
Introducción

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas del grupo oxi-
dasas azules que contienen átomos de cobre en su es-

tructura, tienen baja especificidad por sustrato, reducen
el oxígeno molecular a agua y pueden oxidar diferentes
compuestos fenólicos y no fenólicos (González et al.,
2005). Las lacasas secretadas por los hongos participan
en varios procesos celulares, incluyendo deslignifica-
ción, esporulación, producción de pigmentos, forma-
ción del cuerpo fructífero y en mecanismos de patoge-
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Resumen

Una posible aplicación biotecnológica de las lacasas fúngicas es el blanqueo de pasta de papel mediante la degra-
dación de la lignina en la pasta cruda. Para ello es necesaria su producción a bajo coste y a concentraciones superio-
res a las secretadas por los hongos de forma natural. La expresión heteróloga en levaduras es una alternativa para su
producción a mayor escala. En el presente trabajo se ha realizado la expresión heteróloga del gen cglcc1, responsable
de la producción de lacasa en el hongo basidiomiceto Coriolopsis gallica, en la levadura Kluyveromyces lactis. Pos-
teriormente y para verificar si la capacidad deslignificante se mantiene en la levadura, se ha tratado una pasta kraft
de Pinus radiata con la cepa recombinante. Tras el tratamiento, el número kappa disminuyó en un 13%, mientras que
el contenido en lignina lo hizo en un 22%, corroborando así el efecto deslignificador. Se concluye que el empleo de
microorganismos carentes de actividades celulolíticas y genéticamente modificados para producir altos niveles de ac-
tividad lacasa constituye una opción para deslignificar aplicable a procesos de blanqueo de pasta de celulosa.
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Abstract

Delignification of Pinus radiata kraft pulp by treatment with a yeast genetically modified to produce laccases

Cellulose pulp bleaching is one of the main biotechnological applications of fungal laccases due to their capacity
to degrade lignin from unbleached pulp. This application requires low cost enzyme production and higher enzyme
concentrations than those obtained from the natural fungal producers. Heterologous expression of laccase in yeasts
is an option for producing these enzymes on an industrial scale. In this work, we have demostrated the heterologous
expression of the cglcc1 gene, responsible for laccase production in the basidiomicetous fungus Coriolopsis gallica,
in the yeast Kluyveromyces lactis. In order to know if the transformed yeast has delignif icant capability, a Pinus
radiata kraft pulp has been incubated with it. After the treatment, a signif icant decrease in kappa number (13%)
and in lignin content (22%) was observed. These results showed the delignif icant capability of this transformed
yeast. It can be concluded that the use of genetically modified microorganisms that do not demonstrate cellulolitic
activity can produce high laccase levels and delignify cellulose pulps with a potential applications in cellulose pulp
bleaching.
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nicidad (Arana et al., 2002). Debido a su baja especifi-
cidad de sustrato se han propuesto varias aplicaciones
industriales como el mantenimiento de la calidad en vi-
nos, el aumento de la digestibilidad de piensos obteni-
dos a partir de residuos agrícolas y la conversión de in-
termedios químicos (Rodríguez Couto y Toca Herrera,
2006). No obstante, la función más estudiada de estas
enzimas es su participación en el proceso de desligni-
ficación natural, por lo que se ha propuesto emplearla
en la industria de pasta de papel en procesos de biopul-
peo y de bioblanqueo (Bajpai et al., 2007) donde susti-
tuiría total o parcialmente el uso de reactivos químicos
con la consecuente mejora medioambiental. Kirk y Yang
(1979) reportaron que Phanerochaete chrysosporium
puede deslignificar parcialmente pulpa no blanqueada
y se han realizado numerosos estudios usando hongos
ligninolíticos o las enzimas que secretan para reducir la
cantidad de lignina.

El número kappa disminuyó 11 puntos tras 8 días de
incubación con Phlebia sp. MG-60 (Li et al., 2002);
además Tavares et al. (2004) reportan 50% de reducción
usando un tratamiento multietapa con aumento a 110°C,
seguido de un tratamiento con la lacasa de una pasta de
eucalipto. Según Balakshin et al. (2001) se reduce de
13,7 a 8,5 el número kappa de una pasta kraft de euca-
lipto usando la lacasa, aumentando la temperatura a
65°C y con una presión parcial de oxígeno de 5 bar.

