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El suelo contaminado con 45000 ppm de aceite residual automotriz (ARA), es una relativa alta concentracién de una
mezcla de HC aliféticos y arométicos que inhiben la mineralizacién de la materia organica y disminuyen la fertilidad.
Esta concentracion es alta acorde con la regulacion mexicana: NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (NOM-138) porque
supera los 4400 ppm/Kg de suelo, que es limite méaximo permitido en ese ambiente. Los objetivos de este trabajo fueron
i) Bioestimulacion (BS) de suelo contaminado con 45000 ppm de ARA con lombricompostay composta bovina al 3 %;
ii) Fitorremediacion (FR) con Zea mays potenciada con Burkholderia cepacia y Rhizobium etli y reduccion de la concen-
tracion de ARA, a valor inferior al méximo aceptado por la NOM-138. El suelo con 45000 ppm de ARA la BS con
lombricomposta y composta bovina a 3 %; con la variable-respuesta concentracion inicial y final del ARA de la BS.
Luego la FR mediante Z. mays potenciado con B. cepacia y R. etli géneros de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV), se usaron la fenologia: altura de la plantay longitud de la raiz, y la biomasa: peso fresco aéreo y peso
seco aéreo y radical. Los datos experimentales se analizaron por ANOVA y Tukey. Los resultados mostraron que la BS
de suelo con 45000 ppm de ARA, lo disminuyo a 21000 ppm; por la FR mediante Z. mays inoculado con B. cepacia/R.
etli lo redujeron a 1822.5 ppm; valor inferior al méximo aceptado por la NOM-138. Se concluye que la BS suelo conta-
minado por una relativa elevada concentracion de ARA 'y ulterior FR por Z. maysy los géneros de BPCV son una alter-
nativa ecol 6gica deremediacion, mejor que la aplicacion individual de cada una.

© 2016. Journal of the Selva Andina Research Society. Bolivia. Todos |os derechos reservados.

Abstract

J. Selva Andina Res. Soc.
2016; 7(2):86-94.

Historial del articulo.

Recibido enero, 2016.

Devuelto mayo 2016

Aceptado julio, 2016.

Disponible en linea, agosto, 2016.

Soil contaminated with 45000 ppm of waste motor oil (WMO) is arelatively high concentration of a mixture of aliphatic
and aromatic hydrocarbons (HC), inhibits mineralization of organic matter and its fertility. This WMO™ concentration is
high according to mexican regulation: NOM-138-SEMARNAT/ SSA1-2012 (NOM-138) related to when it exceeds 4400
ppm/Kg of sail. The aims of the study were: i) BS of contaminated soil by 45000 ppm of WM O with vermicompost and
bovine compost 3%, and ii) PR using Zea mays inoculated with B. cepacia and R. etli at value below the maximum
allowable by NOM-138. The main response variable of the trial was initial and final concentration of WMO &fter BS. In
PR by Z. mays and PGPB to reduce remaining WMO, were phenological response variables as: plant height and root
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length and biomass: aeria and root fresh and dry weight. Experimental data were analyzed by ANOVA and Tukey.
Results showed that the BS of soil by 45000 ppm of WMO was reduced to 21000 ppm; subsequent FR sowing Z. mays
inoculated by B. cepacia decreased to 1822.5 ppm, value below the maximum allowable by NOM-138. BS of contami-
nated soil by relatively high concentration of WMO and later FR sowing Z. mays and PGPR. Both are an aternative in
its remediation that to apply each one alone.

© 2016. Journal of the Selva Andina Research Society. Bolivia. All rightsreserved.

