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@Resumen:

Procedimiento simplificado para la evaluacién de la
calidad y posible contaminacion de un suelo mediante
ensayo con organismos, y kit para llevarlo a cabo, que
comprende

-Preparar cuatro placas de Petri (P) con semicirculos
de papel de filtro (F).

- Afadir 0.4 ml de lixiviado de la muestra, en uno de
los semicirculos de papel de filtro (F) test (T).

- Anadir 0.4 ml de agua desionizada en el lado
opuesto, lado referencia (R), vigilando que el agua
moje el otro.

- Colocar 10 organismos de ensayo (O) (colémbolos)
sobre la separacion (L) entre los semicirculos de filtro
(F).

- Dejar reposar, sin luz y a temperatura ambiente (20-
25°C) durante el periodo de exposicion seleccionado
(de 2 a 48 horas).

- Contar, después del tiempo de exposicién, los
organismos que hay en cada lado de la placa.
- Opcionalmente recontar a las 24 horas y a las 48
horas de exposicion.

- Calcular el grado de alejamiento.
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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO SIMPLIFICADO PARA LA EVALUACION DE LA
CALIDAD Y POSIBLE CONTAMINACION DE UN SUELO MEDIANTE
ENSAYO CON ORGANISMOS, Y KIT PARA LLEVARLO A CABO

OBJETO DE LA INVENCION

La invencidén, tal como expresa el enunciado
de la presente memoria descriptiva, se refiere a un
procedimiento simplificadc para la evaluacidén de la
calidad y peogible contaminacidén de un suelo mediante
engayo con corganismecg, y kit para llevarlo a cabo, el
cual apocrta importantes ventajas y caracteristicas de
novedad, gue se describirdn en detalle mas adelante,
supcniendo una importante mejora del estadoc de la
técnica respecto de los procedimientos de ensavyo

actualmente utilizados para el mismo fin.

Mas en particular, el cbjetc de la invencidn
gse centra en un procedimientc para la evaluacidn de la
Ltoxicidad de una muestra de suelco potencialmente
contaminado, utilizando el ensayc de alejamiento con
colémbolog y gue se basa en la tendencia al alejamiento
de la muesgtra de suelc contaminadoe gue experimentan los
organismog de ensaye, <on la particularidad de gue
dicha evaluacidén se consigue utilizando un sencillo kit
de elementos de laboratoric y tan solo después de un
tiempo de exposicidn de 48 horas y a 20°C de
temperatura, siendc el parametrc indicador del estado
de contaminacidén del suelo el porcentaje de poblacidn

gue se aleja del sueloc muestra.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Losgs ensayosg aclbuales normalizados
proporcionan resultados gcbre la calidad de leos suelos,
bagandose en estudios de ecctoxiceclegia. Normalmente ge
expresan como la concentracién de suelc contaminado gue
causgsa un efecto predeterminado (mecrtalidad, inhibicién
de reprcduccidn o alejamientc} al 50% de organismos de

ensayo, y la duracidn del mismo estd entre 2 v 28 dias.

El objetivo de la presente invencidn es
degarrollar un nueve procedimiento de ensayc para
evaluar una pcsikle contaminacidn de un suelo,
utilizando organismos, perc de una forma muchc mas
rapida vy simplificada v con las mismas garantias de
resultadc, debiendo sefilalarse gue, por parte del
gsolicitante se desconoce la existencia de ninglin otro
procedimiento © invencidén de aplicacidén similar gque
presente unas caracteristicas técnicas semejantes a las
del procedimientc gue agui se preconiza segin 1los
principios de las reivindicaciones gue acompaflan a la

presente memoria descriptiva del mismo.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Esencialmente, con el procedimientoc gue la
invencidén propene, la calidad ambiental de un suelo
potencialmente contaminado, se evalila a partir de la
capacidad gue tiene una muestra de suelo de causar el
alejamientc de un porcentaje de individuos de 1la
poblacidn de colémbolos que se expone al misme, estando
basado, concretamente, en el efecto del suelo
contaminado scbre colémbolos de la especie Folsomia
Candida. Estos invertebrados estan presentes en la

mayoria de suelos autdcLonos.
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Para la evaluacidn de la calidad ambiental de
guelcos, la invencidn propone una versgiodn simplificada
del ensayo de alejamientc gue permite determinar el
grado de alejamientc (porcentaje de poblacidn alejada)
causado por el suelc c¢onktaminade, respecte a un

control.

