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Resumen

El objeto de este trabajo fue optimizar los parametros de humedad, tempera-
tura y relacion de nutrientes para estimar la posibilidad de aplicar la técnica

; N . . Descriptores
de biorremediacion en un suelo contaminado con hidrocarburos. Para esto

se realizd una caracterizacion inicial del suelo contaminado en funcién de * biodegradacion
sus caracteristicas fisicas y quimicas, su cantidad de microorganismos hete- e hidrocarburos
rotrofos y degradadores de hidrocarburos. También se estudio la concentra- e suelo

cién del contaminante por método gravimétrico y por cromatografia gaseosa. * Patagonia

Para optimizar humedad y temperatura se trabajé en microcosmos con hu-
medades de 3%, 10%, 15% y 20% y temperaturas de 5°C, 15°C, 28°C y 37°C,
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realizando un seguimiento de la mineralizacion de los hidrocarburos mi-
diendo el CO, producido. Para optimizar la relacion de nutrientes se disefia-
ron microcosmos diferentes que fueron monitoreados por consumo de
oxigeno y por determinacién de hidrocarburos por cromatografia gaseosa.
Las relaciones C:N:P estudiadas fueron 100:20:2, 100:10:1, 100:5:0,5 y
100:1:0,1. Los resultados obtenidos indican que la mineralizaciéon de hidro-
carburos fue 6ptima para humedades de 10% a 20% y a temperaturas de
25°C a 37°C con valores de produccién de CO, de 3000 a 4500 mgCO, kg-'.
La relacion éptima C:N:P fue de 100:1:0,1 en la que se observo el mayor con-
sumo de oxigeno y la remocion de 83% de los hidrocarburos totales determi-
nados por cromatografia gaseosa, con 78% y 89% de eliminacién de los
hidrocarburos n-alcanos y poliaromaticos, respectivamente.

Abstract

The aim of this study was to optimize the parameters of moisture, temperature and
ratio of nutrients to estimate the possibility of applying the technique of bioremedia-
tion in a soil contaminated with hydrocarbons. For this, an initial characterization
of contaminated soil was made according to their physical and chemical characteris-
tics and the number of heterotrophic and hydrocarbon degraders bacteria. Also the
contaminant concentration by gravimetric method and by gas chromatography was
studied. To optimize moisture and temperature, microcosms with moisture of 3%,
10%, 15% and 20% and temperatures of 5°C, 15°C, 28°C and 37°C were used. The
monitoring of the mineralization of hydrocarbons was performed by measuring the
CO, produced. To optimize the ratio of nutrients, different microcosms were de-
signed and were monitored by oxygen consumption and by determination of hydro-
carbons by gas chromatography. The C:N:P relationships studied were 100:20:2,
100:10:1, 100:5:0,5 and 100:1:0,1. The results indicate that the mineralization of
hydrocarbons was optimal for moisture of 10% to 20% and temperatures of 25°C to
37°C with CO, production values of 3000-4500 mgCO, kg-'. The optimal C:N:P
ratio was 100:1:0,1 in which the highest oxygen consumption was and the elimina-
tion of 83% of total hydrocarbons determined by gas chromatography with 78% and
89% of n-alkanes and polyaromatic hydrocarbons elimination, respectively.
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Introduccion

La Patagonia es una zona semiarida que sufre constan-
temente erosion edlica y bajas precipitaciones, presen-
tando un suelo con bajo contenido de humedad. A su
vez, su franja costera estd expuesta a una explotacion
petrolera intensa, con lo cual se producen contamina-
ciones de diferentes magnitudes, entre las que se en-
cuentran los derrames de hidrocarburos en suelo.
Diferentes son las tecnologias aplicables para recuperar
suelos contaminados con hidrocarburos. Los métodos
biologicos demostraron ser eficientes y adecuados
(Maila y Cloete, 2004; Johnsena et al., 2005), debido a
que causan menor impacto en el sitio del problema. Las
técnicas clasicas de biorremediacion, término que defi-
ne al proceso mediante el cual los microorganismos
presentes en un sitio producen la eliminacién de un
contaminante, son bioaumento y bioestimulacién, am-

