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RESUMO

Introdugao: Para o processo de degradagao aerdbia do petréleo foram utilizados como consércio bacteriano
Bacillus e Agrobacterium, que sdo duas cepas bacterianas que juntamente com as bactérias heterotroficas
nativas do solo contaminado com 6leo conseguiram eliminar os contaminantes presentes no solo costeiro do
norte do Peru. Objetivos: Analisar a biodegradacdo de solos costeiros do Peru contaminados com uma
concentracéo de 25% de petrdleo, utilizando o consércio bacteriano de Bacillus e Agrobacterium. Métodos: A
técnica de cromatografia gasosa (GC) foi utilizada para determinar a eficiéncia de degradagéo de diferentes
fracbes de hidrocarbonetos totais de petréleo apds biodegradacdo. Resultados: As duas cepas bacterianas
conseguiram reduzir a concentragao dos hidrocarbonetos de Cs para C1o, (fracgdo F1) em média 99%; C1o a Czs
(fracgdo F2) 71,2% e C2s a Cao (fraccdo Fs) 35% da concentracao original. Discussao: Esta ultima fraccao, Fs,
contendo os compostos pesados, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), incluindo bifenilo, naftaleno
e antraceno, entre outros, apds 120 dias de incubagéo a 25°C, pH=6,0+0,2, apresentou menor porcentagem de
biodegradagcédo do que as outras fracgbes. Conclusdes: As bactérias Bacillus e Agrobacterium, decompdem
eficientemente os hidrocarbonetos. Contudo, a biodegradagao pode depender das condi¢gdes operacionais a que
0s consorcios estdo expostos. Um aumento na taxa de biodegradagcao também foi observado nos sistemas
mistos como resultado de uma possivel interagao entre as cepas bacterianas.

Palavras chave: Hidrocarbonetos totais de petrdleo, biodegradacéo, microrganismos, solos costeiros, consorcio
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bacteriano.

ABSTRACT

Introduction: For the aerobic degradation process of crude oil, Bacillus and Agrobacterium were used as a
bacterial consortium, which are two bacterial strains that together with the native heterotrophic bacteria from soil
contaminated with oil achieved to eliminate the contaminants present in the coastal soil of the northern Peru.
Aims: Analyze the biodegradation of coastal soils in Peru contaminated with a concentration of 25% crude oil,
using Bacillus and Agrobacterium bacterial consortium. Methods: Gas chromatography (GC) technique was used
to determine the degradation efficiency of different fractions of total petroleum hydrocarbons after biodegradation.
Results: Both bacterial strains were able to reduce the concentration of hydrocarbons from Cs to C1o (fraction F1)
by an average of 99%; from C1o to Czs (fraction F2) by 71.2%; and from Czs to Cao (fraction F3) by 35% of the
original concentration. Discussion: This last fraction, Fs, which contains heavy compounds, polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs), including biphenyl, naphthalene, and anthracene, among others, showed a lower
percentage of biodegradation than the other fractions after 120 days of incubation at 25°C, pH = 6.0 + 0.2.
Conclusions: Bacteria Bacillus and Agrobacterium, efficiently decompose hydrocarbons. However,
biodegradation may depend on the operating conditions to which the consortia are exposed. An increase in the
biodegradation rate was also observed in the mixed systems as a result of a possible interaction between the
bacterial strains.

Keywords: Total Petroleum Hydrocarbons, biodegradation, microorganisms, coastal soils, bacterial consortium.