Mediante dichc procedimiento se determina
directamente el Grado de Alejamiento gue experimentan
estos organismos causado por una muestra de suelo
contaminado. El grado de alejamiento indica la calidad

del suelo gue ge examina.

Los resultados se obtienen después de unas
horas de exposicidn (entre 2 y 48 horas) de los
organismos de ensayoc al suelo contaminado, tiempo muy
inferior al gue necesitan otros ensayos normalizados.
El procedimientc descrito v el uso del kit presentado
permitirada, por lo tanto, realizar el ensayo de
alejamiento de forma sencilla y rapida, sin necesidad
de mantener un cultivo sincronizado de losgs organismos

de ensayo, proporcionando resultados igualmente fiables

Las principales novedades y ventajas del kit
y del preccedimiento precpuestc regpecto de losg gistemas

normalizados son:

- Minimizacidn de la manipulacidn
experimental de la muestra de suelco. En el
procedimiento propuestc se determina el Grado de
Alejamiento (%) causadc por el 1lixiviadeo del suelc
contaminado. Este paradmetro indica el efecto causado
por los contaminantes presentes en el suelo muestra. Se
evita la manipulacidén del suelc en la preparacidén de

digtintas concentracicnes del mismo para obLener 1la
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CE50 (concentracidn de suelo gue causa el 50% de
alejamiento), que eg el parametroc gue se determina en

los ensayosg normalizadog de Loxicidad de suelos.

- Minimizacidn de la variabilidad de
regultadog. El preocedimiente experimental propuesto
guprime el efecto de lag diferencias edafoldgicas entre
el suelc contaminade v el suelo de zreferencia. E1
ensayo se realiza utilizandoc el lixiviado del suelo
contaminado, depositado en la superficie de un papel de
filtro colocado en placas de Petri, donde se expone a
los organismog de ensayo, utilizando como referencia

agua.

Ventajas en relacidn a la manipulacidn

experimental:

- El ensayo se realiza sobre el lixiviadec de

la muestra de suelo contaminado,

- No es necesaric tamizar, homcgeneizar ni

manipular el suelo.

- No es necesaric tener un stecck de suelce

control.

- No es necesario preparar diferentes

concentraciones de suelo contaminado en suelo control.

Ventajas en relacidn a locs organismos de
ensayo:
- No es necgesaric tener una infraestructura

para reproducir los organismos de ensayo.

- No es rnecesaric mantener un cultivo

sincronizado de colémbolos adultos.
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Cabe mencicnar, ademds, gue el procedimiento
propuesto ge puede llevar a cabo utilizande un sencillo
kit de elementcs de laboratorio, en el gque se incluyen
Lodog los materiales necesarics para la realizacidn del
ensayo de alejamiento con colémbolos y determinar el
grado de alejamiento de lcs mismos de un suelo
potencialmente contaminadc, permitiendc dicho kit la
realizacidn de hasta tres ensayos, bien de tres suelos
diferentes o determinacidén en triplicado sobre la misma
muestra (gue suele ser lo habitual para garantizar un

resultado fiable).

