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RESUMEN

Introduccion:

La realizacién de ensayos eco-toxicologicos se encuentra entre los requisitos de las
legislaciones actuales para la mejora de los procesos de biodegradacion de
contaminantes.

Objetivo:

Aplicar bioensayos de toxicidad aguda para la evaluacién eco-toxicoldgica de suelos
tratados contaminados con diésel.

Materiales y Métodos:

Se aplicaron procedimientos de la guia 207 de la Organizacion para la Cooperacion
Economica y el Desarrollo (OECD) en los que se utilizan como bioindicadores semillas
de lechuga (Latuca Sativa) y la lombriz de tierra (Ensenia Andrei); a concentraciones de
prueba (1, 5, 25, 50 y 100%). El efecto toxico de las matrices se midid a partir del
calculo de la concentracion letal media (CLsp).

Resultados y Discusion:

Se obtiene toxicidad de los suelos tratados por biorremediacion con adicion de
microorganismos (bioaumentacion) 1y 2 en la experimentacion realizada con semillas
de lechuga, mientras que los suelos tratados por biorremediacién con incremento de
acondicionadores organicos (mejorada) 1 y 2 y estabilizacién quimica-biolédgica para
sus cuatro variantes de ejecucion, no son toxicos. La evaluacion realizada con

Este es un articulo de acceso abierto, lo que permite su uso ilimitado, distribucion y reproduccién en
cualquier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada.
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lombrices, mostré toxicidad de los suelos tratados por biorremediacion mejorada y la
estabilizacion quimica-bioldgica con agromena. Se obtuvo un resultado similar con el
suelo tratado por bioaumentacion 2. Se demuestra no toxicidad de los suelos tratados
por estabilizacion quimica-bioldgica con producto mejorador y la bioaumentacion 1.
Conclusiones:

El caracter toxico de los suelos tratados por bioaumentacién No. 1y 2, biorremediacion
mejorada No.1 y 2 y estabilizacion quimico-biologica No. 2 y 4, constituyen un riesgo
para el ecosistema terrestre.

Palabras clave: biorremediacion; contaminacion; mortalidad; toxicidad.

ABSTRACT

Introduction:

Eco-toxicological tests performance is among current legislation requirements for
biodegradation processes of pollutants improvement.

Objective:

To apply acute toxicity bioassays for treated soils contaminated with diesel eco-
toxicological evaluation.

Materials and methods:

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)guide 207
Procedures were applied in which lettuce (Latuca Sativa) seeds and earthworm (Ensenia
Andrei) are used as bioindicators; at test concentrations (1, 5, 25, 50 and 100%).
matrices toxic effect was measured calculating mean lethal concentration (LC50).
Results and Discussion:

Toxicity is obtained in soils treated by bioremediation with microorganism’s addition
(bio augmentation) 1 and 2 in the experimentation carried out with lettuce seeds. Soils
treated by bioremediation with an increase in organic conditioners (improved) 1 and 2
and chemical - biological stabilization for four execution variants are not toxic.
Evaluation carried out with earthworms showed toxicity in soils treated by improved
bioremediation and chemical-biological stabilization with agromena. A similar result
was obtained with the soil treated by bio augmentation 2. Non-toxicity of the soils
treated by chemical-biological stabilization with an improved product and bio
augmentation 1 was demonstrated.

Conclusions:

The toxic nature of the soils treated by bio augmentation No. 1 and 2, improved
bioremediation No. 1 and 2 and chemical-biological stabilization No. 2 and 4, constitute
a risk for ecosystem.

Keywords: bioremediation; contamination; mortality; toxicity.

1. INTRODUCCION

La degradacion de los suelos posee repercusiones negativas a largo plazo como la
pérdida de diversidad genética, menor productividad agricola y una menor resilencia de
los ecosistemas a eventos externos. En este sentido se estima que el avance progresivo
de este tipo de afectacion para el 2050 puede alcanzar los 900 millones de hectéreas, lo
que se manifestard en una disminucion de los bienes y servicios que pudiera ofrecer este
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recurso (BCN, 2019). De ahi la importancia de conservarlo en buenas condiciones para
la sociedad.

