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Resumen

En esta investigacion se evalud la variabilidad en la densidad de grupos bacterianos relacionados con la
dinamica del nitrégeno en la biopelicula de un reactor bioldgico rotativo de contacto (RBC) de tres cdmaras, a es-
cala de laboratorio, bajo diferentes cargas organicas (en funcion de la variacion del tiempo de retencion hidraulico,
TRH). Se estudiaron tres TRH (24, 12 y 6 h), empleando un efluente sintético que contenia sacarosa y urea como
fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. Se monitorearon los siguientes parametros fisicoquimicos y for-
mas de N: pH, alcalinidad total, oxigeno disuelto, demanda quimica de oxigeno (DQO), NO,’, NO,”, NH," y N-total
(métodos estandares), asi como la densidad de bacterias nitrificantes (oxidadoras de NH," y de NO,), desnitrifican-
tes, fijadoras de N_; por la técnica de tubos multiples con medios de cultivo selectivos, y conteo de heterdtrofos. Las
densidades de nitrobacterias estuvieron entre 1,2x10° y >2,5x10!* NMP/100 g peso seco. Los resultados muestran
que la abundancia de bacterias estuvo afectada tanto por la carga organica, como por posicion en las camaras del
reactor. Se evidencio la ocurrencia del proceso de nitrificacion-desnitrificacion simultanea, mediante la deteccion
de ambos grupos bacterianos en la biopelicula.

Palabras clave: bacteria, carga organica, nitrogeno, reactor RBC, tratamiento biologico.

Nitrobacteria in three stages rotating biological
contactor (RBC) reactors
under different organic loads

Abstract

Research was undertaken to evaluate the variability in densities of bacterial groups related to ni-
trogen dynamic in biofilm of a rotating biological contactor (RBC) reactor of three stages, in laboratory
conditions, under different organic loads (based on the variation of hydraulic retention time, HRT). Three
HTR were studied (24, 12 and 6 h), using a synthetic effluent that contained saccharose and urea, as sou-
rces of carbon and nitrogen, respectively. The following physico-chemical parameters and N forms were
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monitored: pH, total alkalinity, dissolved oxygen, chemical oxygen demand (COD), NO,,, NO,, NH,"
and N-total (standard methods), as well as the density of nitrifying (NH," and NO," oxidizing bacteria),
denitrifying, N, fixing bacteria, by multiple tubes technique with selective culture media, and heterotro-
phs count. The nitrobacteria densities were between 1,2x10° and >2,5x10' MPN/100 g dry weight. The
results show that the bacteria abundance was affected so much by the organic load, as by position in the
reactor stages. The occurrence of the simultaneous nitrification-denitrification process was verified, by
means of the detection of both bacterial groups in the biofilm.

Key words: bacteria, biological treatment, nitrogen, organic load, RBC reactor.

Introduccion

La necesidad de prevenir dafios ambientales a los cuerpos receptores ha llevado a la busqueda de
nuevas tecnologias que permitan la eliminacion de los nutrientes presentes en las aguas residuales, espe-
cialmente aquellos producidos por las actividades humanas. Entre estas tecnologias se pueden mencionar
los reactores biologicos rotativos de contacto (RBC), los cuales, debido a que permiten un mejor desa-
rrollo de una comunidad bacteriana heterogénea capaz de degradar al mismo tiempo materia organica
y nutrientes como el nitrégeno, proporcionan una mejor eficiencia durante el tratamiento de efluentes
complejos. En el caso del nitrogeno, las bacterias responsables de su transformacion son de crecimiento
lento y frecuentemente se ven desplazadas por grupos de heterotrofos de rapida proliferacion [18]. Otra
de las ventajas que ofrecen los reactores RBC, es que los grupos bacterianos del nitrégeno tienen una
mayor probabilidad de desarrollarse puesto que la edad de la biopelicula puede alcanzar valores mayores
que en otros sistemas y no se enfrentan al riesgo de ser lavadas [12].