RESUMEN

Introduccidn: Para el proceso de degradacion aerdbica del petréleo crudo, se utilizaron las bacterias Bacillus y
Agrobacterium como consorcio bacteriano, las cuales son dos cepas bacterianas que junto con las bacterias
nativas heterétrofas del suelo contaminado con petréleo eliminaron en gran medida los contaminantes presentes
en el suelo costero del norte del Perl. Objetivos: Analizar la biodegradacion de los suelos costeros de Peru
contaminados con una concentracion de 25% de petroleo crudo, usando un consorcio bacteriano de Bacillus y
Agrobacterium. Métodos: Se utilizé la técnica de cromatografia de gases (GC) para determinar la eficiencia de
degradacion de las diferentes fracciones de hidrocarburos totales de petréleo después de la biodegradacion.
Resultados: Las dos cepas bacterianas consiguieron reducir la concentracion de los hidrocarburos: de Ces a Cio,
(fraccion F1) en un promedio 99%; C1o a Cas (fraccion F2) en un 71.2% y Cazs a Cao (fraccion Fs) en un 35% de la
concentracion original. Discusién: Esta ultima fraccién, Fs, contiene compuestos pesados, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), incluyen bifenil, naftaleno y antraceno, entre otros, después de 120 dias de
incubacion a 25°C y pH 6.0+0.2, presentd menor porcentaje de biodegradacion que las otras fracciones.
Conclusiones: Las bacterias Bacillus y Agrobacterium descomponen eficientemente los hidrocarburos. Sin
embargo, la biodegradacion puede depender de las condiciones de operacion al que estan expuestas los
consorcios. Se observo también un aumento de la tasa de biodegradacion en sistemas de cepas mixtas, producto
de una posible interaccion entre las cepas bacterianas.

Palabras clave: Hidrocarburos Totales de Petréleo, biodegradacién, microorganismos, suelos costeros,
consorcio bacteriano.

1. INTRODUCCION: se encuentran en la intemperie. Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) tienen efectos
mutagénicos y cancerigenos y causan problemas
en el sistema endocrino (Dutta et al., 2017). El
efecto cancerigeno de estos contaminantes
organicos en los érganos del cuerpo aparece
después de periodos prolongados de exposicion

La biodegradacién es la transformacion de
sustancias organicas mediante microorganismos,
produciendo agua, diéxido de carbono y biomasa.
El petréleo es una mezcla de hidrocarburos con

compuestos  no hidrocarburos,  CUyoS joinandes et al., 2017; Koual et al., 2019).
componentes son parafinas o alcanos (22%),

cicloalcanos o naftenos (50%), aromaticos (17%) Uno de los procesos de degradacion de los
entre otros (Moubasher et al., 2015). hidrocarburos del petréleo se realiza mediante

procesos metabdlicos, porque se ha demostrado

Los hidrocarburos  del petr6leo  son que las bacterias metabolizan a los hidrocarburos

perjudiciales a la salud de los seres vivos cuando
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del petréleo (Yan et al., 2004). La degradacion
bacteriana de los hidrocarburos de petréleo
incluye métodos aerdbicos y anaerdbicos, pero
debido a la viscosidad e hidrofobicidad del
petroleo, el suelo contaminado por hidrocarburos
de petréleo suele ser superficial. A pesar de su
hidrofobicidad, los alcanos de cadena larga y los
HAP pueden ser degradados por
microorganismos, pero a un ritmo lento (Chen et
al., 2017).

Las bacterias oxidantes de hidrocarburos
necesitan adherirse a sustancias insolubles o
gotitas de petroleo, en las que se puede observar
un gran numero de células de bacterias. Estos
organismos provocan la degradacion del petréleo
y la descomposicion de las manchas aceitosas en
el ecosistema (Madigan et al. 2016).

El crecimiento microbiano y la actividad
metabdlica requieren macronutrientes esenciales
para su desarrollo, como el nitrégeno y fosforo; los
suelos contaminados con hidrocarburos suelen
contener nutrientes limitados (Brook, 2001).

El metabolismo catabdlico bacteriano para
la degradacion de hidrocarburos puede ser
aerobico o anaerébico. La concentracién de
oxigeno afecta las tasas de degradacion; de
hecho, bajo  condiciones aerdbicas, la
biodegradacion es mas rapida y mas eficiente
porque el oxigeno es el aceptor final de electrones
en la cadena representativa. En condiciones
anaerobicas, el aceptor final de electrones puede
ser el nitrato, sulfato, o un atomo de hierro
provenientes de los nutrientes del suelo, y la
biodegradacién es mas lenta y a menudo
insignificante en comparacion con la degradacion
a condiciones aerobicas (Nagkirti et al., 2017).