Diferentes estudios han determinado el efecto de la contaminacion por petréleo sobre el
ecosistema suelo. Dicha contaminacion ocasiona el deterioro de la calidad del ambiente,
amenaza a la salud publica, asi como dafios a las especies vegetales y animales
(Greenpeace, 2012). Los suelos contaminados con petroleo afectan el desarrollo de las
plantas, y a medida que la contaminacion es mayor, la tolerancia de las plantas
disminuye (Hernandez y col., 2017). En la naturaleza, los hidrocarburos pueden ser
eliminados del suelo por cualquiera de los siguientes procesos: biodegradacion,
emision, percolacion, drenaje superficial u otros. En los ultimos afios se ha prestado
mucha atencién a los métodos bioldgicos y las combinaciones de estos con tratamientos
quimicos; tanto para la disposicion final de residuos industriales como para la
recuperacion de sitios contaminados. Estos métodos bioldgicos se conocen
genéricamente como procesos de biorremediacion y tienen como objetivo el
aprovechamiento y optimizacién de las capacidades biodegradadoras naturales. La
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos es un proceso dinamico en
el que contaminante, suelo, clima y actividad bioldgica interactian para degradar,
transformar e inmovilizar los constituyentes del contaminante (Ponce, 2014).

La evaluacién de la ecotoxicidad en procesos de biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos, es de gran importancia. Esto se debe a que en algunos
procesos metabolicos asociados a la biodegradacion se pueden generar productos de
oxidacion parcial, que pueden presentar una mayor toxicidad que los productos
contaminantes al inicio del biotratamiento. Es importante conocer la evolucién de la
ecotoxicidad tanto para estudios de riesgo como para la mejora del conocimiento de los
procesos de biodegradacion. Ademas de certificar que el proceso de biorremediacion ha
sido favorable sobre la disminucion en la concentracion de contaminantes y no existe
toxicidad de los productos del metabolismo. Para evaluar la ecotoxicidad de suelos se
utilizan ensayos de toxicidad aguda. La toxicidad aguda se analiza mediante bioensayos
que involucran los lixiviados del suelo, la inhibicion, letalidad y reproduccion de los
bioindicadores. Estos estudios pueden ser aplicados a los tres tipos de tratamiento en
unidades experimentales, microcosmos, mesocosmos Yy ecosistemas naturales, en cuyos
tratamientos se haya logrado la disminucién del contaminante.

Para determinar el efecto toxico de la sustancia 0 muestra de prueba se calcula la
concentracion letal media (CLsp). Esta variable se refiere a la concentracion estimada de
la sustancia prueba que produce una mortalidad del 50% de la poblacion de los
bioindicadores expuestos durante el periodo de experimentacion. El valor de CLsp
indica el potencial de peligrosidad de la sustancia de prueba, pero no puede ser usado
directamente para predecir los efectos de una descarga de la sustancia de prueba en
ambientes naturales. EIl criterio de toxicidad se establecerd en dependencia de que
fraccion de la muestra se utilice (fraccion sélida suspendida (FSS) o fraccion solida
acomodada (FSA)).

En muestras sélidas, tales como desechos con hidrocarburos y suelos contaminados, los
bioindicadores mas cominmente empleados son lombrices de tierra y plantas. En los
bioensayos con plantas se emplean semillas de lechuga, centeno, maiz, berro, trigo,
cebada, entre otros (OECD 207, 1984).
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El objetivo de esta investigacion es aplicar bioensayos de toxicidad aguda para la
evaluacién eco-toxicoldgica de suelos tratados contaminados con diésel.