Debido a los serios problemas que conlleva la contaminacion por nutrientes, asi como a la impor-
tancia de las bacterias asociadas con la transformacion del nitrégeno en los sistemas de tratamiento de
aguas residuales y al auge que tienen actualmente los biodiscos como alternativa para ayudar a cumplir
con los limites de descarga que cada dia son mas restrictivos, resulta evidente efectuar estudios encami-
nados a comprender los procesos que tienen lugar dentro de estos sistemas biologicos, explicando los
mecanismos de remocion de los diferentes contaminantes. En tal sentido, en el presente estudio se evalud
la variabilidad de bacterias asociadas a la transformacion del nitrégeno en la biopelicula de un reactor
RBC de tres camaras, sometido a diferentes cargas orgéanicas. La ventaja de la compartimentalizacion
(diferentes camaras o etapas) en reactores RBC, obedece a la maximizacion de la remocion de la DBO;
y del nitrogeno amoniacal (NH,") [6].

Parte Experimental
Descripcion del reactor RBC de tres camaras

El sistema RBC de tres camaras (Figura 1) fue construido en acrilico transparente y cada camara
estuvo separada por una lamina del mismo material, la cual contaba con tres aberturas de 2 cm de dia-
metro cada una para permitir el paso del efluente en tratamiento. Los discos de acrilico lijado giraban
con la ayuda de un eje tipo tornillo sin fin de aproximadamente 90 cm de largo, conectado a un motor
de rotacion acoplado a un controlador de velocidades. El volumen total del reactor fue de 9 L (con los
discos) y cada camara tenia un volumen de 3 L (Tabla 1). El primer disco de cada camara presentaba dos
pequefios sujetadores a los cuales se les adjuntaban unos “puertos” rectangulares de plastico lijado con
un area conocida, los mismos fueron utilizados para el muestreo de la biopelicula de los discos.
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Figura 1. Representacion del reactor RBC de tres cAmaras empleado en el presente estudio.
C1, C2 y C3: camaras.
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Tabla 1. Dimensiones y caracteristicas del reactor RBC de tres camaras,
empleado en el presente estudio.

Caracteristica Valor
Diametro del disco (cm) 18
Diametro del tanque (cm) 23
Area total de contacto (m?) 1,836
Porcentaje de sumergencia (%) 40
Numero de camaras 3
Numero de discos por camara 12
Espaciamiento entre discos (cm) 1
Diametro del eje (pulg) 3/8”
Longitud total del reactor (cm) 61
Volumen util del reactor (L) 9
Velocidad de giro del disco (rpm) 10
Tiempo de retencion hidraulica (h) 24,12, 6

Etapas de experimentacion

Se utilizé un efluente industrial sintético preparado de acuerdo a lo propuesto por Gupta y Gupta
[10], con una proporcion de C:N = 5 para garantizar la disponibilidad de C hasta la ultima camara del
reactor, empleando sacarosa (azicar comun) (1.000 mg/L) como fuente de carbono, urea agricola (400
mg/L) como fuente de nitrogeno, asi como también Na,HPO, (75 mg/L), KH,PO, (37,5 mg/L) y MgSO,
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(25 mg/L). Debido a que el proceso de nitrificacion produce iones H*, fue necesario sustentar el efluente
con NaHCO, (1.500 mg/L), con la finalidad de aumentar la alcalinidad y asi proveer una buena capaci-
dad amortiguadora.

El indculo para el RBC se obtuvo de una planta de tratamiento aerobio de la region Zuliana. Este
lodo fue mezclado con el efluente industrial sintético y dispuesto dentro del reactor para estimular el cre-
cimiento de la microflora sobre los discos. El sistema fue alimentado de manera discontinua a un tiempo
de contacto de 24 h con efluente sintético, hasta observar una carga microbiana adecuada y lograda la
estabilidad de los parametros operacionales. Posteriormente, el RBC operd bajo la modalidad de flujo
continuo, estableciéndose las condiciones que se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Fases de experimentacion en el sistema RBC de tres cAmaras alimentado
con el efluente industrial sintético (sacarosa+urea).

