eradikasi biofilm (MBEC) terhadap bakteri 

penyebab infeksi rongga mulut masih sangat 

terbatas. Selain itu, hubungan antara 

karakteristik fisik sediaan dan efektivitas 

antibiofilmnya belum banyak dikaji.10–13  

Berdasarkan kondisi tersebut, penelitian 

ini memiliki kebaruan berupa pengembangan 

sediaan mouthwash ekstrak etanol daun sirih 

hijau yang dievaluasi karakteristik fisiknya serta 

aktivitas penghambatan dan eradikasi biofilm 

terhadap Lactobacillus acidophilus.14,15 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan 

kontribusi dalam pengembangan mouthwash 

herbal antibiofilm yang efektif dan lebih aman 

sebagai alternatif pengendalian infeksi rongga 

mulut berbasis biofilm. 

METODE PENELITIAN  
Ekstraksi Tanaman 

Simplisia daun sirih hijau sebanyak 400 

g ditimbang dan ditambahkan 100 mL etanol 

96% (4:1), kemudian dilakukan proses 

maserasi selama 3 × 24 jam dengan sesekali 

pengadukan, cairan penyari disaring dan 

dipisahkan dengan residunya. Ekstrak cair 

yang dihasilkan dipekatkan menggunakan 

rotary vacum evaporator pada tekanan rendah 

dengan suhu 70°C hingga diperoleh ekstrak 

kental daun. Ekstrak kental dipekatkan dan 

didiamkan pada suhu ruang hingga seluruh 

sisa pelarut etanol menguap sempurna. 

Ekstrak kemudian ditimbang dan disimpan 

dalam wadah kaca tertutup.16 

Pembuatan Inokulum Bakteri 
Koloni bakteri L. acidophilus yang 

berasal dari isolat laboratorium diremajakan 

terlebih dahulu selama 18-24 jam pada media 

BHI agar. Setelah itu, koloni bakteri hasil 

peremajaan diambil sebanyak 1 ose dan 

disuspensikan dalam larutan NaCl fisiologis 

0,85% hingga homogen. Kekeruhan 

disesuaikan dengan standar 0,5 McFarland 

(≈1,5 × 10⁸ CFU/mL) menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 625 

nm (absorbansi 0,08-0,13). Untuk uji 

antibiofilm, suspensi 0,5 McFarland diencerkan 

dalam BHIB + 1% glukosa hingga mencapai 

kepadatan akhir sekitar 10⁶–10⁷ CFU/mL.17  

Uji Skrining Antibiofilm 

Pengujian skrining ekstrak dilakukan 

menggunakan metode pewarnaan Crystal 

Violet (CV) yang dimodifikasi. Ekstrak diuji 

pada konsentrasi 0,125%; 0,25%; 0,5%; 1%; 

dan 2% (b/v). Sebanyak 100 µL larutan sampel 

dan 100 µL suspensi inokulum dalam BHIB 

yang mengandung 1% glukosa dimasukkan ke 

dalam microplate 96-sumur steril. Klorheksidin 

0,2% digunakan sebagai kontrol positif, 

sedangkan basis mouthwash tanpa ekstrak 

digunakan sebagai kontrol negatif. Microplate 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

Setelah inkubasi, supernatan dibuang dan 

sumur dicuci tiga kali menggunakan PBS steril. 

Selanjutnya, ditambahkan 125 µL larutan 

Crystal Violet 1% dan diinkubasi selama 15 

menit pada suhu ruang. Sumur kemudian 

dibilas dengan air steril, dan pewarna yang 

terikat dilarutkan menggunakan 200 µL etanol 

96%. Nilai absorbansi diukur menggunakan 

microplate reader pada panjang gelombang 

595 nm. Proses pengujian dilakukan sebanyak 

3 replikasi.18  

Formulasi Sediaan Mouthwash 

Konsentrasi ekstrak etanol daun Piper 

betle L. 0,5% (sebagai zat aktif) hasil skrining 

antibiofilm, diformulasikan ke dalam sediaan 

mouthwash. Formulasi terdiri atas propilen 

glikol 10% (kosolven), Tween 80 0,75% 

(surfaktan), sorbitol 0,25% (humektan), natrium 

benzoate 0,1% (pengawet), minyak peppermint 

0.05% (pemberi rasa), dan aquades hingga 100 
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mL (pelarut). Seluruh komponen dicampurkan 

dengan pengadukan konstan hingga diperoleh 

sediaan homogen.19 Selanjutnya dilakukan 

evaluasi karakteristik fisik sediaan mouthwash 

meliputi sifat organoleptik, pH, dan viskositas. 

