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ABSTRACT 

The potential of mid-infrared (FTIR) spectroscopy for the determination of 
secondary metabolites (total flavonoids) in Phyllantus niruri herb was investigated. The 
study are applying chemometrics technique (i.e. partial least squares, PLS) to modeling 
relation between reference value of total flavonoids and original or preprocessing FTIR 
spectra of herb. Based on the reference values, received by reference method from 
Department of Health, the correlation strength between th~se data and the FTIR 
prediction is shown by the R2 statistics. Furthermore, the standard error of cross 
validation (SEP) was found to be the best additional es.timate of prediction accuracy. 
Applying partial least square algorithm result satisfactory calibration statistics (SEP, R2) 
for the FTIR determination of total flavonoids (0,12, O.SO). The performed study 
demonstrates that FfIR can be used to rapidly and accurately predict total flavonoids 
from Phyllantus niruri. 

Keyword: Rapid Analysis, FTIR, Chemometrics, Total Flavonoid, PLS 

PENDAHULUAN 

andungan kimia dalam simplisia 
tumbuhan obat akan bervariasi 

.. tergantung pada kondisi tumbuh/ 
lingkungan, keadaan geografis dan faktor 
genetiknya. Oleh karena itu, ketika simplisia " 
tersebut akan digunakan sebagai bahan baku 
obat, kadar komponen kimia bioaktifnya 
perlu diketahui sehingga kualitas, keamanan 
dan khasiat produk turunannya dapat 
dipertanggungjawabkan. Salah satu tumbu
han yang banyak digunakan sebagai bahan 
baku obat bahan alam adalah meniran 
(Phyllantus nirun). Tumbuhan obat ini kaya 
akan senyawa flavonoid terutama flavonoid 
jenis kuersetin. Untuk melakukan analisis 
kadar flavonoidnya dapat digunakan 
beberapa metode seperti metode kolorimetrik 
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(Chang et aI. 2(02), kromatografi cair kinerja 
tinggi (HPLq, dan elektroforesis kapiler 
(Marchart et al. 2003). Namun, dalam 
pelaksanaannya, penentuan flavonoid 
menggunakan metode-metode di atas hams 
melalui serangkaian tahapan preparasi 
sampel yang membutuhkan waktu lama 
(laborious). Oleh karena itu, dari sisi praktis, 
diperlukan metode altematif yang relatif 
lebih sederhana, cepat dan mudah. Salah satu 
metode yang berpotensi memenuhi kriteria 
tersebut adalah metode yang dikembangkan 
dari intetpretasi teknik kemometrik terhadap 
spektra inframerah. Untuk itu, penelitian ini 
bertujuan untuk mengembangkan metode 
cepat kuantifikasi kadar total flavonoid dari 
simplisia bahan baku obat (meniran) yang 
didasarkan pada penggunaan teknik 
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spektroskopi inframerah (FfIR) dan metode 
kemometrik. 

Teknik spektroskopi inframerah dapat 
digunakan untuk melakukan pengukuran 
komponen kimia sampel secara cepat tanpa 
merusak sampel dan mampu menganalisis 
beberapa komponen secara serentak. Untuk 
suatu sampel yang kompleks, spektra FfIR 
yang dihasilkan melalui interaksi antara 
energi sinar inframerah dan komponen kimia 
penyusun sampel dapat menjadi representasi 
kualitatif dan kuantitatif komponen kimia 
dalam sam pel tersebut. Diperlukan metode 
kemometrik untuk dapat mengekstrak 
informasi kualitatif dan kuantitatif dari suatu 
spektra FfIR sampel yang kompleks. 

Metode kemometrik mengintegrasikan 
model statistik dan matematika untuk 
mengekstrak informasi yang rei evan dari 
data spektra inframerah. Aplikasi 
kemometrik dalam interpretasi spektra FfIR 
diantaranya telah dilakukan oleh Chew et al. 
(2004) untuk mengklasifikasi teh jawa 
(Ortlzosiplwn stamineus Benth), tumbuhan obat 
yang berkhasiat untuk mengatasi infeksi 
kantung kemih, infeksi ginjal, dan batu ginjal, 
dari beberapa tempat dan varietas yang 
berbeda; Jajang (2004) dalam pengelompokan 
ekstrak daun jati belanda (Guazuma ulmifolia 
Lamk.); Baranska et al. (2005) pada kontrol 
kualitas ekstrak dan produk farmasi 
Harpagophytum procumbens, tumbuhan pereda 
nyeri; dan Zou et al. (2005) pada proses 
kontrol kualitas beberapa tumbuhan obat 
yang digunakan dalam pengobatan 
tradisional Cina. 

