
SCHNELLE BESTIMMUNG VON NONYLSi%URE DUND 
ANDEREN CAPSMWOIDEN IN CAPSICUM-FR~CHTEN UND -m- 
TEN MW lag*-KOMPLEXERUNGSLEISTUNGS-FLoSSiG- 
GHRQMATBGRAPHiE’ 

Rapid determination of nonylic acid vanilIyiami& and other capsaicinoids ti Capsicum 
frtlis and extracts by means of Ag’-complexation high-performance liquid chromato- 

graphy 

Rapid quantik&ion of nonylic acid vanLUyIamide in the pungent principle of 
Capsicum fruits and extracts is possible by reversed-phase high-performance liquid 
chromatography (HPLC). Separation of the critica! pair capsaicin/nonylic acid 
vaniilylamide is obtained after addition of Ag;’ to the mobile phase, because the 
retention time of cap&cin (side chain unsaturated) is selectively shortened_ By 
means of an internal standard (benzene) and detection at two different wavelen,@hs 
(capsakinoids, 280 nm; stnndzzrd, 254 nm) determination of caprylic acid vanillyl- 
amide, nordihydrocapsaicin, dihydrocapsaicin, decylic acid vaniIlylamide and homo- 
dihydrocapsaicin I f II and measurement of the absolute amount of capsaicinoids 
is possible at the same time. Ag+-complexation YPLC gives an equivalent or better 
precision and reproducibility than gas chromatographic methods. The short time 
of analysis and easy manipulations offer great advantages for quality control of 
Ckpsicum fruits and extracts. 

Zur QuaWtskontrolle von Capsicum-Frikhten and -Extrakten ist neben der 
Bestimmung des Gesamtcapsaicinoidgehaltes die Ermitthmg der Zusammensetzung 
des Scharfstoffgemisches notwendig 1*2. Grosse Bedeutung kommt dem Nachweis zu 
hoher AnteiIe von NonyIs&rrevaniliyIamid (NSVA) zu, welches h&fig zur Erh6hung 
des !%herfkertes beigemengt wird 1.3-4. Die Trennung und Bestimmung dieses struk- 
tureil sehr Shnlichen Verbindtmgen 5*6 etiolgte bisher mitt& gaschromatographischer 



(cc) Ve&hren~~4, welche aherdings eine relativ aufwendige Probenvorbereitung 
vosaussetzten. Mittels efnfacher Hochleishmgs-Flussig-Chromatographie (HPLC) 
an “reversed-pkase- S8uIen gelang es trotz sonst guter Trenuergebnisse bisher 
nichk Caps&in (C) van NSVA zu trennen7m8, eine Quantifizierung war nur unter 
Anwendung einer apparativ aufivendigen “off-line” Kopplmg tit Massempek- 
bornetie m@$ich’. 

Die Auftrennung des kritischen Paares C and NSVA gel&t mit I-IiKe der 
Diinnschichtchromatographie (DC) unter Zusatz von Silbemitrat zur mobilen Phase, 
wenn Polyamid- oder mit Tctrakn impr8gnierte Silikagel-Sckichten verwendet wer- 
dcng.lo_ Wie die Ergebnisse der Arbeits_oJuppe von Schomburg”*” bzw. von Tscherne 
und Capitano= z&en, Iassen sich suck in der “reversed-pkasen HPLC die 
Kapazit&&ktoren (k’) ung&ttigter Verbindungen durch derartige Silbersalzzu- 
s%ze selektiv beeinfiussen. Es Iag daher m&e, die bisher zur Capsaicinoid-Trennung 
verwendeten HPLC-Systeme in gieicher Weise N modifizieren, um eine einfache 
und gleicbzeitige Bestimmung des NSVA- und Gesamtcapsaicinoidgehaltes 
mtiglicken. 

Appmatwen 

zu er- 

Flussigkeits-Chromato_mph Perkin-Elmer 2/2 i Rheodyne Injektor (175 ~1 
Schleife); Detektor Perkin-Elmer LC 65 T nit Sgtienofen; Integrator Perkin-Elmer 
M2; Schreiber Perkin-Elmer 023. Szufe, LiCkrosorb RP-8 (7 pm), 25 cm x 4.6 mm 
I.D. (Knauer, Oberursci, B.R.D.). 

