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報 文
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Water −soluble 　fluorescent　reagents ，1；8−di−（toluene −4−sulf （）nylamino ）−naphthalene −3，6−disulfon−
ic　acid （BTND ）and 　1，8−di−（trifluoromethanesulfbnylamino ）

−naphthalene −3，6−disulfbnic　acid

（BTFND ），were 　newly 　synthesized ．．The　reactiVit 量es 　of 　thcsc 　fluorescent　reagents 　to　Cu2 ＋

，Ni2
＋

，
Go2

＋
，Gd2

＋

，Pb2
＋

，　Vv，　Ag
＋

，Fe3
＋

，　and 　Mg2
÷

were 　examined 。　 BTFND 　was 　reacted 　with 　8　metal
ions

，　except 　fbr　Pb2＋

，　to　show 　fluoresccnce　quenching．　BTND 　was 　selective 　to　Cu2 ＋

，and 　thc

fluorescencc 　was 　quenched 　quantitatively　at 　pH 　7　in　an 　aqueous 　soludon （λ。、

＝360　nm 　and

λ。m 言 405　nm ）．　 The 　calibradon 　graph　fc）r　Cu2
＋

wi 山 BTND 　was 　recdhnear 　over 　the 　concentra −

tion　range 　from　O　to　lO
’5

　M 　and 　the 　detection　limit　was 　2．O　x　10
−
7M ．　 BTND 　has　many 　advan −

tages ，　such 　as　selectivitアfbr　Cu2
＋

，　high　sensitiVity
，
　and 　a 　simple 　proccdure．

Kayu，ords ： determ丘na こion　of 　copper 　ion ；1βくli−（toluenc −4−sulfonylamino ）−naphthalene −3
，
6−disul−

　　　　　 fbnic　acid ； 1，8−di−（tr孟fluoromethane −4sulfonylamino ）−naphthalene −3，6−disulfbnic
　　　　　 acid ；fluorescence　detection ．

1 緒 言

　各種排水や 河 川水，海水，土壌中な どに 含 まれ る 重金属

類 は環 境 汚 染 の 原 因の
一

つ で あ り，人体 へ の 毒性 が 考え ら

れ る こ とか らそ の 挙動が 注 目されて い る．また，存在量 が

極微量 で あ る こ と も多 く，定量する た め に は 濃縮 や 共 存 元

素か らの 分離 が 必 要 で あ る ，こ れ ら重金属類 の 定量 に は吸

光光度法 や 蛍光 光度法，誘導結合 プ ラ ズ マ 質 量 分析法

（ICP −MS ），　 ICP 発光 分析法 （ICP −AES ），原 子 吸 光 法

（AAS ）等が 利用 され て きた．しか し ，
　 ICP−MS ，

　 ICP−AES ，

AAS 等 は，感度 は 比較的良 い が 装置 が 高価 な ど の 欠点 が

挙げ られ る．また ，吸光光度法 を用 い た 銅 （II） イ オ ン の 定

量 に は ジ エ チ ル ジチ オ カ ル バ ミ ン 酸 ナ トリ ウ ム を用 い た 定

量法
1｝
などがあ る が，定量下限 は 5：0XIO

−5M
程度 で 蛍 光

’
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　 1 −1
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光 度 法 に比 べ て 感度 が 低い ．本研究 で は，よ り高感 度 な 蛍