Evaluasi organoleptik meliputi pengamatan 

warna, aroma, dan bentuk fisik selama 

penyimpanan. Pengukuran pH dilakukan 

menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi, 

sedangkan viskositas ditentukan 

menggunakan viskometer Ostwald pada suhu 

ruang.20 

Aktivitas Antibiofilm Sediaan Mouthwash 

Pengujian aktivitas antibiofilm meliputi 

penentuan penghambatan biofilm 

menggunakan metode pewarnaan Crystal 

Violet yang dimodifikasi. Formula sediaan 

mouthwash menggunakanzat aktif ekstrak 

etanol 0,5% b/v, di uji terhadap biofilm bakteri 

menggunakan media BHIB + 1% glukosa 

dalam microplate 96-sumur steril. Pada 

pengujian penghambatan biopfilm dari sediaan 

diinkubasi bersama suspensi bakteri selama 24 

jam pada 37°C. Setelah pencucian 

menggunakan PBS steril, biofilm diwarnai 

dengan Crystal Violet 1%, kemudian pewarna 

yang terikat dilarutkan menggunakan etanol 

96% dan absorbansi diukur pada panjang 

gelombang 595 nm menggunakan microplate 

reader. Chlorhexidine 0,2% dan basis 

mouthwash tanpa ekstrak digunakan sebagai 

kontrol positif dan negatif. Persentase inhibisi 

dan eradikasi biofilm dihitung berdasarkan nilai 

absorbansi yang telah dikoreksi dengan blanko 

sediaan.17,21 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Ekstraksi simplisia kering daun sirih hijau 

sebanyak 400 g menggunakan metode 

maserasi dengan pelarut etanol 96% 

menghasilkan ekstrak kental sebanyak 28,75 g 

dengan nilai rendemen sebesar 7,19%. 

 Hasil ekstraksi memperlihankan 

bahwa persen rendemen ekstrak yang 

diperoleh sebesar 7,19%. Hasil tersebut belum 

memenuhi standar persen rendemen yang baik 

yaitu >10%, tetapi lebih tinggi dibandingkan 

penelitian sebelumnya, menggunakan metode 

ekstraksi yang sama, sebesar 4,8%. Metode 

maserasi dipilih karena kemampuan 

mempertahankan senyawa bioaktif termolabil, 

seperti flavonoid, fenolik, dan minyak atsiri 

yang berperan dalam aktivitas antimikroba. 

Proses pemekatan menggunakan rotary 

vacuum evaporator dilakukan pada tekanan 

rendah untuk meminimalkan degradasi termal 

dan menjaga stabilitas senyawa fitokimia.13,22

Tabel 1. Hasil ekstraksi ekstrak etanol daun sirih hijau 

Sampel Berat Simplisia 
(gr) 

Volume Pelarut 
(mL) 

Rendemen Ekstrak 
(%) 

Ekstrak Etanol Daun Sirih 
Hijau  400 4000 7,19 

 
Hasil pengujian aktivitas antibiofil 

berdasarkan penghambatan biofilm, ekstrak 

menunjukkan aktivitas antibiofilm terhadap 

Lactobacillus acidophilus yang meningkat 

seiring dengan bertambahnya konsentrasi 

ekstrak. Konsentrasi 0,5% menghasilkan 

aktivitas antibiofilm tertinggi dengan nilai OD 

0,758 dan inhibisi 44,34 %. Nilai OD yang lebih 

rendah menunjukkan berkurangnya biomassa 

biofilm, sehingga mengindikasikan bahwa 

senyawa bioaktif dalam ekstrak mampu 

menghambat pembentukan dan stabilitas 

matriks biofilm EPS yang berfungsi melindungi 

bakteri dari berbagai tekanan lingkungan, 

termasuk agen antimikroba.23 Aktivitas ini 

diduga berasal dari kandungan metabolit 
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sekunder seperti flavonoid, fenolik, tanin, dan 

terpenoid yang dapat menghambat adhesi 

bakteri, menekan produksi EPS, serta 

mengganggu mekanisme quorum sensing 

yang berperan dalam pembentukan biofilm.24 

Hasil analisis regresi linear 

penghambatan biofilm dari ekstrak etanol daun 

sirih hijau menggunakan kosentrasi ekstrak 

0,125%, 0,25% dan 0,5% diperoleh 

penghambatan tertinggi pada konsentrasi 0,5% 

sebesar 44,34% terhadap bakteri Lactobacillus 

acidophilus.

