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Azokban a biol6giai anyagokban, melyek ergoszterint, ill. D vitamint tartal-
maznak, rendszerint igen sok olyan vegyilet talalhatd, melyek a meghatéarozast
zavarjak. Ezek egyrésze tulajdonsagaiban tavol all a meghatdrozandd anyagok-
tol, jelenlétiik tehat az identifikald kémiai reakcid véghezvitelét lehetetlenné
teszi. Masok kozeli rokonai a vizsgalando vegyiileteknek, a vizsgalatra alkalma-
zott reakciokat tobb-kevéshé maguk is adjak, vagy azokat erésen zavarjak. A tu-
lajdonképpeni meghatarozast megelézi tehat a zavar6 anyagok eltavolitasa, ill.
hatéstalanitasa. Ezek a m(iveletek a meghatérozast meghosszabbitjak, tovabba
tobb-kevesebb anyagveszteséggel jarnak. ERpen ezért kivanatos szamukat a lehe-
téség szerint korlatozni és az elméletileg lehetséges 6sszes zavard anyag helyett,
csupan a vizsgalandé anyagban val6ban jelen levé, és a vizsgalatot ténylegesen
zavard anyagok elvalasztasara torekedni.

Az ergoszterin és D vitamin zsiroldd oldoszerekben jol oldodik, mig a vizsga-
latra kerlil§ bioldgiai anyagok alkotorészeinek zome azokban oldhatatlan. Ezert
az els6 lépés, rendszerint olyan extrakcios mivelet szokott lenni, mely a zsiroldo-
szerben oldhato és oldhatatlan anyagokat egymastol elvalasztja. ily modon meg-
kapjuk az dsszes lipideket tartalmazo kivonatot, melybdl a lipoid frakcié —a zsir-
sav-gliceridek elszappanositasa utan - kinyerhet6. Ezutan kévetkezik a vizsga-
latok szempontjabdl aktiv anyagok: az A vitamin, azavaro szterinek elvalasztasa,
s6t ha szlikséges, az ergoszterin és a D vitamin szétvalasztasa. E m(veletek ma
mar ritkan torténnek kémiai Gton. — Rendesen e célra —egy vagy tobb mive-
letben —papir-, oszlop-, vagy rétegkromatografias eljarasokat hasznalnak.

A takarmanyélesztok ergoszterin- és D-vitamin tartalmanak meghataroza-
sara a fentiek ismeretében hataroztuk meg az el6készités legkedvezdbb feltételeit.
Megallapitottuk a hazai takarmanyélesztok és az egyes féltermékek fizikai tulaj-
donsagait és kémiai Osszetételét. Ennek figyelembevételével az elkiilonités mive-
leteit Uugy vélasztottuk meg, hogy a zavaro anyagokat lehet6leg teljesen kikap-
csoljuk. Az igy nyert kedvez6 eredmények alapjan az el6készitd miveleteket to-
vabb igyekeztink egyszerdsiteni oly modon, hogy a mérés megbizhatosagat a mé-
rések pontossagat és reprodukalhatosagat lehetoleg ne érintsik.

A kovetkezékben ismertetendd kisérletekben hazai takarmanyéleszt6ket
hasznéltunk. A kisérletek kisebb részében szabadegyhazi szaritott éleszt6t alkal-
maztunk. A vizsgalatok zomét a Gydri Szeszgyarban kesziilt torula élesztével vé-
geztlk, szeparalt, slritett éleszt6tej, ill. szaritott végtermék alakjaban. A készit-
mények dsszetételét az 1 tablazatban adjuk. E készitmények —mint a takar-
manyéleszték altalaban - A vitamint nem tartalmaztak. Az eddig vizsgalt min-
tdkban D vitamint sem talaltunk. Vizsgalatok céljara hozzaadtuk a D vitamint.
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7. tablazat

A vizsgalathoz hasznalt takarmanyéleszté készitmények Gsszetétele

Szaraz- Zsirtarta-

M inta anyag- lom Nitrogén Fehérje Hamu
tartalom

1. Gyéri toruia szaritott ta-
karmanyélesztd ... 96,4% 1,95% 7,82 % 48,87 % 10,0%

2. Szabadegyhazi kevert sza-
ritott takarményéleszté .. 91,8% 3,11% 7,64% 47,75 % 10,3%
3. Gydri élesztétej, shritett . 14.2% — 1,57% 9,81% 1,5%
4. Gy6ri élesztGtej, szeparalt 9,9 % 1,12% 7,00% 1,1%