Introduccion

La contaminacion del suelo por hidrocarburos (HC)
provenientes del petroleo, como el aceite residua
automotriz (ARA) una mezcla de moléculas insolu-
bles de HC dlifaticos, arométicos, y agunos polici-
clicos. EI ARA es considerado un residuo peligroso
segun las regulaciones mexicanas como la; Ley
Genera de Equilibrio Ecologico y Proteccion Am-
biental (LGEEPA), siendo un problema de contami-
nacion en e mundo y México. EIl ARA por la
inadecuada disposicion final causa un impacto am-
biental negativo, cuando es vertido en ese ambiente
(Izinyon & Seghosime 2013). En € suelo el ARA
por su propiedad quimica de insolubilidad, forma en
la superficie una pelicula impermeable que impide
el intercambio gaseoso e inhibe los ciclos biogeo-
quimicos que sustentan la vida y la produccion agri-
cola (Pardo et al. 2004). Una opcién ecolégica de
solucion a problema es la bioestimulacion (BS) de
suelo contaminado con hidrocarburos (HC) del pe-
tr6leo con minerales esenciales que lo enriquecen e
induce a la microbiota autoctona a su mineraliza-
cion (Madonado-Chévez et al. 2010), y la posterior
fitorremediaciéon (FR) de ese suelo para reducir
ARA remanente, a un nivel menor a la concentra-
cion maxima aceptada por norma oficial mexicana
NOM-138-SEMAR NAT/SSA1-2012 (NOM-138);
mediante la inoculacién de Zea mays con Burkhol-
deria cepacia y Rhizobium etli ambos géneros de

bacterias promotoras de crecimiento vegetal -
87

(BPCV); capaces de convertir los exudados radica-
les en sustancias promotoras de crecimiento vegetal
(SPCV), y que ademas oxidan algunos HC aliféticos
y/o arométicos del ARA (Gonzélez-Paredes et al.
2013).

En suelo la NOM-138 establece los limites méxi-
mos permisibles de las diversas fracciones de HC
para sefidar si existe 0 no contaminacion, asi de la
ligera es de 200 ppm, de la mediana de 1200 ppm y
de la pesada 3000 ppm en total 4400 ppm. Investi-
gaciones en suelo contaminado por derivados del
petréleo andlogos al ARA, reportan que laBSy FR
aplicadas independiente han sido insuficientes en la
concentracion avalor inferior al maximo permisible
segun la NOM-138 e incluso cuando la FR se basa
en un planta tolerante a la accion fitotdxicas de los
HC del ARA alosencontrados en el ARA (Larenas-
Parada & De Viana 2005), A pesar de que la FR
puede ser mejorada con BPCV de larizosfera por su
capacidad de oxidar HC (Maldonado-Chévez et al.
2010). Mientras que existen pocos 0 ningun reporte
sobre la BS de un suelo contaminado con 45000
ppm una concentracion relativamente ata de ARA
gue en combinacién con la FR ya sido potenciada
con BPCV, y que lo hayan reducido a un valor por
debagjo del méximo establecido por laNOM-138.

En generd laliteratura relacionada con la remedia-
cion de suelo contaminado con mezclas de HC simi-
lares d ARA. Normamente no hacen mencion a
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ninguna norma ambiental local, nacional o interna-
ciona utilizada como referencia, que demuestre que
el problema se soluciond: tal como lo reportan La-
renas-Parada & De Viana (2005), que aplicaron la
FR en un suelo impactado con 55000 ppm de HC de
petréleo con Tithonia tubaeformi. Los resultados re-
velaron que T. tubeformi los decrecio a 26950 ppm,
valor insuficiente para su remediacion de acuerdo
con la méxima concentracién aceptada por [a NOM -
138M. Mientras que Sangrabriel et al. (2006) fito-
rremediaron un suelo con 50000 ppm de combusto-
leo, con tres gramineas. Brachiaria hibrido, Bra-
chiaria brizantha y Panicum maximum y tres legu-
minosas. Clitoria ternatea, Phaseolus coccineus,
Cicer arietinum. Los resultados indicaron que des-
pués de 90 diaslaFR con € B. hibrido |o disminuyo
a 16935 ppm, en tanto que P. maximum a 15195
ppm, mientras que P. coccineus hasta 19455 ppm.
En este suelo todos estos valores de concentracion
del combustéleo remanente, fueron superiores a
limite méximo permitido por la NOM-138. En
contraste con la informacion sobre suelo impactado
con mezclas de HC y que lograron decrecerlo a una
concentracion inferior a la maxima aceptada por la
NOM-138; como €l reporte de Ferrera-Cerrato et al.
(2007) que evaluaron la FR de suelo contaminado
con 50000 ppm de combustdleo, mediante P. cocci-
neus y fertilizacion inorgénica. Los resultados mos-
traron que la FR con P. coccineus lo disminuy6 a
3467 ppm del combustdleo, cantidad menor a la
maxima permisible indicada por la NOM-138. Con
base a lo anterior y por la escasa informacion sobre
la BS de suelo con una concentracion relativamente
ata de ARA y en especia de la FR con una grami-
nea inoculada con géneros de BPCV. Los objetivos
de este trabgjo fueron: i) la bioestimulacion de un
suelo contaminado con 45000 ppm de ARA con
lombricomposta y composta bovina a 3 %, y ii)

