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การประเมินปริมาณสาร gamma-aminobutyric acid (GABA) ในเมล็ดถั่วเหลือง

และถั่วเขียวโดยใช้เทคนิค Near Infrared Spectroscopy

Evaluation of the gamma-aminobutyric acid (GABA) content of soybean 

and mungbean by Near Infrared Spectroscopy
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ABSTRACT

	 Soybean and mungbean consists of Gamma aminobutyric acid (GABA). GABA is 

an inhibitory neurotransmitter. This research aimed to use Near Infrared Spectroscopy 

(NIRS) technique which is non-destructive technique to predict for GABA in soybean and 

mungbean grains. In 2013-2015, the soybean 310 samples (from Chang Mai Filed Crop 

Research Center, Lopburi Agricultural Research and Development Center, and markets), 

and 260 samples of mungbean (from Chai Nat Filed Crop Research Center, and markets) 

were collected and scanned the reflectance mode in the region 800-2500 nm. The 

experiment was conducted at Postharvest and Processing Research and Development 

Division, Department of Agriculture. The samples were analyzed for GABA by HPLC. The 

Least Squares Partial (PLS) linear regression models were calculated using the 

Unscrambler. The results showed the calibration for predicting GABA contents in soybean 

grains, the high correlations (R) = 0.90, Squared Correlation Coefficients (R2) = 0.82, 

Standard Error of Prediction (SEP) = 2.80 mg/100g, Standard Deviation (SD) = 6.50 mg/

100g. The calibration for predicting GABA contents in mungbean grains, the high 

correlations (R) = 0.90, Squared Correlation Coefficients (R2) = 0.81, Standard Error of 

Prediction (SEP) = 2.02 mg/100g, Standard Deviation (SD) = 4.83 mg/100g. Therefore, the 

1	 กองวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปรรูปผลิตผลเกษตร กรมวิชาการเกษตร จตุจักร  กทม 10900
1	 Postharvest and Processing Research and Development Off ifice, Department of Agriculture, Chatuchuck, Bangkok 

10900



46	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 34 ฉบับที่ 1  มกราคม - เมษายน 2559

NIRS technique can predict GABA 

contents in soybean grains (0-30.83 mg/

100g) and, mungbean grains (1.66-23.26 

mg/100g).
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บทคัดย่อ

	 ถัว่เหลอืงและถัว่เขยีวมสีารกาบา (Gamma 

aminobutyric acid, GABA) ซึ่งมีบทบาทสำคัญ

ในการเป็นสารสื่อประสาทในระบบประสาทส่วน

กลางที่มีประโยชน์ต่อร่างกายมาก งานวิจัยนี้

เปน็การนำเทคนคิ Near Infrared Spectroscopy 

(NIRS) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ไม่ทำลายตัวอย่าง มาใช้

ในการประเมินปริมาณสาร GABA ในเมล็ด
 

ถั่วเหลืองและถั่วเขียว โดยรวบรวมตัวอย่าง
 

ถั่วเหลืองจากศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่ ศูนย์วิจัย

และพัฒนาการเกษตรลพบุรี และแหล่งจำหน่าย
 

ต่าง ๆ จำนวน 310 ตัวอย่าง ถั่วเขียวจาก

ศูนย์วิจัยพืชไร่ชัยนาท และแหล่งจำหน่ายต่าง ๆ 

จำนวน 260 ตัวอย่าง ระหว่างเดือนตุลาคม ปี 

พ.ศ. 2556 - กันยายน ปี พ.ศ. 2558 นำไป

สแกนด้วยเครื่อง Near Infrared Spectro 

photometer ทีค่วามยาวคลืน่ 800-2500 นาโนเมตร 

และนำตัวอย่างเดียวกันไปวิเคราะห์ปริมาณสาร 

GABA ด้วยเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) นำค่าที่วิเคราะห์ได้

มาหาสมการถดถอยเชิงสมการเส้นด้วยเทคนิค 

Partial Least Square Regression (PLS) โดย

ใช้โปรแกรม the Unscrambler พบว่า สมการที่

ใช้ประเมินสาร GABA ในเมล็ดถั่วเหลืองมีค่า
 

สหสัมพันธ์ (R) = 0.90 ระหว่างค่าปริมาณสาร 

GABA ในเมล็ดถั่วเหลืองที่ได้จากการทำนาย

และค่าปริมาณสาร GABA ในเมล็ดถั่วเหลืองที่

ได้จากการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ มีค่า

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) = 0.82 ค่า

ความคลาดเคลื่อนในการประเมิน (Standard 

Error of prediction, SEP) คอื 2.80 มก./100 ก. 

