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(54) Bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-
olato-O', N* O°|fier(II) sulfat tetrahidrat si procedeu de cultivare a
microalgei Porphyridium cruentum cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la chimie i
biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ al fierului(ll) care poate fi
utilizat pentru obtinerea unei biomase cu un
potential antioxidant sporit si care poate fi
utilizatd in industria alimentara si in medicina,
si la un procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum cu utilizarea acestuia.

Conform inventiei, se revendica un compus
coordinativ - bis[1-fenil-3-metil-6-
(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-
hidroxi-6-olato-O*,N*0°]  fier(Il)  sulfat
tetrahidrat.

De asemenea, se revendica un procedeu de
cultivare a microalgei Porphyridium cruentum,
care consta in aceea ca se cultiva microalga pe
un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNQ; - 5,0;

2

NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSO,-7H,O - 1,8;
Ca(NOs),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05;
KoHPO, - 0,2; ZnSO,5H,0 - 0,00002;
CuSO4-5H,0 - 0,00005; MnSO45H,0 -
0,0003; H;BO; - 0,0006; MoO;z; - 0,00002;
NaVO; - 0,00005, compusul bis[1-fenil-3-
metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-
trien-1-hidroxi-6-olato-O*,N*,0°] fier(l1) sulfat
tetrahidrat — 0,011...0,012 si apa distilata pana
la 1 L; avand pH-ul 6,8...7,2, la temperatura
de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000
Ix/cm?, cu agitare lenti periodica.

Rezultatul constd in majorarea continutului
de fenoli in biomasa de microalga.

Revendicari: 2

Figuri: 1



(54) Bis[l-phenyl-3-methyl-6-gpyridinium-4-iI)-4,5-diaza—hexa—1,3,5-triene-1-

hydroxy-6-olato-O*,N*,0

liron(l1)sulphate tetrahydrate and process for

cultivation of microalga Porphyridium cruentum with its use

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
biotechnology, in particular to the synthesis of
a new coordinative compound of iron(ll)
which can be used to produce a biomass with a
high antioxidant capacity and which can be
used in the food industry and in medicine, and
to a process for cultivation of microalga
Porphyridium cruentum with its use.

According to the invention, a
coordinative compound — bis[1-phenyl-3-
methyl-6-(pyridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-
1,3,5-triene-1-hydroxy-6-olato-
O'N*,O°liron(Il)sulphate  tetrahydrate s
claimed.

Also, claimed is a process for
cultivation of microalga Porphyridium
cruentum, which consists in that microalga is
cultivated on a nutrient medium containing,
g/L: NaNO; — 5.0; NaCl - 7.0; KCI - 7.5;

2

MgSO,-7H,0 — 1.8; Ca(NOs),-4H,0 — 0.15;
KBr - 0.05; KI - 0.05; K,HPO, - 0.2;
ZnSO45H,0 - 0.00002; CuSO45H,0 -
0.00005; MnSO,-5H,0 - 0.0003; H;BO; —
0.0006; MoO; — 0.00002; NaVO3; — 0.00005,
the  compound  bis[1-phenyl-3-methyl-6-
(pyridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-triene-
1-hydroxy-6-olato-O*,N*,0%iron(I1)sulphate
tetrahydrate — 0.011...0.012 and distilled water
up to 1 L; having the pH 6.8...7.2, at the
temperature of 23...25°C, the illumination of
2000...3000 Ix/cm? with periodic slow
agitation.

The result consists in increasing the
phenol content in the microalga biomass.

Claims: 2

Fig.: 1

(54) buc[1-penna-3-merna-6-(mupuaunuym-4-un)-4,5-nua3a-rexca-1,3,5- Tpuen-
l-mupoxcn-G-onaTo-Ol, N*, Oe]me.ne3a(l 1) cyabdar Terparuapar u cnocod
KyJIbTHBHPOBaHHsI MUKpoBoaopocan Porphyridium cruentum c ero

HCNOJIb30BAHHUEM

(57) Pedepar:

H300peTeHre OTHOCHTCS K XHMHH |
OHMOTEXHOJNOTHH, B YaCTHOCTH K CHHTE3Y
HOBOTO  KOODPJMHAIIMOHHOTO  COCAMHEHHS
xemneza(ll), KOTOpOe  MOXeT  OBITh
HCTIONB30BAaHO JUIsl MOJYYeHUs OHOMAcChl ¢
MOBBIIICHHBIM AHTHOKCHUJIAHTHBIM ~TIOTEHIU-
aJoM M KOTOpasi MOXET ObITh HCIOJb30BAHA B
MHIICBOM MPOMBIIUICHHOCTH U B MEAHIIMHE,
K  crnoco0y — KyIbTHBHPOBAHHS ~ MHKpPO-
Bojiopocnu  Porphyridium cruentum ¢ ero
HCTIONB30BAaHUEM.

CornacHo  M300pETEHHIO,  3asIBISCTCS
KOOpIMHAIIMOHHOE coeanHeHne — Omuc[l-
¢dennn-3-metun-6-(mupuanauym-4-un)-4,5-
nmuasza-rekca-1,3,5-tpuen- 1-runpokcu-6-onato-
O N* 0°xkenesa(ll) cyasdar Terparuapar.

Taxxe, 3asBIISCTCS crocob
KYJIbTHBUPOBaHHUS MUKPOBOAOPOCITH
Porphyridium cruentum, xoTopblii COCTOUT B
TOM, YTO KYJIbTUBHPYETCSI MUKPOBOAOPOCIH Ha
MUTATENLHON Cpelie, KOTOpas COMNCPIKHT, I/

2

NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0, KCI - 75;
MgSQO4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15;
KBr - 0,05, KI - 0,05 K;HPO, - 0,2;
ZnS0O45H,0 - 0,00002; CuSO4-5H,0 -
0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H;BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005,
COCIIMHEHUE o6uc[1-dpennn-3-mern-6-
(mupunuaUyM-4-1n)-4,5-1naza-rekca-1,3,5-

Tpuen-1-ruapokcu-6-omaro-O', N,
O°kenesa(ll)  cympdar  Terparmpar -
0,011...0,012 u aucTuaIUpOBaHHYIO BOAy A0 1
a; umes pH 6,8..7,2, mpu Temmeparype
23...257C, ocsemennn 2000...3000 1x/cM%, ¢

Me/IIEHHBIM MEPHOTUYECKHM
nepeMelIBaHUEM.

Pe3yiapraT  COCTOMT B MOBBIIIEHHU
COJIepKAHUS (heHonoB B ouomacce
MHUKPOBOIOPOCIIH.

I1. popmymsr: 2

Ouwr.: 1
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Descriere:

Inventia se refera la chimie si biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ al fierului(I) care poate fi utilizat pentru obtinerea unei biomase
cu un potential antioxidant sporit si care poate fi utilizata in industria alimentara si in
medicing, i la un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum cu
utilizarea acestuia.

Compusul coodinativ este propus spre aplicare in biotehnologiile de tip intensiv
in scopul obtinerii de biomasa cu un potential antioxidant sporit. Biomasa obtinuta
este utilizata in calitate de materie prima pentru obtinerea produselor antioxidante,
care pot fi utilizate in procesarea produselor alimentare si in scopuri medicale in

calitate de antioxidanti (Rudic Valeriu s.a. Ficobiotehnologie - cercetari
fundamentale si realizari practice. Tipografia "Elena V.I." SRL, Chisinau, 2007, 365
p.)-

Este cunoscut procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum pe
mediul mineral nutritiv ce contine, g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5;
MgSQO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05; K;HPO, - 0,2;
ZnS0O4-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3BO; -
0,0006; MoOs - 0,00002; NaVO;- 0,00005 si apa distilatd pana la 1 litru; avand pH-
ul 6,8...7,2, la temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix, cu agitare
lenta periodici. In prima zi de cultivare mediul este suplimentat cu compusul
[FesO(Gly)s(H20)3](NO3)7-3,5H,0 in concentratia de 0,001 g/L. Continutul de
fenoli in biomasa de Porphyridium constituie 10,6...11,8 echivalent mg acid galic/g
biomasa [1].