光光度法 に よ る 金 属 イ オ ン 定量 を目的 と し，前処理 を必 要

とせ ず，操作 が 簡便 で 高感度 ・高選択 的か つ
， 水溶液

一
相

系 で の 定量 が 可能 な新規蛍光誘導体化試薬 の 開発 を 行 っ

た ．蛍 光光度法 に よ る 銅 （II）イオ ン 定量 法 と して は ，5−

（3一フ ル オ ロ 4 ク ロ ロ フ ェ ニ ル ア ゾ）・8一ア ミ ノ キ ノ リ ン
2），

ル シ フ ェ ル イエ ロ ー　CHS）
を用 い る報告 が あ る．前者 で は，

感度 は 良 い が 前処理 に よ る FeS
＋
の 除去 を必 要 と す る こ と

や ，常温 で は 錯形成 し に くい な どの 欠 点 が 挙げ られ る．そ

こ で ク ロ モ トロ ー
プ酸

；5）
が 水溶液内 で ホ ウ 素 と錯 形 成 し

蛍 光測定 に よ り定量 で きる こ とに着 目 し，金 属 イ オ ン と 錯

形 成 さ せ る た め に
，

ヒ ドロ キ シ ル 基 の 代 わ りに ア ミ ノ 基 を

導入 した，水 溶性検出試es　1，＆ ジ ア ミ ノ ナ フ タ レ ン ー3，6一ジ

ス ル ホ ン酸 （DANDS ）及 び 1，8一ジー（トル エ ン 4 ス ル ポ ニ ル

ア ミ ノ ）一ナ フ タ レ ンー3，6一ジ ス ル ホ ン酸 （BTND ）及 び 1，＆

ジー（トリ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ニ ル ア ミ ノ）一ナ フ タ レ ンー
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3，6一ジ ス ル ホ ン 酸 （BTFND ） を 合 成 し た ．こ の うち ，

