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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la  chimia
coordinativd si biotehnologie, 1n special la un
compus coordinativ nou al fierului(Ill) cu
bis(picolinoilhidrazona)  2,6-diacetilpiridinet,
care manifestd proprietdti de biostimulator al
sintezei lipazelor exocelulare la tulpina de
fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD
03 s poate fi wutilizatd in elaborarea
biotehnologiilor pentru obtinerea enzimelor
lipolitice.

Conform inventiei, se revendicd
compusul coordinativ perclorat de 2,6-
diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-

2
bis(aqua)fier(Ill)~hidrat(1/2,5), cu formula
[Fe(HoL)(H20)2](Cl04)3-2,5H20, in care HoL
reprezinta bis(picolinoilhidrazona) 2,6-
diacetilpiridinei. Compusul revendicat este
bine solubil in apé, ceea ce asigurd o utilizare
practicd in calitate de stimulator al procesului
de sintezd a lipazelor exocelulare la tulpina de
fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD
03.

Revendiciri: 1
Figuri: 1



(54) 2,6-Diacetylpyridine-bis(picolinoylhydrazone)-bis(aqua)iron(III)-
hydrate(1/2.5) perchlorate with stimulatory properties of lipase synthesis in the
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungal strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to coordination
chemistry and biotechnology, in particular to a
new coordination compound of iron(IIl) with
2,6-diacetylpyridine bis(picolinoylhydrazone),
which exhibits biostimulatory properties of the
synthesis of extracellular lipases in the strain
of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 mycelial
fungi and can be used in the development of
biotechnologies for the production of lipolytic
enzymes.

According to the invention, claimed is
the coordination compound 2.,6-
diacetylpyridine-bis(picolinoylhydrazone)-

2
bis(aqua)iron(Ill)-hydrate(1/2.5)  perchlorate,
with the formula
[Fe(HaL)(H20)2](Cl0O4)3-2.5H20, wherein HsL
is 2,6-diacetylpyridine
bis(picolinoylhydrazone). The claimed
compound is highly soluble in water, thereby
providing practical use as a stimulator of the
process of synthesis of exocellular lipases in
the strain of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03
mycelial fungi.

Claims: 1
Fig.: 1

(54) llepxsiopar 2,6-Auane THIINHPUANH-0UC(MTUKOJIHHOWITHAPA3OH )-
ouc(axsa)xene3a(lll)-ruapar(1/2,5) co cBOHCTBAMH CTUMYJIATOPA CHHTE3A
Juna3 mrammom rpubos Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

(57) Pedepar:
1
Hso0perenue OTHOCHUTCS K
KOOPAVHATIMOHHON XUMHUH W OMOTEXHOJIOTHH,
B YACTHOCTH K HOBOMY KOODPIUHAITMOHHOMY
COETUHEHUIO wese3a(lll) c
OMC(IUKOIMHOWITHIPA30HOM ) 2.,6-
JIATIeT WUITNPAMHA, TPOSABISIOIIEMY
cBOlicTBA OUOCTUMY IIATOPA CUHTE3a
BHEKJICTOTHRIX numnas IITaMMOM
MUIETUATLHBIX TpUOOB  Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03 u Mox)eT OBITh HCHOJIL30BAHO
opu  pa3paboTke  OMOTEXHOJNOTHH I
TMONYYICHUS TUTOIUTHICCKAX (PepMEHTOB.
CornacHO HM300pETEHUIO, 3asgBIACTCA
KOOpIMHAIIMOHHOE COCAMHCHHE MepXJIopaT
2,6-1ManeT WIAPUUH-

2
OMC(IMIUKOIMHOWITHIPA30H)-
ouc(axBa)xenesa(lll)-rumpar(1/2,5), c
dopmyrnoit [Fe(HoL)(H-0),](Cl04)3-2,5H,0, B
KOTOpOit HoL LIPEJICTABISIET coboit
OMC(IMUKOIMHOMITHAPA30H) 2.,6-

JUANCTHITHPUINHA. 3asBIIEMOE COSANHEHNUE
XOPOITIO PacTBOPUMO B BOJIE, TEM CaMBIM
obecrieunBas NPaKTHIECKOE IPUMECHEHHE B
KadecTBE CTHUMYJATOpa IIpollecca CHHTE3a
BHEKJICTOTHEIX aumnas IMTaMMOM
MUTCTHATLHEIX  TpubOoB  Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03.