Las bacterias hidrocarbonoclasticas han
desarrollado mecanismos adaptativos para tolerar
la presencia de hidrocarburos, como la capacidad
de emulsionarlos y metabolizarlos, la activacion
de mecanismos de reparacion del ADN,
produccién de moléculas involucradas en los
mecanismos de deteccién de quoérum para la
formacion de biopeliculas, y regulacion de
bombas de eflujo y poros para controlar la
concentracién de hidrocarburos en la célula
bacteriana (Ruiz et al. 2021).

La biorremediacion es mas efectiva cuando se
lleva a cabo mediante consorcios microbianos
complejos, en particular, se desarrollan de forma
independiente en aquellas zonas histéricamente
contaminadas (Hesnawi & Adbeib 2013).

Muchos factores, como la temperatura,
oxigeno, pH, concentracion de las cepas

microbianas, biodisponibilidad, accesibilidad a
factores de crecimiento, la estructura quimica y
concentracion de los hidrocarburos y las
caracteristicas del transporte celular, afectan la
biodegradacion de hidrocarburos por bacterias. El
suelo alberga gran cantidad de microorganismos
y constituye un ambiente propicio para la
biodegradaciéon de los hidrocarburos de petréleo
(Alaidaroos, 2023; Pandolfo et al., 2023).

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.:

2.1 Recoleccion de muestra

En este estudio, se recolectaron muestras
de suelo de la zona norte de Lima en Peru, en el
distrito de Ventanilla (11°51'54" S y 77°9'42"W),
situado sobre el nivel del mar. Las muestras
fueron recolectadas de diferentes puntos de
muestreo cuidadosamente en bolsas esterilizadas
y transportados al laboratorio para su posterior
analisis.

Se realizé una mezcla de 5 kg. de suelo
costero con 25% de petréleo crudo procedente de
Brasil cuyas propiedades se muestran en la Tabla
1, asimismo, se le anadi® 20% del consorcio
bacteriano activado y 5% de agua potable para la
difusion de los hidrocarburos hacia los
microorganismos con la finalidad de obtener una
adecuada biodegradacion de los contaminantes
del suelo costero (Escalante, 2002).

Tabla 1. Propiedades del petrdleo crudo

Propiedad Unidad Valor Norma
Densidad a g/mL 0,88 ASTM D-1298
15°C
P. Especifico g/mL 0,88 Calculado
15,6/15,6°C
Densidad API °API 29 Calculado
Azufre Y%pl/p 0,27  ASTM D-4294
N° de mg 0,19 ASTM D-664
Neutralizacion  KOH/g
Presion de kPa 21 ASTM D-6377
Vapor Reid
Punto de °C -18 ASTM D-97
Vertido
Viscosidad cSt 44 ASTM D-445
20°C
Viscosidad cSt 18 ASTM D-445
40°C
Sulfhidrico ppm v/v 2 ARAMCO H-3
disuelto
Sulfhidrico ppm p/p 9 REPSOL
evol. a 340°C
Residuo de Y%pl/p 5 ASTM D-4530
Carbon
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Asfaltenos Y%pl/p 2 CALCULADO
Nitrégeno ppmp/p 2891 ASTM D-4629
Cadmio ppb 1 -
Calcio ppm p/p 1 Abs. Atomica
Cobre ppm p/p 0.7 Abs. Atomica
Fésfoto ppm p/p <5 Abs. Atdmica
Hierro ppm p/p 1 Abs. Atdmica
Niquel ppm p/p 7 Abs. Atomica
Plomo ppm 1 -

Silicio ppm p/p <10 Abs. Atomica
Sodio ppm p/p 4 Abs. Atomica
Vanadio ppm p/p 10 Abs. Atomica
Cloro Total ppm 98 ASTM D-7536
Cloro fase ppm 87 ASTM D-7536
inorganica

Cloro fase ppm 11 ASTM D-7536
organica

Agua por % vol 2 ASTM D-4006
destilacién

Aromaticidad - 0.6 REPSOL
disponible

40°C

Aromaticidad - 0,001 REPSOL
requerida

40°C

Valor P 40°C - >3.9 REPSOL

Fuente: Assay Crudo Buzios. (2023).
2.2 Andlisis microbiolégico

Para la identificacion de colonias de
bacterias especificas y el analisis morfoldgico, se
realizaron segun la metodologia descrita en el
manual de Bergey para bacteriologia
determinativa (Holt et al., 1994).