Para que estos procesos puedan ser rentables es ne-
cesaria una fuente de proteínas de bajo costo. Dado
que en la mayoría de las ocasiones la producción de
esta enzima por las cepas silvestres es baja, es difícil
alcanzar los niveles mínimos necesarios para que su
producción sea rentable y se investigan posibles alter-
nativas, siendo una de las más factibles su expresión,
de forma regulada, como proteína heteróloga en orga-
nismos modelo.

La expresión heteróloga de la lacasa se ha estudiado
desde 1990 (Kojima et al., 1990) y las lacasas de dife-
rentes microorganismos se han expresado en levaduras
y hongos. La empresa Novo Nordish Co. comercializa
el producto DeniLite II consistente en la lacasa de Myce-
liophtora thermophila expresada heterológamente en
Aspergillus oryzae usado en la industria textil para el
destintado del azul índigo. También se han realizado es-
tudios de producción de lacasa recombinante en Sa-
charomyces cerevisiae que, transformada con el gen que
codifica para la lacasa de Trametes versicolor, puede
fermentar azúcares transformándolos en etanol sin in-
hibir su crecimiento por la presencia de fenoles (Lars-
son et al., 2001). La expresión heteróloga del gen que

codifica para la lacasa de Coprinellus congregatus au-
menta la supervivencia de S. cereviseae frente al estrés
oxidativo (Kim et al., 2006). Trichoderma reesei, trans-
formado con el gen lacasa de Phlebia radiata, puede
modificar la fracción soluble de una pasta kraft (Salo-
heimo y Niku-Paavola, 1991).

Coriolopsis gallica es un hongo basidiomiceto de po-
dredumbre blanca con capacidad ligninolítica (Calvo et
al., 1998). Se ha probado que puede decolorar y dismi-
nuir la DQO de efluentes de la industria cervecera con
alto contenido fenólico (Yagüe et al., 2000) y decolo-
rar colorantes textiles (Robinson et al., 2001). Se ha clo-
nado y caracterizado el gen cglcc1 que codifica para
una lacasa y su ADNc correspondiente (GenBank, No.
de acceso AF297874, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y
se ha estudiado la expresión de dicho gen usando ácido
tánico como inductor (Carbajo et al., 2002). Por otra
parte, Kluyveromyces lactis es una levadura muy estu-
diada en la industria alimentaria, específicamente en la
producción de β-galactosidasa (lactasa). Su habilidad
para crecer en sustratos baratos como lactosa, aumenta
su potencial como huésped para producir proteínas he-
terólogas. Esta levadura ya ha sido usada con éxito pa-
ra producir lacasa de modo heterólogo (Piscitelli et al.,
2005; Faraco et al., 2008).

El objetivo del presente trabajo ha sido producir ac-
tividad lacasa en la levadura Kluyveromyces lactis, ca-
rente de actividades celulolíticas. El propósito ha sido
obtener un microorganismo eficaz para deslignificar
pasta de celulosa, donde el empleo directo de hongos
de pudrición blanca como Coriolopsis gallica está des-
aconsejado pues provoca a su vez la degradación de la
celulosa. Para ello, se pretende introducir el ADNc del
gen cglcc1, responsable de la producción de la proteí-
na lacasa del hongo C. gallica, en K. lactis, una leva-
dura de interés industrial. Una vez comprobada la pro-
ducción activa de la proteína heteróloga, el siguiente
paso será comprobar la capacidad deslignificante de la
levadura transformada, para lo que ésta se aplicará a una
pasta kraft de Pinus radiata y se medirá el efecto pro-
ducido y sus repercusiones sobre un blanqueo posterior.

Material y métodos

Obtención y caracterización de la pasta

La madera de P. radiata se recibió en forma de tro-
zas, fue descortezada manualmente y astillada en una
astilladora semi-industrial de volante de dos cuchillas.
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Las astillas fueron posteriormente tamizadas para re-
coger la fracción entre 8 mm y 30 mm.