bas con la posibilidad de ser aplicadas in situ o ex situ
(Van Hamme et al., 2003). Llamamos bioaumento a la
incorporacion de microorganismos especializados al si-
tio contaminado con el fin de mejorar el rendimiento
del proceso de biorremediacion. La bioestimulacion
consiste en estimular a los microorganismos de un am-
biente natural por medio del agregado de nutrientes,
para asi mejorar la eliminacién de los contaminantes.
Es comtn la incorporacién de nitrégeno, foésforo, pota-
sio y humedad en el suelo contaminado para adecuar la
relacion carbono:nitréogeno:fosforo (C:N:P) del mismo
(Atlas, 1995). Para que dicho proceso pueda llevarse a
cabo, hay una serie de factores que deben conocerse.
Estos factores son la composicion quimica del contami-
nante, las caracteristicas del habitat y de los microorga-
nismos donde se encuentra el contaminante (Alvarez e
[llman, 2006). Tanto la humedad y temperatura como la
relacion de nutrientes en el suelo, son datos de gran im-
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portancia a tener en cuenta debido a que son responsa-
bles de permitir un buen desarrollo de microorganismos
(Leahy y Colwell, 1990), logrando que el nimero de
ellos sea suficiente en la matriz del suelo para que el
proceso de biorremediacién de hidrocarburos sea efi-
ciente.

El objetivo de este trabajo fue optimizar a escala de
laboratorio, un sistema de biorremediacion de hidro-
carburos en un suelo contaminado estudiando los para-
metros de humedad, temperatura y relaciéon de nu-
trientes.

Metodologia

Muestra de suelo

Se estudid un suelo contaminado con residuos de la in-
dustria petrolera provenientes del noreste de la ciudad
de Comodoro Rivadavia, Argentina. La muestra se ob-
tuvo de la toma de 25 submuestras de aproximadamen-
te un kilogramo a partir de un area de 100 m* a una
profundidad comprendida entre 10 y 30 cm (Atlas y
Bartha, 2002). Estas fueron mezcladas, pasadas por un
tamiz de 2 mm de abertura para eliminar todas las pie-
dras existentes, y por cuarteos sucesivos se tomo una
porcion de 2 kg sobre la cual se realizaron las determi-
naciones.

Estudio inicial del suelo
Analisis fisico y quimico

Las determinaciones de humedad, materia organica,
densidad real, densidad aparente, porosidad y de capa-
cidad de retencion de agua (CRA) se realizaron segtin
lo propuesto por Garcia-Trejo en 1981. El pH, cationes 'y
aniones se analizaron sobre un extracto de suelo 1:2,5
en agua destilada. La determinacién de pH fue realiza-
da por potenciometria con electrodo de vidrio y el con-
tenido de carbonato y bicarbonato por titulaciéon con
acido clorhidrico 0,1N.

El calcio y magnesio se efectuaron por complejome-
tria con EDTA, a pH 12, para el primero de ellos, utili-
zando murexida como indicador y a pH 10 con negro
de ericromo T como indicador, para el segundo. El clo-
ruro fue determinado por el método de Mohr y el sulfa-
to por su precipitacién en medio acido. El nitrito se
determiné colorimétricamente con acido sulfanilico y
1-naftilamina y el nitrato con brucina en presencia de
acido sulfdarico.

El i6n amonio como azul de indofenol y el fosfato
con azul de molibdeno (Acufia ef al., 2008). La textura

del suelo se realizo sobre 25 g de peso seco utilizando el
método del tacto segtin lo propuesto por Yolcubal et al.
(2004). Este método se complementd determinando la
composicion granulométrica de los mismos, sobre 100 g,
utilizando diferentes tamices. Se utilizé un tamiz niim.
40, con una abertura de 0,42 mm, para conocer la canti-
dad de arena de tamafio medio, otro nim. 120, con
abertura de 0,125 mm, para las particulas de arena fina
y otro num. 170, con abertura de 0,088 mm, para las de
arena muy fina. Las particulas que no fueron retenidas
por el tamiz niim. 170, se clasificaron como la sumatoria
de limo y arcilla.

Andlisis microbiolégico

Los conteos de bacterias heterdtrofas y degradadoras
de hidrocarburos (BDH) se realizaron por conteo en
placa en agra R2A (Reasoner y Geldreich, 1985) y MM-
PGO (Acufia et al., 2008), respectivamente.