BTND は 銅 （II） イ オ ン と 特異 的 に 反応 す る こ と が 分 か っ

た の で ，蛍 光光度法 に よ る銅 （II） イオ ン の 定量法を開発

し た．

2　試薬 及 び装置

　 2・1 試 　薬

　銅標準溶液 ： 硫酸銅 五 水和物 （和光純薬製，試薬特級）

を水 に 溶 か して 1．0 × 10
−SM

の 原液 と し，こ れ を 適宜水

で 希釈 して 使用 した ．

　 リ ン 酸緩衝液 ： 0．5M リ ン 酸 二 水素 カ リ ウ ム 水溶液 と

O．5M リ ン 酸水素 ニ ナ トリ ウ ム 水溶液 を混合 した もの を原

液 と し ，
こ れ を適宜水で 希釈 して 使用 した．

　合 成 用 を 除 くそ の 他 の試薬 は すべ て 試薬特級品を使用 し

た．

　2・2　蛍光試薬 の 合成

　まず DANDS を 文 献 に 従 っ て 合成 し た
5》7）．95％ 硫酸 49

g に 2，
7一ナ フ タ レ ン ジ ス ル ホ ン 酸 9．6g を 溶か し ，

こ の 溶

液 を 0 〜3℃ まで 冷却 し，こ の 温 度 に保 っ た ま ま発煙硝酸

2．5g を採 り，1 時間 か け て 滴下 し，そ の 後 1 時 間 同温 度

で か くは ん した．更 に 発煙硝酸 2．5g を 同様 に 滴 下 し ， 3

時問同温度 で か くは ん した ．そ の 後 ， 水 45g と混合 し ，

硫酸濃度 を 約 50％ に し た．そ の 溶液 を 90 〜95℃ に加温

し，2 時間保温 か くは ん した．こ れ に 48％ 水酸化 ナ トリ

ウ ム 水溶液 6．4g を加 え，1，＆ ジ ニ トロ ナ フ タ レ ン ー3，6一ジス

ル ホ ン 酸ニ ナ ト リ ウ ム 塩 の 結晶 を 得 た．水 10m1 に 塩化 ア

ン モ ニ ウ ム 021g ，鉄粉 3．8g を加 え，98〜100℃ に 昇温

し，30 分 間保温 か くは ん した．こ れ に 同 温 度 で 1 時 間 か

け て 1，8一ジ ニ ト ロ ナ フ タ レ ンー3β ジ ス ル ホ ン 酸 4．2　g を加

え，更 に 同温度 で 1 時 間 か くは ん した ．70℃ ま で 冷却

後，炉過 に よ り鉄粉 を除去 した ．炉液 に 17．8％ 硫酸 10

ml を加 え，　 DANDS （ニ ナ ト リ ウ ム 塩 ）3．4　g を 得 た．

　DANDS 　O，34　g を ピ リ ジ ン 15　 ml に 溶か し，か くは ん し

なが ら p一トル エ ン ス ル ポ ニ ル ク ロ リ ド O ．67g を 加 え ，

60℃ まで 加 温 した ．こ れ を 55 ℃ で 8 時間か くは ん し，室

温 で 16 時 間放置 し た．その 後 ロ
ー

タ リ
ー

エ バ ボ レ
ー

タ
ー

を用 い て 油状 に な る まで 溶媒 を除去 した．10％ 水酸化 ナ

ト リ ウ ム 10 　ml を加 え，更 に 3ml の 水 を 加 え た．得 ら れ

た 溶液 を 10m1 の ジエ チ ル エ
ー

テ ル と振 り混 ぜ，不純物を

抽出除 去 した ．こ の 抽 出操作 を 5 回 行 っ た 後，ロ
ータ リ

ーエ バ ボ レ ーター並 び に 真 空乾燥 器 を 用 い て 乾 固 し，

BTND の 結 晶 を得た．本合 成法 は 文献 を参照 して 行 っ

た
s）｝12 ）．ま た，BTFND は DANDS 　O．34　g に トリ フ ル オ ロ

メ タ ン ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド 0．7　ml を 加え，ほ ぼ 同 様 の 操

作 を 行 うこ とに よ っ て 結晶 を得 た ．こ れ ら今回 合成 した 化

合物 に つ い て は
1H

　NMR で 同 定 し た．重水 を用 い た
】

H

HO3S

1

SO3H

　 　 o 　 　　 　 　 　 o
　　 li　　　　　 ll
　　　
F3C　 　　 　 F3
　 　

　 　

HO3S

丿cr・

H3C

　　　　　　　I
HO3S

2O

　 　 　　 　 　 O
ll　　　　　 II

骨＼

NH　 HN
／ 〒

丶

ノ

3

丶

O3H

・「〔次
　　　　　　 CH3

ノ
SO3H

Hg 。1　The　s  ctures 　of 　the 　reagems 　examined

l ： DANDS ；2 ： BTFND ；3 ： BTND

NMR の 測定 に は 標準試料 と し て 2
，
2一ジ メ チ ル ー2一シ ラ ペ ン

タ ンー5一ス ル ホ ン 酸塩 を加 えた ．BTND と BTFND の
1H

NMR デ ータ を下 に 示す．　 BTND ：

IH
　NMR （500　MHz ，

DMso 一偽）： δ2．27 （s ，
6H ），7．02 （d，　J＝8．o　Hz ，2H ），

7．lo （d ，　J＝8．oH ・，4H ），7．46 （d，J＝8．oH ・，4H ），

7．72 （d，J− 8．o　H ・，2H ）．　BTFND ：

’
H 　NMR （500 ・MH ・，

D20 ）： δ8．44 （s ，
4H ）．　 BTFND に つ い て シ グ ナ ル が一

つ

しか 得ら れ な か っ た の は ， ナ フ タ レ ン 環 2 位 の プ ロ トン

の シ グ ナ ル が 低磁場 ヘ シ フ ト し，4 位の もの と重な っ た た

め と考 え られ る．ま た 合成 した こ れ ら の 試薬 に つ い て 融 点

を測定 した と こ ろ ， BTND は 300℃ 以上で あっ た．　 BTFND

に つ い て は潮解性 が あ る た め 測定 で きなか っ た．こ れら 3

種 の 試薬 の 構 造 式 を Fig．1 に示 す．

　2・3 装　置

　吸光度 の 測定 に は島津製 UV −2400PC 型分光光度計 ， 蛍

光強度 の 測定 に は 日立 製 650・10S 形分光蛍光光度計を使用

した．

3　実験 及び結果

　3・1 酸解離定数 の 測定

　合成 した 3種 の 試薬 の 酸解離定数 （pKh ）を紫外吸 収を

利用 して 求 め た ．BTND 及 び BTFND を 1．0 × 10
−4M

，

N 工工
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Fig．2　Relationship 　between 　absorbance 　and 　pH 　to
the 　synthesized 　reagents