ซึ่งต่ำกว่าค่าความคลาดเคลื่อน (Standard 

Deviation, SD) คือ 6.50 มก./100 ก. สมการที่

ใช้ประเมินสาร GABA ในเมล็ดถั่วเขียวมีค่าสห

สัมพันธ์ (R) = 0.90 และมีค่าสัมประสิทธิ์การ

ตัดสินใจ (R2) = 0.81 มีค่าความคลาดเคลื่อนใน

การประเมิน 2.02 มก./100 ก. ซึ่งต่ำกว่าค่า

ความคลาดเคลื่อนจริง ที่มีค่า 4.83 มก./100 ก. 

จากการทดลองแสดงว่าเทคนิค NIRS สามารถ

นำมา่ใช้ประเมินสาร GABA ได้ และได้นำ

สมการที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพแบบ Full 

Cross validation ในการประเมินสาร GABA 

ในเมล็ดถั่วเหลืองมีค่า R2 = 0.82 สามารถ

ประเมินปริมาณสาร GABA ได้ตั้งแต่ 0.0-30.83 

มก./100 ก. ขณะที่ประสิทธิภาพของสมการที่

ประเมินสาร GABA ในเมล็ดถั่วเขียวมีค่า R2 = 

0.81 และประเมนิไดต้ัง้แต ่1.66-23.26 มก./100 ก.


 


คำหลัก: ถั่วเหลือง ถั่วเขียว สารกาบา เนียร์ 

อินฟราเรดสเปกโตรสโครปี
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คำนำ

	 สารกาบา (Gamma aminobutyric 

acid, GABA) เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

มีหน้ าที่ สำคัญในการเป็นสารสื่ อประสาท 

(Neurotransmitter) ประเภทสารยับยั้งในระบบ

ประสาทส่วนกลาง GABA จึงเป็นสารอาหารที่

ร่างกายต้องการ เนื่องจากมีสารป้องกันการเสื่อม

ของสมอง (Abdou et al., 2006) สาร GABA 

เป็นองค์ประกอบของกรดอะมิโนอิสระโดยรวม

ของพืชชั้นสูงหลายชนิด เช่น ข้าว พืชตระกูลถั่ว 

และธัญพืชอื่น ๆ (ชนากานต์และคณะ, 2557) 

การสะสมของสาร GABA ในพืชแต่ละชนิดเกิด

จากหลายปัจจัย เช่น การตอบสนองต่อ water 

stress การเพิ่มขึ้นของปริมาณ GABA ใน

สภาวะที่มีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

เนื่องจากสภาวะที่เป็นกรดเล็กน้อย (H+) ไป

กระตุ้นการทำงานของเอ็นไซม์ glutamate 

decarboxylase ทำให้เกิดการเปลี่ยนกรด
 

กลูตามิค (glutamic acid) ไปเป็น GABA จึง
 

ส่งผลทำให้มีปริมาณ GABA มากขึ้น (Shelp 
 

et al., 1999) พชืตระกลูถัว่นัน้เปน็แหลง่ของโปรตนี 

โดยมีกรดกลูตามิคเป็นสารตั้งต้น Matsuyama 

et al . (2009) พบว่าเอ็นไซม์ glutamate 

decarboxylase เกี่ยวข้องกับการเพิ่มขึ้นของ 

gamma aminobutyric acid ระหว่างการเพาะ

งอกของถั่วเหลืองด้วยวิธีการแช่น้ำ ขณะที่ 

Tiansawang et al. (2014) พบว่าการผลิต 

GABA ในถั่วเขียวระหว่างการเพาะงอก เพิ่ม

สูงสุด 80.68 มก./100 ก. เมื่อนำเมล็ดไปแช่น้ำ

นาน 24 ชม. ที่อุณหภูมิห้อง อิงฟ้า (2552) ได้

ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารพฤกษเคมีในข้าว

และธัญพืช 4 ชนิดโดยวิธีทางเคมี พบว่าถั่ว

เหลืองมีปริมาณสาร GABA 3.34 มก./100ก. 

และในถั่วเขียวปริมาณสาร GABA 6.24 มก./

100 ก.  