Andlisis de hidrocarburos

El contenido de hidrocarburos totales (HT) se determi-
no sobre 50 g de suelo mediante extraccién con Soxhlet
durante 24 h con tricloroetano como solvente de extrac-
cién. Los hidrocarburos extraidos fueron cuantificados
gravimétricamente (Pucci y Pucci, 2003). Las fracciones
alifatica, aromatica y polar de los HT obtenidos fueron
separadas por cromatografia en columna de silicagel
(Kieselgel 60, 35-70 mesh, Merck). Como solventes de
elucién se utilizaron hexano, benceno y cloroformo-
metanol 1:1 para los hidrocarburos alifaticos, aromati-
cos y polares, respectivamente (Speight, 1991). Las
fracciones obtenidas se cuantificaron gravimétricamen-
te (Pucci y Pucci 2003).

La fraccién de hidrocarburos n-alcanos de C10 a
C26 y poliaromaticos se realizé por cromatografia ga-
seosa. Para esto se tomo un gramo de suelo y se realizo
una extraccion con 10 mL de hexano por agitacién du-
rante una hora.

La identificacion y cuantificacion se realizé en un
cromatégrafo de gases Varian CP-3800 equipado con
una columna capilar (VF5ms) de silicagel fundida de 30
m por 0,25 mm por 0,25 um y un programa de tempera-
tura de 45°C iniciales por tres minutos, seguido de una
rampa de 45°C a 275°C a 12°C.min", finalizando con 12
min a 275°C, con una temperatura del inyector y el de-
tector de 200°C y 300°C, respectivamente, y un detector
por ionizacién de llama. Para la identificaciéon y cuanti-
ficacién de los hidrocarburos se utilizaron los testigos
propuestos por la Environmental Protection Agency en
sus normas 8015D y 610.
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Optimizacién del proceso de biodegradacion
Humedad y temperatura

Se disefiaron 16 microcosmos por triplicado en botellas
de vidrio de un litro con 100 g de suelo. Los valores de
humedad estudiados fueron 3%, 10%, 15% y 20%. Los
valores de temperatura ensayados fueron 5°C, 15°C,
28°Cy 37°C. La relacién C:N:P de cada microcosmo fue
corregida segiin lo publicado por otros autores a
100:2:0,2 utilizando K,HPO,y (NH,),SO, (Acuna et al.,
2008). Los sistemas se incubaron 60 dias en oscuridad y
se midié dos veces por semana la mineralizacion de los
hidrocarburos presentes determinando el diéxido de
carbono (CO,) producido en los microcosmos. El CO,
liberado se fijo en un recipiente dentro del sistema con
3 mL de NaOH vy el carbonato formado se titulé con
acido clorhidrico 0,1 N.

Nutrientes

Se utilizaron cuatro microcosmos con 25 g de suelo en
sistemas de 250 mL de capacidad. La proporcién C:N:P
utilizada para el sistema 1, 2, 3 y 4 fue de 100:20:2,
100:10:1, 100:5:0,5 y 100:1:0,1, respectivamente. El se-
guimiento se realizé determinando el consumo de oxi-
geno utilizando cabezales OxiTop®. Al finalizar la
experiencia, se realizo6 la determinacion de hidrocarbu-
ros en cada microcosmo por cromatografia gaseosa se-
gun lo explicado anteriormente. Los microcosmos se
incubaron a 28°C durante 30 dias en oscuridad.

Andlisis de datos

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando
analisis de la varianza (ANOVA) con 3 réplicas por ni-
vel. Para estos estudios se utilizé el programa BIOM
(Applied Biostatistics Inc., 3 Heritage, Setauket, NY
11711 USA) con un nivel de significancia de 5%. Los re-
sultados mostrados en gréficos y tablas fueron corregi-
dos por gramo de suelo seco, y se expresa el valor
medio de los triplicados.