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az iizemben atmenetileg keletkezd
éleszt6tej, (amely D vitamin besugarzas Utjan val6 el6allitasara alkalmas lehet)
és a szaritott végtermék ergoszterin és D vitamin vizsgalatra azonos modon nem
készithet6 el6. Ezért e két termékre kiilon-kilon eljarast dolgoztunk ki a kovet-
kez6 madon.

1 Szaritott éleszt6 el6készitése D vitamin és ergoszterin meghatarozasara

20 g szaritott jol homogenizalt takarmanyélesztét porcelantalba bemérink,
20 g vizmentes natriumszulfattal jol elkeverjik. A homogén anyagot Soxhlet
extrahalé késziilékben etiléterrel 4 dran at extrahaljuk. Az etiléteres kivonathol
az oldoszer nagy részét eltavolitjuk, az utolsé nyomokat Iégszivattylval leszivat-
juk, majd az olajos maradékot 25 ml 96% alkoholban felvessziik.

Az alkoholos kivonatbdl 12,5 ml-t 500 ml-es haromnyakud lombikba bepipet-
tazunk, 25 ml normél alkoholos-kalildgot és 0,1 g aszkorbinsavat adunk hozza,
majd az elegyet nitrogén aramban —visszacsepegd h(itd feltéttel —30 percen at
vizfurdén forraljuk.

Az elszappanositas utan az oldatot - a nitrogénaram megszakitasa nélkil —
lehdtjik, majd 40 ml desztillalt vizzel valasztotolcsérbe mossuk. Az igy nyert
oldatot haromszor - egyenként 50 ml etiléterrel 10 perc alatt —Kkirazzuk. Az éte-
res kivonatokat e?yesnj[]k és hdromszor —egyenként 50 ml, 1g konyhasot tar-
talmazo, desztillalt vizzel —mossuk. Az éteres oldatot egy éjen at vizmentes nat-
riumszulfattal szaritjuk, majd megsz(jrlj[]k. Aviztiszta oldatbol az eter nagyrészét
vizfurd6n Ovatosan leparoljuk, az utolsé nyomokat legszivattyGval elszivatjuk,
majd a maradékot — a meghatarozasra hasznalt modszernek megfeleléen —
50 ml 96%-os alkoholban, vagy kloroformban felvesszik.

Az élesztbtej el6készitése D vitamin és ergoszterin vizsgalatara

10 ? éleszt6tejet 500 ml-es haromnyakl lombikba bemérink, 25 ml normal
alkoholos kaliltgot és 0,1 g aszkorbinsavat adunk hozza, majd az elegyet nitrogén
aramban —uvisszacsepegd h(itd feltéttel —20 percen at vizfurdén forraljuk.

Az elszappanositas utan az elegyet —a nitrogén aram megszintetése nélkdl
—lehdtjuk, es 50 ml desztillalt vizzel razotolcsérbe atmossuk. Az igy nyert olda-
tot konyhasoval telitjik, majd haromszor —egyenként 50 ml etileterrel 10 perc
alatt - kirdzzuk. Az éteres kivonatokat egyesitjuk, mossuk, szaritjuk, sz(rjik,
az oldoszert eltavolitjuk, a maradekot megfeleld, 0j olddszerrel felvessziik azonos
maédon, mint az el6z0 eljarasnal.
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A vizsgalati modszerek megbizhatésaganak vizsgalata

A kordbbi, D vitamin és ergoszterin meghatarozasara vonatkozd modell-
kisérletek (1), tovabba az el6z6kben kozdlt takarmanyélesztd el6készitési eljara-
saink felhasznélasaval vizsgalatokat végeztiink annak megéllapitasara, hogy a
takarményéleszték D vitamin és ergoszterin tartalmanak meghatérozasa mi moé-
don végezhet6 a legcélszerlbben, ill. hogyan nyerhetiink a valésaghoz legkoze-
lebb allo eredményeket.