_Bei Misckung der mobiIen Phase durch Verwendung von zwei Pumpen: Mobile 
Pkase, Methanol-Wasser (53:47, v/v), 2 ml/min; Temperatur, 40”. Die Silbcrsalze 
wurden jeweils dem Methanol zugesetz& 1.2 g AgNO, oder 1.6 g AgCIO, pro 100 ml 
Methanol entsprechend 37.4. lo-’ Mel Ag+ pro Liter _mte mobile Phase. 

Bei Vormischung des Fliessmittels und Verwendung einer Pumpe: Mobile 
Phase, Methanol-Wasser (53:47, v/v) + 40.6- IO-’ Mel Ag* (AgNQ, oder AgCIO,), 
2 ml/min; Temperatur, 50’. 

Massnahmen zur Vemeidung von Silberabscheidnng im HPLC-System: Das 
gesamte System wurde nach Beendigung der Analysen (abends) 45-60 min mit 
Methanol-Wasser gespiilt, ZunHchst steigerten wir den Methanol-Ant& kontinuier- 
kcli auf 99 % und reduzierten dann in 10 ok Schritten auf lx, um die Ietzten Reste an 
Siibersalzen zu entfernen; zu&tzlich enblgte die Spiilung der Pumpen mit stark er- 
hiihtem Dtmzhfbuss (10 ml&tin), wobei das L5sungsmittei mittels eines Dreiweg- 
vent& vor der SFmie abgeleitct wurde. 

Eichmg gegen inneren Standard (Benmi) 
Die versckiedenen Reinsubstanzen wie CapryJ.&ureven iilykunid (CSVA), 

C, Nordikydrocapsaicin (NDHC), NSVA, Dihydrocepsaicin (DHC) und Homo- 
dikydrocapsaicin @IDHC) I t II wurden unter Verwendung von Stammhisungen 
in den ~MengenverhU&sen gemischt, wie sic in Drogen und Extrakten vorkommen, 
nit Benz01 (Standard) versetzt und so verdtint, dass die Konzentrationen denjenigen 



der Probeneinspriti&ungen entsprachen. Es ergaben sich folgende, auf Benz01 be- 
zogene Standardkorrekturfaktorcn: CSVA = 0.170, C = 0.182, NDHC = 0.200, 
NSVA = 0.191, DHC = Decylsaiirevaniliyhunid (DSVA) = 0.205 und HDHC 
lfII=0.344. 

Besaimmwtg d&s Einzel- zud Gesamtcapsaicimia’gehakes 
FRcctus Cripsici. 0.500 g Fmcms Capsici (Sieb V-(rAB. 9) werden in einem 

25 ml fassenden Rundkoibchen mit 5 ml Methanol iibergossen und auf dcm sieden- 
den Wasserbad eine Stunde unter Rlickflusskiihiung e&it.& Nach dem AhkiihIen 
setzt man mittels Hamiltonsptitze 30-50 ,ul Benz01 zu und spritzt nach gutem Um- 
schiitteln 30~1 in den HPLC ein. 

ExEractwn Cupsici. 50.0 mg Capsicum-Extra& werden in 4 ml Methanol 
gel&t und 30-50 pi Benzol mitt& Hamiltonspritze zugesetzt. Nach gutem Um- 
schiitteIn werden 30 pi in‘ den HPLC ‘eingespritzt. Die Berechnung erfolgt in der 
iibhchen Weise unter Bcriicksichtigung der Dichte von Benzol. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSiON 

Ausgangspunkt fir die Versuche zur Trennung der Capsaicinoide mit Hilfe 
der Ag’Xomplexierungs-HPLC waren die bisher verwendeten reversed-phase 
Systeme mit LiChrosorb RP-8 aIs Sorbens und Dioxan- oder Methanol-Wasser 
Gem&hen als mobile Phasens_ Da Dioxan bei Zusatz von Silbernitrat eine rasche 
Abscheidung von metalhschem Silher hcwirkt, setzten wir die Versuche mit Methanol- 
Wasser fort. Zur Erhiihung der Reproduzierbarkeit verwendeten wir nunmehr einen 
thermostatisierten Sguienofen, was aherdings eine neuerliche Optimierung des 
Systems notwendig machte: Bei Temperaturen von 40, 45 und 50” und Durch- 
flussraten von I, 2 und 3 ml/min wurde im Bereich zwischen 50 und 60% in lx- 
Stufen die Methanolkonzentration im Fhessmittel variiert, wobei der Einfachheit 
halber die Zufuhr von Methanol und Wasser mittels zweier getrennter Pumpen 
erfolgte. Die Relation von Trennleistung und Analysendauer war bei einer Konzen- 
tration von 53% Methanol mit einer Durchflussrate von 2 ml/r&r und einer Ofen- 
temperatur von 40” hesonders glinstig (Fig. 1). 

