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✜✗ ✘✑✙✑✦✢✑✧✣ ✘✑ ✏✑✦✣✕✓✖✗ ✦✲✙ ✦✣✘✑✏✎✘✣ ★✜✑ ✕✁ ✜✢✗✣✛✙✤✥✭ ✢✏✑✙✑✗✚✎✗✘✣ ✏✑✘✜✕✕✓✣✗✑✙

✘✑ ✦✎✚✑✏✓✎ ✣✏✥✲✗✓✕✎ ✘✑ ❂✱ ✞ ✢✎✏✎ ✸✶✿ ✪ ✒✲ ✞ ✢✎✏✎ ✸✆✿✭ ✏✑✦✣✕✓✣✗✑✙ ✯✎✏✓✎✤✒✑✙ ✘✑

✗✜✚✏✓✑✗✚✑✙ ✾✴✴ ✞ ✢✎✏✎ ✎✦✣✗✓✣✭ ❂✱ ✞ ✢✎✏✎ ✗✓✚✏✎✚✣✭ ✒✳ ✞ ✢✎✏✎ ✗✓✚✏✓✚✣✭ ✪ ✱❂ ✞ ✢✎✏✎ ✛✖✙✛✣✏✣❀

✪ ✑✒✑✯✎✘✎✙ ✏✑✦✣✕✓✣✗✑✙ ✤✎✕✚✑✏✓✣✒✖✥✓✕✎✙ ✾✕✣✒✓✛✣✏✦✑✙ ✚✣✚✎✒✑✙✶ ✴❃❂✴✵ ✞❆ ✕✣✒✓✛✣✏✦✑✙ ✛✑✕✎✒✑✙✶

✴✴ ✞❀✫ ✍✎ ✤✓✣✦✎✙✎ ✢✏✑✙✑✗✚✖ ✜✗ ✑✒✑✯✎✘✣ ✕✣✗✚✑✗✓✘✣ ✘✑ ✕✎✏✤✣❄✓✘✏✎✚✣✙ ✚✣✚✎✒✑✙ ✾✱✲❂✱❂ ✞❀ ✪

✑✒ ✢✎✏✎✦✓✒✣✗ ✏✑✢✏✑✙✑✗✚✖ ❃❂❂❃✳ ✞ ✘✑ ✒✣✙ ✕✎✏✤✣❄✓✘✏✎✚✣✙✭ ✙✜✢✑✏✓✣✏ ✎✒ ✕✣✗✚✏✣✒✭ ✑✗ ✘✣✗✘✑ ✑✒

✢✎✏✎✦✓✒✣✗ ✏✑✢✏✑✙✑✗✚✖ ❂✱❂✔✓ ✞ ✘✑ ✒✣✙ ✕✎✏✤✣❄✓✘✏✎✚✣✙ ✚✣✚✎✒✑✙✭ ✑✯✓✘✑✗✕✓✎✗✘✣ ✜✗

✘✓✏✑✕✕✓✣✗✎✦✓✑✗✚✣ ✦✑✚✎✤✖✒✓✕✣ ❄✎✕✓✎ ✒✎ ✎✕✜✦✜✒✎✕✓✖✗ ✘✑✒ ✂❂✲✭✱❂✥✒✜✕✎✗✣✭ ✕✣✦✢✜✑✙✚✣ ✘✑

✓✗✚✑✏✩✙ ✢✎✏✎ ✎✢✒✓✕✎✕✓✣✗✑✙ ✗✜✚✏✎✕✩✜✚✓✕✎✙✭ ✤✓✣✦✩✘✓✕✎✙ ✪ ✑✗ ✘✑✙✎✏✏✣✒✒✣ ✘✑ ✤✓✣✦✎✚✑✏✓✎✒✑✙✫  

✍✣✙ ✤✓✣✑✗✙✎✪✣✙ ✕✣✗ �✁ ✥✛✾✤✜✛ ✑✯✓✘✑✗✕✓✎✏✣✗ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎✙ ✕✣✗✚✏✎✙✚✎✗✚✑✙ ✑✗✚✏✑ ✎✦✤✣✙