	 การประเมินสาร GABA ส่วนใหญ่จะใช้

วิธี HPLC ซึ่งเป็นวิธีที่ค่อนข้างยุ่งยาก ซับซ้อน 

ใช้เวลานาน และมีการทำลายตัวอย่าง ปัจจุบัน

ไดม้กีารนำเทคนคิ Near Infrared Spectroscopy 

(NIRS) มาใช้ในการวิเคราะห์สารต่าง ๆ หลาย

ชนิดในพืช แบบไม่ทำลายตัวอย่าง เช่นการ

ประเมินคุณภาพอ้อย (จิราพรและคณะ 2553) 

ซึ่งเทคนิคนี้เป็นเทคนิคที่ไม่ทำลายตัวอย่าง ใช้

หลักการการสร้างสมการจากค่าสัมประสิทธิ์สห

สัมพันธ์ (Coefficient of correction, R) 

ระหว่างค่าการดูดซับแสง Near Infrared ที่ส่อง

ผ่านวัตถุที่ต้องการวิเคราะห์จำนวนหนึ่ง และ

ค่าที่วิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการ เมื่อได้สมการที่

มีค่าความสัมพันธ์สูง ค่าความคลาดเคลื่อนใน

การประเมิน (SEP) ต่ำ จึงนำสมการที่ได้ไปใช้

ทำนายค่าของตัวอย่างแทนการวิเคราะห์ในห้อง

ปฏิบัติการ ข้อได้เปรียบของการใช้เทคนิค Near 

Infrared Spectroscopy คือเป็นวิธีทดสอบที่ไม่

ทำลายตัวอย่าง ตรวจวิเคราะห์รวดเร็ว ประหยัด

เวลา และปลอดภัย สามารถใช้ทดแทนการ

วิเคราะห์ทางเคมีได้ และในระยะยาวสามารถลด

ต้นทุนการผลิตได้  สำหรับการประเมินสาร 

GABA ในประเทศไทยโดยใช้ เทคนิค NIR 

Spectroscopy ได้มีการประเมินสาร GABA ใน

ขา้วกลอ้งงอกพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 (Kaewsorn, 
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2014) แต่ยังไม่มีงานวจิยัในพชืตระกลูถัว่ ดงันัน้

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค ์ ที่จะนำเทคนิค Near 

Infrared Spectroscopy มาประยุกต์ใช้ในการ

วิเคราะห์ปริมาณสาร GABA ในเมล็ดถั่วเหลือง 

และเมล็ดถั่วเขียว 





อุปกรณ์และวิธีการ

การเตรียมตัวอย่าง


	 ปี พ.ศ. 2557 ทำการทดสอบกับถั่ว

เหลือง โดยนำถั่วเหลืองพันธุ์ต่าง ๆ ทั้งพันธุ์

ทดลอง และพันธุ์การค้า ที่เก็บเกี่ยวทันที จาก

ศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการ

เกษตรลพบุรี และสุ่มเก็บจากแหล่งจำหน่าย
 

ต่าง ๆ จำนวน 310 ตัวอย่าง และทำการ

ทดสอบกับถั่วเขียวในปี พ.ศ. 2558 ถั่วเขียวทั้ง

พันธุ์ทดลอง และพันธุ์การค้า ที่เก็บเกี่ยวทันที 

จากศูนย์วิจัยพืชไร่ชัยนาท และสุ่มเก็บจากแหล่ง

จำหน่ายต่าง ๆ จำนวน 260 ตัวอย่าง





การตรวจวัดสเปกตรัม 


	 ทำการประเมินสาร GABA ในตัวอย่าง

เมลด็ถัว่เหลอืง และถัว่เขยีวโดยนำตวัอยา่งบรรจุ

เซลล์บรรจุตัวอย่างสำหรับเมล็ดธัญพืช นำไป

สแกนดว้ยเครือ่ง Near Infrared Spectrometer 

(บรษิทั FOSS รุน่ 6500) ทีค่วามยาวคลืน่ 800-

2500 นาโนเมตร โดยใชก้ารวดัรปูแบบความเขม้

แสงสะทอ้นกลบัออกมา (transport reflectance) 

แลว้นำคา่ สเปคตรมั (spectrum) ทีไ่ดใ้นแตล่ะ

ความยาวคลืน่มาเขยีนกราฟโดยใหแ้กน X เปน็คา่

ความยาวคลืน่ และ แกน Y เปน็คา่เปน็คา่สเปคตรมั 

การวิเคราะห์สาร GABA ด้วยวิธี HPLC 


	 นำเมล็ดถั่วเหลือง และเมล็ดถั่วเขียวที่

ตรวจวัดสเปคตรัมแล้ว แต่ละตัวอย่างมาบดเป็น

แป้งฟลาวด้วยเครื่องบดตัวอย่าง นำตัวอย่าง

แป้งฟลาวถั่วเหลือง และถั่วเขียว ไปสกัดสารโดย

ใช้ เมทานอล คลอโรฟอร์ม (AR grade) และ

สารละลาย 9-Fluorenylmethyl chloroformate 

วิเคราะห์ปริมาณสาร GABA ด้วยเครื่อง HPLC 

ซึ่งดัดแปลงวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร GABA 
 

ตามมาตรฐานสินค้าเกษตร เรื่องข้าวกล้องงอก 

(สำนักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหาร

แห่งชาติ, 2555)