Bei Venvendung von mit Silbernitrat ge&Xigtem Methanol konnten wir in 
einem ersten Versuch selektiv die Retentions&t van Capsaicin verkiirzen. Um die 
B&stung des HPLC-Systems mit unniitig hohen Silbcrsalzmengen zu vermeiden, 
war in einer weiteren Analysenserie die zur Trennung notwendige Minimalkonzen- 
tration an SiIbemitrat RI ermitteln. Dazu verwendeten wir eine Testmischung von 
NDHC, NSVA und C gel&t in Methanol, welche wir mit jeweils unterschiedlichen 
Silbemitrat-Konzentrtioncn im ~Methanol-Anteil der mobilen Phase chromato- 
graphierten. Mit zunehmender Silbersalzkonzentration (3.12. 10e3 bis 37.4. 10e3 M 
in Methanol-Wasser) nahm die Retentions&t von C linear ab (Fig. 2), w&end die 
Retention von NDHC und NSVA unbeeinflusst blieb. Bereits bei einer AgNO,-Kon- 
zenbzxtion von lS.7-lO-3 M lag NSVA von C bzw. NDHC getrennt vor, die 
voIIstZkdige Aufkrennung aller drei Komponenten gelang bei einem AgNO,-Gehalt 
van 37.4- lo-’ N mobiler Phase (Fig. 3). Gleiche Ergebnisse erhielten wir bei Ver- 
wendung Bquivalenter Mengen an AgCQ. 
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Fe_ 1 _ T_nxunmg ckx CapsaicinoiCe aus Fructus Cqxici xnitteis revas&** HPLC. S&k, 250 x 
4.5 mm I-D_, LiChrosorb m-8 (7 pm); mobik Phas, Methnol-Waser (53:47. v/v). 2 ml/min; Tem- 
pxzrrr, 4OO”; D&e&ion, IN 280 nm_ 

Im Hinblick auf eine mBgPichst allgemeine Anwendbarkeit des Verfahrens 
schien es nun zweckm&sig, die mobile Phase vorzumischen und iiber nur eine 
Pumpe zu &dern_ Dazu erwies sich tierdings eine neueriiche ModSkation der 
HPLC-Bedin,gungen als notwendig: da wir zun~chst bei gleicher Ofentemperatur 
(40”) und Ag+-Konz (37_4l-1O-3 M) stark erh6hte k’-Werte -und eine deutiich 
schIechtere Auflisung von C und NDHC f~tstellten. Dieses PhZnomen war mit 
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Fig. 3_ Optimierung der Ag+-Konzentration in der mobikn Phase mr volkt%xlim Auftrennung 
van NDHC, C und NSVA; r, (C) siehe Fig. _, 9 - S&k, 250 x 4.6 mm LD., LiChrosorb RP-8 (7pm); 
mobile Phase, LMethanol-Wasser (53:47, v/v) i Ag+ (vgl. Fig. 2), 2 ml/min; Temperatur 40”; 
Detfsction. UV 2sO nm_ 

grosser Wahrscheinlichkeit durch zwei Urn-de bedingt: (1) Be.i Fiirderung van 
Methanol und Wasser iiber zwei getrennte Pumpen trat Mischungsw5rme auf, sadass 
die mabiIe Phase nit hiiherer Temperatur durch die S3uIe striimte, als es bei der 
Zufuhr van vorgemischtem, auf Zimmertemperatur abgekuhhem Fhessmittel der 
Fall ist, (2) Zus3tziich tritt bei der Verwendung des Zweipumpensystems im Mischer 
Volumskontraktion auf, was eine gegeniiber der Berechnung hijhere Ag+-Konzen- 
tratian in der mobilen Phase zur Folge hat. 