口 BTFND ： 2．0 × IO
’4M

；福皿＝360　nm ；

● BTND ： 2，0　x　10
−4M

；λmax

＝350　nm ；

◇ DANDS ： 2．O　x 　lO
−5

　M ；λmex
　＝ 　360　nm ；μ

＝0．I　M

Table　l　Acid　dissociation　constants ，　absorption 　max −

　　　　 ima　and 　fluorescence　wavelengths 　of 　the

　　　　 synthesized 　reagents
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Fig．3　Excitation　and 　emission 　spectra 　of 　BTND 　and

it’s　Cu （II）｛ omplex

Shorter　wavelengths 　than 　370　nm 　are 　for　the 　excita −
don 　and 　longer　wave 置engths 　are 　for　the　emission 　spec −
tra ．
1 ： BTND −Gu （II），λ。．＝360　nm ，λern

＝405　nm ；

2 ： BTND ，λe、富360　nm ，λcm
＝432　nm

λ／nm 　 pKll， 　 P κae　 λex／nm 凄m ／nm

DANDS 　 　 360

BIFND 　 　 360

BTND 　　 　 3502

．883504

，77
220677

360400365 286
n
づ

尸
DqO444

μ
＝0．1M

DANDS を 1．0 × 101SM とな る よ うに 水 に 溶 か して 貯蔵液

と した．使用 の 際 は 10 倍 に希釈して 用 い た．それぞれ の

試薬溶液 にモ ノ ク ロ ロ 酢酸，酢酸，リ ン 酸 ア ン モ ニ ア 緩

衝液 を 加えて pH 　O．5　
一一

　14 に 調 整 し た．なお，　 pH 　O．5 と

14 の 溶液 は 塩酸 と水酸化 ナ トリ ウ ム を用 い て 調整 し，イ

オ ン 強度 （μ） は 硫酸 ナ ト リ ウ ム を用 い て 0．lM に 調 整 し

た．BTND は 350　nm ，　 BTFND 及 び DANDS は 360　nm で

吸光度を測 定 した ．得 ら れ た pH と 吸光度 の 関 係 を Fig．

2 に 示す．また，こ れ か ら算 出 した 各試薬 の p血 を Table

l に 示 す．

　各試薬 と も p1軸 ，　pぬ 2 は ア ミ ノ 基 の プロ トン の 解離 に

相当す る と考え られ る．な お，DANDS に つ い て は，測 定

した pH 範 囲 で は 明 確 な 吸光度 の 変化 が 見 られ ず，　 pKh，

は 得 られ な か っ た．

　3・2　キ レ ート生成 に 及ぼ す pH の 影響

　各合成試 薬 は蛍光 を発す る の で 金属 イ オ ン の 高感度定量

の ため に 利用す る こ とと し，励 起波 長 並 び に 蛍光波長 を 求

め た．結 果 を Table 　 1 に示 す．

　まず 金 属 イ オ ン と の 反 応 の pH の 最適化 を行 っ た．各試

薬 に つ い て それ ぞ れ の p血 1値以 上 の pH に お い て Cu2
＋
，

Ni2
＋

，　 C ・

2＋
，　 Cd

？ ＋

，　 Pb2
＋

，　V
”