✙✓✙✚✑✦✎✙✶ ✒✎✙ ✴✁✮❂✽ ✢✏✣✯✑✗✓✑✗✚✑✙ ✘✑✒ ✕✜✒✚✓✯✣ ✕✣✗ ✕✁ ✜✢✗✣✛✙✤✥ ✦✣✙✚✏✎✏✣✗ ✑✛✑✕✚✣✙

✦✣✘✑✏✎✘✣✙ ✙✣✤✏✑ ✑✒ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣ ✏✎✘✓✕✜✒✎✏✭ ✘✑✢✑✗✘✓✑✗✚✑✙ ✘✑✒ ✚✓✑✦✢✣ ✘✑ ✕✜✒✚✓✯✣ ✪ ✒✎

✘✓✒✜✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎✙ ✴✁✮❂✽✭ ✎✜✗ ✕✜✎✗✘✣ ✒✣✙ ✢✎✏✲✦✑✚✏✣✙ ✛✓✙✓✕✣★✜✳✦✓✕✣✙ ✪ ✦✓✕✏✣✤✓✣✒✖✥✓✕✣✙

✕✜✦✢✒✓✑✏✣✗ ✦✎✪✣✏✓✚✎✏✓✎✦✑✗✚✑ ✕✣✗ ✑✙✚✲✗✘✎✏✑✙ ✓✗✚✑✏✗✎✕✓✣✗✎✒✑✙ ✘✑ ✏✑✛✑✏✑✗✕✓✎ ✢✎✏✎ ✏✑✱✙✣

✎✥✏✳✕✣✒✎✫ ✬✗ ✕✣✗✚✏✎✙✚✑✭ ✒✎✙ ✴✁✮❂✽ ✚✏✎✚✎✘✎✙ ✕✣✗ ✑✒ ✙✓✙✚✑✦✎ ✤✎✙✎✘✣ ✑✗ ☎✁ ✣✙✛✮✤✗✤✥

✢✏✑✙✑✗✚✎✏✣✗ ✳✗✘✓✕✑✙ ✘✑ ✛✓✚✣✚✣❃✓✕✓✘✎✘ ✕✣✦✢✎✚✓✤✒✑✙ ✕✣✗ ✚✣❃✓✕✓✘✎✘ ✗✜✒✎ ✣ ✦✜✪ ✤✎✻✎✭ ✎✜✗★✜✑

✙✓✗ ✕✜✦✢✒✓✏ ✕✣✗ ✚✣✘✣✙ ✒✣✙ ✕✏✓✚✑✏✓✣✙ ✛✓✙✓✕✣★✜✳✦✓✕✣✙ ✏✑✕✣✦✑✗✘✎✘✣✙✫ ✬✙✚✣✙ ✏✑✙✜✒✚✎✘✣✙

✙✜✥✓✑✏✑✗ ★✜✑ ✒✎ ✦✎✪✣✏ ✏✑✦✣✕✓✖✗ ✘✑ ✗✜✚✏✓✑✗✚✑✙ ✑✗ ✑✒ ✙✓✙✚✑✦✎ ✤✎✙✎✘✣ ✑✗ ✕✁ ✜✢✗✣✛✙✤✥ ✪ ✙✜

✦✎✪✣✏ ✘✓✙✢✣✗✓✤✓✒✓✘✎✘ ✏✑✙✓✘✜✎✒ ✑✗ ✑✒ ✙✓✙✚✑✦✎ ✕✣✗ ☎✁ ✣✙✛✮✤✗✤✥ ✢✜✘✓✑✏✣✗ ✓✗✛✒✜✓✏ ✑✗ ✒✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎

✯✑✥✑✚✎✒✭ ✙✓✗ ✘✑✙✕✎✏✚✎✏ ✒✎ ✓✗✕✓✘✑✗✕✓✎ ✘✑ ✕✣✗✚✎✦✓✗✎✗✚✑✙ ✑✙✢✑✕✳✛✓✕✣✙✫ 

✬✗ ✕✣✗✻✜✗✚✣✭ ✑✙✚✎ ✚✑✙✓✙ ✘✑✦✜✑✙✚✏✎ ★✜✑ ✒✎✙ ✴✁✮ ✚✏✎✚✎✘✎✙ ✦✑✘✓✎✗✚✑ ✙✓✙✚✑✦✎✙

✕✣✗✯✑✗✕✓✣✗✎✒✑✙ ✢✜✑✘✑✗ ✓✗✚✑✥✏✎✏✙✑ ✑✗ ✑✙★✜✑✦✎✙ ✘✑ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✚✑✏✕✓✎✏✓✣ ✎✒✥✎✒ ✕✣✗