2. MATERIALES Y METODOS

Se efectuaron ocho tratamientos en microcosmos de suelos contaminados con diésel y a
cada uno, se les realizaron bioensayos de toxicidad con semillas de lechuga Latuca
Sativa y con la lombriz de tierra Esenia Andrei (Tabla 1), como biomodelos
representativos de los ecosistemas terrestres. Ambos bioensayos determinaron el riesgo
toxicoldgico, definido por el criterio de limpieza o remediacion de un suelo (Infante y
Morales, 2012). La biorremediacion con adicion de microorganismos (bioaumentacion)
1y 2, consistio en la adicion de indculos en concentraciones de 5 mL/kg y 10 mL/kg
respectivamente. Se evalué en suelos hdmedos y secos, la biorremediacién con
incremento de acondicionadores organicos (mejorada) 1y 2 respectivamente.

Tabla 1. Relacion de tratamientos a evaluar

Concentracion del
Bioensayo Tipo de tratamiento aplicado a los suelos contaminante
# contaminados con diésel GyA® | HCT®
mg/kg mg/kg
1 Biorremediacion mejorada No.1 (Romero y col., 2017) | 15733 8483
2 Biorremediacion mejorada No.2 (Romero y col., 2017) | 22796 12860
3 EQB® No.1 (Cal+Producto) (Romero y col., 2018) 12613 4015
4 EQB No.2 (Cal+Agromena) (Romero y col., 2018) 16996 9015
5 EQB No.3 (Yeso+Producto) (Romero y col., 2018) 8700 4506
6 EQB No.4 (Yeso+Agromena) (Romero y col., 2018) 9913 6318
. Biorremediacion bioaumentacion No. 1(Toledo y col., 18906 14596
2018)
g Biorremediacién bioaumentacién No. 2 (Toledo y col., 13863 11046
2018)
(NZC(; 18%9' - 10 000 mg/kg

W Grasas y Aceites; @ Hidrocarburos Totales; ® Estabilizacién Quimica- Bioldgica

2.1 Bioensayos con semillas de lechuga

La evaluacion de la toxicidad de las muestras de estudio se realizO a través del
procedimiento para bioensayos con semillas de lechuga segun la guia 207 de la OECD
(OECD 207, 1984). Los bioensayos se realizaron con papel de filtro No. 20 y se evaltan
los efectos fitotoxicos de compuestos de hidrocarburos sobre el efecto letal (inhibicion
de germinaciéon de la semilla) sobre la estructura y funcion de las plantas (Cuevas y col.,
2012). Las semillas de lechuga (Figura 1) utilizadas presentan mas de un 95% de
probabilidad de germinacién y certificacion aprobada para su uso (Decreto No. 175,
1992).
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Figura 1. Bioindicador semillas de lechuga, especie Latuca Sativa.

» Preparacion de las muestras
200 g de cada uno de los suelos tratados se mezclaron con 800 mL de agua destilada.
Se incuban en zaranda reciprocante con agitacion de 130 rpm durante 10 min, y se dejan
reposar por 12 horas en refrigeracion (ASTM E:1391-03, 2014). Con la fraccién sélida
suspendida (FSS) de la muestra, se preparan diluciones con agua destilada a las
concentraciones de 1, 5, 25, 50 y 100 %.

» Preparacion de los bioensayos
Cada bioensayo se ejecutd en placas Petri, por triplicado incluyendo las réplicas del
control. Se afiaden cantidades de 0,25, 1,25, 6,25, 12,5 y 25 mL de la solucion madre,
completando para cada caso con agua destilada a volumen final de 25 mL. De cada
solucién final se afiaden 5 mL al papel de filtro No.201 que contiene cada placa Petri.
Para todos los bioensayos se colocan 20 semillas en cada placa cuidadosamente, con la
ayuda de una pinza, para asegurar espacio suficiente entre las semillas para permitir la
elongacion de las raices sin dificultad. Las placas se incuban envueltas en bolsas
plasticas negras para evitar la pérdida de humedad y la entrada de la luz, por un periodo
de 120 horas (5 dias).