Dalam penelitian ini, metode 
kemometrik digunakan untuk menemukan 
korelasi statistik antara data spektrum dan 
informasi yang telah diketahui dari sampel, 
yang dalam hal ini berupa konsentrasi 
flavonoid. Konsentrasi flavonoid dari setiap 
sampel diukur dengan menggunakan metode 
rujukan yang diakui. Spektrum FfIR dari 
sam pel yang telah diketahTu konsentrasi 
flavonoidnya tersebut lalu digunakan untuk 
membentuk suatu model kalibrasi multivariat 
dengan metode statistika berupa Partial Least 
Square (PlS). Kebaikan metode kalibrasi yang 
terbentuk ditinjau dari nilai R-square, SEC 
(Standar Error of Calibration), dan sebagai 
tambahan dilakukan pula analisis komponen 
utama (PCA, Principal Component Analysis) 
untuk melihat pengelompokan sam pel 
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meniran berdasarkan kandungan flavonoid 
totalnya. 

METODE PENELITIAN 

Bahan dan Alat 
Bahan-bahan yang digunakan adalah 

sampel daun meniran yang diperoleh dari 
tiga daerah (Bantar Kambing, Darmaga, dan 
Cisarua), standar kuersetin, etanol, larutan 
0,5% heksametilentetramina, aseton, larutan 
25% HCI dalam air, etil asetat, larutan asam 
asetat glasial 5% dalam metanol, AlC!) 2% 
dalam asam asetat 5%, akuades, dan kapas. 

Alat-alat yang digunakan untuk 
penelitian ini yaitu spektrometer FfIR Tensor 
37 (Bruker Spectrospin) yang dilengkapi 
dengan perangkat lunak OPUS, komputer 
pengolah data (Prosessor Intel Pentium IV, 
2,6 GHz, RAM 256 MB), software kemomterik 
(Unscrambler Ver. 9.5, Camo Inc.) 
spektrometer UV Genesys 10, perangkat 
maserasi dan refluks, penguap putar, 
penangas air, neraca analitik, labu takar, 
pipet Mohr dan volumetrik berbagai ukuran, 
corong pisah, gelas ukur, gelas arloji, dan 
gelas piala. 

Penentuan Konsentrasi Flavonoid dengan 
Metode Rujukan (Depkes RI, 2(00) 

Sebanyak 10 gram serbuk daun 
meniran kering, dimaserasi menggunakan 60 
mI etanol selama 6 jam di atas shaker 
kemudian disaring. Filtrat disimpan, 
sedangkan residu direfluks dalam 40 mI 
etanol selama 3 jam. Hasil refluks disaring 
dan filtratnya dipindahkan ke labu lain. 
Residu direfluks kembali dengan etano!. 
Filtrat hasil maserasi dan refluks 
digabungkan dan dipekatkan dengan 
menggunakan evaporator putar sampai 
terbentuk ekstrak kental. Ekstrak kental di 
masukkan ke dalam oven untuk 
menghilangkan sisa etanol. 