2.3 Caracterizacion e identificacion de aislados
bacterianos

Con base en la caracterizacion de aislados
bacterianos, fueron identificados cepas
representativas de los géneros Bacillus vy
Agrobacterium.

2.4 Condiciones de operacién del consorcio
bacteriano

Las caracteristicas  del COoNsorcio
bacteriano de la patente Ultra Archaea son:

Apariencia: Polvo fino, Estado fisico:
Sdlido. Color: gris claro, Olor: ligero olor a aceite,
Umbral de olor: No aplicable, pH: 8.5, Punto de
fusion: > 842 °F (> 450 °C), Inflamabilidad (sélido,
gas): Este producto no es inflamable, Densidad
relativa: 2,6 g/cm?, Solubilidad (agua): < 0.9 mg/I,
Temperatura de descomposicion: > 932 °F (> 500
°C).

Otra informacién, Densidad aparente: 0.9
- 1.4 g/lcm3.

2.5. Resultados
del conteo del consorcio bacteriano

Los promedios de conteos de las unidades
formadoras de colonia UFC/mL de las bacterias,
muestran una reduccion de la poblacién del
consorcio bacteriano desde 3.8 x 108 UFC/g a 3.6
x 107 UFC/g de tratamiento de biorremediacion de
suelos contaminados con petréleo.

AGROEACTERILIMW
A50E4E

BACILLUS

0 5 1015 20 X N F A0 45 S0 55 A & TO 75 ED S5 90 85 100105 110115 101X 13015 140145
TIENPD (DiAS)

Figura 1. UFC/gramo del consorcio bacteriano vs
Tiempo (dias).

3. RESULTADOS Y DISCUSION:

3.1. RESULTADOS
3.1.1. ANALISIS ESTATISTICOS
El analisis estadistico de los datos
obtenidos se realizé utilizando el Software SPSS.
El planteamiento de la hipétesis es el
siguiente:

Ho: Los datos tienen una distribucion normal
Ha: Los datos no tienen una distribucion normal
Nivel de Significancia

Confianza: 95%

Significancia (alfa): 5%

Tabla 2. Comparacion de Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. | Estadistico gl Sig.
Tiempo 0.319 6 0.056 0.683 6 0.004
Prueba 0.202 6 10200 0.853 6 0.167
HTP 0.268 6 10.200 0.853 6 0.167

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Tabla 3. Prueba de normalidad de Shapiro - Tiempo | Correlacion de 1 0000 | -0643
Wilk ' '
. - Pearson
Estadistico g b Sig. (bilateral) 1.000 | 0.169
1g. (Dllatera . .
Tiempo 0,683 6 0,004 Ng - - .
Prueba 0,853 6 0,167 »
HTP 0,853 6 0,167 Prueba | Correlaciéon de 0.000 1 0.282
Pearson
Criterio de decision Sig. (bilateral) 1.000 0.588
_ N 6 6 6
Si p < 0,05 rechazamos la Ho y aceptamos la Ha B
HTP Correlacion de -0.643 0.282 1
Si p = 0,05 aceptamos la Ho y rechazamos la Ha Pearson
Sig. (bilateral) 0.169 | 0.588
Decision y conclusion N 5 5 5

Como p > 0,05 entonces aceptamos la Ho
y rechazamos la Ha, es decir los datos tienen una
distribucion normal.

Grafico Q-0 normal de HTP

Mormal esperado

50,000

100 000 150,000

Valor observade

Figura 2. Normalidad de HTP versus el valor
observado.

Analisis para determinar si hay correlacién
Hipdtesis

Ho: r = 0 (no existe correlacion)

Ha: r # 0 (si existe correlacion)
Nivel de significancia

a=0,05

Correlacion de Pearson

Criterio de decision

Si p = 0,05 aceptamos la HO y rechazamos la Ha
Si p = 0,05 rechazamos la Ho y aceptamos al Ha

Tabla 4. Correlacion de Pearson
Correlaciones
‘Tiempo‘ Prueba ‘ HTP

Tabla 5. Correlacion de Pearson de las pruebas
exeprimentales

N

Tiempo -
HTP

-0.643 0.169

Decision y conclusion

Como p = 0,05 entonces aceptamos la Ha

y rechazamos la Ho, es decir el tiempo y HTP
tienen correlacion. El r negativo indica que el HTP
disminuye con el tiempo.