Dias de CO_. 1" camara CO__  global TRH
Etapa . ., aplicada ) aplicada 5
experimentacion (gDQO/m?.d) (gDQO/m?.d) (h)
I 33 14,71 4,90 24
11 30 29,42 9,80 12
111 36 58,82 19,60 6

CO: carga orgénica, DQO: demanda quimica de oxigeno, THR: tiempo de retencion hidraulica

Diariamente se efectuaron mediciones de pH, oxigeno disuelto y alcalinidad total en la entrada
(influente) y en las salidas (efluentes) de las tres camaras del reactor (C1, C2 y C3: Figura 1). Tres veces
por semana se realizaron andlisis de demanda quimica de oxigeno (DQO) (reflujo cerrado), NO, (méto-
do colorimétrico), NO," (método de reduccion en columna de cadmio), NH," (método potenciométrico
directo) y nitrégeno total Kjeldahl (NTK) (método volumétrico), siguiendo los métodos estandares [2].
Las concentraciones de nitrogeno total (N-total) fueron estimadas segin: N-total = NTK (N-orgénico +
NH,") + N-inorgénico (NO, + NO,).

Nitrobacterias

En cuanto a la abundancia de los grupos microbianos relacionados con la dinamica del nitrogeno
(nitrobacterias), se empled la técnica de tubos multiples para estimar el NMP/100g peso seco (PS) [2,
14, 16, 17], utilizando medios selectivos para cada grupo particular (Tabla 3). La composicion de la
solucion de elementos traza utilizada para la preparacion de estos medios fue la siguiente: 0,1 g/L de
Na,MoO,.2H,0; 0,2 g/L de MnCl,.4H,0; 0,002 g/L de CoCl,.6H,0; 0,1 g/L de ZnSO,.7H,0 y 0,02 g/L
de CuSO,.5H,0 [16, 17].

Una porcién conocida de la biopelicula adherida a los “puertos de muestreo” de cada camara
(Figura 1), fue mezclada con 100 mL de solucion buffer fosfato, compuesta por 0,139 g de K. HPO, y
0,027 g KH,PO, en 1 L de agua destilada a pH = 7 [1]. Se efectuaron diluciones desde 10" hasta 10~
con solucion buffer fosfato y se inocularon 3 series de 4 tubos cada una, usando los medios de cultivos
correspondientes (Tabla 3). La incubacion se realiz6 a temperatura ambiente (= 28°C) durante 21 d. Las
transformaciones bioquimicas llevadas a cabo en cada uno de los medios de cultivo, se corroboraron
usando cepas controles ATCC positivas y negativas. Otra porcion de la biopelicula adherida a los puertos
se utilizo para la estimacion del peso seco (PS) mediante secado a 105°C durante 24 h, lo cual permitio
expresar los resultados en NMP/100 gPS.



Julio César Marin et al. 75
Revista Tecnocientifica URU, N° 2 Enero - Junio 2012 (71 - 82)

Tabla 3. Medios selectivos utilizados para el cultivo de nitrobacterias
en el presente estudio [16, 17].

Medio libre de ~ Tiedioamonio  Medio nitrito  \p 500 oo
Compuesto . (bacterias (bacterias .
N (bacterias . . (bacterias
(g/L) fijadoras de N,) oxidadoras de oxidadoras de desnitrificantes)
2 NH,") NO,)
(NH,),SO, - 0,5 - -
KNO, - - 0,01 -
KNO, - - - 0,02
NaHPO, 0,189 - - -
K,HPO, - 1,0 1,0 1,0
KH,PO, 0,011 0,027 0,027 0,027
FeSO,.7H,0 0,006 0,03 0,03 0,03
MgSO,.7H,0 0,2 0,3 0,1 0,1
CaCo, - 7,5 1,0 1,0
CaSO,.2H,0 0,02 - - -
SrCL.6H,O 0,01 - - -
NaHCO, 0,05 - - -
Ca(l, - 0,01 0,3 0,3
Solucion
elementos 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
traza
pH 7,8 7,5 7,5 7,5

Los tubos destinados a la estimacion de bacterias fijadoras de nitrogeno fueron forrados con papel
aluminio para evitar el crecimiento de cianobacterias, mientras que los utilizados para bacterias desni-
trificantes se incubaron en campanas anaerobias marca Merck con sobres de anaerobiosis Anaerocult® C
marca Merck e indicador de anaerobiosis Anaerotest®. El resto de los grupos microbianos fue incubado
bajo condiciones aerobias.