Dureh Steigerung der Ofentemperatur auf 50” und der Ag’Xouzentration 
auf 40.6. IOe3 M gekmg die Kompensation beider EEekte. Somit Iisst sich das vor- 
geschtigene Verfahren xur Trennung der Capsaicinoide anch mit einfachen, nur mit 
einer Pumpe ausgestatteten HPLC-Ger%en durcbfiibren. 

Eichwrg mittelk iimerem Sttmhrd 
Die Retentions&t des bereits ffier als Standard verwendeten 1,3-Dioitro- 

benzoh? wurde durch Ag+-KompIexierung ebenfalls stark verkiirzt, wodurch bei der 
Analyse von Capsicum-Extrakten eine Oberlappung mit RegIeitsto@eaks a&rat. 
Von einer Reihe gepriifter Substanzen entsprach Renzol am besten den Anforderungen 
bezi3ghch L&lichkeit, Reinheit und Lage im Chromatogramm (Fig, 5), do& erbrachte 
die Detektion bei 280 nm (Absorptionsmaximum der Capsaicinoide) relativ geringe 



Messwerte, was eine N grosse Fehferanfailigkeit des Verfahrens beftlrchten Iiess. 
Wir nahmen dzher die HPLC-Bestimmung der Capsicum-Scharfstoffe durch Mcssung 
bei zwei We&nkZngen vor, indem wir den inneren Standard (Benzol) bei 254 nm 
und den Bereich der Capsaicinoide bei 2843 nm detektierten. Die Umschaltung der 
Weller&%~ge und Nachjustierung der Nullinie erfolgte jeweils nach Ausdruck der 
Pe&BZche des BenzoIs, wobei sich der ekktronische Integrator in “Inhibit-“Position 
tifand, urn die auflretenden StiirsignaIe zu unterdriicken (vgl. Fig_ 5 und 6). 

Die Ermittiung der Korrekturftitoren bzw. Erstellung der Eichkurven erfolgte 
fur jedes Capsaicinoid in dem Konzentrationsbereich, der bei der Analyse von 
Capsicum-Friichten und -Extrakten zu erwarten war. Unter Beriicksichti,ormg der aus 
den Eichanalysen berechneten Standardkorrekturfaktoren ergaben sich fiir CSVA, 
C, NDHC, NSVA, DHC und HDHC I $- II jeweiIs Eichgerade, die durch den 
NuIlpunkt verliefen (Fig. 9, womit die erforderliche P&&ion der Messung ge- 
w%rfeistet war_ Fiir die Ekxechnung des DSVA-GehaItes in Capsicum-Friichten 
und -35trakten verwendeten wir den Faktor von DHC, da f-r die Eichung nicht ge- 
niigend Reinsubstanz zur Vefigung stand. 

fig. C Eichgecaden der Capsaicinoide unter Benickskhtigmg dcr Korrekturfaktoren (F). Ew = 
Einmage dcs Cspsaidnoids (II!&: A = rng Zwmagc (l!knzoD-me (cZpsaicinoid)-Fj’J%ck 
(==a- 

Nach Igngerem Gebrauch derselben S3ule wurde eine Vetinderung der Stan- 
dardkorrekturfaktoren beobachtet, welche wir auf A&rung der st&ionZren Phase 
~iickfiIiIihrten_ Es erfolgte daher eine t@Iiche Uberpriifung, wobei es sich als aus- 
reichend erwies, jeweils den Faktor von C N ermitteln. Die Berechnung der korrigier- 
ten F&to.merte der anderen Capsaicinoide konnte durch Relativierung iiber das 
Verh%nis vom ahen zum neuen Faktor fiir Capsaicin vorgenommen werden. 

Pro&~reitrmg 
ImGegensatzzuffierenBc-’ ungsmethode+* vereinfachte det Einsatz 

der HPLC die Probenaufbereitung erheblich. Capsicuxn-Extrakte mussten nur in 



Methanol gel&t und mit innerem Standard versetzt werden. Dabei .envies es sich 
als zweckm%sig das Benzol mittels Hamiltonspritze zuzusetzen und die entsprechen- 
de Einwaage iiber die Dichte zu em&men_ 

Eine Modifizierung war zur Analyse van Capsicum-Fr&hten n&g, da bei 
Zusatz des Standards vor der Heissextraktion me&&he VerEuste auftraten (Fhichtig- 
keit des Benzols). Wir setzten daher den inneren Standard erst nach der Extraktion zu. 