IT. dpopmymer: 1

Qur.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Inventia se referd la chimia coordinativa si biotehnologie, in mod special la sinteza unui compus
coordinativ nou al fierului(Ill) si bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei, cu proprietiti de
biostimulator al sintezei lipazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD
03 si poate fi utilizat In elaborarea biotehnologiilor pentru obtinerea enzimelor lipolitice.

Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 reprezintd o tulpind de fungi miceliali (micromicetd), care este
producitoare de lipaze exocelulare cu semnificatie biotehnologicd §i poate fi utilizatd in industria
microbiologicd pentru obtinerea enzimelor lipolitice exocelulare cu spectru larg de aplicare (MD2458 F1
2004.05.31). Tulpina posedd ciclu scurt de dezvoltare (pand la 72 ore) si este receptivd la schimbarile
conditiilor de mediu.

La multe microorganisme o parte considerabild de lipaze exocelulare sunt legate de peretele
celular, ce poate afecta secretia lipazelor in mediul de culturd si inhibarea biosintezei acestora. Includerea
in mediul nutritiv a substantelor cu abilitédti de stimulare a eliberdrii lipazelor legate din peretele celular,
spre exemplu, surplus de ioni ai unor metale, accelereazi secretia lipazelor legate in mediul de culturd ce
favorizeazd procesul de biosintezd a lipazelor exocelulare (Fogarty W.M. MukpoOuble ¢gepMeHTH H
ouorexuosorust, Mocksa: Arponpomuszar, 1986, c. 189-190).

Este cunoscutd utilizarea In mediul nutritiv a nanoparticulelor de FesOs, in calitate de
biostimulator, care asigurd o crestere sporitd a capacitétii biosintetice a micromicetelor producitoare de
lipaze exocelulare [1]. Dezavantajul mediului nutritiv ce contine ca biostimulator nanoparticule de FesOu,
constd 1n faptul cd este necesard dispersarea riguroasd prealabild cu ultrasunet a nanoparticulelor de
Fe;04, totodatd utilizarea nanoparticulelor prezintd riscuri de sdnétate prin inhalare sau contact cu pielea.
Alt dezavantaj constd in faptul ca desi activitatea lipoliticd este destul de inaltd, maximul de activitate al
tulpinii de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se atinge In a doua zi de cultivare.

Un efect de stimulare al biosintezei lipazelor exocelulare poate asigura si includerea in mediul
nutritiv a compusilor coordinativi ai unor metale. Aplicarea unor compusi coordinativi cu liganzi
polidentati, care contin atomi donori de oxigen §i azot, in domeniul biotehnologiilor de cultivare a
microorganismelor, poate sa contribuie la sporirea sintezei enzimelor in biotehnologiile de procesare a
substraturilor vegetale (MD4645 B1 2019.08.31).

Este necesar de mentionat ci unii compusi ai metalelor nu posedd proprietati de biostimulatori ai
sintezei enzimelor, dar din contra, se manifestd ca inhibitori ai biosintezei hidrolazelor (Bulhac I. et al.
Structure and some biological properties of Fe(IIl) complexes with nitrogen-containing ligands.
Chemistry Journal of Moldova. General, Industrial and Ecological Chemistry, 2016, vol. 11(1), pp. 39-
49).

In calitate de analogul proxim (cea mai apropiati solutie) poate fi considerat mediul nutritiv pentru
cultivarea submersd a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, care contine in calitate de biostimulator
de sintezd a lipazelor exocelulare compusul coordinativ — bis(glicinat) de cupru monohidrat, CuGly,-H>O.
Mediul nutritiv pentru cultivare contine (g): faind de soia — 35,0; (NH4).SO4 — 1; KH.PO4 — 5,0;
CuGly,-H,O — 0,005...0,020; apd potabild — pand la 1 L [2]. Dezavantajul analogului proxim constéd in
sporirea moderatd a biosintezei lipazelor exocelulare (31,2% la concentratia de 0,005 g/L), iar activitatea
maxima de biosintezd a lipazelor exocelulare se observa in a doua zi de cultivare a tulpinii Rhizopus
arrhizus CNMN FD 03.

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia consta in:

- extinderea gamei de compusi coordinativi cu proprietdfi de stimulator al sintezei lipazelor
exocelulare pentru tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, la un ciclu mai redus de cultivare a
acestel tulpini prin obtinerea unui compus coordinativ nou al fierului(IIl) cu bis(picolinoilhidrazona) 2,6-
diacetilpiridinei.

Esenta inventiei constd in faptul ca se propune in calitate de biostimulator al sintezei lipazelor
exocelulare pentru tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 un compus coordinativ nou:
perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-bis(aqua)fier(Ill)-hidrat(1/2,5) cu formula
[Fe(HoL)(H20):1(Cl04)3-2,5H,0, in care Hol,  reprezintd baza  Schiff  2,6-diacetilpiridin-
bis(picolinoilhidrazon).