fitorremediacion mediante Zea mays inoculado con
Burkholderia cepacia y Rhizobium etli para reducir
el ARA a concentracion menor a la maxima permi-
sible segiin laNOM-138.

Materialesy métodos

El experimento se realiz6 en invernadero donde las
condiciones microclimaticos promedio fueron: tem-
peratura de 23.2 °C, luminosidad de 450 pmol-m-2-s-
1y humedad relativa de 67 %. En este ensayo se usd
suelo ubicado a los 19° 39” 27” de latitud norte 100°
19’ 59” de longitud oeste, con una altitud de 1820
msnm, clima templado en un terreno agricola de-
nominado “La cajita” de la Tenencia Zapata del
municipio de Morelia, Mich, México sobre el km 5
de lacarretera Morelia-Patzcuaro, México.

Figura 1 Diagramadelajarrade Leonard (tomado de
Garcia-Gonzalez et al. 2005)

15¢cm

Suelo
Aczte residual automotnz

40 cm

Solucion mincral

El suelo se clasifico como lateritico de textura fran-
CO arenosa, pobre en materia organica con 1.5 %, N
organico de 39 Kg-ha' y de pH 6.7 ligeramente
acido. Para evitar €l problema de plagas y enferme-
dades el suelo se solarizd a 70 °C/48 h, posterior-
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mente se tamiz6 con una malla del No. 20 y conta-
mind con 45000 ppm de ARA proveniente de un
taller mecénico automotriz de Morelia, Mich, Méxi-
co. El ARA se solubilizo con un detergente comer-
cia a 0.1% (p/v). Entonces un 1 kg suelo de ese se
colocd en la parte superior de la jarra de Leonard
(Figura 1) y en la inferior una solucion minera
(SM) (Garcia-Gonzdlez et al. 2005).

El experimento se dividié en i) BS con lombricom-
posta (LC) y composta bovina (CB) a 3 %, con
base ala composicion quimica mostrada en la Tabla
1, ii) la FR de este suelo con ARA, mediante Z
mays potenciado con B. cepacia y R. etli, segun €
disefio experimental de bloques al azar con 7 trata-
mientos y 6 repeticiones indicados en la Tabla 2: €
suelo sin ARA irrigado solo con agua o control
absoluto (CA): este suelo con ARA no bioestimul a-
do, ni fitorremediado o control negativo (CN); €
suelo bioestimulado con LC y CB, luego mediante
FR con Z. mays potenciado con B. cepaciay R. €tli.

Tabla 1 Composicién quimica de los abonos usados en
la bioestimulacion de suelo contaminado con 45000
ppm de aceite residual automotriz

Elemento/compuesto Lombricomposta ~ Composta

C (%) 1857 14.91
N-total (%) 2.24 2.20
Relacion C-N 8.13 7.05
N-NOs; (mg kgh) 532 769.00
P (%) 0.12 0.14
K (%) 0.79 0.22
Ca (%) 1.33 0.95
Mg (%) 1.21 0.84
Na (%) 0.12 0.26
Fe (mg kg 357.00 367.00
Zn (mg kgt 91.00 86.00
Mn (mg kg'd) 196.00 213.00
Cu (mg kg?) 38.00 41.00
pH 6.00 7.42