El descrito procedimiento simplificadc para
la evaluacidn de la calidad vy posible contaminacidn de
un sueloc mediante ensayo con organismos, v el kit para
llevarlc a cabo, representan, pues, una innovacidén de
caracteristicas estructurales yv constitutivas
desconocidas hasta ahora para tal £fin, razones que
unidas a su utilidad préactica, la dotan de fundamentc
suficiente para obtener el privilegio de exclusividad

gue ge golicita.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcidn gue se esta
realizando del procedimientc objetc de la invencidn v
para avudar a una mejor comprensién del mismo, se
acompaifla la presente memoria descriptiva, <omc parte
integrante de la misma, de un juegc de plancs, en los
gue con caracter ilustrative y nc limitativo se ha

representado lo siguiente:

La figura nimeroc 1l.- Muestra una

representacidn esquematizada de la disgtribucién de las
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placas de Petri utilizadas para el ensavyo por
triplicado, gegin el procedimiente objeto de la

invencidn.

La figura nameroc 2.- Muestra una
representacidn de una de las placas con los
gemicirculos de papel de filtroc y la dispecsicién de las

muestras y organismos.

La figura nimero 3.- Muestra una fotografia

de una de las placas Petri utilizadas en el ensayoc

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

En la descripcidén detallada del procedimiento
preconizado gue se hace a continuacidén v en las figuras
descritas, se han utilizadc las siguientes definiciones

v referencias alfanuméricas:
- (T} Suelc Test: es la muestra de sueloc
gupuegtamente contaminado, sobre la cual se realiza el

ensayo.

- (R} 8Suelo Referencia: Suelo sgin carga

contaminante {(C=0%)

(B} BPlaca de Petri.

- (F) Semicirculos de papel de filtro.

- (L) Linea de separacidén entre filtrcs

(O} OCrganismos de ensayc, consistentes en
colémbolos de la especie Folsomia candida, individuos

adultos de entre 12 y 20 diag de edad.



10

15

20

25

30

35

ES 2437478 Bl

De forma concreta, el procedimiento
preconizado Liene como finalidad la determinacidn del
Grado de Alejamiento (Porcentaje de organismog de
ensayo gue se han alejade del suelo contaminado) para

cada muestra de suelo ensayado.

El porcentaje de alejamientc causadc se
determina utilizando cuatro placas de Petri (P) con 10
individuos u organismos (0} en c¢ada una (total 40

individuos en cada réplica de ensavyo) .

Normalmente se realizan Lreg replicadcosg para
obtener el resultadc final de Gradoc de Alejamientoc para
una muestra concreta. (Expresadoc como el promedic de

las tres determinacicones).

El ensayo se realiza sobre el lixiviado de la
muestra de suelo contaminadc cuya cbtencidn comprende

los siguientes pasos:

- Cclocar 100 g de guelo contaminado en un

recipiente y mezclar con 1 L de agua degionizada.

- Cerrar el recipiente y manktener agitacién

durante 24 horas.

- Filtrar o centrifugar la mezcla para

obtener el ligquido sobrenadante.

- Utilizar este liquidc scbrenadante para la

realizacidn del ensayo.

Para la determinacidén del Grado de
Alejamiento, el precedimientce ccmprende los siguientes

pasos:
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- Preparar cada una de las placas de Petri
(P} con dog semicirculeos de papel de filtro (F}. Al
menos cuatro placas de Leghb mas una de control por cada

réplica de ensgayo.

- Afladir 0.4 ml del lixiviado de la muestra,
obtenide tal como se ha descritc anteriormente, en uno
de los lados de cada una de las cuatro placas (P} de
cada fila de ensavo, scbre el semicirculo de papel de
filtro (F} de manera gque siempre sea en el mismo lado
de lasg placas, Ltal como muesgbra el diagrama
representado en la figura 1 donde dicho ladc se ha

referenciado con (T) por constituir el lado test.

- Afiadir 0.4 ml de agua desiocnizada en el
lado R de cada una de las placa de Petri, es decir,
gsobre el otrc semicirculo de papel de filtrc de 1la
placa, en este casoc referenciade con (R) va gue se
tratara del lado referencia. Es impcrtante impedir gue
el agua moje el semicirculc de papel de filtrc gue
contiene el lixiviadce de la muestra del lado (T} de la

placa.