Al final del periodo de incubacion se seleccionaron los tubos positivos para cada grupo bacteriano,
tomando una alicuota de 1 mL de cultivo y adicionando el reactivo correspondiente. Para las bacterias
fijadoras de nitrogeno, se agreg6 0,5 mL de reactivo de color para nitritos (compuesto por sulfanilamida
y N-(I-naftil) etilendiamina dihidrocloruro) [2], con el fin de observar la presencia de NO," y en otra
alicuota de cultivo 0,5 mL de reactivo de Nessler (compuesto por Hgl,, KI y NaOH) para observar la
presencia de NH,". Para determinar los tubos positivos de bacterias oxidadoras de amonio, oxidadoras de
nitritos y desnitrificantes, se detecto la presencia de NO,™ con el reactivo de color.

También se realizé un conteo de heterotrofos usando la técnica de placa vertida [2] con agar con-
teo Hi-Media. Para ello, una porcion conocida de la biopelicula adherida a los “puertos de muestreo” de
cada camara (Figura 1), fue suspendida en 100 mL de solucién peptonada salina estéril (compuesta por
1 g de peptona/L y 8 g de NaCl/L), a partir de la cual se efectuaron diluciones apropiadas. Las placas
fueron incubadas a 35°C por 48 h. Otra porcion de la biopelicula adherida a los puertos se utilizo para
la estimacion del peso seco (PS) mediante secado a 105°C durante 24 h, lo cual permitié expresar los
resultados en UFC/gPS [2].
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Resultados y Discusion
Parametros fisicoquimicos y formas de nitrégeno

La Tabla 4 muestra los valores medios y desviaciones estandares para los parametros fisicoquimi-
cos y las diferentes formas de nitrogeno monitoreadas durante el presente estudio. Los valores de pH,
alcalinidad total y oxigeno disuelto se mantuvieron dentro de los rangos establecidos para garantizar un
sistema de amortiguamiento y el desarrollo de una comunidad microbiana mixta en la biopelicula del
reactor [9]. Se observo una elevada remocion de materia organica en la primera camara del reactor para
todos los TRH aplicados (% remociones globales de DQO de 92,8; 96,2 y 94,5%, para TRH de 24, 12
y 6 h, respectivamente). El contenido inicial de N-organico del influente fue rapidamente hidrolizado y
transformado por las bacterias a NO,", NO," y NH,". El N-total fue eficientemente removido en el sis-
tema, con un 74,1% de reduccion en la primera cadmara bajo el TRH de 24 h; los aspectos relativos a la
transformacion microbiologica de las formas de N seran discutidos posteriormente. Elevadas concentra-
ciones de NO," fueron obtenidas en el efluente final, particularmente para el TRH de 6 h (261,27+112,88
mgNO, /L) (Tabla 4).

Nitrobacterias

Las pruebas ANOVA mostraron diferencias significativas (p<0,001) para la densidad de bacterias
del nitrégeno y heterotrofos, con respecto al TRH y a las diferentes camaras del reactor (C1, C2 y C3),
asi como para la interaccion entre ambas variables.

Bacterias nitrificantes

En la Figura 2 se presentan las densidades de bacterias oxidadoras de NO, y de NH," durante las
diferentes etapas del periodo experimental. Los mayores valores fueron obtenidos en C3 bajo un TRH de
6 h (>2,5x10" y 2,2x10'° NMP/100 gPS), mientras que los menores se presentaron en C1 (TRH de 6 h)
(1,9x108 NMP/100 gPS) y en C2 (TRH de 12 h) (2,1x10” NMP/100 gPS), respectivamente.

Se observo que la disminucion de la carga organica produjo un incremento de la densidad de bac-
terias oxidadoras de NH," en C1 (r= —0,9605) y C2 (1= -0,9307), pero ocasion6 su descenso en C3 (1=
0,9993). El paso del influente a través de las camaras del reactor provoc6 un aumento en la densidad de
estos microorganismos durante todas las etapas experimentales (Figura 2).
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Figura 2. Densidades de nitrobacterias (NMP/100 gPS) y heterétrofos (UFC/gPS) en la
biopelicula del reactor RBC de tres camaras bajo diferentes cargas organicas. A: bacterias
oxidadoras de NO,’, B: bacterias oxidadoras de NH,*, C: bacterias desnitrificantes, D: bacterias
fijadoras de N, y E: heterotrofos. C1, C2 y C3: camaras. TRH: tiempo de retenciéon hidraulica.
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En cuanto a las bacterias oxidadoras de NO,, la disminucion de la carga orgénica tuvo un efecto
negativo sobre su abundancia en todas las camaras (r=—0,7810; —0,9987 y —0,6546 para C1, C2 y C3,
respectivamente). De igual manera, el paso del influente a través del reactor RBC (desde Clhasta C3),
origino la proliferacion de estas bacterias (r= 0,8811; 0,8735 y 0,8741 para los TRH de 24, 12y 6 h,
respectivamente). El incremento en la densidad de bacterias oxidadoras de NO," de una camara a otra,
correspondi6 con las variaciones en las concentraciones de NO,” (Figura 2, Tabla 4), alcanzando una alta
proporcion (2,2x10'° NMP/100 gPS) en C3 al TRH de 6 h. Dicho hallazgo explica las altas concentracio-
nes de NO, encontradas en esta camara al TRH indicado (Tabla 4).