Rezultatul tehnic al inventiei constd in sinteza unui compus coordinativ nou, care sporeste
biosinteza lipazelor la tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu 1,8...10,9 % fatd de
martor. Totodatd ciclul de cultivare a tulpinii-producétoare se reduce cu 24 ore (conform sporului obtinut
in prima zi de cultivare).
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Avantajele inventiei revendicate constau in:

- procedeul de sintezd a compusului coordinativ revendicat este simplu in executare, iar substantele
initiale sunt accesibile comercial;

- complexul revendicat manifestd o solubilitate foarte bund in apé, ceea ce asigurd o utilizare practicd in
calitate de component al mediului nutritiv;

- compusul coordinativ revendicat manifestd activitate biologica, fapt stabilit prin evaluarea efectului
exercitat asupra biosintezei lipazelor la micromiceta Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 — producidtoare
cu semnificatie biotehnologica.

Compusul coordinativ revendicat [Fe(H.L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0, atét si procedeul de sintezi a
lui, datele structurale cét si proprietitile sale biologice nu sunt descrise in Stadiul tehnicii.

Efectul biologic al complexului perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(Ill)—hidrat(1/2,5) revendicat a fost evaluat dupd gradul de influentd asupra activititii
lipolitice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus. Rezultatele studiului efectului biologic au demonstrat ca
includerea compusului coordinativ [Fe(H:L)(H20):](C104)3-2,5H>0 1n mediul de cultivare a micromicetei
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 exercitd influentd benefica asupra procesului de biosinteza a lipazelor.
Astfel, in prima zi de cultivare activitatea enzimaticd a constituit 35000 U/mL (la concentratia de 0,005
g/L), depidsind cu 46,3 %, martorul zilei (in prima zi de cultivare) si cu 1,8% maximul martorului (ziua a
2-a de cultivare). In a 2-a zi de cultivare, la aceeasi concentratic a complexului (0,005 g/L.) activitatea
lipoliticd in varianta experimentald este superioari maximului martorului cu 10,9% — 38125 U-mL ! fatd
de 34375 U-mL’!, ziua in care micromiceta manifestd maximul biosintezei enzimelor lipolitice la
cultivare 1n conditii clasice.

Inventia se explica prin figurd ce reprezintd — Structura cationului complex A (a) si a cationului
complex B (b) in [Fe(H:L)(H20):2](Cl04)3-2,5H,0, cu numerotarea partiala a atomilor.

Exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1. Sinteza compusului coordinativ perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(II)-hidrat(1/2,5), ([Fe(H:L)(H20)2](C104)3-2,5H20).

Procedeul de sintezd a acestui complex consta in dizolvarea Fe(ClO4)3-xH20 (0,35 g, 0,75 mmol)
in 5 mL metanol si addugarea la suspensia de HoL - bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei (0,3 g,
0,75 mmol) In 30 mL metanol. Amestecul reactant este refluxat timp de 4 ore, pand la dizolvarea
completd a H,L. Solutia de culoare brun-neagra este filtrata si ldsatd pentru evaporare lentd la temperatura
camerei. In patru zile se formeaza cristale in forma de prisme de culoare neagra. Cristalele se separd si se
usucd In aer liber (0,221 g), randamentul constituind 35%. Substanta este solubild 1n apd, alcooli,
dimetilformamida, dimetilsulfoxid.

Spectrul IR (v, cm™!): 3516 m*, 3371 m, 3152 m, 1611 m, 1590 m, 1568 m, 1541 m, 1530 i*, 1510
m, 1479 m, 1454 s*, 1425 m, 1389 m, 13751, 1305 m, 1276 m, 1257 s, 1237 m, 1211 s, 1177 m, 1063 f.i,
1035 um, 1007 m, 930 m, 917 m, 809 m, 797 m, 746 m, 702 m, 693 s, 679 m, 653 s, 623 i, 565 s, 532 s,
493 s, 443 m.

(“intensitatea benzii de absorbtie: f. i - foarte intensivi, i - intensivd, m - medie, s — slab4, um - umir).

Metoda de sintezd a HoL constd in condensarea 2,6-diacetilpiridinei cu hidrazida acidului picolinic
in raport molar de 1:2, descrisd in literaturd (Pelizzi C. and Pelizzi G. Crystal and molecular structure of
2,6-diacetylpyridine bis(picolinoylhydrazone) hemihydrate. Acta Crystallographica, 1979, vol. B35, pp.
126-128).