Resultados y discusién

Estudio inicial del suelo

Para que un proceso de biodegradacion de hidrocarbu-
ros sea eficiente en un suelo, es necesario conocer cOmo
son las caracteristicas del habitat microbiano. Estas se
encuentran definidas por las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo (Van Hamme ef al., 2003). Asi, los

valores de capacidad de retencion de agua, porosidad y
textura observados en la muestra estudiada favorecen
el crecimiento microbioldgico (Leahy y Colwell, 1990).
El suelo estudiado posee una textura areno limoso al
tacto con un 7% de particulas finas, limo y arcilla, y con
93% de arena, conformada principalmente por arena
fina y muy fina. En esta textura se encuentran poros
grandes, conformados por las particulas de arena, que
permiten la buena aireacion del suelo, favoreciendo el
desarrollo bacteriano (Voroney, 2007). Asimismo, al es-
tar la arena del suelo conformada por particulas de ta-
mafio fino y muy fino, el tamano de los poros es tal que
favoreceria la retencion del agua incorporada en el sue-
lo (Yolcubal et al., 2004). Por otro lado, la fraccion de
limo y arcilla que forma parte de este suelo, le propor-
ciona una fraccion que es capaz de retener por largos
periodos el agua incorporada (Coleman et al., 2004), lo
que brinda a los microorganismos una humedad ade-
cuada para el desarrollo de su metabolismo por perio-
dos de tiempo mas prolongados. La baja concentraciéon
de nutrientes biodisponibles (nitrato, nitrito, amonio y
fosfato) es una situacion desfavorable para el proceso
de biorremediacién que, de acuerdo a lo expresado por
Van-Hamme et al. (2003), podria ser solucionado con un
adecuado sistema de bioestimulacion.

El nimero de BDH encontrado en el suelo fue del
mismo orden que para bacterias heterdtrofas, demos-
trando que en el mismo se encuentra una comunidad
bacteriana adaptada para biodegradar hidrocarburos
(Peressutti et al., 2003). En estudios previos se pudo de-
terminar que en suelos patagonicos con DBH en el or-
den de 10° a 10° se pueden realizar procesos de biode-
gradacion de hidrocarburos en forma 6ptima (Acuna et
al., 2008).

El contenido de hidrocarburos encontrado en el sue-
lo fue 5,4% (tabla 1). Estos se encontraron constituidos
por 35% de hidrocarburos alifaticos, 14% de hidrocar-
buros aromaticos y 51% de hidrocarburos polares, esto
demuestra que en el suelo se encuentra un alto porcen-
taje de hidrocarburos polares, caracteristico del petro-
leo de la region. Este grupo de hidrocarburos es el mas
dificil de ser biodegradado por los microorganismos.
Sin embargo, los hidrocarburos alifaticos y aromaticos
presentes en el suelo son susceptibles al proceso de bio-
degradacion, siendo la fraccién aromatica biodegrada-
da de forma mas lenta que la fraccién alifatica (Pucci y
Pucci, 2003). Los HT determinados por cromatografia
gaseosa (tabla 2) fueron cercanos a 1,5% con valores de
0,05% de HPA, siendo mayoritario el contenido de fe-
nantreno, fluorantreno, criseno, antraceno, benzo(a)an-
traceno y 2-metilnaftaleno. Los n-alcanos identificados
se encontraron en una concentracion aproximada de
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0,5% con compuestos de C13 a C20 como su fraccion
mayoritaria, observandose la mayor concentracion
para n-heptadecano. Tanto los n-alcanos como los HPA,
son compuestos que en sistemas de biodegradacion
pueden ser metabolizados por los microorganismos
presentes (Ghazali et al., 2004, Jacques et al., 2008), sien-
do los HPA el grupo que presenta la menor velocidad
de biodegradacion (Straube et al., 2003).

Optimizacién del proceso de biodegradacion

La mayor mineralizacion de hidrocarburos se observd
entre 25°C y 37°C con un porcentaje de humedad entre
10% y 20%, con valores de producciéon de CO, de
aproximadamente 3000 mgCO,.kg" a 4500 mgCO,.kg”
(figura 1).