La cocción kraft de las astillas se realizó en un di-
gestor de 25 L de capacidad con recirculación forza-
da de las lejías y calentamiento indirecto por vapor. La
temperatura se ha controlado desde un ordenador pro-
visto de una interfase y una aplicación informática di-
señada a tal efecto. Previamente a la cocción, las asti-
llas se sometieron a un tratamiento con vapor a 100°C
durante 10 min. Las condiciones de la cocción kraft
fueron:

— Peso seco de astillas: 1 kg.
— Álcali activo: 20%.
— Sulfidez: 25%.
— Relación lejía/astillas: 4 L/kg.
— Temperatura de cocción: 170°C.
— Tiempo de calentamiento (hasta 170°C): 40 min.
— Tiempo de cocción en condiciones isotermas: 

50 min.
Tras la cocción, las pastas se lavaron, desintegraron

y tamizaron. Sobre la pasta tamizada se determinó el
número kappa (UNE 57 034: 1991) y el contenido en
lignina Klason (UNE 57 100: 1986).

Microorganismos

Se empleó la cepa Escherichia coli JM109 en las
clonaciones necesarias para la construcción del plás-
mido final. Esta cepa se mantuvo mediante resiembras
periódicas en medio LB (1% bactotriptona, 0,5% NaCl,
0,5% extracto de levadura). Las bacterias se mantu-
vieron en crecimiento durante 24 h a 37°C y se con-
servaron a 4°C.

La expresión del gen cglcc1 se realizó en la cepa K.
lactis 2369/152F (MAT a; metA1-1 y ura3-20). El man-
tenimiento de la cepa silvestre se realizó mediante re-
siembras periódicas en medio YEPD (2% glucosa, 2%
bactopeptona, 1% extracto de levadura), mientras que
las cepas transformadas se mantuvieron en medio mí-
nimo (2% glucosa, 0,7% nitrógeno levadura base sin
aminoácidos) suplementado con metionina (50 µg L–1).
En ambos casos, las levaduras se incubaron durante
48 h a 30°C y se conservaron a 4°C.

Para obtener el gen cglcc1 de Coriolopsis gallica se
utilizó la cepa A-241 de la colección IJFM. Su man-
tenimiento se realizó mediante resiembras periódicas
en medio MEA (2% extracto de malta, 2% agar bac-
teriológico). El crecimiento del microorganismo se 
realizó a 28°C durante 1 semana y se conservó a 4°C.

Construcción del plásmido y transformación
de K. lactis

En primer lugar se construyó el «cassete» promotor-
gen-terminador. Para ello se uso el plásmido pBlues-
cript II SK (+) donde se insertó el promotor del gen
klpho5, el ADNc del gen cglcc1 y finalmente el termi-
nador del gen klpho5. Para las ligaciones se usaron 50
ng de plásmido con una relación molar 1:3 (plásmi-
do:inserto) y la transformación en E. coli se realizó se-
gún Hanahan (1983). En los casos necesarios se com-
probó la clonación del fragmento en dirección correcta
mediante las enzimas de restricción apropiadas.

El «cassete» obtenido se clonó en el plásmido Kep6,
capaz de replicar en la levadura (Wesolowski-Louvel
et al., 1996). La transformación en K. lactis se realizó
según el método de sal de litio (Ito et al., 1983) usan-
do 1 µg del plásmido. La transformación se realizado
tanto con el plásmido obtenido, como con el plásmido
KEp6 sin modificar, usado como control. La selección
de los transformantes tuvo lugar en placas con medio
mínimo suplementadas con metionina (50 µg L–1).

Detección de actividad lacasa en medio sólido

La actividad en sólido se ensayó mediante la pre-
paración de placas con medio bajo en fosfato (Whic-
kerham, 1946) modificado (20 g L–1 glucosa, 0,1 g L–1

KI, 400 µg L–1 riboflavina, 50 mM solución tampón
ácido cítrico-citrato sódico pH 4,3) al que se agregó
ácido 2-2’-Azino-bis(3-etilbenzatiazolin-6-sulfónico)
(ABTS) 5 mM y de CuSO4 0,2 mM (Wolfenden y Wil-
son, 1982). El medio se solidificó añadiendo agarosa
1%. Como control positivo de actividad lacasa se in-
cubó la cepa de C. gallica (de la cual procede el ADNc
utilizado) en medio agar-malta con un suplemento de
ABTS 5 mM.