✤✑✗✑✛✓✕✓✣✙ ✙✓✦✜✒✚✲✗✑✣✙ ✑✗ ✒✎ ✦✑✻✣✏✎ ✘✑ ✒✎ ✕✎✒✓✘✎✘ ✘✑✒ ✑✛✒✜✑✗✚✑ ✪ ✒✎ ✯✎✒✣✏✓✔✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎

✤✓✣✦✎✙✎✫ ✍✣✙ ✏✑✙✜✒✚✎✘✣✙ ✑✯✓✘✑✗✕✓✎✗ ✢✑✏✛✓✒✑✙ ✛✜✗✕✓✣✗✎✒✑✙ ✘✓✛✑✏✑✗✕✓✎✘✣✙ ✑✗✚✏✑ ✕✁ ✜✢✗✣✛✙✤✥

✪ ☎✁ ✣✙✛✮✤✗✤✥✭ ✢✣✏ ✒✣ ★✜✑ ✒✎ ✙✑✒✑✕✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✑✙✢✑✕✓✑ ✪ ✒✎✙ ✕✣✗✘✓✕✓✣✗✑✙ ✘✑ ✕✜✒✚✓✯✣ ✘✑✤✑

✘✑✛✓✗✓✏✙✑ ✑✗ ✛✜✗✕✓✖✗ ✘✑✒ ✣✤✻✑✚✓✯✣ ✢✏✓✣✏✓✚✎✏✓✣✫ ✬✗ ✑✙✚✑ ✦✎✏✕✣✭ ✒✎ ✓✗✕✣✏✢✣✏✎✕✓✖✗ ✘✑

✤✓✣✑✗✙✎✪✣✙ ✕✣✗ �✁ ✥✛✾✤✜✛ ✢✑✏✦✓✚✓✖ ✑✯✎✒✜✎✏ ✒✎ ✎✢✚✓✚✜✘ ✤✓✣✒✖✥✓✕✎ ✘✑ ✒✎✙ ✎✥✜✎✙ ✏✑✙✓✘✜✎✒✑✙

✚✏✎✚✎✘✎✙ ✢✎✏✎ ✙✜ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒ ✏✑✱✙✣ ✎✥✏✳✕✣✒✎✭ ✕✣✦✣ ✜✗✎ ✎✢✏✣❃✓✦✎✕✓✖✗ ✕✣✦✢✒✑✦✑✗✚✎✏✓✎✭ ★✜✑
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✘✑✤✑✏✳✎ ✓✗✚✑✥✏✎✏✙✑ ✕✣✗ ✎✗✲✒✓✙✓✙ ✦✓✕✏✣✤✓✣✒✖✥✓✕✣✙ ✦✲✙ ✑✙✢✑✕✳✛✓✕✣✙ ✢✎✏✎ ✜✗✎ ✑✯✎✒✜✎✕✓✖✗

✙✎✗✓✚✎✏✓✎ ✕✣✦✢✒✑✚✎✫ ✵✓✗✎✒✦✑✗✚✑✭ ✑✒ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏ ✑✗✔✓✦✲✚✓✕✣ ✕✣✗✙✚✓✚✜✪✑ ✜✗✎ ❄✑✏✏✎✦✓✑✗✚✎
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✣✢✑✏✎✚✓✯✣✫ ✬✗ ✙✳✗✚✑✙✓✙✭ ✑✒ ✚✏✎✤✎✻✣ ✎✢✣✏✚✎ ✤✎✙✑✙ ✑❃✢✑✏✓✦✑✗✚✎✒✑✙ ✪ ✕✏✓✚✑✏✓✣✙ ✘✑ ✘✓✙✑✧✣ ✢✎✏✎