Neajunsul compusului §i al procedeului cunoscut constd in continutul redus de
fenoli in biomasa de Porphyridium.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in sinteza unui compus nou
si in elaborarea unui procedeu eficient si reproductibil de sporire a continutului de
fenoli in biomasa de Porphyridium cruentum CNMN-AR-01.

Esenta inventiei constd in faptul ca se propune un compus coordinativ nou -
bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-
0! N*,0°] fier(l1) sulfat tetrahidrat, obtinut prin interactiunea izonicotinoilhidrazonei
1-fenil-1,3-butandionei i a sulfatului de fier(ll) in raport molar de 2:1
([Fe(L)2]SO4+4H,0).

De asemenea, se propune un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum, care constd in aceea ca se cultivd microalga pe un mediu nutritiv ce
contine, g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5, MgSO47H,0 - 1.8;
Ca(NQO3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05; K;HPO,4 - 0,2; ZnSO,5H,0 -
0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs; -
0,00002; NavO; - 0,00005, suplimentat cu compusul bis[1-fenil-3-metil-6-
(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-O*,N*, OF]fier(ll)
sulfat tetrahidrat — 0,011...0,012 si apa distilata pana la 1 L; avand pH-ul 6,8...7,2,
la temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? cu agitare lenta
periodica.

Continutul de fenoli, determinat prin metoda Folin-Ciocalteu, in biomasa de
Porphyridium este de 13,6...13,8 echivalent mg acid galic /g biomasa.

Compusul sus-mentionat, proprietatile lui si procedeul de obtinere nu sunt
descrise in literatura.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea continutului de fenoli in
biomasa microalgei Porphyridium cruentum cu 15...17% fatd de cea mai apropiata
solutie. Administrarea compusului din prima zi de cultivare stimuleazd acumularea
componentelor fenolice in biomasa microalgei, care sporesc valoarea biomasei de
Porphyridium in calitate de producitor de antioxidanti.

Rezultatul inventiei este conditionat de aplicarea pentru prima datd a compusului
bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-
O N* O°fier(1l) sulfat tetrahidrat in calitate de stimulator al biosintezei
componentelor fenolice de cétre microalga Porphyridium cruentum.
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Exemplu de realizare a inventiei

Metoda de obtinere a compusului revendicat

In urma reactiei dintre izonicotinoilhidrazona 1-fenil-1,3-butandionei si sulfatul
de fier(ll) in raport molar de 2:1, la agitare in atmosfera inertd, se obtine combinatia
complexa sub forma de cristale de culoare verde, care decurge conform schemei:

H.C N NH
H — s >—N/ w N\ /
Hac%N/ NN HC\ °
" ! + FesO, }OH e

Schema I. Obtinerea compusului [Fe(L),],SO4.4H,0

Structura ligandului necoordinat stabilita cu raze X este prezentata in figurd, in
care la impachetarea cristalina are loc formarea legaturilor de hidrogen cu
participarea grupelor C=0 si NH. In spectrul IR al ligandului liber se manifesta
benzile v(NH)=3218 cm™ si v(C=0)=1664 cm™.

Compusul obtinut a fost apreciat prin analiza chimica elementala si spectrele IR
inregistrate in domeniul 4000...400 cm™.

Spectrul in IR se caracterizeaza prin prezenta a doud benzi late in regiunea
3500...3200 cm™, care pot fi atribuite v(OH) asociate, absorbtie larga in regiunea
3100...3000 cm™, care contine citeva benzi v(CH) ale inelelor benzenic si
heterociclic, 2930...2850 cm™ v(CHs), doud benzi late de intensitate slaba la 2612 si
2148 cm™, care pot fi atribuite oscilatiilor =NH* (azotul heterociclic protonat)
(bemmamu  JI. WHbpakpacHble CIEKTPHI CIOXKHBIX MOJEKyd. M3maTenscTBo
HHOCTpaHHOU JuTepaTypsl, MockBa, 1963, 592 p., Hakamoro K. UK cnektpsl u
criektpbl KP Heopranmyeckux ¥ KOOpAMHALIMOHHBIX coefquHeHuil. MockBa, Mup,
1991, 536 p., TapaceBuu b. H. UK crnekTpbl OCHOBHBIX KJIacCOB OpPTaHMYECKHX
coenuHeHunit. CripaBouHble MaTepuaibl, Mockea, 2012, 54 p.).