Els6 feladat volt a harom, ergoszterin meghatarozasra modell oldatban
alkalmasnak mutatkozott, médszer 6sszehasonlitasa. E célbol azonos szaritott
élesztd és élesztételj készitményeket parhuzamosan megvizsgaltunk, s az ered-
ményeket a 2. tdblazatban foglaltuk ossze.

A tablazathol kideril, hogy valamennyi mintdban —az ergoszterin mennyi-
ségtdl flggetlenil —a Liebermann - Burchardl-féle eljarassal lényegesen (42-
73%-kal) magasabb ergoszterin értékeket talaltunk, mint a digitoninos, ill. réteg-
kromatografias — antimontrikloridos eljarassal. A két utobbi modszer eredme-
nyei viszont csaknem azonosak. Megfigyelhet6 az is, hogy a Liebermann —Bur-
chardt mddszer értékei és a masik két modszer értékei kozotti kialonbségek a kii-
16nb6z6 élesztbkészitményekben sem szamszer(ien, sem szazalékosan nem azono-
sak. Ebbdl nyilvanvald, hogy elvalasztasi eljardsaink utdn a kivonat még olyan
zavaré anyagokat tartalmaznak, melyek a Liebermann —Burcliardt reakciét za-
varjak, viszont a digitoninos, ill. antimontrikloridos meghatarozasokat nem be-
folyasoljak. Az utébbi hasznalhatdsagahoz természetesen hozzajarul, hogy azt
rétegkromatografias elvalasztds utan hasznaltuk, ami a zavard anyagok tovabbi
elvalasztasat tette lehetévé. Megnyugtaté viszont a digitoninos eljaras szempont-
jabol, hogy az Gjabb tisztitas nelkil is mutatkozott olyan specifikusnak, mint a
rétegkromatografias-antimontrikloridos eljaras.

A fentiek alapjan megallapithato, hogy a Libermann -Burchardt féle eljaras
a takarméanyélesztok ergoszterin tartalmanak meghatarozasara az altalunk java-
solt, aranylag egyszer( el6készités utdn nem hasznalhaté. E modszer pontossaga
egyébként modell kisérletekben is és itt is a legkisebb volt. Az élesztékészitme-
nyekben a kdzéphibat + 10,7%-nak talaltuk (lasd 2. tablazat).

2. tablazat
Kiulénbozd élesztémintak ergoszterin tartalméanak &atlagértéke kiulénboz6é moédszerekkel

Ergoszterin tartalom mg%

Vizsgalatok

A minta eredete szdma Lieberman Rétegkro-
Burchardt Digitoninal matografias
reakcioval eljarassal

Szabadegyhdazi szaritott takarmanyélesztd.

1966. 1. 15 13 116,2 71,6 76,7

Gyédriszaritott takarmanyéleszté
1966. X. 21 5 48,3 30,8 33,1

Gydri szaritott takarmaéanyéleszté
1966. X. 26 6 42,7 30,1 29,3
Gy6ri élesztbtej, shrité el6tt 1966. X. 26. 2 55,5 37,0 37,6
Gyéri élesztétej, siirité el6tt 1966. X 1. 10. 3 53,2 30,7 37,8
Gyori élesztbtej, srité el6tt 1966. X 11 2 62,0 50,6 50,5
Gydri élesztétej, srité utan 1966. X I1. .. 2 68,7 64,0 64,0
Kozéphiba 10,7 8,7 8,3



A digitoninos modszer pontossagat jellemz6 kézéphibat + 8,7%-nak talaltuk.
Ez a modellkisérletek értékéhez képest megnétt. Az irodalmi adatokhoz viszo-
nyitva azonban ez az érték megfelelének mondhatd. Az eljaras tehat mindkét
tipusu éleszt6készitményben hasznalhat6 az ergoszterin meghatérozasara, feltéve,
hogy D vitamin nincsen jelen.

Az antimontrikloridos-rétegkromatografiass modszer koézéphibaja +8,3%.
A hérom madszer kozott ez bizonyult a legpontosabbnak.