✑✒ ✘✑✙✎✏✏✣✒✒✣ ✘✑ ✑✙✚✏✎✚✑✥✓✎✙ ✓✗✚✑✥✏✎✘✎✙ ✘✑ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✚✑✏✕✓✎✏✓✣✭ ✏✑✱✙✣ ✘✑✒ ✎✥✜✎ ✪

✯✎✒✣✏✓✔✎✕✓✖✗ ✘✑ ✤✓✣✦✎✙✎✭ ✣✏✓✑✗✚✎✘✎✙ ✎✒ ✎✯✎✗✕✑ ❄✎✕✓✎ ✑✙★✜✑✦✎✙ ✘✑ ✑✕✣✗✣✦✳✎ ✕✓✏✕✜✒✎✏ ✑✗

✒✎ ✥✑✙✚✓✖✗ ✙✣✙✚✑✗✓✤✒✑ ✘✑ ✴✁✮✫  
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 ��✌☛✂☎✞☛ 

✮✏✤✎✗ �✎✙✚✑�✎✚✑✏ ✾✮❈❈❀ ✦✎✗✎✥✑✦✑✗✚ ✓✙ ✎ ✢✏✓✣✏✓✚✪ ✕❄✎✒✒✑✗✥✑ ✛✣✏ ✢✏✣✚✑✕✚✓✗✥ ✢✜✤✒✓✕

❄✑✎✒✚❄ ✎✗✘ ✎★✜✎✚✓✕ ✑✕✣✙✪✙✚✑✦✙✭ ✢✎✏✚✓✕✜✒✎✏✒✪ ✓✗ ✏✑✥✓✣✗✙ �❄✑✏✑ ✙✎✗✓✚✎✚✓✣✗ ✙✪✙✚✑✦✙ ✢✑✏✛✣✏✦

✓✗✕✣✗✙✓✙✚✑✗✚✒✪ ✣✏ ✓✗✎✘✑★✜✎✚✑✒✪✫ ✼✗ ✴✏✥✑✗✚✓✗✎✭ ✎✢✢✏✣❃✓✦✎✚✑✒✪ ✳✓✞ ✣✛ ✕✣✒✒✑✕✚✑✘ ✑✛✛✒✜✑✗✚✙ ✘✣

✗✣✚ ✏✑✕✑✓✯✑ ✎✘✑★✜✎✚✑ ✚✏✑✎✚✦✑✗✚ ✤✑✛✣✏✑ ✘✓✙✕❄✎✏✥✑✭ �✓✚❄ ✑❃✚✑✗✙✓✯✑ ✙✚✎✤✓✒✓✔✎✚✓✣✗ ✢✣✗✘✙❂

✤✎✙✑✘ ✚✑✕❄✗✣✒✣✥✓✑✙ ✢✏✑✘✣✦✓✗✎✚✓✗✥✫ ✼✗ ✚❄✓✙ ✕✣✗✚✑❃✚✭ ✎✗✘ �✓✚❄✓✗ ✎ ✕✓✏✕✜✒✎✏ ✑✕✣✗✣✦✪

✛✏✎✦✑�✣✏✺✭ ✚✑✏✚✓✎✏✪ ✚✏✑✎✚✦✑✗✚ ✜✙✓✗✥ ✦✓✕✏✣✎✒✥✎✑ ✑✦✑✏✥✑✙ ✎✙ ✎ ✘✜✎✒❂✢✣✚✑✗✚✓✎✒ ✎✒✚✑✏✗✎✚✓✯✑✶

✓✦✢✏✣✯✓✗✥ ✚❄✑ ★✜✎✒✓✚✪ ✣✛ ✑✛✛✒✜✑✗✚✙ ✚✏✑✎✚✑✘ ✤✪ ✕✣✗✯✑✗✚✓✣✗✎✒ ✙✪✙✚✑✦✙ ✎✗✘ ✯✎✒✣✏✓✔✓✗✥ ✚❄✑