La abundancia de bacterias nitrificantes (crecimiento lento) [13, 18] pudo haber sido influenciada
por la proliferacion de heterdtrofos, los cuales muestran un crecimiento rapido en presencia de altas con-
centraciones de materia organica, superando a las nitrificadoras autotrofas [14], particularmente en Cl1.
Dicho comportamiento puede ser visualizado en la Figura 2, donde se observa una mayor densidad de
bacterias nitrificantes cuando la poblacion de heterdtrofas disminuye.

El efecto de la relacion C:N sobre la nitrificacion en reactores RBC, ha sido reportado por Okabe
et al. [14], utilizando una razén C:N = 1,5. Ellos indicaron que las bacterias heterotrofas desplazan a las
nitrificantes en las capas superficiales de la biopelicula, debido a la disponibilidad de oxigeno disuelto
y de espacio, pero en la parte mas interna ambos grupos pueden coexistir. También establecieron que a
medida que el cociente C:N aumenta, se da una fuerte estratificacion de la biopelicula y la nitrificacion
queda inhibida. Los grupos bacterianos relacionados con la nitrificacion estan estrechamente unidos, ya
que forman parte de un proceso de dos pasos, que ademas esta afectado por muchas variables. Chen et al.
[4], establecieron que mas de 20 parametros fisicos, quimicos y bioldgicos pueden afectar el crecimiento
o el suministro de sustrato en sistemas de biofiltros.

Bacterias desnitrificantes

La enumeracion de bacterias desnitrificantes reportada en el presente trabajo corresponde a la de
todas aquellas que presentan nutricion quimiolitoautétrofa y respiracion anaerobia, considerando que
las pruebas de tubos multiples se efectuaron sin aporte de materia organica y bajo anaerobiosis [16, 17].
También es importante sefialar que dicha determinacion incluye no sélo las bacterias que desnitrifican
hasta N, sino incluso las que pueden hacerlo hasta formas intermedias de N [15].

Se observd una gran variacion de este grupo no solo entre las camaras del reactor sino también
con relacion a la carga organica aplicada. La maxima densidad de obtuvo en C1 al TRH de 12 h (2,8x108
NMP/100 gPS) (Figura 2). De manera global, se observo una menor abundancia de bacterias desnitrifi-
cantes donde se alcanzaron las mayores concentraciones de NO," (Tabla 4). Igualmente, el incremento en

la carga orgénica repercutio significativamente en la reduccion de la densidad de estos microorganismos
(r=-6620).

Diferentes estudios en reactores RBC han mostrado la influencia del grosor de la biopelicula sobre
la abundancia de bacterias desnitrificantes [11, 14], lo cual ayuda a explicar los resultados presentados
en este trabajo. La estratificacion y la ubicacion de estas bacterias en los lugares mas profundos del bio-
film, donde existe menor concentracion de oxigeno disuelto, estimulan su multiplicacioén y crecimiento
optimo [7, 8, 14]. En tal sentido, las mayores densidades de bacterias desnitrificantes obtenidas en C1
(particularmente a los TRH de 24 y 12 h), resultan de la alta concentracién de materia organica disponi-
ble, la cual genera un engrosamiento de la biopelicula por crecimiento microbiano.