Se observd que a 15°C, en el rango de 10% a 20% de
humedad, la produccién de CO, fue de aproximada-
mente 3000 mgCO,.kg". Por otro lado, con 3% de hu-

medad y entre 25°C y 37°C, se comprobd que la mi-
neralizaciéon de los hidrocarburos produjo aproxi-
madamente 2000 mgCO,.kg". Los menores valores de
mineralizacién (1000 mgCO,.kg™) se observaron a 5°C y
en todo el rango de humedad estudiado, y a 15°C con
una humedad comprendida entre 3% y 5%. La biblio-
grafia cita diversas proporciones de nutrientes como las
mas efectivas para un proceso de biodegradacion en
suelos (Van Hamme et al., 2003), pero estas proporcio-
nes varian ampliamente y las distintas cantidades influ-
yen significativamente en el costo del proceso, no so6lo
por el precio, sino por su influencia en la velocidad de
degradacién, lo que implicaria un mayor tiempo de
proceso (Chaineau et al., 2005). A medida que aumento
la concentracion de nutrientes en el suelo, disminuyd el
consumo de oxigeno, siendo 48124 mgO, kg" para el
sistema 4, 30077 mgO,.kg" para el sistema 3 y 25878
mg0,.kg" y 12712 mgO, kg para los sistemas 2 y 1, res-
pectivamente (figura 2).

Analisis fisico

Analisis quimico (mg.kg™)

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas

pH 8,0 Cloruro 1,6 y concentracién de hidrocarburos de la
Humedad (%) 6,1 Sulfato 385 muestra de suelo utilizada en el estudio
Materia organica (%) 52 Carbonato Nd
Densidad aparente (g.cm®") 11 Bicarbonato 0,4
Densidad real (g.cm™") 2,2 Calcio Nd
Porosidad (%) 57 Magnesio Nd
Capacidad retencion de agua (%) 47 Nitrito 49
Nitrato 21,5
Analisis de Textura (%) Amonio 0,4
Tacto Areno Limoso Fosfato 1,7
Arena media 4 Analisis de hidrocarburos (mg.kg™”)
Arena fina 61 Totales 54200
Arena muy fina 28 Alifaticos 18970
Limo y arcilla 7 Aromaticos 7588
Polares 27642
Compuesto mg kg Compuesto mg kg’ Tabla 2. Concentracién de hidrocarburos
n-Decano 17,398 Naftaleno 11,529 inicial por cromatograffa gaseosa en la
n-Undecano 66,477 2-Metilnaftaleno 41,620 muestra de suelo utilizada en el estudio
n-Dodecano 173,314 1-Metilnaftaleno 5,079
n-Tridecano 444,649 Acenaftileno 19,957
n-Tetradecano 427,728 Acenaftaleno 4,259
n-Pentadecano 600,986 Fluoreno 11,675
n-Hexadecano 476,200 Fenantreno 109,144
n-Heptadecano 994,502 Antraceno 76,482
n-Octadecano 258,892 Fluorantreno 90,788
n-Nonadecano 556,405 Pireno 23,343
n-Eicosano 444,860 Benzo(a)antraceno 75,252
n-Eneicasano 190,184 Criseno 78,881
n-Docosano 168,094 Benzo(b)fluorantreno 7,878
n-Tricosano 217,919 Benzo(k)fluorantreno 15,220
n-Tetracosano 168,126 Benzo(a)pireno 15,824
n-Pentacosano 111,735
n-Hexacosano 141,067 HC Totales 14104,364
n-Alcanos Totales 5458,533
HPA Totales 586,931
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Figura 1. Cantidad de diéxido de carbono producido en los
microcosmos utilizados en la experiencia de optimizacion de
humedad y temperatura

50000
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Figura 2. Seguimiento del consumo de oxigeno en los
microcosmos utilizados en la experiencia de optimizacién de
nutrientes

El aumento de nutrientes en el suelo también produjo
un alargamiento de la fase de latencia de la comunidad
bacteriana presente, capaz de biodegradar hidrocarbu-
ros. Con respecto a los hidrocarburos totales, en el siste-
ma 1 se observé un porcentaje de biodegradacion de
9%, mientras que en los sistemas 2 y 3, este valor fue
29% para ambos. En el sistema 4, con una relacién
C:N:P de 100:1:0,1, la biodegradacion de los hidrocar-
buros totales fue 83% (tabla 3). En este sistema se pudo
observar que los hidrocarburos n-alcanos se eliminaron
en 78% y que los HPA en 89% con una buena biodegra-
daciéon para todos los compuestos determinados. Los
suelos de la Patagonia, Argentina, tienen un marcado
déficit de nitrégeno y de fosforo y las comunidades bac-

terianas presentes en estos sitios se encuentran alta-
mente adaptadas a estas condiciones ambientales
(Mazzarino et al., 1998). La incorporacion de nutrientes
en altas concentraciones puede provocar un efecto ad-
verso al deseado, disminuyendo el nimero de bacterias
degradadoras de hidrocarburos o su actividad y por
consiguiente, la biodegradacion (Chaineau et al., 2005).
En los sistemas 2 y 3, se encontraron valores similares
de biodegradacion entre 27% y 22% para los n-alcanos