Tabel 2. Aktivitas antibiofilm ekstrak terhadap Lactobacillus acidophilus 

Perlakuan Rata- rata OD % Inhibisi 
Ekstrak 0,5% 0,758 44,34 
Ekstrak 0,25% 1,487 -9,22 
Ekstrak 0,125% 2,851 - 109,44 
Kontrol + 0,699 44,31 
Kontrol - 0,866 0 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Grafik hubungan konsentrasi ekstrak terhadap % inhibisi biofilm Lactobacillus acidophilus 
 

Pada konsentrasi 0,5%, aktivitas 

antibiofilm menurun dengan nilai OD 0,758 dan 

inhibisi 44,34%, menunjukkan hubungan dosis-

respons dimana peningkatan konsentrasi 

ekstrak meningkatkan efektivitas 

penghambatan biofilm. Sebaliknya, konsentrasi 

0,25% dan 0,125% menghasilkan nilai inhibisi 

negatif masing-masing sebesar -9,22% dan -

109,44%, yang menunjukkan bahwa 

konsentrasi tersebut tidak efektif menghambat 

pembentukan biofilm. Kondisi ini diduga karena 

jumlah senyawa aktif yang tersedia tidak 

mencukupi, bahkan dapat memicu respons 

stres bakteri yang meningkatkan produksi EPS 

sebagai mekanisme pertahanan diri. 

Berdasarkan persentase inhibisi, konsentrasi 

0,5% tergolong sedang sehingga dapat 

memungkinkan dengan meningkatkan kadar 

zat aktif, ekstrak memiliki berpotensi untuk 

dikembangkan sebagai agen antibiofilm 

alami.25 

Berdasarkan hasil uji organoleptik 

selama penyimpanan hingga minggu ke-III, 

sediaan mouthwash menunjukkan stabilitas 

yang baik pada seluruh parameter yang 

diamati. Warna sediaan tetap kuning 

kecoklatan tanpa perubahan selama 

penyimpanan, yang mengindikasikan tidak 

terjadinya degradasi atau interaksi bahan yang 

dapat memengaruhi penampilan sediaan. 

Bentuk sediaan juga tetap cair dan homogen 

tanpa adanya pengendapan maupun 
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pemisahan fase, sehingga menunjukkan 

kestabilan fisik yang baik. Selain itu, rasa mint 

tetap terjaga hingga akhir masa pengamatan, 

menandakan bahwa bahan perasa yang 

digunakan stabil selama penyimpanan. Tidak 

adanya perubahan warna, bentuk, dan rasa 

menunjukkan bahwa formulasi mouthwash 

memiliki stabilitas fisik yang baik dan mampu 

mempertahankan kualitas sediaan selama 

penyimpanan.19

Tabel 3. Hasil uji organoleptis sediaan mouthwash dengan kadar zat aktif ekstrak etanol 0,5 % 

Pemeriksaan Pengamatan Minggu ke - 
0 I II III 

Warna Kuning 
kecoklatan 

Kuning 
kecoklatan 

Kuning 
kecoklatan 

Kuning 
kecoklatan 

Bentuk cair cair cair cair 
Rasa mint mint mint mint 
 
Berdasarkan hasil pengamatan, nilai pH 

sediaan mouthwash pada minggu ke-0 hingga 

minggu ke-III berturut-turut adalah 5,81; 5,83; 

5,83; dan 5,79. Hasil tersebut menunjukkan 

bahwa tidak terjadi perubahan pH yang 

signifikan selama masa penyimpanan. 

Fluktuasi nilai pH yang sangat kecil 

mengindikasikan bahwa formulasi memiliki 

stabilitas kimia yang baik dan mampu 

mempertahankan derajat keasaman sediaan 

selama periode pengamatan.20 

Tabel 4. Hasil uji pH sediaan mouthwash dengan kadar zat aktif ekstrak etanol 0,5 % 

Pengamatan Minggu Ke - 
0 I II III 

5,81 5,83 5,83 5,79 
 

Stabilitas pH merupakan salah satu 

parameter penting dalam evaluasi mutu 

mouthwash karena dapat memengaruhi 

stabilitas bahan aktif, efektivitas sediaan, serta 

kenyamanan penggunaan. Nilai pH yang 

diperoleh masih berada dalam rentang pH 

fisiologis rongga mulut, sehingga relatif aman 

digunakan dan tidak berpotensi menyebabkan 

iritasi pada mukosa mulut. Hasil pengamatan 

menunjukkan bahwa formulasi mouthwash 

memiliki kestabilan pH yang baik selama 

penyimpanan dan memenuhi persyaratan mutu 

sediaan cair untuk penggunaan oral.20 

Berdasarkan hasil pengujian viskositas, 

formula mouthwash dengan konsentrasi 0,5% 

memiliki waktu alir sebesar 26,59 detik dan 

viskositas sebesar 1,01 cP. Nilai viskositas 

tersebut menunjukkan bahwa sediaan memiliki 

kekentalan yang rendah dan mendekati 

viskositas air, sehingga mudah mengalir serta 

nyaman digunakan sebagai obat kumur. 