Ekstrak kering lalu ditimbang setara 
dengan 200 mg simplisia lalu dihidrolisis 
dengan menggunakan 1,0 mI larutan 0,5% 
b/v heksametilentetramina, 20,0 mI aseton, 
dan 2,(}- mI larutan 25% HCI dalam air. 
Hidrolisis dilakukan dengan pemanasan 
sampai mendidih selama 30 menit. 
Campuran hasil hidrolisis disaring 
menggunakan kapas ke dalam labu takar 100 
mI. Residu hidrolisis ditambah 20 mI aseton 
untuk dididihkan kembali sebentar, 
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penambahan aseton dan pendidihan ini 
dilakukan sebanyak 2 kali. Filtrat 
dikumpulkan ke dalam labu takar. Setelah 
labu ukur dingin, maka volume ditepatkan 
hingga tera dan dikocok hingga tercampur 
sempurna. Sebanyak 20 ml filtrat hasil 
hldrolisis dipindahkan dalam corong pisah, 
lalu ditambahkan 20 ml akuades. Ekstraksi 
kocok dilakukan dengan 15 ml etil asetat 
(satu kali) dan 10 ml etil asetat (dua kali). 
Fraksi etilasetat dikumpulkan ke dalam labu 
ukur 50,00 ml dan ditambahkan etilasetat 
sampai tepat 50,00 ml. Untuk replikasi 
spektrofotometri prosedur dilakukan 3 kali. 

Analisis spektrofotometri diawali 
dengan memindahkan 10 ml larutan fraksi 
etilaseta t ke dalam labu ukur 25 ml, 
kemudian ditambahkan 2 mllarutan 2g AlCb 
2% dan diencerkan menggunakan larutan 
asam asetat 5% hingga tera. Sebagai standar 
digunakan . larutan kuersetin murni dalam 
etilasetat dengan konsentrasi 3, 6, 12, 15, dan 
24 ppm, lalu diukur pada Amox 370,8 nm. 

Analisis Spektroskopi FfIR Sampel 
Meniran 

Sebanyak 0,5 mg sampel daun meniran 
yang telah dikeringkan dan dihaluskan 
dieampur dengan 180 mg KBr untuk 
dijadikan pelet. Pelet dibuat menggunakan 
hand press Shlmadzu dengan tekanan sebesar 
8 ton selama 10 menit Pengukuran spektrum 
dilakukan dengan menggunakan 
spektrometer FIlR. Sebuah komputer 
personal yang dilengkapi dengan Software 
OPUS digunakan untuk mengontrol kerja 
spektrometer pada kisaran daerah 4000-400 
em-l. Spektrum yang dihasilkan lalu 
disimpan dalam OPUS format. 

Spektrum asli juga diberikan perlakuan 
pendahuluan. Data spektrum dinormalisasi 
sehingga absorbansi terkecil diset menjadi ° 
sedangkan absorbansi tertinggi diset menjadi 
1. Hasil normalisasi kemudian diberikan 
koreksi baseline dan dilanjutkan dengan 
derivatisasi dan smoothing dengan 
menggunakan metode Savitzy-Golay. 

Analisis Data Secara Kemometrik 
Spektrum FfIR dalam format OPUS 

disimpan dalam format Data Point Table 
(DPT) yang dapat dibuka dengan 
menggunakan program Excel. Data absorban 
lalu dipotong pada bilangan gelombang 2499
2250 cm·l untuk menghilangkan serapan C02 

yang dapat mengganggu analisis s mjutnya. 
Data kemudian dibagi menjadi e ,)at jenis, 
data absorbansi utuh dengan 1762 titik 
(bilangan gelombang 3996-399 cm-! , model 1 
tanpa perlakuan pendahuluan, dan model 5 
dengan perlakuan pendahuluan), segmentasi 
pertama dengan 1251 titik (bilangan 
gelombang 3730-2812 dan 1890-399 cm·l , 
model 2 tanpa perlakuan pendahuluan, dan 
model 6 dengan perlakuan pendahuluan), 
segmentasi kedua dengan 477 titik (bilangan 
gelombang 3730-2812 em", model 3 tanpa 
perlakuan pendahuluan, dan model 7 dengan 
perlakuan pendahuluan), dan segmentasi. 
ketiga dengan 774 titik (bilangan gelombang 
1890-399 em-', model 4 tanpa perlakuan 
pendahuluan, dan model 8 dengan perlakuan 
pendahuluan). 

Analisis PCA dan PLS dilakukan 
dengan menggunakan software The 
Unscrambler Versi 9.5. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kadar Flavonoid Meniran 
Kadar flavonoid meniran yang terukur 

dengan menggunakan metode Depkes 
ditunjukkan pada Tabell berikut ini. 

Tabell. Kadar flavonoid total meniran. 