，　Ag
＋
，　 Fes

’＋
，
　 Mg2

＋
の 9 種

の 金 属溶液添加時 の 蛍 光強度 を 測定 ・比較 し，最適 な pH
の 選定を行 っ た．そ の 結果，い ずれ の 試薬 に お い て も pH

6．7 の リ ン 酸 緩 衝 液 を用 い た と き，試薬空試 験値に 対 し最

も大 きい 蛍 光強度差が 得 られ た の で ，詳細 な 反 応 性 の 検討

は pH 　6．7 で 行 っ た ．また，い ずれ の 金属 イ オ ン と も錯体

生 成 に 伴 い 消 蛍 光 を 示す こ と が 分 か っ た ．BTND に つ い

て ， 試薬 と Cull錯体の ス ペ ク トル を Fig．3 に 示す，

　3 ・3　合成試薬 と金属 イ オ ン と の 反 応性

　各試薬水溶液 2．0 × 10
−sM2

，5ml に O．16M の リ ン 酸緩

衝液 （pH 　6．7）2，5　m1 を加え，試薬 と 同 濃度 の 9 種 の 金 属

イ オ ン 溶液を 2．5ml 加え ， 蒸留水 で 25　ml に して 最適波

長 と 蛍光強度を測 定 し た．結果 を Table　2 に 示す．

　DANDS 及び BTND で は，検討 した 金 属 イ オ ン の 中で 銅

（II） イ オ ン との み 選択的 に 反応する こ とが分か っ た．ま

た，BTFND で は 鉛 以 外 の 8 種 の 金属 イオ ン と反応 した．

こ れ らの 結 果 よ り，い ず れ の 試薬 も銅 （II） イ オ ン と よ く

反応 し て お り，検討 した 遷移金属 イオ ン 問 で は 感 度 は

Irving−Williams 系列 に 従 っ て い る こ とか ら，銅 （11）錯体

が最 も安定な キ レ ートを 形 成 す る もの と思 わ れ る．ま た ，

BTND が 特 に 銅 （II） に特異的 で あ る こ とが 分 か っ た．以

後 の 定 量 に 関 す る 検討 で は ，特異的 で 高感度で あ っ た 銅
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Table　2Differences 　in　fluorescence 　intensities（△π ）between　various 　metal 　complexes 　and 　the　synthesized 　reagents

DANDS BTFND BTND

λ。m ／nm MI λ。m ／nm AfiI λ．m ／nm AN

Bla皿 kCu2
＋

Ni2
＋

Co2
＋

Cd2
＋

Pb2
＋

V （V ）
Ag

＋

FeS
＋

　 2＋

Mg

4364864364S6436436436436436436Ol
．700
．160
．170
．170
．190
ユ 70

，380
．160
，39

458458458

』

458458458458458458458

02

．813
，01L731

．12

1．321
．901
．761
．92

4s24054324324324324324324324B201

，920
．050
．06

一α040

ユ900

．140
．070
．06

M 。t、1・i。 。 、 、 2．0 ・ 1・
一

‘

M 、pH ・
一

・6．7；DANDS ・ 2，0 ・ ・0
−‘

M ；λeN ・ 365 ・ m ・BTFND ・ 2，0 ・ 10
−4M

・ 」L… 400 ・ m ・BTND ・ 2・O　x ・0
−

‘

M ；λ。i：360　n 皿

0．6 Table　 3　Tolerance　limits　of 　the 　foreign　ions　in　 the

　　　　 determination　of 　Cu
’i
　With　BTND

Ion
　 　 　 　 　 　 　 −7
Tolerable　conc ．＊／10　 M

40

20

 

り

口
邸

£
』

O
の

羇

Mg2
＋
，Zn2

’

，Cd2
＋
，vv

FeS
＋

Ag
＋

Co2
＋

Ni2
＋

5000500300100

　 50

00

1 2 3

【Cu2
＋

］ノ［L］

4 5

Fig．4M ・ lar　 rati ・ m ・th ・ d ・f・Cu2
＋

t・ BTND 　by

absorbance 　measurement

BTND ： 2．O　× 10
−4M

；λ＝34e　nm ；pH 　
＝
　6．7

（II） イ オ ン に つ い て 行 うこ と と した．

　3・4　銅（∬ ）錯体の 組成比

　銅 （II）イ オ ン と 各試薬 と の 錯体 の 組 成 比 を吸 光 度測 定

に よ りモ ル 比 法 で 検 討 し た．試薬濃度 を一定と し，銅 （II）

イ オ ン 溶液 の濃度 を 変化 させ，BTND は 340　nm ，　 BTFND

及 び DANDS は 350　nm で 吸光度を測定 した．　 BTND に つ

い て 得 られ た 結 果 を Fig．4 に示 す．ほ か の 二 つ の 試 薬 も

銅 （II）イ オ ン と は 1 ： 1 で 反応 して い る こ とが分 か っ た．

　3・5　銅（n ） イ オ ン 定量 の た め の 検量線 ，

　各試薬を用 い て 蛍光光度法に よ り銅 （II） イ オ ン の 検量

線を作成 し た．DANDS ，　 BTFND 及 び BTND につ い て は，

銅 （II） イ オ ン 濃度 O−− 1 × 10
”