SAGARPA 2007, Olivares-Campos 2010

En la primera fase se redizd la BS del suelo con
45000 ppm de ARA por laLCylaCB a 3 % /7

semanas, ahi en €l suelo la humedad se gjusté al 80
89

% de la capacidad de campo. La principa variable
respuesta del experimento fue la concentracién de
ARA por Soxhlet d inicioy final delaBSy laFR.
En e suelo con 45000 ppm de ARA bioestimulado
con laLCy la CB, donde hubo la mayor reduccion
de esta mezcla de HC, se fitorremedié por Z. mays
con la combinacion R. etli y B. cepacia o indivi-
dualmente para decrecer d ARA aun nivel inferior
al mé&ximo permisible aceptado por la NOM-1381.
Durante la FR del suelo con Z. mays, esta alimenta-
da con una solucion mineral (SM): (g/L): NH,CI
12.0, KH,PO, 3.0, K,HPO, 3.5, MgSO, 1.5, CaCl,
0.1, FeSO, 0.5mL y una solucion de oligoelemen-
tos, 1.5 mL/L, e pH se gustd a 6.4-6.7 (Lea-
Cadtillo 2003). Mientras que variables respuestas de
la FR del suelo con ARA, mediante Z. mays fueron:
€l porcentgje de germinacién alos 11 dias; la feno-
logia a nivel de plantula, floracion y madurez fisio-
[6gica. En ese caso midié laatura de laplanta (AP);
la longitud de laraiz. (LR) y biomasa aéreay radi-
cal: peso fresco (PF) total y peso seco (PS) total del
Z. mays (Amador & Boshchini 2000). La FR de
suelo en cada estadio fisioloégico de Z. mays, se
comparé con el crecimiento de la misma graminea
en suelo sin ARA irrigado solo con agua (CA); asi
como con Z. mays cultivado en suelo sin ARA, ali-
mentado con la SM, sin las BPCV o control relativo
(CR). Los datos experimentales fueron sometidos
un andlisis de varianza (ANOVA) por la prueba
comparativa de medias de Tukey HSD P<0.05 %
(Wapole & Myers 2007).

Resultados

Bioestimulacion de suelo contaminado con 45000
ppm de aceite residual automotriz con lombricom-
posta, composta bovina y combinacién de ambas.
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En la Tabla 2 muestran la BS del suelo con 45000
ppm de ARA con laLCy laCB ahi la combinacién
de ambos, lo redujo a 21000 ppm en 7 semanas. En
el mismo suelo con ARA bioestimulado con la CB,
lo decreci6 a 31000 ppm. En ese suelo bioestimula-

do solo con la LC, se disminuyé a 33700 ppm. Estos
valores fueron estadisticamente diferentes compara-
dos con e mismo suelo con los 45000 pm de ARA
sin BS (CN), en donde la atenuacion natura no
cambio la concentracion del ARA.

Tabla 2 En suelo, concentracién de aceite residual automotriz remanente de la bioestimulacién
con lombricomposta, composta bovina y la mezcla de ambas

Suelo + Concentracién de aceite residual automotriz en suelo después de 7 semanas de

45000 ppm de aceite residua automotriz

bi oestimulaci 6n con lombricomposta, composta bovinay ambas (ppm)

sin bioestimular (Control Negativo)
lombricomposta 3%
composta bovina 3%
Lombricomposta/composta bovina (3%)

44900%
33700°
31000°
210002

*Tukey (0.025)=: Letras iguales = sin diferencia estadistica.

Fitorremediacion de un suelo contaminado con
21000 ppm de ARA remanente de la bioestimulacion
o0 biorremediacion. En la Tabla 3 se muestran 1aBS
de suelo con 45000 ppm de ARA con la mezcla de
laLCy laCB por 2 meses, seguida de la FR me-
diante Z. mays potenciado con las BPCV a madurez
fisiologica, con una AP de 128.5 cm en el suelo sin
ARA (CR), valor superior alo registrado en Z. mays
de 85.3 cm en € suelo con ARA, bioestimulado con
la combinacién de LC/CB vy fitorremediado median-
te Z. mays con R. etli Mientras Z. mays registro 81.7
cm de AP en suelo con ARA bioestimulado con la
CB, después con la LC, y fitorremedié mediante Z.