I Sampel Kadar flavonoid 
(% bIb) 

Asal Sampel 

1 1,54 Bantarkambing 
2 1,42 (Kelompok A) 
3 1,56 
4 1,62 
5 1,64 
6 1,46 Dannaga 
7 1,36 (Kelompok B) 
8 1,39 
9 1,34 

10 1,46 
11 1,16 Cisarua 
12 1,08 (Kelompokq 
13 1,34 
14 1,16 
15 0,98 

Terlihat perbedaan nilai kadar flavonoid 
sampel yang berasal dari tiga tempat berbeda.. 
Meniran dari daerah Bantar Kambing 
memiliki kandungan flavonoid terbesar 
dibandingkan meniran dari daerah Darmaga 
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dan Cisarua. Hal ini disebabkan oleh 
perbedaan lingkungan tempat tumbuhnya 
tanaman terse but. Perbedaan kondisi 
lingkungan dapat mempengaruhi konstituen 
kimia tanaman (Sumannen 1999). Konsentrasi 
flavonoid dan senyawa fenolik lain di dalam 
tanaman berbeda-beda di antara setiap 
bagian tanaman, jaringan, dan umur tanaman, 
dan dipengaruhi oleh faktor-faktor 
lingkungan. Faktor-faktor lID adalah 
temperatur, sinar ultraviolet dan tampak, 
nutrisi, ketersediaan air, dan konsentrasi C(h 
pada atmosfer. 

Spektrom Inframerah Meniran 
Spektrum inframerah dari 15 sampel 

meniran ditunjukkan pada Gambar 1. Pola 
spektrum ini disusun oleh serapan vibrasi 
dari seluruh konstituen yang ada di dalam sel 
utuh meniran. Kelimabelas spektrum 
inframerah . meniran memberikan pola 
absorbansi yang mirip, hanya berbeda pada 
nilai kuantitatif absorbansi dari masing
masing spektrum. 

Gambar 1. Spektrum inframerah 15 sampel 
meniran: (a). tanpa diberikan erlakuan 
pendahuluan, (b). Setelah diberikan 
perlakuan pendahuluan. 
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Gambar la menunjukkan spektrum 
absorbansi sel utuh meniran tanpa perlakuan 
awal. Puneak serapan tajam pada daerah 
1600-1760 em-1 disebabkan oleh vibrasi C::oO 
pada senyawa karbonil yang dapat 
memperlihatkan kandungan flavonoid 
(flavonol) pada sampel. Puneak yang tajam 
dan sempit pada 2925 em-1 dan 2848 em-l 

berturut-turut merupakan serapan gugus C
H dan C-H metoksi. Gugus hidroksil 
memberikan serapan pada daerah 3000-3700 
em-1• 

Selain spektrum absorbansi asli, 
analisis kemometrik juga dilakukan pada 
spektrum yang telah diberikan perlakuan 
pendahuluan. Gambar Ib menunjukkan 
spektrum hasil perlakuan pendahuluan. 
Terlihat bahwa setelah diberikan perlakuan 
pendahuluan, keIimabeias spektrum menjadi 
Iebih seragam. Perlakuan pendahuluan ini 
dapat menghilangkan gangguan baseline 
spektrum dan mengurangi noise aeak pada 
spektrum awaI sehingga akan meningkatkan 
hasil analisis kemometrik (Naes et al. 2002). 
Derivatisasi akan menghilangkan pergeseran 
baseline dan tumpang tindih puneak, sehingg~ 
informasi spektrum yang berguna untuk 
analisis selanjutnya akan meningkat (Stehur 
et al. 2002). 

Segmentasi data dilakukan pada 
daerah-daerah yang memberikan serapan 
berarti dalam spektrum inframerah 
keseluruhan. Penggunaan data spektrum 
pada kisaran tertentu dapat meningkatkan 
hasH analisis kemometrik. Segmentasi data 
dapat mengurangi wilayah spektrum yang 
mengandung banyak noise. Namun karena 
sebagian informasi juga akan turut terbuang, 
hasil analisis dapat menjadi tidak 
memuaskan (Zou et al 2005). Pengaruh 
varia bel pada masing-masing kisaran 
segmentasi ini akan dilihat dalam analisis 
kemometrik selanjutnya. 