- Trasladar con cuidadc 10 colémbelos
(organismos de ensayo (0}) a la linea de separacidn (L)
entre los dos semicirculos de papel de filtro (F} (cada
uno de los tubes suministrados en el Kit contiene 10

colémbolos adultos listos para su utilizacidn)

- Dejar en reposo, en ausencia de luz vy a
temperatura ambiente (entre 20 - 25°C) durante 48

horas.

- Después de 2 horas de expeosicidén contar lcs

colémbolog gue hay en cada lado de la placa.
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- Opcicnalmente se puede realizar el recuento
de colémbolosgs a lag 24 horas v a lag 48 horas de

expogicidn.

El Grado de alejamientc, para cada réplica de
engayo (Lregs filas de Placag de PebLri), se calcula con

la férmula siguiente:

$Alejamientc = 100 * (R-T} /N

donde :

R: es el numero teotal de individucs en el lado R o

Referencia {suma de cuatro placas)

T: es el numero total de Individucs en el lado T o Test

(suma de cuatro placas).

N: es el nlimero total de individucs en el ensayo (N=

407 .

El test gueda invalidado si en alguna de las
placas se detecta la muerte de mag de uno de los

organismog de ensayo.

El procedimiento descritc se puede llevar a
cabo utilizando un sencilleo kit en el gue se incluyen
todos los materiales necesarics para la realizacidn del
ensayo de alejamiento con colémbolos y para determinar
el gradc de alejamiento de los organismcs de ensayo de

un suelo potencialmente contaminadec, el cual comprende:

- Quince placas de Petri (P} de 5 mm de
diametro, gue contienen cada una dos semicirculos de
papel de filtro (F) donde se deposita respectivamente

el lixiviado del suelc contaminade y el agua de

10
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referencia.

- Dos pipetas de 5 ml de un sclo uso.

- Quince tubos con diez colémbeles adultos

cada uno.

Descrita suficientemente la naturaleza de la
presente invencidn, asi comc la manera de ponerla en
practica, no se considera necesario hacer mas extensa
su explicacidn para gue cualgquier expertc en la materia
comprenda su alcance y las ventajas que de ella sge
derivan, haciéndocse constar gue, dentro de su
esencialidad, podra ser llevada a la practica en otras
formas de realizacidn que difieran en detalle de 1la
indicada a titulo de ejemplo, y a las cuales alcanzara
igualmente la proteccidn gue se recaba siempre gue noc

gse altere, cambie o modifigque su principio fundamental.

11
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REIVINDICACTIONES

l1.- PROCEDIMIENTOC SIMPLIFICADC PARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD Y POSIBLE CONTAMINACION DE UN
SUELO MEDIANTE ENSAYC CON ORGANISMOS, aplicable para la
evaluacidén de la toxicidad de una muestra de suelo
poLencialmente contaminadec, basade en el ensayo de
alejamiento con ocrganismos (O} v gue se fundamenta en
la tendencia al alejamiento de 1la muestra de suelo
contaminado que experimentan los organismos de ensayo,
caracterizado, en primer lugar, porgque se realiza
sobre el lixiviado de la muestra de suelo contaminado,
y comprende los gigulientes pasog:

- Preparar, placas de Petri (P} con docs
gsemicirculos de papel de filtro (F}. Al menos, cuatro
placas de test y, opcionalmente una de contrcl.

- Afladir 0.4 ml del lixiviadeo de la muestra,
en el lado T (test) de cada una de las cuatro placas
(P), sobre el semicirculc de papel de filtroc (F)
correspondiente, de manera gue siempre sea en el mismoc
lado de cada placa.