Deslignificación y caracterización de pastas

La comprobación de la capacidad deslignificante de
levadura transformada se realizó sobre una pasta kraft
de P. radiata con número kappa 42,9. Las levaduras
(testigo y transformada) se prepararon tal y como se
ha descrito anteriormente. La pasta (20 g) se introdu-
jo en una bolsa de polietileno y se impregnó con 4 mL
de una suspensión de medio bajo en fosfato con leva-
dura. La consistencia de la pasta se ajusta con agua
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desionizada y se fijó en el 10%. La bolsa se cerró y su
contenido se mezcló manualmente. Se mantuvo en in-
cubación durante 10 días a 28°C. Transcurrido este
tiempo, la pasta se lavó con agua destilada para eli-
minar las células de levadura y evitar interferencias en
las determinaciones posteriores. Sobre la pasta lavada
se mideron el número kappa (el parámetro papelero
correlacionado con la cantidad de lignina residual en
la pasta) y el contenido en lignina Klason.

Para la formación de hojas de ensayo la pasta trata-
da y la control se desintegraron en un equipo de labo-
ratorio siguiendo la norma UNE EN ISO 5236. Las ho-
jas se elaboraron en un formador Rapid-Köthen de
acuerdo con la norma UNE EN ISO 5269-1, tras lo cual
se acondicionaron en atmósfera normalizada (23°C y
50% H.R.) durante 24 horas para determinar sus ca-
racterísticas.

Se determinaron: la resistencia al estallido (UNE
EN ISO 2758) con un equipo tipo Müllen, la resisten-
cia al rasgado (UNE EN 21974) con un sistema de pén-
dulo Elmendorf y la resistencia a la tracción y el alar-
gamiento (UNE EN ISO 1924-2) con un dinamómetro
Lhomargy.

Resultados y discusión

Transformación de Kluyveromyces lactis
con el gen lacasa cglcc1 de Coriolopsis gallica

La transformación del gen cglcc1 del basidiomice-
to C. gallica en la levadura K. lactis necesitó una cons-

trucción previa en el plásmido pSK(+) que contuvie-
ra el «cassete» promotor-gen-terminador. El promotor
y terminador elegido para la expresión del gen fueron
los correspondientes a la fosfatasa ácida de la propia
levadura que se expresa en un medio bajo en fosfato
(Fermiñán y Domínguez, 1997). En el presente estu-
dio se obtuvo el plásmido pAlT (Fig. 1a), basado en
pSK(+) que contiene el «cassete» necesario para la ex-
presión del gen de interés (el promotor del gen klpho5,
el ADNc del gen cglcc1 con su propio péptido señal
para que la enzima sea secretada y el terminador del
gen Klpho5). El plásmido capaz de replicar en la le-
vadura se obtuvo mediante la inserción del «cassete»
del plásmido pAlT en el plásmido KEp6 obteniéndo-
se el plásmido KEpA (Fig. 1b) con el cual se trans-
formó K. lactis.

Se obtuvieron cepas transformadas tanto con el plás-
mido KEpA como con el plásmido KEp6 (control). Las
colonias de las levaduras transformadas se mantuvie-
ron en placas con medio mínimo suplementado con
50 µg L–1 de metionina.

Actividad enzimática

Una vez obtenidas las cepas transformantes se rea-
lizó el estudio de inducción en medio sólido con dos
finalidades: comprobar que la levadura puede secre-
tar la proteína de forma activa y elegir aquellas colo-
nias de levaduras con mayor actividad, ya que no to-
das introducen el mismo número de plásmidos en su
interior. Como control positivo de actividad lacasa se
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Figura 1. Plásmidos obtenidos de la clonación del promotor del gen Klpho5, el gen cglcc1 y el terminador del gen Klpho5. a) En
el plásmido PBluescript II SK(+). b) En el plásmido KEp6.
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preparó una placa de medio agar-malta y un suple-
mento con la misma cantidad de ABTS donde se in-
cubó C. gallica, una cepa que produce alta actividad
lacasa en este medio.