Disparitia benzii de absorbtie v(C=0) a fragmentului hidrazidei acidului
izonicotinic si manifestarea unei benzi intensive la 1303 cm™ confirma faptul ca
ligandul coordineaza la atomul de fier in forma enolicd. Banda de intensitate medie
la 1631 cm™ este atribuitd oscilatiilor v(C=N) si v(C=C). Oscilatiile v(N-N) se
manifestd printr-o bandd de intensitate medie la 841cm™. Prezenta celei mai
intensive benzi de absorbtie la 1079 cm™ indica cu siguranti prezenta anionului
S04 in complex.

Conform datelor analizei elementale i spectroscopiei IR pentru complexul dat se
propune formula [Fe(L),]SO4.4H,0.

Datele structurale ale ligandului necoordinat si cele spectrale ale ligandului si
complexului fierului conduc la concluzia cé ligandul coordineaza la metal ca unul
tridentat (setul de atomi ONO) si nedeprotonat cu delocalizarea electronilor pe
legaturile N-C-O ale fragmentului amidic §i migratia protonului de la grupa N-H a
acestui fragment la atomul de azot heterociclic, confirmdnd componenta
complexului [Fe(L),]SO,4H,0 (Jin-Xiu Wang, Xiao-Zeng Li, Li-Na Zhu, Ji-Yao
Wang, Hao Qu. Synthesis and Crystal Structure of a Fe(lll) Complex with an
Isonicotinyl  Ligand, [Fe(N-Isonicotinamidosalicylaldimine)Cl,]. J.  Chem.
Crystallogr. (2010) 40: 726-730 DOI 10.1007/s10870-010-9726-6).

Metoda de obtinere a [Fe(L),]SO44H,0

Reactia are loc in atmosfera inerta, prin barbotare cu argon.

0,2 g de izonicotinoilhidrazona 1-fenil-1,3-butandionei se dizolvd in 10 ml
metanol. La solutia obtinutd se adaugd solutia formatd din 0,1 g FeSO, dizolvat in 5
ml de apa. Din solutia obtinutd de culoare neagra cad cristale marunte de culoare

CH
\H04\< 65 | SO, 4H,0



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 4366 C1 2016.03.31

5

cafenie, care se separd de solutia-mama prin filtrare, se spala cu metanol si eter
dietilic si se usuca la aer.

Se obtin 0,14 g (randamentul reactiei este de 44,6%).

Compusul este solubil in cloroform, dimetilformamida, dimetilsulfoxida,
etanol, metanol si insolubil in apa.

Rezultatele analizei elementale pentru [CsyHzoNgO4Fe]SO4-4H,0 (M = 786 g):

gasit: C, 46,45; H, 4,64; N, 10,85; Fe, 8,00.

calculat: C, 48, 58; H, 4,83; N, 10,69; Fe, 7,13.

Exemple de aplicare a compusului bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-
diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-O* N* O°]fier(11) sulfat tetrahidrat in calitate
de stimulator al acumuldrii componentelor fenolice 1n biomasa microalgei
Porphyridium cruentum.

Exemplul 1

Se prepara mediul mineral nutritiv cu urmatorul continut al componentelor (g/L):
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,0 - 1,8; Ca(NOs;),-4H,0 - 0,15; KBr
- 0,05; KI - 0,05; K;HPQO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005;
MnS0O,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVOs; - 0,00005 si apa
distilatd pana la 1litru. in prima zi de cultivare la suspensia de Porphyridium, in
calitate de stimulator al biosintezei fenolilor, se adaugd compusul bis[1-fenil-3-
metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-O*,N* O°]
fier(I1) — sulfat tetrahidrat in concentratie de 0,011 g/L. Cultivarea se efectueaza in
baloane Erlenmayer a cate 1000 ml cu 500 ml suspensie in urmatoarele conditii: pH-
ul 6,8...7,2, temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 1x, agitare lentd
periodica. La ziua a 10-a, biomasa de Porphyridium se separa de lichidul cultural, se
supune demineralizarii si se standardizeaza dupa biomasi. In biomasa obtinuti se
determind continutul de fenoli cu aplicarea metodei Folin-Ciocalteu.