　M の 範 囲 で そ れ ぞ れ y
＝

O．50x ＋ O．14，　 y
＝2．29x − O．012 及 び 广 1．23x ＋ 0・20・相

関 係 数 0．994 ，0．998 及 び 0，998 の 良好 な 直線 関 係が 得 ら

＊ Tolerable 　concentration ： the 　errors 　are 　within ± 5％．
Gu2

＋
： 5．O　x 　10

冒7M
；BTND ； 1．0 × 10

−sM
；meta1 　ions ： 5．O　x

10
−7〜5．0 × 10

−4M

；pH
三6．7

れ た．DANDS と BTFND を用 い た 場合 の 銅 （II） イ オ ン の

検出下 限 は い ずれ も 2．0 × 10
−6M

，　 BTND に つ い て は ， よ

り低濃度 で あ る 2．OXlO
−7M

で あ っ た ．

　3・6 共 存 イ オ ン の影響

　銅 （II） イ オ ン に 対 して 最 も特異的 か つ 選択的 に 反応 性

を示 した BTND を用 い て，5．O　x 　lO
”7M

の 銅 （II） イ オ ン

の 存在下で 共存 イ オ ン の 影響 につ い て 検討 した．検討 に は

Ni2
＋

，
　 Co2

＋

，　 Cd2
＋

，　 Zn2
＋

，　Vv，　Ag
’

，　Fe3
＋

，　 Mg2
’

の 8 種

類 の 金属 を用 い た．結果 を Table　3 に 示 す．許容限界 は

定量 に お い て ± 5％ の 誤差 を与える 共存 イ オ ン の 濃度 で 示

した．影響 の 大 きい 金 属 は Ni？＋

及 び Co2
＋

で，許 容 限 界 は

そ れ ぞ れ 5．0 × IO
−6M

，1．0 × 10
−
5M

で あ っ た．

本研究で 金属 イ オ ン 定量 へ の 応 用 の た め に合 成 した 蛍 光

試薬 BTND は ，（1）高感度
・
高選択 的な 鋼 の 定 量 が 可 能

で あ る こ と，（2）水溶液
一

相系 で の 定量 が 可 能 で あ る こ

と，（3） 操作が 簡便 で ある こ と な ど の 利点 を 持 ち，FIA な

どに応 用 す る こ とに よ り更 に高感度化 が 期待 で き る．
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要 旨

　水溶性蛍光試薬 として 1，8一ジヒ ドロ キ シ ナ フ タ レ ンー3，〔レジ ス ル ホ ン 酸 （ク ロ モ トロ
ー

プ酸）に 類似 した

1，8一ジ ア ミ ノ ナ フ タ レ ンー3，a ジス ル ホ ン 酸骨格 を 持 つ 1，＆ ジー（トル エ ン 4 ス ル ホ ニ ル ア ミ ノ ）・ナ フ タ レ ン ー3．6
ジ ス ル ホ ン 酸 （BTND ）及び 1．8一ジー（トリ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ニ ル ア ミ ノ ）一ナ フ タ レ ン ー3，〔トジ ス ル ホ ン 酸

（BTFND ） を合成 し，金属 イ オ ン との 反 応 性 を検討 した．　 BTFND は 検討 し た 8 種類 の 金 属 イ オ ン と反応 し

消蛍光を示 した ．ま た BTND は銅 （II） イ オ ン と選択的 に 反応す る こ とが 分 か っ た．　BTND は 水溶液中 pH
7 で 銅 （II） イ オ ン と 定 量 的 に 反 応 し，消蛍光 を示 した の で

， 検量線を作成 し た と こ ろ，銅濃度 0〜IO
’6M

の 範 囲 で直線関係 を示 した （λe．＝ 360　nm ，λ。m ＝405　nm ）．本法 の 銅 （II）イ オ ン の 検 出下限は 2．0 × IO
’7

M で あっ た．BTND は水溶液中で 反応 し，定量操作 が 簡便 で ， 銅 （II）イ オ ン に対す る 高感度 ・高選択的な

蛍 光試薬 で ある こ と が 分 か っ た．
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