Tabla 6. Pruebas de efectos inter-sujetos

Pruebas de efectos inter-sujetos
\Variable dependiente: HTP
Tipo lll de
suma de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo 77212623 3 25737541 | 3.810 | 0.215
corregido 58,9442 19.648
Intersecci | 14639618 1 14639618 | 21.672 | 0.043
on 282,713 282.713
Tiempo 37493986 1 37493986 | 5.550 | 0.143
74,108 74.108
Prueba 39718636 2 19859318 | 2.940 | 0.254
84,836 42.418
Error 13510173 2 67550868
79,647 9.824
Total 23711898 6
021,305
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Total 90722797 5

38,592

corregido

muestreados.
diversas

cepas

de

Estudios han demostrado que
Bacillus

degradan

hidrocarburos (Wang et al., 2019; Baburam et al.,

a. R al cuadrado =,851 (R al cuadrado ajustada = ,628)

2022) por accién enzimatica tanto en condiciones

Medi

das de HTP

marginales

120000,000

100000,000

B0000,000

60000,000

40000,000

Medias marginales estimadas

20000,000

000

0 120
Tiempo

Figura 3. Medias marginales estimadas de HTP.

El analisis estadistico de las pruebas de
efectos inter-sujetos, muestra que tiene la
tendencia de las pruebas experimentales, de que
a mayor tiempo hay mayor degradacion de HTP.

3.2. DISCUSION

Enumeracion de bacterias heterétrofas
totales y bacterias que degradan hidrocarburos
totales.

Los resultados de recuentos del consorcio
bacteriano se presentan en la figura 1. Los valores
de los recuentos de bacterias de las muestras de
suelo oscilaron desde 3.8 x 108 UFC/g a 3.6 x 107
UFC/g (Figura 1). El suelo tiene propiedades
fisicoquimicas favorables para ayudar al
crecimiento del consorcio bacteriano.

Se midieron las fracciones de hidrocarburos
de petrdleo crudo, mediante la técnica de
cromatografia de gases (GC) para determinar la
eficiencia de biodegradacion de las diferentes
fracciones de hidrocarburos totales de petréleo
(HTP). El consorcio bacteriano logré reducir la
concentracion de hidrocarburos de Cs a Cio; €n
promedio en un 99%, Cioa Cs de 71.2% y Cxs a
Cas0 en un 35% de la concentracion original como
se muestra en la Tabla 2. Las condiciones de
operacién para el proceso de biorremediacion de
suelo costero contaminado con petréleo, durante
los 52 dias de incubacion, se dieron a 25°C,
pH=6.0+£0.2. Los hidrocarburos que utilizan el
porcentaje de abundancia de bacterias obtuvieron
una degradacion significativa en todos los suelos

Prueba

F1

F3

aerobicas y anaerdbicas, ademas de producir
biosurfactantes (Abubakar et al., 2024; Das et
al.,, 2024). Con respecto al Agrobacterium,
algunas cepas tienen la capacidad de producir
biosurfactante y degradar el petroleo crudo
(Sharma et al., 2019). Saimmai et al. (2012)
aislaron un consorcio bacteriano a partir de
suelo contaminado con petréleo; el consorcio

estaba

cereus,

constituido
tumefaciens,

por

Agrobacterium
Bacillus

Chryseobacterium sp .
y Sphingobacterium multivorum y se demostré
su capacidad biodegradaora.

Tabla 7. Metodologia de Ensayo y analisis
de las fracciones de petréleo crudo.

Ensayo Método L.C. Unidad
Total EPA 8015C.
Petroleum Nonhalogenated 0.603 mg/kg
Hydrocarbons  Organics by Gas
(TPH): Chromatography.
Fraccién de Rev. 3 / February
Hidrocarburos 2007
F1 (Ce-C10)
Total EPA 8015C.
Petroleum Rev. 3 1.9 mg/kg
Hydrocarbons  Nonhalogenated
(TPH): Organics by Gas
Fraccién de Chromatography.
Hidrocarburos 2007
F2 (C10-Czs)
Total EPA 8015C.
Petroleum Rev. 3 1.9 mg/kg
Hydrocarbons Nonhalogenated
(TPH): Organics by Gas
Fraccion de Chromatography.
Hidrocarburos 2007

F3 (C2s-Ca0)

L.C.: Limite de Cuantificacion.