mays con B. cepacia y R. etli. Mientras que Z. mays
tuvo una LR de 61.3 cm, en suelo con 21000 de
ARA, bioestimulado con laLC y la CB, luego fito-
rremediado por Z. mays con B. cepacia, este valor
numérico fue estadisticamente diferente a los 27.3
cm de LR del Z. mays cultivado en suelo sin ARA o
(CR) con un PFA de 91.65 g, ambos valores fueron
estadisticamente diferentes, alos 27.41 g de PFA de
Z. mays con B. cepacia y R. etli. Mientras Z. mays
tuvo 19.6 g de PFA en suelo con ARA bioestimula-
do simultdneamente con ambos abonos (CB y LC),
luego fitorremediado por Z. mays con R. etli registré
(Tabla3).

Tabla 3 Fenologia y biomasa de Zea mays potenciado con Burkholderia cepacia y Rhizobium etli en la
fitorremediacion de suelo contaminado con 21000 ppm de aceite residual automotriz derivado de la
bioestimulacion (biorremediacion)

Suelo con Altura Longitud Peso fresco (g) Peso seco ()
Zea mays de planta (cm) radical (cm) g il g Al
Sin ARA (Control Absoluto) 122.68* 21.7° 88.56% 61.782 14.642 12.652
Sin ARA aimentado con solucion 128.52 27.3° 91.65% 64.852 15.472 15.902
mineral (Control Relativo)
**21000 ppm de ARA + lombricompos- 8L7° 26.1° 27.41° 17.95° 452 2.31°
ta+ compostabovina+ Burkholderia
cepacia + Rhizobium etli
21000 ppm de ARA + lombricomposta + 85.3° 25.3° 19.60° 14.95° 3.52¢ 2.45°
composta bovina+ R. etli
21000 ppm de ARA + lombricomposta + 315° 61.32 10.95¢ 8.13¢ 2,054 1.71¢

composta bovina +B. cepacia

*Tukey (0.025)=: Letrasiguales = no existe diferencia estadistica. ** ARA remanente de la bioestimulacién
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En tanto que Z. maystuvo 17.95 g de PFR, en suelo
con ARA bioestimulado con la mezcla de abonos y
fitorremediado mediante Z. mays con B. cepacia y
R. etli, este valor con diferencia estadistica compa-
rado con Z. mays registro 14.95 g del PFR inocula-
do con R. etli parafitorremediar €l suelo previamen-
te bioestimulado con ambos abonos. Mientras que
Z. mays registré un PSA de 15.47 g cultivado en
suelo sin ARA (CR), un valor con diferencia esta-
disticamente a Z. mays con 4.52 g de PSA inoculado
con R. etli y B. cepacia. En comparacién en Z. mays
tuvo 2.05 g de PSA inoculado con B. cepacia, valor
estadisticamente diferente a Z. mays que alcanzé
245 g de PSA con R etli, estos valores tuvieron
diferencia estadistica; en comparacion con Z. mays
gue registro 2.31 g de PSR inoculado con B. cepa-
ciay R etli, este valor fue estadisticamente diferen-
te a Z. mays con 12.65 g de PSR cultivado en suelo
sin ARA, irrigado solo con agua (CA).

Fitorremediacion de un suelo contaminado con
21000 ppm de ARA remanente con Zea mays inocu-

lado con Burkholderia cepacia y Rhizobium etli por
4 meses. La BS de suelo contaminado con 45000
ppm de ARA con LCy CB, redujo la concentracion
a 21000 ppm: luego se fitorremedié mediante Z.
mays inoculado con B. cepacia (Tabla 4) donde se
registré la maxima eliminacion del ARA de hasta
1822.5 ppm, valor de concentracion inferior a la
maxima permitida por la NOM-138, y cuyo valor
estadistico fue diferente a la detectada en el mismo
suelo contaminada con ARA bioestimulado con
LC/CB vy fitorremediado mediante Z. mays inocula-
do con B. cepacia y R. etli que lo disminuyd hasta
10350 ppm, seguida de la concentracion registrada
en el suelo fitorremediado con Z. maysy R. etli que
lo redujo hasta 13500 ppm, ambos valores fueron
estadisticamente diferentes en comparacién a mis-
mo suelo usado como CN, donde précticamente la
concentracion del ARA, no cambio con un valor de
44900 ppm, puesto que no hubo ninglin efecto de la
atenuacion natural, derivado del exceso de HC del
ARA (Corona-Ramirez & Iturbide-Arguelles2005).