Klasifikasi Sampel Meniran dengan PCA 
Pengelompokan meniran dari tiga 

daeiah diperlihatkan pada score plot dua 
dimensi dengan menggunakan anaEsis 
komponen utama. Plot ini memberikan 
informasi mengenai pola yang terdapat pada 
sampel. Score plot untuk dua PC pertama 
biasanya paling berguna dalam analisis 
karena kedua PC ini mengandung paling 
banyak variasi dalam data. Semakin dekat 
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sampel dengan sampel lain maka akan Gambar 2a menunjukkan bahwa score 
semakin besar kemiripan di antara sampel plot dua PC pertama mampu menjelaskan 
sampel tersebut. 92% dari variansi total (PCl= 83%, PC2= 9%). 

Analisis komponen utama terlebih Namun, pola pengelompokan sampel masih 
dahulu dilakukan pada data yang berasal tidak terlihat jelas. Plot sampel kelompok C 
dari spektrum absorbansi utuh tanpa (sampel nomor 11-15) telah terlihat 
~rlakuan pendahuluan dengan melibatkan berdekatan, sampel-sampel kelompok A dan 
1762 titik. B masih saling bergabung dan belum dapat 

2 

5 

(a) 	 H 

11 
12 613 	 01 

0 
8 
42. 1 •7 . 3 

-1 

ji.""" ",., I 1\ '1.,1.11 Ii 'I ill ii, .il' iii It. "I" i, I, .. t 
-2 -, 0 1 2 3 4 

RESUln. X-eJ<p1 d3%.9% 

pc, Scores 
2 

.15. 

(b) 	 H 

~ 

!1 s :. 
13 

0 
12 

s 
. 7: . 3:"f" 

i 

'. 
"." ..... .·1 

PCI 

-2 ·1 0 2 3 
LENGKAP tanpa C . .• X-expl: 74%.14% 

PC2 	 Score$ 
0.06 

0.03 

(e) 0 

·0.03 

·0.06 

... ,', ... ,", .... ,.' 

.: 3 


: • 2
.......•. ·4 .. 


• 5 

PC1 

-0.10 ·0.05 o 0.05 0.\0 
lengkap. X·expl: 70%,21 % 

Gambar 2. 	 Score plot dua PC pertama spektrum tanpa perlakuan pendahuluan: (a). spektrum 
utuh dengan outlier, (b). spektrum utuh tanpa oulier, (c). spektrum utuh yang 
diberi perlakuan pendahuluan. 
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terlihat pengelompokannya. Sampel nomor 1 
terlihat sangat terpisah dari kelompoknya, 
dan program Unscrambler mengidentifikasi
nya sebagai outlier. Outlier dapat disebabkan 
oleh adanya galat pengukuran, sampel dari 
kategori lain, atau kesalahan instrumental 
(Stchur et al. 2002). Sampel ini kemudian 
dihilangkan dan tidak disertakan lagi dalam 
proses analisis selanjutnya. Pola pemisahan 
sampel lebih terlihat dengan jelas (Gambar 
2c) dari hasil analisis komponen utama 
terhap spektra FfIR sampel yang diberi 
perlakuan pendahuluan. Dua PC pertama 
pada score plot dari data spektrum utuh 
mampu menjelaskan 91 % dari variansi total 
(PC1 =70%, PC2=21 %). 

Prediksi Kadar Flavonoid dengan PLS 
Metode PlS dilakukan untuk 

membentuk persamaan kalibrasi yang akan 
menghubungkan spektrum inframerah 
meniran terhadap konsentrasi flavonoid yang 
telah diketahui. Metode ini akan 
menghubungkan nilai absorbansi sebagai 
prediktor (X) dengan nilai konsentrasi 
sebagai respon (Y). 