การสร้างสมการ


	 หาความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดซับ

แสง (absorption) กับปริมาณสาร GABA และ

คา่ความคลาดเคลือ่นของการประเมนิ (Standard 

Error of Prediction, SEP) สร้างสมการถดถอย

เชิงสมการเส้นด้วยเทคนิค Partial Least 

Square Regression (PLSR) โดยใช้โปรแกรม 

the Unscrambler version 9.8 (CAMO, Oslo, 

Norway)


 


การทดสอบประสิทธิภาพของสมการ


	 ทดสอบประสิทธิภาพของสมการโดยแบ่ง

ขอ้มลูออกเปน็สองกลุม่ กลุม่ที ่1 คอื calibration 

set เป็นกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการสร้างสมการ

ถดถอยเชิงเส้นระหว่างข้อมูลปริมาณสาร GABA 

ที่วัดโดยวิธีมาตรฐานกับข้อมูลค่าการดูดกลืนแสง 

ในช่วงความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร 
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กลุ่มที่ 2 คือ validation set เป็นกลุ่มตัวอย่างที่

ใช้ตรวจสอบสมการถดถอยเชิงเส้นในการทำนาย

ปริมาณสาร GABA ของตัวอย่างเมล็ดถั่วเหลือง 

และเมล็ดถั่วเขียว การหาค่าสัมประสิทธิ์การ

ตัดสินใจ โดยหาความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ทำนาย (Predicted value) กับค่าการวิเคราะห์

ในห้องปฏิบัติการด้วยวิธี HPLC (Actual value) 

ผลการทดลองและวิจารณ์

การตรวจวัดสเปคตรัม ของเมล็ดถั่วเหลือง และ

เมล็ดถั่วเขียว


	 ผลการวัดค่าสเปคตรัม (log1/R) ของ

สาร GABA ในเมล็ดถั่วเหลือง และถั่วเขียว มีค่า

ดดูซบัแสงที ่2294 นาโนเมตร ซึง่เปน็ peak ของ 

กรดอะมิโน (Figure 1 and 2) และในช่วง

สเปคตรัม 400-1000 นาโนเมตร จะเห็นความ

แตกตา่งของเสน้สเปคตรมั อาจเกดิเนือ่งจากเมล็ด

ตัวอย่างมีความแตกต่างกันของสีเมล็ด เช่น
 

บางตวัอยา่งมเีมลด็ทีม่สีผีวิเปลอืกดำ ทำใหค้า่ดดูซบั

แสงแตกต่างกัน ค่าการดูดซับแสงย่าน Near 

infrared อยู่ที่ 800-2500 นาโนเมตร ผลการ

ทดลองนีส้อดคลอ้งกบัรายงานของ Williams and 

Norris (2001) ซึ่งพบว่า peak ที่ค่าดูดซับแสงที่ 

2294 นาโนเมตร เป็น peak ของกรดอะมิโน





การทำ calibration ด้วยวิธี PLS regression 

ของเมล็ดถั่วเหลือง และถั่วเขียว


	 จากการทำ calibration ด้วยวิธี PLS 

regression โดยการใช้ spectra เริ่มต้นกับค่า

ปริมาณสาร GABA ของเมล็ดถั่วเหลืองและถั่ว

เขียวที่วิเคราะห์โดยวิธี HPLC (Table 1) นั้น 

พบว่าสมการจาก original spectra ของค่า

ปริมาณสาร GABA ของเมล็ดถั่วเหลือง ที่

ความยาวคลื่น 800-2500 นาโนเมตร มีค่า
 

สหสัมพันธ์ (R) = 0.90 ค่า Standard Error of 

Figure 1 Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) spectra of a set of 310 soybean 

grains samples scan as intact grain at 800-2500 nm
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Prediction (SEP) = 2.80 มก./100 ก. ค่า 

Standard Error of Calibration (SEC) = 2.53 

มก./100 ก. เมื่อทำ validation ค่า R = 0.92 มี

ปจัจยัทีเ่กีย่วขอ้ง 7 ปจัจยั คา่Standard Deviation 

(SD) จากการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการเท่ากับ 

6.50 มก./100 ก. ส่วนเมล็ดถั่วเขียวนั้น พบว่า

สมการจาก original spectra ของค่าปริมาณ

สาร GABA ที่ความยาวคลื่น 800-2500 นาโน

เมตร มีค่า R = 0.90 ค่า R2 = 0.81 ค่า SEP = 

2.02 มก./100 ก. ค่า SEC = 1.95 มก./100 ก. 