La remocion de N en sistemas biologicos envuelve dos procesos independientes: la nitrificacion y
la desnitrificacion. Estos procesos pueden ocurrir frecuentemente en diferentes espacios de la biopelicu-
la, debido a que requieren diferentes habitats, especialmente en términos de disponibilidad de aceptores
de electrones. La nitrificacion-desnitrificacion simultanea (NDS), proceso no convencional grandemente
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estudiado y difundido [8, 11], puede ocurrir s6lo bajo las siguientes condiciones: i) por presencia de bac-
terias nitrificadoras y desnitrificadotas en el biofilm y ii) por condiciones de crecimiento adecuado para
cada una de las cepas bacterianas responsables, las cuales deben crearse en algin lugar de la biopelicula
[4]. En este sentido y considerando los resultados presentados, el proceso de NDS fue evidenciado en el
reactor RBC de tres camaras estudiado.

Bacterias fijadoras de nitrégeno

El grupo de bacterias fijadoras de nitrogeno cuantificadas durante la etapa experimental corres-
ponde a aquellas que presentan una respiracion aerobia y nutriciéon quimiolitoautdtrofa [16, 17]. Dichas
densidades se encontraron entre 1,2x10° (C2 al TRH de 12 h) y 6,6x107 NMP/100 gPS (C3 al TRH de
24 h) (Figura 2). Si bien estas bacterias se mostraron como el grupo menos representado, fue notorio su
incremento en los discos a medida que el efluente recorria el reactor desde C1 hasta C3. El incremento
de la concentracion de N-total en C3 (principalmente como N-inorganico) (Tabla 4), podria resultar de
la fijacion de N, de la acumulacion de solidos suspendidos en el efluente, asi como de la degradacion
de N-organico a N-inorgédnico (mineralizacion). El proceso de fijacion implica la transformacion del N
molecular del aire (N,) en NH,", para su posterior asimilacion e incorporacion a la biomasa [8].

Las densidades de bacterias fijadoras de nitrégeno y de nitrificantes (tanto oxidadoras de NO,
como de NH,"), presentaron una tendencia similar, donde los mayores valores fueron encontrados en C3
para todas las cargas orgénicas aplicadas. Esto se debid, principalmente, al metabolismo quimiolitoauto-
trofo que tienen en comun dichas bacterias. Boller et al. [3], establecieron que estos grupos microbianos
tienden a favorecerse en condiciones donde la materia organica biodegradable ya ha sido removida.

Finalmente, la variabilidad en la densidad de heterdtrofos encontradas en este estudio se presenta
en la Figura 2, cuyos valores se hallaron entre 2,5x10° UFC/gPS (C2 a 24 y 12 h de TRH) y 8,9x10"
UFC/gPS (C1 a 6 h de TRH). Dichos resultados son analogos a los reportados por Chuang y Ouyang
[5], quienes establecieron que en un reactor RBC, los heterotrofos suelen ser una comunidad importante
y responsable de la mayor produccion de biomasa. Por otra parte, los cambios en la carga organica no
afecto la densidad de heterotrofos en C1 (p>0,05); sin embargo, la mayor abundancia se obtuvo al TRH
de 6 h (8,9x10" UFC/gPS), cuando la carga organica aplicada al reactor era la mas alta. La densidad de
heterotrofos en C3 fue proporcional a la carga organica aplicada (Figura 2). De manera general, el com-
portamiento de la comunidad de heterotrofos esta relacionado con la naturaleza de su metabolismo, el
cual es dependiente de la oxidacion de materia organica para la obtencion de energia [14].

Conclusiones

Las bacterias oxidadoras de NO, fueron el grupo mas numeroso en la biopelicula del reactor RBC
de tres camaras, seguido de las oxidadoras de NH,", desnitrificantes y fijadoras de N,. Las caracteristicas
fisicoquimicas del influente y las condiciones de operacion del reactor favorecieron la coexistencia de
los distintos grupos de nitrobacterias. La abundancia de estas bacterias estableci6 la calidad del efluente
tratado.

La densidad de las bacterias del nitrogeno fue dependiente de la carga organica, de las camaras
(C1, C2 y C3) y de la interaccion entre ambas variables, lo cual determiné las remociones de C y N en
el reactor RBC.

Se evidencio la ocurrencia del proceso de nitrificacion-desnitrificacion simultanea, debido a la
presencia de ambos grupos bacterianos en la biopelicula de las tres camaras del reactor RBC. De igual
manera, la abundancia de heterdtrofos determiné la remocion de materia organica con relacion a la carga
aplicada.
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