2.2 Bioensayo con lombriz de tierra

La evaluacion de la toxicidad de las muestras de estudio se realizd a través del
procedimiento bioensayos con lombrices de tierra (Figura 2), segun la guia 207 de la
OECD (OECD 207, 1984). En este bioensayo se midio el efecto letal (mortalidad) de
los organismos expuestos por el impacto directo de los hidrocarburos sobre los mismos
(Palafox y col., 2012).

El alimento que se utiliz6 para su mantenimiento, etapa de adaptacion y crecimiento por
espacio de una semana previo al bioensayo, fue estiércol vacuno. Esta adaptacién
incluyé condiciones controladas de temperatura +/-22°C y humedad del 55%. Para
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verificar que el estiércol vacuno colectado, se realizd la prueba de la caja. Esta prueba
consiste en la seleccion de 10 lombrices las cuales se introducen en un recipiente con el
alimento (estiércol) durante 24 horas. Al dia siguiente se cuentan las lombrices y para
una supervivencia del 100% se considera adecuado el alimento.

2.2.1. Preparacion del bioensayo

Se preparan tres réplicas para cada experimento y el control. Para cada experimento se
pesan 250 g de suelo y se depositan en recipientes de vidrio, a los que se afiaden 10
lombrices adultas con presencia de clitelo (abultamiento en el cuerpo que constituye la
estructura reproductiva). Se incuban por 14 dias a 24 + 2°C con 8 horas de luz y 16
horas de oscuridad. Las lombrices durante el experimento no se alimentan y se aseguran
condiciones de humedad del suelo en un 45% aproximadamente.

2.3 Determinacion de la CLsg y criterio de toxicidad

Para determinar el nivel de toxicidad en ambos bioensayos se utiliza un grafico de
dosis-efecto, a partir de los porcentajes de mortalidad y/o no germinacion de las
concentraciones de la muestra de prueba. De la ecuacion de la recta para cada curva
obtenida, se calcula la concentracion que causa la mortalidad y/o no germinacion del
50% de la poblacién (CLso). La toxicidad puede ser expresada como toxicidad aguda o
letal, la cual se estima a traves de la concentracion a la cual se produce méas del 50% de
inhibicidn de la germinacion y/o mortalidad, debido al efecto toxico en la muestra que
se

esté evaluando (Infante y Morales, 2012). Se establece toxicidad para los suelos a
evaluar, cuando el valor de la CLsg esté por debajo del 50% de concentracién evaluada
para un 100% del bioindicador en las muestras control.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados de los bioensayos con semillas de lechuga en papel de filtro

Los resultados obtenidos del porcentaje de no germinacion, para los bioensayos con
semillas en papel de filtro se reflejan desde la figura 3 hasta la 6. En los controles hubo
una germinacion del 100% del bioindicador, por lo que se consideran validos todos los
bioensayos. La figura 3 muestra el comportamiento del porcentaje de no germinacion
del bioindicador de los bioensayos 1 y 2, correspondientes a los suelos tratados por el
proceso de biorremediacion mejorada No.1y 2, respectivamente.

44
~ 50
B?* 42
~ 40 —
| =
2 30
9 50 —e—Bioensayo 1
E ®— Bioensayo 2
o 10
o
0 0
0O 10 20 30 40 50_,60 70 80 90 100
concentracién (%)

Figura 3. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la no germinacion. Bioensayos 1y 2
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Se puede constatar que al 100% de concentracion evaluada, existe una no germinacion
del 42% y 44% respectivamente. Esto indica que no existe toxicidad por parte de estos
suelos.

Los resultados correspondientes al bioensayo 3 y 4 (figura 4), refieren no toxicidad por
parte de los suelos tratados por el proceso EQB No. 1y 2, al presentarse solo un 48% y
43% de no germinacidn del bioindicador al 100% de la concentracion evaluada.