- Afiadir 0.4 ml de agua degionizada en el
lado R de cada una de lag cuatro placas de Petri, es
decir, sgobre el otrec gemicirculo de papel de filtrc gue
gerd el lado referencia (R), impidiendc gue el agua
moje el semicirculo de papel de filtro que contiene el
lixiviado de la muestra de suelco test (T) del otro lado
de la placa.

- Colocar 10 organismos de ensayo (0O) sobre
la linea de separacidén (L} entre los dos semicirculos
de papel de filtro (F}. Cada tubo proporcicnado en el
kit contiene los 10 individucs necesarios para cada una
de las placas.

- Dejar en reposo, en ausencia de luz vy a
temperatura ambiente {entre 20 - 25°C) durante el

pericdo de exposgicidn elegido {(entre 2 y 48 horas!.

12
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- Ccontar después de 2 horas de exposicidn los
organismosg gue hay en cada lado de la placa.

- 8i procede, Realizar el recuento de
colémbolog a lag 24 horas y a las 48 horas de
expogicidn.

- Para verificar el ccrrectce funcionamientc
del ensayo, c<olocar bLambkién en lag placas de control
0.4 ml de agua desiocnizada en ambos lados de la placa,
a razén de una placa control por cada cuatrc placas de
ensavyo.

- Calcular el grado de alejamiento mediante

la giguiente férmula:

$Alejamientc = 100 * (R-T} /N

donde:

R: es el nimerc total de individuos en el ladoc
Referencia {suma de cuatro placas)

T: es el nimerc total de individucs en el ladc Test
(suma de cuatro placas).

N: es el namerc total de individucs en el ensayc (N=
40) .

2= FRCCEDIMIENTC SIMELIFICADC EARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD Y POSIBLE CONTAMINACION DE UN
SUELQO MEDIANTE ENSAY(C CON ORGANISMOS, sgegin 1la
reivindicacidén 1, caracterizado porque la obtencidn
del 1lixiviado de la muestra de suelc contaminado
comprende los sigulientes pasos:

- Colocar 10C g de suelc contaminado en un
recipiente y mezclar con 1 L de agua desionizada.

- Cerrar el recipiente vy mantener agitacidn
durante 24 horas.

- Filtrar o centrifugar la mezcla para
obtener el liquido sobrenadante.

- Utilizar egte ligquidc scbrenadante para la

13
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realizacidén del ensavo.

3.- PROCEDIMIENTOC SIMPLIFICADC PARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD Y POSIBLE CONTAMINACION DE UN
SUELQO MEDIANTE ENSAY(C CON ORGANISMOS, seglin la
reivindicacién 1, c¢aracterizado porque log organismos
(O} utilizados son colémbeclog de la especie Folsomia
candida, individuos adultos de entre 12 y 20 dias de
edad.

4 .- PROCEDIMIENTC SIMPLIFICADC EPBARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD Y POSIBLE CONTAMINACION DE UN
SUELO MEDIANTE ENSAY(C CON ORGANISMOS, segln la
reivindicacién 1, caracterizadoc pcrgue ge realizan Lres
réplicas idénticas del ensayo con los mismos pasos de

procedimiento en cada una.

5.- KIT PARA LLEVAR A CABO UN PROCEDIMIENTO
como el descrito en las reivindicaciones 1 a 4,

caracterizado porgue comprende:

- Quince placasg de Petri (P} de 5 mm de
didmetro, gue <conktienen c¢ada una dos semicirculos
geparadogs de papel de filtreo (F}, donde se depogita
regpectivamente el lixiviado del guelo contaminade, vy
la referencia.

- Dos pipetas de 5 ml de un sclo uso.

-  Quince tubcs con diez organismcs (O}

colémbolos cada uno.