A maésodik feladatnéal, a D vitamin meghatarozéasnal, kilénbdzd vizsgalati
maodszerek 6sszehasonlitasara az éleszténél nem volt szilkség. A takarmanyélesztd-
ben ugyanis ergoszterin jelenlétére mindig szamitani lehet, kildénosen akkor, ha D
vitamin jelen van. igy az élesztd vizsgalatanal csak azok az eljarasok jonnek sza-
mitasba, ahol a D vitamin az ergoszterin mellett is j6l mérheto, vagy a kett6 egy-
mastol elvalasztast nyer. EI6z6 vizsgalataink szerint (1) a feltételeket e vizsgalt
eljarasok kozll csak a rétegkromatogréafias antimontrikloridos modszer elégiti ki.
Eleszt6készitményekben tehat a (jelen esetben hozzaadott) D vitamin vizsgalatat
csak ezzel a modszerrel vé?eztuk el.

A 3. tablazat VI. oszlopaban levé adatokbdl kideriil, hogy ezzel - az alta-
lunk kidolgozott - médszerrel n{ert eredmények kozéphibaja +8,3%. Ez eléggé
meglepd, mert ugyanazt az értéket modelloldatokban alig valamivel kisebbnek
+8,2%-nak talaltuk. Feltehetd tehat, hogy az elvalasztas vart kedvez6tlen ha-
tdsat az éleszté kivonatban maradt anyagok stabilizalé hatésa kiegyensulyozza.

3. tablazat

Eleszt6hoz hozzaadott ergoszterin és D vitamin mennyiségek alakuldsa a kiilénb6z6 kivonasi
m(veletek soran

Ergoszterin D vitamin
Visszaka- Visszaka- Hozzéa- Visszaka- Visszaka-
Minta Hozzdadott pott meny- pott meny- adott pott meny- pott meny-
mennyiség nyiség nyiség mennyiség nyiség nyiség

mg mg % mg mg %
5 4,1 82 5 3,8 76
5 4.3 86 5 3,9 78
5 3,8 76 5 3,8 76
Szaritott takar- 5 4,1 82 5 3,7 74
manyélesztd 5 4,0 80 5 3,6 72
(Gyér) 10 7.5 75 10 7.9 79
10 8,2 82 10 7,6 76
10 8,7 87 10 7,0 70
10 8,0 80 10 8,0 80
10 8,0 80 10 7.8 78

Kozéphiba: +4,4% 4&tl.: 81,0% Kézéphiba: +4,1% , atl: 75,9%
5 4,7 94 5 3,5 70
5 4,0 80 5 3,8 76
Elesztétej 5 3,9 78 5 4,0 80
siirités eldtt 5 3,8 76 5 3,4 68
(Gyér) 5 3,6 72 5 3.4 68
10 7,5 75 10 6,7 67
10 7.8 78 10 7,2 72
10 7.2 72 10 8,6 86
10 7.5 75 10 7.1 71
1 10 8,1 81 10 7.7 I

Kézéphiba: +8,1 %, atl.: 78,1% Kozéphiba: +8,3% , atl.: 73,5%



A kovetkez0 kérdés az volt, hogy a viszonylag sok miiveletbdl allo elokésziteés
nem modositja-e az élesztében levo ergoszterin és D vitamin mennyiségét. Fel-
tehet6 ugyanis, hogy a vizsgalt alkatrészek kivonasa nem torténik meg tékélete-
sen. Nem lehet kizarni annak lehet6ségét sem, hogy fény-, oxidacids hatasok, f6-
zés, lughatas sth. veszteségeket okoznak. Ezért megvizsgaltuk mindkét el6készi-
tési eljarasnal mindkét vizsgalandoé anyag esetleges veszteségeét.

Ergoszterin vizsgalatanal Ggy jartunk el, hogy megvizsgaltuk a takarmany-
élesztd ergoszterin tartalmat ismert mennyiségl ergoszterin hozzaadasa utan és
el6tt, és a két érték kozotti kulonbséget tekintettik a hozzdadott mennyiségl
ergoszterinnek megfelel§ ,,talalt” értéknek. E vizsgéalatokat a digitoninos és a
rétegkromatogréfias-antimontrikloridos maodszerrel egyarant elvegeztik. A D
vitamin vizsgalatanal az eljaras egyszer(ibb volt. Minthogy az élesztében nem
volt D vitamin, a ,talalt” ertékeket egyenesen viszonyithattuk a ,,hozzaadott”
értékekhez.