En un primer intento, el medio de cultivo se prepa-
ró con 2% agar bacteriológico sin obtener coloración
alguna del medio por las levaduras transformadas. Una
posible causa podría ser que el agar contuviera fosfa-
to que afectara a la inducción del promotor del gen fos-
fatasa ácida. Por ello se solidificó el medio con un sus-
trato inerte, 1% agarosa, que proporcionó los resultados
esperados. En la Figura 2 se observan los resultados del
estudio de inducción en placa tras 10 días de incuba-
ción a 28°C. C. gallica produce gran actividad lacasa
como muestra el oscurecimiento de la placa debido a
la oxidación del ABTS. Lo mismo ocurre con la cepa
K. lactis 1 (levadura transformada con el gen lacasa)
pero no en K. lactis 3 (levadura transformada con el
plásmido KEp6 como control). Esta cepa transforma-
da está produciendo una proteína lacasa activa extra-
celular, como prueba el que el halo de coloración sea
mayor que el diámetro de la colonia. En la cepa K. lac-
tis 2 la coloración del medio es mínima, es decir, la can-
tidad de lacasa producida es mucho menor que en K.
lactis 1.

La lacasa de C. gallica se puede expresar de mane-
ra activa y extracelular en la levadura K. lactis (muy
versátil en la secreción de las proteínas que produce
de manera heteróloga) reconociendo los péptidos se-
ñal de varios microorganismos como la glucoamilasa
de la levadura Asxula adeninivorans, la β-lactoglobu-
lina ovina y la aminoglucosidasa del ascomiceto As-
pergillus niger. Los resultados del presente trabajo co-
rroboran dicha versatilidad ya que K. lactis reconoce
un péptido señal del basidiomiceto C. gallica.

La expresión de la proteína heteróloga usando un
plásmido replicativo como KEp6 depende del núme-
ro de copias introducidals en la célula (Morlino et al.,
1999). Por esta razón se obtuvieron cepas K. lactis
transformadas con el gen lacasa con mayor actividad
(K. lactis 1 respecto a 2; Fig. 2).

Los resultados del presente estudio concuerdan con
los obtenidos por Faraco et al. (2008) y por Piscitelli
et al. (2005) quienes reportan que K. lactis puede ex-
presar eficientemente la enzima lacasa.

Ensayos de deslignificación

Una vez comprobada la capacidad de la levadura pa-
ra secretar la enzima en medio sólido se estudió la ca-
pacidad de las cepas transformadas para degradar la
lignina de una pasta kraft de P. radiata. Como se ob-
serva en la Tabla 1, el tratamiento de la pasta con las
levaduras transformadas causa una disminución del
número kappa en 5,5 puntos (12,8%) respecto a su va-
lor para el control abiótico. También se observa que,
respecto a la pasta original, el tratamiento con la le-
vadura control produce un aumento de 6,7 unidades
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Tabla 1. Efecto deslignificador de las cepas transformadas
con el gen lacasa sobre pasta kraft de P. radiata

N.º kappa
Lignina

(%)

Control abiótico 42,9 (—) 8,9 (—)
K. lactis control 49,6 (—) 7,9 (11,2)
K. lactis A1 transformada 37,4 (12,8) 6,9 (22,4)

Entre paréntesis» % de disminución sobrel el control abiótico.

Figura 2. Inducción de la actividad lacasa en sólido. a) Control abiótico. b) Inducción de la levadura K. lactis. 1 y 2, levaduras
transformadas con el plásmido KEpA; 3, levadura control. c) Control de actividad lacasa; crecimiento de C. gallica.

c)b)a)

1 2

3



del número kappa. Esto puede deberse a que no toda
la levadura se elimine de la pasta durante el lavado y
sus restos contribuyan al número kappa al ser materia
oxidable por el permanganato. No obstante, esta cir-
cunstancia debería afectar por igual a las levaduras
transformadas y control, por lo que, para esclarecer
esta duda, se decidió determinar el contenido en lig-
nina Klason, que no está afectado por los restos de le-
vadura que pudieran estar presentes.