48
~50
o

- 33 33 :

=20 $—

L)

c 20 19 ~ 2.1 —e—Bioensayo 3
£ }'83/ e—Bioensayo 4
@10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
concentracién (%)

Figura 4. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la no germinacion. Bioensayos 3 y 4

El bioensayo 5 y 6 (figura 5), mostraron no toxicidad de los suelos tratados por el
proceso de EQB No. 3 y 4, al solo presentarse un 50% y 47% de no germinacion del
bioindicador al 100% de la concentracion evaluada.

o 60
S 47 47 0
‘;’ 50 ° Py 4_/:47
g 40 | 27 - 31
§ 20 +B!oensayo 5
> 10 ®— Bioensayo 6
2 o
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
concentracién (%)

Figura 5. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la no germinacion. Bioensayos 5y 6

La contaminacion aun presente en los suelos tratados correspondientes a los bioensayos
1-6 no constituyd un riesgo para el ecosistema terrestre.

En la figura 6 se observan los resultados correspondientes a los bioensayos 7 y 8, de los
suelos tratados por el proceso de biorremediacién por bioaumentacion No. 1y 2,
respectivamente. Al calcular la CLs, se obtiene que: para el bioensayo 7 a una
concentracion de 45%, existe una no germinacion del 50% de las semillas sembradas, lo
que demuestra toxicidad del suelo tratado por el proceso de biorremediacion por
bioaumentacion No.1.

Para el bioensayo 8, a 23% de concentracion, existe una no germinacion de la mitad de
la poblacién de las semillas sembradas, siendo superior el nivel de toxicidad de este
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suelo tratado en el proceso de biorremediacion por bioaumentacion No.2 en
comparacion con la bioaumentacion No.l. No obstante ambos suelos tratados
representan un riesgo para el ecosistema terrestre.

—e—Bioensayo 7
80 e— Bioensayo 8
70

60
5o .4043

48 '
39
40 o_ﬁﬁ*"‘/ y = 0,2212x + 39,971

30 R2 = 0,92
CLs0|(45 %)
20

10
0 \ ) J

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
concentracion (%)
Figura 6. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la no germinacién. Bioensayos 7'y 8

no germinacion (%)

3. 2 Resultados de los bioensayos con lombriz de tierra Ensenia Andrei

Se logré la supervivencia y adaptacion de las lombrices adultas colectadas. Fue
satisfactoria la prueba de caja inicial, al comprobar que todas las lombrices se
alimentaron y se mantuvieron con vitalidad. De ahi que el estiércol vacuno resultd ser
un alimento adecuado. De la figura 7 a la 10 se reflejan los resultados obtenidos del
porcentaje de mortalidad para los bioensayos con la lombriz de tierra Ensenia Andrei.
En los controles no hubo mortalidad por lo que se considera valido el experimento
(Acosta y Romero, 2015).

En la figura 7 se reflejan los resultados de los bioensayos 1 y 2. Al calcular la CLso, se
obtuvo que, coincidentemente para ambos bioensayos a 26% mueren la mitad de las
lombrices expuestas. Este resultado indicé la toxicidad que representan estos suelos.

—e—Bioensayos 1y 2
140

120
100
80
60
40
20

100 100 100

y =1,0062x+ 23,574
R2 = 0,5568

mortalidad (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
concentracién (%)

Figura 7. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la mortalidad. Bioensayos 1y 2

En la figura 8 se reflejan los resultados de los bioensayos 3 y 4. Al calcular la CLso, se
obtiene que: para el bioensayo 3 a 55% mueren la mitad de los organismos. Se revela
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que no existe toxicidad del suelo tratado por el proceso de EQB No.1 y se considera no
representa un riesgo para el ecosistema terrestre. Para el bioensayo 4 a 43% de
concentracion mueren la mitad de la poblacion de los organismos expuestos. Este
resultado es un indicador de la toxicidad que presenta el suelo tratado por el proceso de
EQB No. 2.

e—Bioensayo 3
140 #— Bioensayo 4
; : e 100
S 100 : .
¥ O i N e £ 67
g 60 47 --CC‘..--“III--- A" .
E 40 ,-_,.--..cct- ——too---u....
E 20 | g T Clso|(43 %)L 0,6348x + 15,022
y=0.6348x +15,
£ 0 * @ CL50J(55 %) R2 = 0,7404
-20 10 20 30 40 50 60 N & T
concentracién (%)