Tabla 8. Ensayo acreditado ante 1AS-829

Ensayo Acreditado ante IAS-829

Ensayo Unidad Resultados
Inicio Final
Total
Petroleum
Hidrocarbons mg/kg 38989.623 32.05

(TPH): (99.92%)

Fraccion F1
(Ce-C10)

Tabla 9. Ensayos Acreditados ante INACAL-DA
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(Sede Limal)

Ensayo Unidades Resultados
Hidrocarburos
totales de mglkg 1278174  36810.9
petréleo
(TPH): (71.2%)
Fraccion F2
(C10-Cas)
Hidrocarburos
totales de mglkg 563741  36350.2
petroleo
(TPH): (35.52%)
Fraccion Fs
(C28-Cao)
Se realizé la comparaciéon de los
resultados obtenidos de los analisis de las

fracciones de petréleo crudo en un Cromatégrafo
de Gases (GC), en el cual se observa que la
fraccion de hidrocarburos F1 (Cs-C19) tiene un
porcentaje de degradacién de 99.92%, F> (Cio-
Cas) de 71.2% y F3 (C2s-Ca0) de 35.52% (Tabla 2).
De acuerdo a los resultados obtenidos, el mayor
porcentaje de biodegradacién es de la F1 que son
las fracciones ligeros y medianos, siendo las
fracciones pesadas el menor porcentaje por ser
cadenas de hidrocarburos mas pesadas que
necesitan mayor tempo de degradacion de
hidrocarburos de petréleo.

4. CONCLUSIONES:

Las bacterias Bacillus y Agrobacterium
pudieron descomponer eficientemente los
hidrocarburos en un medio biolégico. Sin
embargo, la biodegradacion puede depender de
las condiciones de operacién al que estan
expuestas los consorcios. EI aumento de la tasa
de biodegradacién en los sistemas mixtos plantea
la posibilidad de que la interaccion entre cepas
bacterianas es lo que esta provocando esta
induccion.

Los resultados muestran una reduccion de
la poblacién del consorcio bacteriano desde 3.8 x
108 UFC/g a 3.6 x 10" UFC/g. Se realizo el analisis
de biodegradacion de suelos costeros de Peru
contaminados artificialmente con 25% de petroleo
crudo Buzios, en el que se demostré que el 20%
del COoNsorcio bacteriano Bacillus y
Agrobacterium, y diluida con agua potable produjo
la biodegradacién del petréleo crudo en el suelo
costero, después de los 120 dias de incubacion a
25°C,pH=6.0+0.2.

Un COoNsorcio de degradadores
microbianos que consisten en emulsionantes
naturales tendra mayor efectividad en la limpieza
de areas contaminadas. El consorcio de Bacillus y
Agrobacterium pudieron degradar los HTP de
eficiencia de biorremediacién, compuestos de
carbono de C6 a C10; en promedio en un 99%,
C10 a C28 de 71.2% y C28 a C40 en un 35% de
la concentracion original.

En conclusidn, se obtuvo baja degradacion
en la fraccién F3 de los compuestos pesados
debido a que en el suelo contaminado se
encuentran también los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), cuya biodegradacion es mas
lenta en comparacion de las fracciones mas
ligeras F1 y F2 contenidas en los suelos
contaminados con petréleo crudo.

Los analisis estadisticos de los datos de
las pruebas experimentales demuestran que
tienen la misma tendencia, de que a mayor tiempo
de tratamiento de degradacion se obtiene una
mayor degradacion de HTP.
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completo de investigacion.
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Figura 1. UFC/gramo del consorcio bacteriano vs Tiempo (dias).
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Figura 2. Normalidad de HTP versus el valor observado.

Medias marginales estimadas de HTP

120000,000 Prueba

F1
100000,000 S~ F3
80000,000

60000,000

40000,000

Medias marginales estimadas

20000,000

000

o
~
=}

Tiempo

Figura 3. Medias marginales estimadas de HTP.
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