Az eredményeket a 3. tablazatban foglaltuk dssze. A vizsgalatokbdl kidertl,
hogy ilyen veszteséggel valoban szamolni kell. A veszteség azonban a meghata-
rozast nem zavarja, ha ismerjiik annak nagysagat és annak ingadozasa a vizs-
galati moédszer ingadozasaval egyitt még az eltlrhet6 hatarok kozétt mozog. —
A ,tgblézta,tbél megallapithatd, hogy a veszteség &tlagos nagysaga az elsd kivonasi
mod esetén

ergoszterinnél  19,0% +4,4% kozéphibaval
D vitaminnal 24,1% +4,1% kozéphibaval

a masodik kivonasi mod esetén

ergoszterinnél 21,9% +8,1% kozéphibaval
D vitaminndl 26,5% +8,3% kozéphibaval

A veszteség ingadozasanak kozéphibajaban mar a modszer kézéphibaja is
benne foglaltatik. — A veszteség (tokéletlen kivonas, ill. bomlas) ingadozasa
okozza jorészt azt, hogy a talalt értékek kozéphibéja altaladban nagyobb eleszt6k-
ben, mint modelloldatokban.

A veszteség ismeretében tehat az eredmények kiszamitasanal faktorokat kell
alkalmazni, melyek a digitoninos médszernél az extinkcids koefficiensbe beol-
vaszthatok, a rétegkromatografias modszernél onalléan alkalmazandok.

E faktorok értéke:
Ergoszterinnél

az els6 Kivonasi moOdszer eSeten........ocveveiiiieieiiiiiciecieis 1,23

a masodik Kivonasi moOdszer 8SEtEN......ccccocvvevveeevcvie e 1,28
D vitaminnal

az els6 Kivonasi mOdszer €Setén........coovvviins v, 1,32

a masodik Kivonasi modszer eSetén.......ccoccevvvievviieiiiiciiee e 1,36

Felmeril még az a kérdés, hogy a rétegkromatografias-antimontrikloridos
maodszer takarmanyéleszt6kb6l nyert kivonatok vizsgalatanal ergoszterin és D
vitamin meghatarozasra ad-e olyan megfelel8 alaku, a mennyiségnek megfelel6
nagysagU és intenzitasu foltokat, mely a kiértékelest mindenki szamara egyertel-
mien lehetévé teszi. E kérdésre a Kisérleteink szerint igennel lehet valaszolni.
A mddszer hasznalhat6sagat az 1 dbrankon mutatjuk. Az ezen lathat6é kromatog-
ralm éleszt6kivonatokhol nyert kiilénbdz8 ergoszterin és D vitamin foltokat tar-
talmaz.
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7. &bra

Az ergoszterin és D vitamin meghatarozasa egymas mellett takarméanyéleszt6b6l. A réteg anya-

ga Kiesejgel G, futtatészer: ciklohexan: etiléter = 1:1, futtatasi idé kb. 40', t = 20 C°. Kém -

szer: antimontriklorid-ecetsavanhidrid kloroformban. Ergoszterin rf.: 0,3, D vitamin rf.: 0,4.

Az ergoszterin foltok kézil az 1., 3. és 5. modell ergoszterin és 4, 8 és 12 /jg ergoszterinnek felel

meg, a2, 4 és6szaml folt éleszt6 extraktban levé ergoszterin. A D vitamin foltok minden eset-
ben 8 Ng D vitaminnak felelnek meg.

IRODALOM

Spanyar PBlazovich M., Gabor I-né: EVIKE. 73. 77. 1967.