Idealnya data dibagi menjadi dua 
bagian. Bagian pertama digunakan untuk 
pembentukan model atau dikenal sebagai 
training set, dan bagian kedua dikenal sebagai 
test set yang digunakan untuk menguji model 

yang telah dibentuk. Karena keterbatasan 
jumlah sampel yang dianalis is menyebabkan 
semua data yang ada hanya dijadikan data 
latihan untuk membangun model kalibrasi. 
Mekanisme pengujian model dilakukan 
melalui sistem validasi silang. Kemampuan 
prediksi model dapat dilihat dari nilai 
korelasi dan RMSEP dari model tersebut. 
Model prediksi yang baik memiliki nilai 
korelasi antara nilai y prediksi dengan nilai y 
sebenarnya yang tinggi dan RMSEP yang 
rendah (Naes et al. 2002). 

Tabel 2 memperlihatkan hasil statistik 
dari metode PlS yang telah dilakukan. 
Pemilihan model yang terbaik dilakukan 
berdasarkan pada beberapa parameter, yang 
paling penting adalah nilai r-square dan 
galatnya. Agar model yang terbentuk tidak 
overfitted, nilai r-square dan galat pada saat 
kalibrasi dan validasi harus berdekatan. 
Perbedaan gaIat kalibrasi dan validasi yang 
masih dapat diterima untuk suatu model 
maksimal berbeda dua kali lipatnya 
(Baranska et aI, 2005). Berdasarkan kriteria ini, 
model kalibrasi yang terbaik adalah model 6 
yang memiliki galat dan r-square (SEP, R2) 
sebesar 0,11 dan 0,83. Model 6 memprediksi 
kandungan flavonoid total meniran dapat 
dilihat pada Gambar 3. 

Tabel2. Parameter Kinerja dari berbagai model PlS yang dihasilkan rlari segmentasi 
Spektra FfIR. 

Model 

Parameter Kinerja Model 

R2 Galat 

Kalibrasi Validasi RMSEC RMSEP SEC SEP 

Modell 0,944982 0,812025 0,062665 0,115934 0,065030 0,120091 

Model 2 0,943271 0,801752 0,063604 0,118613 0,066005 0,122334 

Model 3 0,963600 0,882018 0,051214 0,091137 0,053148 0,093832 

Model 4 0,876252 0,787920 0,092305 0,120084 0,095790 0,124316 

ModelS 0,894222 

0,894449 

0,833434 0,085748 0,106108 0,088985 0,110042 

Model 6 0,833810 0,085661 0,l05997 0,088895 0,109928 

Model 7 0,890030 0,813360 0,087334 0,112279 0,090631 0,116493 

Model 8 0,867390 0,795477 0,095327 0,116729 0,098928 0,121020 

Eti Rohaeti ISSN: 1410-8313 
chemistry Dl),artment Faculty of Mathemattcs & Naruml SCiences Gadjah MaM university 



71 Proceeding 'The 2006 Seminar on Analytical Chemistry' 
Yogya.bllu, March 09

11
, 2006 

1,7 '-I 

1,6 • 
•• 

I 

I 
1,5 • . 

'iii... 
'6 
!!... 
>

1,4 

1,3 

•• •• 

1,2 • 
1,1 

+-------L------.~.~- . 
1 

0,9 1,1 1,3 1,5 1,7 

Y·RuJukln (Oepk .. RI) 

Gambar 3. Plot nilai prediksi dan rujukan dari 
kandungan flavonoid total yang 
didapatkan dari model 6 (lihat Tabel2, 
parameter model), Nilai dalam % (bIb), 

KESIMPULAN 

Kadar flavonoid total dari masing
masing simplisia berbeda berdasarkan asal 
daerahnya. Kandungan flavonoid simp lisa 
meniran tertinggi berasal dari daerah Bantar 
kambing (1,64%). Pengelompokan meniran 
berdasarkan asal daerah dapat terlihat dari 
analisis PCA spektra FTIR meniran yang 
diberikan perlakuan pendahuluan. Model 
kalibrasi yang dibangun menggunakan 
metode PlS cukup baik untuk memprediksi 
kandungan flavonoid meniran berdasarkan 
spektra FTIRnya. Model yang terbaik adalah 
model 6 yang memiliki parameter kinerja 
model R2 dan galat (R2 Cal = 0,89, R2 val = 
0,83, SEC = 0,088, ian SEP = 0,11). 
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