Nachdem das bisher zur Extraktion von Capsicum-Friichten verwendete 
Chloroform4*x4_15 gleicbzeitig mit Renzol eluiert wurde, bot sich mm Methanol an, 
welches sich in friiheren Untersuchungen ah gleichwertig gezeigt hattex6. Wegen der 
giinstigen Absorptionseigenschaften der Capsaicinoide (Ei& = 103 bei 280 nm) 
konnte der Probenbedarf pro Analyse auf 50 mg Extrakt und 0.5 g Friichte reduziert 
werden, was vor allem im Hinblick auf chemotaxonomische Untersuchungen, f% die 
meist nur geringe Probenmengen zur Verfiigung stehen, Bedeutung hat. 

Repro&ierbarkeit 
Als Mass fir die Reproduzierbarkeit der Methode wurde die N&erungs- 

standardabweichung berechnetl’, wobei wir wegen des gr6sseren ManipuIationsauf- 
wandes ParaheIbestimmungen von Ffac8w C’apsici heranzogen (Tabelle I). 

TABELLE I 

CAPSAICINOIDZUSAMMENS EiZUNG UND GESAMTCAPSABXNOIDGEHALT EINE.S 
MUSTERS VON FRUfZTUS CAPSICI MACH VIER UNABHii%NGIGEN AUFARBEITUNGEN 
UND BESTIMMUNG MIITELS Ag+-KOMPLEXIERUNGS-HPLC 

Am&se Nr_ hreii am Ca~~aicib&emitch (%) Gesamtcapsaiccinoi&eMt 

c NDHC NSVA DHC 
ml 

1 57-2 
f :; E 

35.7 0_297 
2 59.5 33.1 0.292 
3 57.3 34.8 0.291 
4 58.8 Z:T ::: 34.0 0.284 

Mittehverte 552 6.2 I.1 34.4 0_2!31 

Es ergaben sich folgende absolute N~herungsstandardabweichungen: Gesamtcap 
saicinoidgehalt s, = I,tO.O046; C s, = f1.l; NDHC s, = f0.2; NSVA s, = &O-l; 
DHC s, = & I _ 1. CSVA, DSVA und HDHC I + 11 waren in dieser Probe nicht 
nachweisbar, doch kijnnen die Werte fir die Standardabweichung in der gleichen 
Grijssenordnung angenommen werden. Das Verfahren weist somit eine fiir die 
Untersuchung biologischen Materials zufriedenstel!ende Reproduzierbarkeit auf 

Vergieich mit anderen Verfahren 

Ftir die Bestimmung des NSVA-gehahes in Capsicum-Frtichten und Extrak- 
ten stehen mmmehr drei Anafysenverfahren zur Verftigung, welche neben einem 
sehr unterschiedhchen Manipulationsaufwand such verschiedene Messtechniken 
erfordern. Wir ermittehen daher mitteIs Ag+-Komplexierungs-HPLC den Gesamt- 
und Einzelcapsaicinoidgehalt einiger Muster von Fmctts und Extracti= Ctzpsici 

(Chromratogranxne siehe Fig. 5 und 6) und verghchen mit den Ergebmssen ans den 
anderen Anaiysenverfahren. 
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F&_ S_ 4+-HPLC der Czpsakinoide eiixs mit NSVA &%&ten Capsicxm-Extr&tes_ S&&z, 
250 :< J-6 mxn LD, LiChrosorb RP-8 (7pm); mcbile Phase, hfcthimoCWasser (5397. viv) i 
37-4. 1O-J .M Ag+ ; 2 ml/min; Tcmpcratur: 40”; Detektion, UV m und 280 nm. 