OMPEAENNIEHNE BUTAMWHA ,0” W 3PFOCTEPMHA B KOPMOBbIX
OPOXOKAX. 1. OCAXAEHVNE W OMNPEAENEHUNE BUTAMUHA 07 U
IPFOCTEPUHA

M. Wnansap, M. Bnszosuy n H. Mabop

ABTOpbl paspaboTann fABa pasHbiX crocoba nonyyeHus ButamuHa ,, 07 u
3procTeprHa M3 OPOXOKEBOr0 MOJIOKA M CYLUEHHbIX APOXOKel. [lepBblii cnocob
NoaXOAALMA TONMbKO A5 MOATOTOBKM CYLUEHHOrO MPOAYKTa W BTOPOW C€rnocob
TO/IbKO ANS MOArOTOBKM MOJIOKa. ECnn B 3KCTpakTe MOSYYEHHOro asyms CMOCO-
Gamu NpuUCYTCTBYET TOMbKO 3ProcTepuH TO COOTBETCTBYHOLMM METOOM BbisiB/Ie-
HWA ABNSETCA OUIMTOHWHOBBLIN METOf, @ eCNii COBMECTHO MPUCYTCTBYHOT 06a Be-
LLiecTBa TO NPUMEHATL aBTOpaMmn pa3paboTaHHYH TPEXXIOPUCTYHO CYPbMAHUCTYHO
cnouctyio  XpoMatorpajuio.  CpegHas MOrpelwHocTb AUTMTOHMHOBOTO  METOAa
+8[1%> a cnoucToii xpomatorpagun npu sproctepuHe +8,3%, Mpu nonyyeHun
BUTamuHa ,,[1” £8,3%.
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BESTIMMUNG VON VITAMIN D UND ERGOSTERIN IN FUTTERHEFE
ILTRENNUNG UND BESTIMMUNG DES VITAMINS D UND DES ERGO-
STERINS

P. Spanyar, M. Blazovich und |. Gébor

Die Verfasser arbeiteten zur Extrahierung von Vitamin D und Ergosterin
aus Hefemilch bzw. Trockenhefe zwei verschiedene Methoden aus. Die erste
eignet sich nur zur Bereitung des getrockneten Produktes, die zweite nur fir
die Milch. Fur mit beiden Verfahren gewonnene Ausziige ist im Falle der An-
wesenheit von nur Ergosterin die Digitoninmethode geeignet, sind aber beide
Verbindungen zugegen, die von den Verfassern ausgearbeitete schichtchromato-
%raphlsche Antimontrichloridmethode. Der mittlere Fehler der Digitoninmethode

etragt +8,7%, derjenige der schichtchromatographischen Methode fir Ergo-
sterin +8,3% fur Vitamin D +8,3%.

DETERMINATION OF VITAMIN D AND ERGOSTEROL IN FEED YEAST.
Il. ISOLATION AND DETERMINATION OF VITAMIN D AND ERGO-
STEROL

P. Spanyéar, M. Blazovich and /. Gabor

Two different procedures were evolved by the authors for the extraction of
vitamin D and of ergosterol from yeast juice and from dried yeast, respectively.
One of the methods is suitable for the preparation of dried yeasts for analysis
while the other only for that of yeast {mce The extracts obtained by any of
the suggested methods are subsequently treated according to the digitonine
method when only ergosterol is present, while in the case of the simultaneous
presence of both substances the layer-chromatographic method based on anti-
mon trichloride evolved by the authors proved to be suitable. The mean error
of the digitonine method ranged +8.7%, that of the layer-chromatographic
meth%d, in turn, +£8.3% in the case of ergosterol and +8.3% in that of vita-
min D.

DOSAGE DE LA VITAMINE D ET DE L’ERGOSTERINE DANS LA LEVU-
RE A FOURRAGE Il. SEPARATION ET DOSAGE DE LA VITAMINE D
ET DE L’ERGOSTERINE

P. Spanyar, M. Blazovich et . Gabor

Les auteurs ont élaboré deux méthodes différentes pour I’extraction de la
vitaminé D et de I'ergostérine & partir du lait de levure et respectivement, de la
levure séchée. La premiere ne peut servir qu’a la preparatlon préalable du produit
sec et la deuxiéme au lait de levure. En présence d’ergostérine seule c’est le pro-
cédé a la digitonine qui convient, en présence des deux matiéres simultanée c’est
le procédé de_Chromatographie de couche au trichlorure d’antimoine, qu’ils ont
élaboré, que 'on peut employer. L’erreur moyenne de la méthode & la digitonine
est +8,7%, celle de la méthode chromatographique +8,3 avec la I’ergostérine
et +8,3% avec la vitaminé D,
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