Figura 8. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la mortalidad. Bioensayos 3y 4

En la figura 9 se obtienen los resultados asociados a los bioensayos 5y 6.
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E 20 é"'ﬁ ................ y =0,8816x-9,2463
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_20$ """ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

concentracién (%)

Figura 9. Curva relacion dosis-respuesta respecto a la mortalidad. Bioensayos 5y 6

En el bioensayo 5 la CLso demuestra que a un 67% de concentracién mueren la mitad de
los organismos expuestos. Esto indica no toxicidad del suelo tratado por el proceso de
EQB No. 3. Para el bioensayo 6 la CLs, fue de un 41% por lo que el proceso de EQB
No. 4, ain presenta contaminacion que resulto ser toxica.

En la figura 10 se observa que para el bioensayo 7 a 55% de concentracién mueren la
mitad de los organismos expuestos. Esto indica no toxicidad del suelo tratado por el
proceso de biorremediacion por bioaumentacion No.1. Del bioensayo 8 segun la CLsg
de 43%, se constato toxicidad del suelo tratado por el proceso de biorremediacion por
bioaumentacion No. 2.
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Figura 10. Curva relacién dosis-respuesta respecto a la mortalidad. Bioensayos 7y 8

Los suelos tratados correspondientes a los bioensayos 1, 2, 4, 6 y 8 constituyen un
riesgo para el ecosistema terrestre.

Desde el punto de vista de criterios de remediacion de suelos, indiscutiblemente la
determinacion de la toxicidad es fundamental (Infante y Morales, 2012). Los resultados
obtenidos con ambos bioindicadores confirman lo que plantearon Infante y Morales,
(2012) sobre la falta de correlacion entre la concentracion de hidrocarburos en suelos y
la toxicidad; ya que una menor 0 mayor concentracion de hidrocarburos no es indicativa
de una menor o mayor toxicidad. En la evaluacion realizada, los suelos tratados por la
EQB con agromena 2 y 4 reportan toxicidad, sin embargo, las concentraciones
reportadas de G y A e HCT no difieren en gran medida de las obtenidas parala EQB 1y
3 con producto. Ambos procesos tuvieron como Unica diferencia la fertilizacion
aplicada, que en el caso de la agromena pudiera tener un efecto desfavorable en la
calidad del suelo por altos aportes de fosforo. En este sentido se informa que el fésforo
es poco mavil cuando se produce una alta asimilacion de fosforo soluble en un suelo
donde no se produce percolacién (Fernandez, 2011), como en este caso donde la
experimentacion se realizO en microcosmos. También es conocido que como
consecuencia de la biodegradacién se forman compuestos carboxilicos mas polares y
solubles que los hace mas biodisponibles que los hidrocarburos originales, por lo que
tipo de contaminante y factores ambientales incidiran en la toxicidad durante la
evolucion de un proceso de biorremediacion (Tarache, 2011).

Para ambos tratamientos por bioaumentacion se determind el caracter toxico que
presentaron casi todos los experimentos, atribuible a una menor efectividad del proceso
aplicado, cuando persiste contaminacion en los mismos. Igual comportamiento mostro
la biorremediacién mejorada por el efecto letal alcanzado del impacto directo de la
contaminacion sobre organismos.

4. CONCLUSIONES

1. La evaluacion eco-toxicoldgica realizada a los suelos tratados por
bioaumentacion No. 1 y 2, biorremediacion mejorada No.1 y 2 y estabilizacién
quimico-bioldgica No. 2 y 4, evidencid el caracter toxico que presentan los
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mismos y el consecuente riesgo para el ecosistema terrestre.
2. No son tdxicos los suelos tratados por estabilizacion quimico-biol6gica con
producto, sin existir riesgo por su disposicion en el medio ambiente.
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