La medida de la lignina Klason (Tabla 1) muestra,
por una parte, una disminución tanto en la pasta trata-
da con la cepa control de K. lactis (11%) como en la
pasta tratada con la cepa de K. lactis transformada con
el gen lacasa (22%). Estos valores suponen una gran
discrepancia con los porcentajes de variación experi-
mentados por el número kappa, lo que indica que este
parámetro papelero no es un modo eficaz de estimar
la lignina residual cuando la pasta ha sido tratada con
este tipo de levaduras. Si, como se ha supuesto, parte
de las levaduras no fueron totalmente eliminadas de la
pasta tras el lavado, esta sustancia sería oxidada por el
permanganato potásico elevando así el valor del nú-
mero kappa. Otro hecho destacado es que la pasta tra-
tada con la levadura control también ha reducido sig-
nif icativamente su contenido en lignina, lo que
aparentemente entra en contradicción con la ausencia
de actividad lacasa en esta cepa. La modificación se
atribuye a que la incubación con la levadura puede pro-
ducir alteraciones en las fibras que posibiliten la ex-
tracción de la lignina durante la etapa de lavado, aun-
que no se ha podido elucidar la naturaleza de esta
transformación. No se ha encontrado ninguna des-
cripción de genes o proteínas capaces de degradar la
hemicelulosa (xilanasas o mananasas) en K. lactis. Se
sabe que esta especie produce altas cantidades de β-ga-
lactosidasa, pero en principio esta enzima solo es ca-
paz de degradar lactosa y no otros oligosacáridos. Ade-
más, esta descrito que esta enzima actúa de modo
intracelular, lo que limitaría su efecto sobre la pasta
de celulosa.

Los resultados obtenidos en la deslignificación de
la pasta kraft de P. radiata indicaron que se puede usar
las levaduras transformadas en un potencial proceso
de bioblanqueo. La reducción de 12 puntos en el nú-
mero kappa (25% respecto a la pasta tratada con la ce-
pa testigo) puede deberse a la acción de la enzima he-
teróloga.

La medida de lignina Klason, antes y después del
tratamiento con la levadura, redujo 25% con respecto
al testigo abiótico y 10% respecto al testigo con la le-

vadura sin actividad lacasa. Esto indica que la leva-
dura transformada tiene una función importante en el
proceso de deslignificación. La reducción de 10% en
lignina con la levadura testigo respecto al testigo abió-
tico puede resultar de la acción de la propia levadura
lo que aumenta su interés para esta aplicación. Asi-
mismo, se elaboraron hojas de ensayo con las pasta
control y tratadas determinando su resistencia mecá-
nica (mediante los índices de estallido, desgarro y trac-
ción), no encontrándose diferencias significativas, lo
que era de esperar dada la ausencia de actividad celu-
lolítica en el microorganismo empleado.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son
similares a los de otros investigadores que usan mi-
croorganismos o metodologías más complicadas. Una
ventaja de esta metodología, en la que se usa por pri-
mera vez un microorganismo genéticamente modifi-
cado, es que K. lactis puede ser mejorado en su capa-
cidad de secretar la enzima (por ejemplo, cambiando
el promotor), puede ser transformado con otra enzima
que complemente a la lacasa en la deslignificación o
puede suprimirse algún gen de la levadura que optimi-
ce dicha delignificación. Así puede proseguir la mejo-
ra de la levadura y trasladar este proceso a la industria.

Conclusiones

Es posible expresar el gen de la lacasa del basidio-
miceto Coriolopsis gallica (cglcc1) en la levadura de
interés industrial Kluyveromyces lactis (carente de ac-
tividad celulolítica), obteniendo la proteína extracelu-
lar y activa en medio sólido. La actividad ligninolítica
de dicha enzima, verificada sobre una pasta kraft de P.
radiata, ha puesto de manifiesto la capacidad de esta
levadura transformada para deslignificar (reducción
del 22% de la lignina Klason). La reducción de ligni-
na en pastas de celulosa por microorganismos genéti-
camente modificados para degradar lignina abre nue-
vas posibilidades para un blanqueo limpio y eficaz.
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