Exemplul 2. Studiul cristalografic

Structura moleculard si cristalind a compusului a fost stabilitd, utilizind metoda difractiei razelor
X pe monocristal (tabelul 1).

Ca rezultat al determindrii structurii compusului [Fe(H,L)(H20):](Cl04)3-2,5H,0 a fost stabilit, ca
in celula elementard au fost depistati doi cationi complecsi cristalografic independenti si identici dupa
compozitia chimicd (figurd), sase anioni in sfera externd si molecule de apa de cristalizare cu coeficient
diferit de ocupare, fiecare fiind mai mic ca 1. Ca rezultat, a fost demonstrat cd compusul coordinativ este
de naturd ionicd, format din cationi complecsi [Fe(H2L)(H20),1**, anioni ClO4 si molecule de api de
cristalizare, In raport molar 1:3:2,5. Analiza complexului cationic indicd ¢d numérul de coordinare al
ionului Fe(II) este sapte, ca urmare la ionul de metal ligandul de tip baza Schiff coordineaza pentadentat
prin setul de atomi donori de electroni N3O», atomii fiind situati In planul ecuatorial, iar poliedrul de
coordinare este completat de doud molecule de apd coordinate In pozitii apicale pand la o geometrie
pentagonal- bipiramidald (figurd).

Distantele interatomice din planele ecuatoriale ale poliedrelor de coordinare ale ionului Fe(III)
sunt urmitoarele, A: Fe(1)-O(1A)Fe(2)-O(1B) = 2,060(3)/2,069(4); Fe(1)-O(2A)/Fe(2)-O(2B) =
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2,072(3)/2,069(4); Fe(1)-N(3A)Fe(2)-N(3B) = 2,193(4)/2,186(4); Fe(1)-N(4A)/Fe(2)-N(4B) =
2,200(4)/2,197(4); Fe(1)-N(5A)/Fe(2)-N(5B) = 2,193(4)/2,190(4), iar apical: Fe(1)-O(1w) = 2,038(4);
Fe(1)-O2w) = 2,007(4)/Fe(2)-O(3w) = 2,002(4); Fe(2)-O(4w) = 2,037(4). Datele structurale referitor la
pozitionarea atomilor de hidrogen din H,l. au evidentiat transferul de protoni de la atomii de azot
NQCA)YN(2B) si N(6A)/N(6B) la atomii de azot heterociclici terminali (N(1A)/N(1B) si N(7A)/N(7B)).
Acest fapt este confirmat de unghiurile CNC din inelele piridinice de origine hidrazidicd. Valoarea
unghiului CNC al atomului N(1A)/N(1B) este 121,9°/122,1° si al N(7A)/N(7B) —123,1°/123,01°.

In cristal, pe langa fortele electrostatice ce actioneaza intre cationii complecsi si anioni, toate
componentele, inclusiv si moleculele de apd de cristalizare, sunt legate Intre ele printr-un sistem de
legaturi de hidrogen intermoleculare. Din aceastd informatie se poate concluziona cd cationii complecsi
sunt legati prin legaturi de hidrogen cu anionii, antrendnd atat gruparile NH din fragmentele picolinice ale
bazelor Schiff, cat si moleculele de apa coordinate in calitate de donori de proton, acceptori fiind atomii
de oxigen din anionii ClO4. In cristal moleculele de apa de cristalizare formeaza legaturi de hidrogen de
tipul O(w)—H---O(w) s1 O(w)—H:--O, care unesc aceste molecule atat Intre ele, cét si cu anionii. Pe langa
aceasta, ultimele sunt antrenate in legaturi de hidrogen in calitate de acceptor, donori de proton fiind
moleculele de apd coordinate. Structura cristalind este stabilizatd suplimentar de un sir de legaturi
intermoleculare fine de tipul C-H---O.

Tabelul 1
Date cristalografice si parametrii de structurd pentru [Fe(H.L)(H20):](Cl04)3-2,5H.0
Formula empirica Ca2Hs6FeaN14037
Mr 1673,40
Singonia Triclinica
Grupul spatial P-1
Z 2
a(A) 13,4972(5)
b(A) 16,7467(7)
c(A) 17,1179(5)
o grad) 89,179(3)
B(grad) 71,646(3)
v(grad) 70,421(4)
V(A% 3442.002)
D. (g/cm —%) 1,615
p(mm‘l) 0,758
F(000) 1712
Dimensiunile cristalului (mm?) 0,45x0,40x0,08
Reflexele colectate/unice 22302/12757 [R(int) = 0,0250]
Parametri fitati 961
GOF on F? 1,004
Ri, wR; [[>26(D)] 0,0905; 0,2680
Ri, wR» (pentru toate reflexele) 0,1362; 0,3097

Exemplul 3. Aplicarea complexului revendicat [Fe(HzL)(H20)2](C104)3-2,5H20 in tehnologia
cultivarii tulpinii de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 - producator de lipaze
exocelulare.

Tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 s-a cultivat In baloane Erlenmeyer cu
capacitatea de 0, 75 L, care contine 0,2 L. mediu nutritiv cu compozitia, (g): faina de soia — 35,0; KH.PO4
— 5,0; (NH4)2S04 — 1,0; [Fe(H2L)(H20):1(Cl04)3-2,5H,0 — 0,005-0,015; apd potabild pand la 1,0 L; pH-ul
initial al mediului — 8,0. Mediul nutritiv se inoculeazi cu suspensie de spori si miceliu In cantitate de 5%
v/v, obtinutd prin spélare cu apa distilatd sterild a culturii de 30 zile, crescutd pe suprafete inclinate de
malt-agar. Cultivarea se realizeazi in conditii de agitare continua (200 rot.-min.”), timp de 48 ore, la
temperatura de 28°C.

Activitatea lipoliticd maximala, determinatd dupd gradul de hidrolizd a suspensiei de ulei de
masline in alcool polivinilic pana la acid oleic prin metoda titrimetricd Otto-lamada (I'pauea .M. u mp.
JlaGopaTopHBIH IPaKTHKYM IO TEXHOIOTHH GepMEHTHEIX IpenaparoB. M., JIérkas u mmm. mpom., 1982, ¢. 75-
76), In variantele experimentale cu aplicarea compusului coordinativ [Fe(H2L)(H20)2](Cl1O4)3-2,5H,0 s-a
marcat in a 2-a zi de cultivare si a constituit 38125 U-mL-! la concentratia 0,005 g-L-!, fatd de 34375
U-mL"! maximul martorului in aceeasi zi (a doua) de cultivare. In prima zi de cultivare maxima a
constituit 35000 U-mL-! la concentratia de 0,005 g-L-!, urmati de 29458 U-mL-!, la concentratia de 0,010
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gL, depiisind cu 23,3 - 46,3%, nivelul martorului zilei (23930 U-mL"!) si cu 1,8% cota superioar a
probei martor (34375 U-mL™!) relevatd in a 2-a zi de cultivare, fapt ce pune in evidentd posibilitatea
reducerii duratei de cultivare cu 24 ore (tabelul 2), care la randul sdu ar reduce cheltuielile energetice.
Tabelul 2
Influenta compusului coordinativ [Fe(H2L)Y(H20)2]1(ClO4)3-2,5H20 asupra activitatii lipolitice a
micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

Concen. l-azi a2-azi
Medii nutritive biost.,  |Activitatea, | %, fati delActivitatea, %, Tfata de
/L. U-ml ! martor U-mL™! martor
. . 0,005 35000 146,3/101,8%* 38125 110,9
Experimental cu biostimulator 0.010 20453 232 33125 964
Fe(H,L)(H20)2](Cl104)3-2,5H,0 2 > >
[Fe(HL)(HAOR1(CI00s 2500 - =5 6 s—7755 D51 26875 78,2
Martor (farad biostimulator) - 23930 100,0 34375 100,0

*146,3/101,8 - fatd de martorul zilei/fatd de maximul absolut al martorului (ziva a 2-a).

Multumiri: Rezultatele incluse in cererea de brevet de inventie au fost realizate In cadrul a doud
proiecte din “Programul de stat (2020-2023)”, finantate de ANCD: 20.80009.5007.28 cu titlul:
“Elaborarea noilor materiale multifunctionale si tehnologii eficiente pentru agriculturd, medicind, tehnica
si sistemul educational in baza complecsilor metalelor s si ,d” cu liganzi polidentati” si
20.80009.5007.15 cu titlul: ,,Implementarea principiilor ingineriei cristalelor §i cristalografiei cu raze X
pentru designul §i crearea materialelor hibride organice/anorganice cu proprietdtl avansate fizice si
biologic active functionale”.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4532 B1 2017.11.30
2. MD 2709 F1 2005.02.28

(§7) Revendicari:

Perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-bis(aqua)fier(Ill)-hidrat(1/2,5) cu formula
[Fe(H.L)(H20):1(Cl104)3-2,5H,0, in care H,l. reprezintd bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei,
care manifestd proprietiti de stimulator al sintezei lipazelor la tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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