Wie Tabelie II zu entnehmen ist, ergab sich eine re!ativ gute b)bereinstimmung 
der einzlnen Werte. Die Ag’-Komplexierungs-HPLC zeigte sich vor allem fEr die 
Bestimmung van NSVA als giinstigstes Verfahren, da bei hoher Auf&sung der in- 
tenzxa&en Komponenten der AbsoIutgehdt und die ScharEtioE%usamm ensetzung 
gleichzeitig ermittelt werden k8nnen_ Mit Verf’ahren B (GlaskapiMr-Gaschromato- 
gzaphie der nach Verseifung der Capsaicinoide gewonnenen Carbontiuremetbykzster) 
gelingt zwar zus%zlich die E&&sung von Homocapsaicin I + II und such Hnsserst 
geringer bteile von DSVA und HDHC I i PI, doch ist der Zeitbedarf pro 
Analyze ca_ viermal griisser und die Bcstimmuog des Gesamtcapsaicinoidgehaltcs 
nicht m@lich_ 

Weiters zeigen die Ergebnisse, wie schon friiher festgestelit*~, dass in un- 



Extmkte 
1 A I 1 40 43 15 - - 3.2 

B 0.7 2-O 36.3 43-O 16.7 1.4 - -. - 
C 3.5 1.0 36.9 46.1 Il.4 - - 0.9 3.22 

2 A 1 - 63 25 11 - - 6.5 
: 0.7 3.8 0.6 1.5 53.3 51.6 31.0 32.8 11.1 9.2 1.9 - 0.3 - 0.3 1.9 7.72 - 

3 A 1 3 31 48 16 - - 2.6 
B 0.2 I.4 22.0 55.1 18.6 1.5 1.0 0.3 - 
C 1.9 1.3 W.6 49.7 16.2 - - 1.3 3.08 

F&ZhtbZ 
1 A - 7.9 - 65. I 26.3 - - 0.19 

B - 3s 1.3 64-9 w-5 o-9 - - - 
C - 7.8 - 67.4 24.7 - - - 0.193 

2 A - 11.1 - 47.2 4I.7 - - 1-2 
B 0.6 13.9 0.7 49.7 34.5 0.6 - - - 
C 0.8 8.6 1.1 51.4 34.0 - - 3.9 1.15 

verf%chten Capsicum-Ftichten nur geringe Anteile von NSVA a.m Scharfstoff- 
gemisch vorliegen, w&rend die hier untersuchten Extrakte, die aus dem Handel 
stammen, sehr hohe Anteile dieser Komponente aufwiesen. Es handelte sich dabei 
offensichthch um Zus5tze der synthetisch hergestellten Substanz, welche nicht ent- 
sprechend deklariert waren. Das neue HPLC-Verfabren ermoglicht somit die fur 
die Qualit&.skontrolle notwendige rasche und genaue Analyse des Capsaicinoidgehal- 
tes und der Scharfstoffiu sammensetzung in Capsicum-Friichten und -ExFrakFen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

_ Ein neues Verfahren ermiighcht nunmehr such die rasche Bestimmung von 
NonyIs&xevanilIylaid in Scharfstoffgemischen von Capsicum-Friichten und -Ex- 
~rakte~ mittels “reversed-phase” Hochleistungs-Hiissig-ChromaFographie- Das 
k&&he Paar Clapsaicin/Nonyls&uevanillylamid kann durch Zusatz von Ag+ zw 
mobilen Phase aufgetrennt werden, da die KeFentionszeiF des in der Seitenkette unge- 
titFigten Capsaicins durch Ag*-KompIexierung selektiv verktirzt wird. Wttels 
innerem Standard (Benzol) und durch Detek~ion bei zwei Wellenliingen (Capsaici- 
noide, 280 m; Stamiard, 254 nm) wird such die ErGssung von CapryltiurevanilIyl- 
amid, Nordihydrocapsaicin, Dihydrocapsaicin, Dccyl~urevaniilylamid und Homo- 
dihydr~~~psaici~ I + 11 und damit gleiehzeitig die BesFimmung des GesarnFcztp- 



saicinoidgehaltes emiiglicht, Die neue Me&ode zeigt sich hinsichtlich Geuauigkeit 
und PrSision den bisher verweudeten gascbxomatographischen Ve&hren zumindest 
gleichwertig erfordert akr einen wesentlich gerkgeren Z&t- und Manipulations- 
aufivand, wams sich eine besondere Eiguung fGr die QualitStskontrolle ergibt. 
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