Viskositas merupakan parameter penting 

dalam evaluasi sediaan cair karena 

berpengaruh terhadap stabilitas fisik, 

kemudahan penggunaan, dan distribusi bahan 

aktif pada rongga mulut. Nilai viskositas yang 

rendah pada sediaan mouthwash umumnya 

diharapkan agar cairan dapat menjangkau 

seluruh permukaan rongga mulut secara 

merata saat berkumur. 

Tabel 5. Hasil uji viskositas sediaan mouthwash dengan zat aktif ekstrak etanol 0,5% 

Konsentrasi (%) Waktu (detik) Viskositas (cP) 
0,5 26,59 1,01 
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Hasil yang diperoleh menunjukkan 

bahwa formulasi memiliki karakteristik fisik 

yang sesuai untuk sediaan obat kumur karena 

tidak terlalu kental maupun terlalu encer. 

Viskositas yang stabil dan sesuai akan 

mendukung kenyamanan penggunaan serta 

menjaga homogenitas sediaan selama 

penyimpanan. Selain itu, nilai viskositas 

sebesar 1,01 cP masih berada dalam kisaran 

viskositas yang umum ditemukan pada sediaan 

mouthwash, sehingga formulasi dapat 

dikatakan memenuhi persyaratan fisik dasar 

untuk penggunaan oral.19 Berdasarkan hasil 

pengujian penghambatan biofilm, sediaan 

dengan konsentrasi ekstrak 0,5% memiliki 

penghambatan biofilm sebesar 42,83%.

Tabel 6. Hasil Uji Penghmabatan Biofilm Sediaan Mouthwash Terhadap Lactobacillus acidophilus 

Perlakuan Konsentrasi (%) Mean OD ± SD % Inhibisi 
Sediaan Mouthwash 0,5 0,357 ± 0,038 42,83 

Kontrol (+) - 0,479 ± 0,054 23,31 
Kontrol (-) - 0,625 ± 0,093 0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Persentase Inhibisi Biofilm mouthwash Terhadap Lactobacillus acidophilus 

 

Aktivitas antibiofilm sediaan mouthwash 

mengandung senyawa flavonoid, tanin, 

senyawa fenolik, dan minyak atsiri seperti 

eugenol dan chavicol dalam daun sirih hijau. 

Senyawa tersebut diketahui mampu 

menghambat adhesi bakteri, merusak 

integritas membran sel, serta mengganggu 

mekanisme quorum sensing yang berperan 

dalam pembentukan biofilm.24 Aktivitas inhibisi 

terhadap Lactobacillus acidophilus berkaitan 

dengan kemampuan senyawa fenolik dalam 

menghambat pembentukan extracellular 

polymeric substances (EPS) dan sintesis 

glukan yang berperan penting dalam 

pembentukan plak gigi.25 Lactobacillus 

acidophilus relatif lebih rendah dibandingkan 

bakteri lain karena bakteri tersebut mampu 

membentuk matriks biofilm protektif yang dapat 

menghambat penetrasi agen antibakteri. 

Hasil pengujian penghambatan biofilm 

sediaan mouthwash menunjukkan bahwa 

sediaan mouthwash ekstrak etanol daun sirih 

hijau dengan kadar zat aktif 0,5% memiliki 

kemampuan mengeradikasi biofilm matang 

pada Lactobacillus acidophilus, dengan 

aktivitas tertinggi ditunjukkan pada konsentrasi 

0,5%. Aktivitas eradikasi ini yang lebih rendah 

dibandingkan kontrol positif klorheksidin 

menunjukkan bahwa biofilm matang memiliki 

tingkat resistensi yang tinggi terhadap senyawa 

antimikroba. Kondisi ini disebabkan oleh 

keberadaan matriks extracellular polymeric 

substance (EPS) yang menghambat penetrasi 

senyawa aktif serta adanya persister cells yang 
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meningkatkan toleransi bakteri terhadap 

antibakteri. 

KESIMPULAN  
Hasil evaluasi sediaan mouthwash 

menggunakan kadar zat aktif ekstrak etanol 

daun sirih hijau 0,5% memiliki karakteristik 

sediaan yaitu warna kuning kecoklatan, bentuk 

cair, rasa mint, pH 5,79, serta viskositas 1,01 

cP dengan penghambatan biofilm sebesar 

sediaan mouthwash sebesar 42,83%. 
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