Tabla 3. Concentracién de hidrocarburos final por cromatografia
gaseosa en el suelo de los microcosmos utilizados en la
experiencia de optimizacién de nutrientes

Compuesto Sistema 1 Sistema2 Sistema3 Sistema 4
n-Decano 0,000 0,000 0,000 0,000
n-Undecano 1,569 2,228 2,173 0,000
n-Dodecano 25,717 31,581 31,312 7,865
n-Tridecano 193,297 198,547 183,093 40,707
n-Tetradecano 363,868 317,285 319,516 93,571
n-Pentadecano 527,438 430,589 447,275 111,850
n-Hexadecano 470,980 398,387 421,919 116,688
n-Heptadecano 990,730 787,838 824,023 208,286
n-Octadecano 256,770 214,014 245,622 107,661
n-Nonadecano 394,926 546,876 551,990 122,099
n-Eicosano 441,880 435,770 132,920 95,799
n-Eneicasano 175,880 189,430 182,947 105,703
n-Docosano 198,920 170,550 159,981 64,631
n-Tricosano 220,084 186,769 161,743 55,611
n-Tetracosano 159,393 157,683 105,829 29,981
n-Pentacosano 112,109 101,455 76,677 19,763
n-Hexacosano 69,552 89,480 48,555 8,039
Naftaleno 0,466 0,628 0,655 4,165
2-Metilnaftaleno 2,897 2,897 3,002 1,018
1-Metilnaftaleno 3,304 3,313 3,234 1,428
Acenaftileno 18,990 18,328 17,062 2,505
Acenaftaleno 1,995 1,871 1,972 0,603
Fluoreno 12,095 10,270 10,907 4,014
Fenantreno 110,000 67,074 84,545 8,152
Antraceno 31,030 21,358 75,332 2,647
Fluorantreno 89,452 13,678 14,449 7,343
Pireno 24,200 6,156 11,669 3,940
Benzo(a)antraceno 76,224 42,976 30,946 1,907
Criseno 77,224 53,267 41,427 25,380
Benzo(b
ﬂ%%l;?zn g%%lo 1,331 0,736 0,000 0,000
fluorantreno 15,181 1,922 0,000 0,000
Benzo(a)pireno 13,034 1,378 2,333 0,000
HC Totales 12796,451 10028,353 9992,755 2432,491
n-Alcanos Totales 4603,113 4258,482  3895,575 1188,255
HPA Totales 477,422 245,853 297,533 63,103
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y 49% a 58% para HPA, encontrandose que los n-alca-
nos se biodegradaron en menor medida a partir de C16
con excepcidn de n-eicosano y n-hexacosano, en el sis-
tema 3, que fueron biodegradados en 70% y 66%, res-
pectivamente. Con respecto a los HPA, la mayoria se
biodegradd en un menor porcentaje, observandose, en
ambos sistemas, que acenaftileno y fluoreno fueron
muy poco biodegradados. En el sistema 1 los n-alcanos
totales fueron biodegradados en 16% con un descenso
marcado en la biodegradacion a partir de C14, los HPA
fueron biodegradados en 19%, observandose que sélo
los hidrocarburos naftaleno, 2-metilnaftaleno, acenafta-
leno, fenantreno y benzo(b)fluorantreno fueron biode-
gradados en un porcentaje mayor a 50%.

Conclusiones

Los datos presentados permiten establecer que en el
suelo estudiado es posible llevar adelante un proceso
de biodegradacion de hidrocarburos. La base del proce-
so estd garantizada debido a que no se encontraron ca-
racteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas que
impidan que se lleve adelante. El proceso funciona de
manera Optima con una relacién C:N:P de 100:1:0,1 y a
temperaturas de 25°C a 37°C con humedad de 10% a
20%, destacandose que a 15°C se puede realizar una efi-
ciente biodegradacién de los hidrocarburos presentes,
manteniendo la humedad del suelo entre los valores
mencionados anteriormente.
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