เมื่อทำ validation ค่า R = 0.91 มีปัจจัยที่

เกี่ยวข้อง 3 ปัจจัย ค่า SD จากการวิเคราะห์ใน

หอ้งปฏบิตักิารเทา่กบั 4.83 มก./100 ก. (Table 2)





Figure 2	 Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) spectra of a set of 260 

mungbean grains samples scan as intact grain at 800-2500 nm


Table 1 GABA content in soybean and mungbean grains when analyzed by HPLC 


Type of Grain
Number 

of Sample 
Min

(mg/100g)
Max

(mg/100g)
Mean

(mg/100g)

Soybean 310 0 37.16 7.53
Mungbean 260 0 41.0 8.68

 
 

              Figure 1. Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) spectra of a set of 310 
                soybean grains samples scan as intact grain at 400-2500 nm 
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            mungbean grains samples scan as intact grain at 400-2500 nm 
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	 ค่า regression coefficient ของเมล็ด

ถัว่เหลอืง (Figure 3) และถัว่เขยีว (Figure 4) ตำแหนง่ 

ความยาวคลื่นที่มีค่า regression coefficient 

อยู่ที่ 2242 นาโนเมตร เป็นค่าของกรดอะมิโน 


Table 2	 Partial Least Square calibration result for predicting GABA value of soybean 

grains and mungbean grains


Type
Math 

method

Wavelength 

(nm)
F

R

(prediction)

R

(validation)
SEC SEP SD Bias RPD

Soybean 

grains

Original 400-2500 7 0.90 0.92 2.53 2.80 6.50 0.000918 2.32

Mungbean 

grains

Original 400-2500 3 0.90 0.91 1.95 2.02 4.83 0.009961 2.39

F: the number of factors used in the calibration equation      SEP: standard error of prediction

R: multiple correlation coefficients   SEC: Standard error of calibration

Bias: the average of difference between actual value and NIR value

RPD:  the ratio of standard deviation of reference data in the validation set to SEP


Figure 4 Regression coefficient plots for 

evaluating GABA value of mungbean grain


การหาความสัมพันธ์จากการทำนายค่าปริมาณ

สาร GABA และคา่ปรมิาณสาร GABA ของเมลด็

ถั่วเหลืองและเมล็ดถั่วเขียวในห้องปฏิบัติการ


	 การหาความสัมพันธ์จากการทำนายค่า

ปริมาณสาร GABA และค่าปริมาณสาร GABA 

ของเมล็ดถั่วเหลืองที่วิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ

พบว่า ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) มีค่า 

0.82 (Figure 5) และค่าปริมาณสาร GABA 

ของเมล็ดถั่วเหลือง ตั้งแต่ 0-30.83 มก./100 ก. 

ค่าเฉลี่ย 9.20 มก./100 ก. 


	 การหาความสัมพันธ์จากการทำนายค่า

ปริมาณสาร GABA และค่าปริมาณสาร GABA 

ของเมล็ดถั่วเขียวที่วิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการพบ

ว่า ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) มีค่า 0.81 

(Figure 6) และค่าปริมาณสาร GABA ของ

เมล็ดถั่วเขียว ตั้งแต่ 1.66-23.26 มก./100 ก. ค่า

เฉลี่ย 9.24 มก./100 ก. 
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สรุปผลการทดลอง

	 การพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบสาร 

GABA ในเมลด็ถัว่เหลอืงและถัว่เขยีวดว้ยเทคนคิ 

Near Infrared Spectroscopy (NIRS) ซึ่งเป็น

เทคนิคที่ไม่ทำลายตัวอย่าง โดยใช้การวัดที่ช่วง

คลื่นแสง 800-2500 นาโนเมตร สามารถนำมา

ใช้ในการทำนายปริมาณสาร GABA ได้อย่าง

ความเหมาะสม แม่นยำ ซึ่งนักปรับปรุงพันธุ์ถั่ว

เหลอืง ถัว่เขยีว สามารถนำเทคนคิ Near Infrared 

Spectroscopy (NIRS) ไปประเมินปริมาณสาร 

GABA ได้อย่างรวดเร็ว ลดระยะเวลาการดำเนิน

งานในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์ นอกจากนี้
 

นักวิชาการเกษตรและผู้ประกอบการ สามารถ

นำสมการที่ ได้จากเทคนิค Near Infrared 

Spectroscopy (NIRS) ไปประเมินปริมาณสาร 

GABA ในการคัดเลือกคุณภาพวัตถุดิบได้
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