Biomasa de Porphyridium contine 13,6+0,06 (p<0,5) mg acid galic echivalent/g
biomasa, fatd de 11,8 mg acid galic echivalent/g biomasd in cazul celei mai
apropiate solutii (vezi tabelul). Sporul continutului de fenoli este de 15%.

Exemplul 2

Se prepara mediul mineral nutritiv cu urmatorul continut al componentelor (g/L):
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,0 - 1,8; Ca(NOs;),-4H,0 - 0,15; KBr
- 0,05; KI - 0,05; K;HPQO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005;
MnS0O,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVOs - 0,00005 si apd
distilatd pana la 1 litru. In prima zi de cultivare la suspensia de Porphyridium, in
calitate de stimulator al biosintezei fenolilor, se adaugd compusul bis[1-fenil-3-
metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-O*, N*, 0]
fier(I1) sulfat tetrahidrat in concentratie de 0,012 g/L. Cultivarea se efectueazd in
baloane Erlenmayer a cate 1000 ml cu 500 ml suspensie in urmatoarele conditii: pH-
ul 6,8...7,2, temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 1x, agitare lentd
periodica. La ziua a 10-a, biomasa de Porphyridium se separa de lichidul cultural, se
supune demineralizarii si se standardizeaza dupa biomasi. In biomasa obtinuti se
determind continutul de fenoli cu aplicarea metodei Folin-Ciocalteu. Biomasa de
Porphyridium contine 13,8+0,04 (p<0,5) mg acid galic echivalent/g biomasa, fatd
de 0,88 mg acid galic echivalent/g biomasa in cazul celei mai apropiate solutii (vezi
tabelul). Sporul continutului de fenoli este de 17%.

Tabel

Continutul de fenoli in biomasa de Porphyridium cruentum, obtinuta la cultivare

conform procedeului revendicat i celei mai apropiate solutii

Procedeul aplicat Concentratia Continutul de fenoli,
compusului, g/L echivalent mg acid galic /g
biomasa
Cea mai apropiata solutie 0,01 10,6...11,8
0,011 13,6+0,06
Solutia revendicata 0,012 13,8+0,04
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Datele din tabel demonstreaza o crestere a continutului de fenoli in biomasa de
Porphyridium cruentum cu 15...17% conform procedeului revendicat, fatd de
procedeul cel mai apropiat. Biomasa microalgei Porphyridium cruentum reprezinta
o sursa modernd de substante antioxidante, iatd de ce sporul continutului de fenoli
este un factor al cresterii valorii porfiridiumului in calitate de producitor de
substante cu efect antioxidant. Proprietdtile compusului bis[1-fenil-3-metil-6-
(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-O*,N* O°]fier(ll) sulfat
tetrahidrat prezinta interes pentru biotehnologie in calitate de stimulator al
producerii fenolilor, compusi cu proprietiti antioxidante, in biomasa microalgei
Porphyridium cruentum.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Sadovnic D. Tehnologii de obtnere a preparatelor antioxidante si
antiradicalice din biomasa algei rosii Porphyridium cruentum CNM-AR-01.
Teza de doctor in biologie, Chigindu, 2014

(57) Revendicari:

1. Compusul bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1-
hidroxi-6-olato-O', N* OFJfier(ll) sulfat tetrahidrat, care sporeste continutul de
fenoli in biomasa de Porphyridium cruentum.

2. Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care consti in
aceea ca se cultiva microalga pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO; - 5,0;
NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NO3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI -
0,05; K,HPO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0
- 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVOs; - 0,00005 si apa distilata pana
la 1L; avand pH-ul 6,8...7,2, la temperatura de 23...25°C si iluminarea de
2000...3000 Ix/cm?, cu agitare lenta periodica, caracterizat prin aceea ca mediul
contine suplimentar compusul bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-
hexa-1,3,5-trien-1-hidroxi-6-olato-O', N OF]fier(l) sulfat tetrahidrat in
concentratie de 0,011...0,012 g/L.

Sef adjunct Directie Brevete: IUSTIN Viorel
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: LUPASCU Lucian

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