14



ES 2437478 Bl

ENSAYO 1

ENSAYO 2

ENSAYO 3

FIG. 1

FIG. 3
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231070

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DOMENE XAVIER et al. INFLUENCE OF SOIL PROPERTIES 30.06.2011
ON THE PERFORMANCE OF FOLSOMIA CANDIDA:
IMPLICATIONS FOR ITS USE IN SOIL ECOTOXICOLOGY
TESTING. Environmental Toxicology and Chemistry. Jul. 2011.
Vol: 30 No: 7 Pags: 1497-1505. ISSN 0730-7268(print)

ISSN 1552-8618(electronic).

D02 SANTOS M J G et al. Joint effects of three plant protection 01.08.2010
products to the terrestrial isopod Porcellionides pruinosus and the
collembolan Folsomia candida. CHEMOSPHERE. Ago 2008.

Vol: 80 No: 9 P4gs: 1021-1030. ISSN 0045-6535.

D03 LORS C et al. Comparison of solid-phase bioassays and 01.08.2010
ecoscores to evaluate the toxicity of contaminated soils.
ENVIRONMENTAL POLLUTION. Ago. 2010. Vol. 158 No: 8
Pags: 2640-2647. ISSN 0269-7491.

D04 NATAL-DA-LUZ T et al. Avoidance tests with earthworms and 01.10.2008
springtails: Defining the minimum exposure time to observe a
significant response. ECOTOXICOLOGY AND
ENVIRONMENTAL SAFETY. 01.10.2008. Vol. 71 No: 2

Pégs: 545-551. ISSN 0147-6513.

D05 BOITAUD L et al. Avoidance of low doses of naphthalene by 01.02.2006
Collembola. ENVIRONMENTAL POLLUTION. 01.02.2006.
Vol. 139 No: 3 Pags: 451-454 ISSN 0269-7491.

D06 WO 02099121 A2 (UNIV SURREY et al.) 12.12.2002

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un procedimiento para la evaluacion de la toxicidad de una muestra de suelo potencialmente
contaminado, que se evalla a partir de la capacidad que tiene una muestra de suelo de causar el alejamiento de un
porcentaje de organismos invertebrados.

Las reivindicaciones 1, 3, 4 caracterizan el procedimiento, basado en un test de alejamiento, llevado a cabo sobre unas
placas de Petri con dos semicirculos de papel de filtro. En uno de ellos se afiade la muestra de suelo lixiviado y en la otra
agua desionizada. Después se colocan en ambos semicirculos los correspondientes organismos, se dejan reposar y se
cuantifican los organismos que hay en cada lado, calculando finalmente el grado de alejamiento mediante la férmula
reivindicada. La reivindicacion 2 caracteriza la forma de obtencion del lixiviado. Y la reivindicacion 5 caracteriza un Kit para
llevar a cabo dicho procedimiento.

D01-D06 representan el estado de la técnica mas cercano al objeto de la invencion. Cada uno de ellos divulga un
procedimiento de andlisis de una muestra de suelo contaminado haciendo uso de tests que se basan en el alejamiento que
experimentan los organismos de ensayo respecto a la muestra de suelo. En DO1 el test de alejamiento se lleva a cabo en
frascos cilindricos de polietileno horizontalmente divididos en dos secciones. En D02-D06 se utilizaron placas Petri, o cajas
de plastico adecuadas para el ensayo.

La diferencia entre estos documentos y el objeto de las reivindicaciones 1-5 seria que el procedimiento se lleva a cabo sobre
el lixiviado de la muestra y no sobre muestras de suelo secas o humedecidas con agua desionizada como en D01,0 DO3. El
efecto técnico producido por esta diferencia seria la minimizacién de la variabilidad de los resultados al suprimir el efecto de
las diferencias edafoldgicas entre el suelo contaminado y el suelo de referencia.

Ninguno de los documentos del estado describe un procedimiento como el que se divulga en las reivindicaciones 1-5, ni se
puede derivar de manera obvia tomados los documentos solos o en combinacidn. Por tanto, la presente solicitud cumpliria
con los requisitos de novedad y actividad inventiva tal y como se menciona en los arts. 6, 8 de la Ley 11/1986.
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