Tabla 4 En suelo, concentracion de aceite residual automotriz remanente derivado de la fitorremediacién mediante
Zea mays con Burkholderia cepacia y Rhizobium etli
+valor inferior al maximo dela NOM-138-SEM ARNAT/SSA1-2012

Suelo + 21,000 ppm de aceite residual auto-

Concentracion del aceite residual automotriz en el suelo después de 4 meses de la fitorremediacion

motriz con Zea maysy los géneros de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (ppm).

Sin bioestimular ni fitorremediar
(Control Negativo)
Z. mays + lombricomposta + composta
bovina (3%) + Rhizobium etli
Z. mays + lombricomposta + composta
bovina (3%) + Burkholderia cepacia
Z. mays + lombricomposta + composta
bovina (3%) + B. cepaciay R. etli

44900¢
13500°
1822.5%+

10350°

*Tukey (0.025)=: Letras iguales= sin diferencia estadistica

Discusion

Los resultados de la Tabla 1 sefialan la composi-
cion quimicade laCB y LC (SAGARPA 2007) con
la que se enriquecio e suelo contaminado con

ARA, mediante salesde N (nitrégeno) y P (fosforo),
91

gue estimularon a la microbiota nativa a la oxida
cion del ARA (Madonado-Chévez et al. 2010). La
Tabla 2 muestra que en e suelo e ARA remanente
derivado delaBS con LCy CB fue fitotdxico en los
primeros estadios del crecimiento en Z. mays (San-
gabriel et al. 2006), aunque la combinacion de am-
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bos abonos fueron suficientes para suplir su deman-
da nutricional a madurez fisioldgica, mejorada por
la actividad promotora de crecimiento de B. cepacia
a convertir los exudados radicales de Z. mays en
SPCV (Garcia-Gonzélez et al. 2005). En la Tabla 3
se muestra que la biomasa de Z. mays inoculado con
ambos géneros de BPCV, fue negativamente afec-
tada por las propiedades fitotoxicas del ARA, como
la hidrofobicidad y viscosidad con la que se generd
una pelicula que se adhirié alas raices de Z. mays, e
impidié e intercambio gaseoso, o que a su vez
provoco la lisis de las membranas de esas raices,
con la consecuente inhibicion de su crecimiento
(Gogosz et al. 2010). En la Tabla 4 se presenta la
BS de suelo contaminado con 45000 ppm de ARA
viaBScon LCy CB que |o enriquecieron con sales
de N y P, para inducir a la poblacién microbiana
autoctona a oxidar los HC del ARA hasta 21000
ppm. Mientras que la FR mediante Z. mays inocula-
do con B. cepacia y R. etli mejoraron la condicion
nutricional en las raices, aceleraron la remediacion
del suelo, al conseguir 1882.5 ppm un valor inferior
a maximo permisible por la NOM-138 (Delgadillo-
Lopez et al. 2011). Por ello con base en o anterior
la FR de suelo tendria que intentarse con un planta
parcialmente tolerante a la fitotoxicidad del ARA,
yaque durante el proceso de eliminacién de los HC,
se provocan cambios en la condicion fisica, quimica
y biolégica de larizésfera que favorece la actividad
oxidante de HC de B.cepaciay R. etli acelerando la
eliminacién del ARA (Davis et al. 2002, Pilon-
Smits 2005, Gonzél ez-Paredes et al. 2013).

Los resultados de esta investigacién apoyan que la
integracion de la bioestimulacién del suelo impacta:
do con una relativa alta concentracién de 45000
ppm de ARA; por lombricomposta'y composta bo-
vina lo decrecieron a 21000 ppm, para que la poste-
rior fitorremediacion mediante Z. maysy B. cepacia

disminuyeron a 1822.5 ppm, un valor inferior al
maximo total permisible por la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012, por lo tanto de acuerdo
con edsta regulaciéon mexicana, € suelo fue legal-
mente remediado.
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