✥✑✗✑✏✎✚✑✘ ✤✓✣✦✎✙✙ ✤✪ ✏✑✕✣✯✑✏✓✗✥ ✕✣✦✢✣✜✗✘✙ ✣✛ ✤✓✣✚✑✕❄✗✣✒✣✥✓✕✎✒ ✓✗✚✑✏✑✙✚✫

✹✓✦✜✒✚✎✗✑✣✜✙✒✪✭ ✚❄✑ ✘✑✯✑✒✣✢✦✑✗✚ ✣✛ ✎✕✕✑✙✙✓✤✒✑ ✎✗✎✒✪✚✓✕✎✒ ✚✣✣✒✙ ✓✙ ✺✑✪ ✛✣✏ ✑✗✯✓✏✣✗✦✑✗✚✎✒

✦✣✗✓✚✣✏✓✗✥ ✎✗✘ ✣✢✑✏✎✚✓✣✗✎✒ ✘✑✕✓✙✓✣✗❂✦✎✺✓✗✥✫ 

✽❄✓✙ ✚❄✑✙✓✙ ✕❄✎✏✎✕✚✑✏✓✔✑✘ ✮❈❈ ✛✏✣✦ ✹✎✗ �✜✙✚✣ ✽✏✑✎✚✦✑✗✚ ✹✒✎✗✚ ✾✹✎✗✚✎ ✵✑✭ ✴✏✥✑✗✚✓✗✎❆

✹�✽✹❀✭ ✑✯✎✒✜✎✚✓✗✥ ✚❄✑ ✏✎� ✑✛✛✒✜✑✗✚ ✎✗✘ ✚❄✑ ✑✛✛✒✜✑✗✚ ✎✚ ✚❄✑ ✒✎✥✣✣✗ ✙✪✙✚✑✦ ✣✜✚✒✑✚ ✢✏✓✣✏ ✚✣

✕❄✒✣✏✓✗✎✚✓✣✗✭ ✘✜✏✓✗✥ ✚�✣ ✙✑✎✙✣✗✎✒ ✢✑✏✓✣✘✙ ✾�✓✗✚✑✏ ✎✗✘ ✙✢✏✓✗✥❂✙✜✦✦✑✏❀ ✎✗✘ ✣✯✑✏ ✚�✣

✪✑✎✏✙✭ ✓✗ ✏✑✒✎✚✓✣✗ ✚✣ ✕✣✦✢✒✓✎✗✕✑ �✓✚❄ ✒✣✕✎✒ ✏✑✥✜✒✎✚✓✣✗✙✫ ✴✘✘✓✚✓✣✗✎✒✒✪✭ ✒✎✤✣✏✎✚✣✏✪❂✙✕✎✒✑

✤✓✣✏✑✦✑✘✓✎✚✓✣✗ ✎✙✙✎✪✙ �✑✏✑ ✕✣✗✘✜✕✚✑✘ ✓✗✘✑✢✑✗✘✑✗✚✒✪ �✓✚❄ ✕✖✗✘✙✚✗✗✛ ✜✢✗✣✛✙✤✥ ✎✗✘

☎✢✣✗✚✧✛ ✣✙✛✮✤✗✤✥✭ ✙✑✒✑✕✚✑✘ ✛✣✏ ✚❄✑✓✏ ✎✤✓✒✓✚✪ ✚✣ ✥✏✣� ✜✗✘✑✏ ✣✏✥✎✗✓✕❂✏✓✕❄ ✕✣✗✘✓✚✓✣✗✙✭ ✚❄✑✓✏

✦✑✚✎✤✣✒✓✕ ✛✒✑❃✓✤✓✒✓✚✪✭ ✎✗✘ ✚❄✑✓✏ ✢✣✚✑✗✚✓✎✒ ✚✣ ✎✕✕✜✦✜✒✎✚✑ ✯✎✒✜✎✤✒✑ ✦✑✚✎✤✣✒✓✚✑✙✫  

✼✗ ✤✣✚❄ ✙✪✙✚✑✦✙✭ ✢✏✑✒✓✦✓✗✎✏✪ ✑❃✢✣✙✜✏✑ ✎✙✙✎✪✙ �✑✏✑ ✢✑✏✛✣✏✦✑✘ �✓✚❄ ✛✓✯✑ ✓✗✕✏✑✎✙✓✗✥

✕✣✗✕✑✗✚✏✎✚✓✣✗✙ ✣✛ ✮❈❈ ✾✲✓❂✲✓✓✞ ✯✷✯❀✭ ✘✓✒✜✚✑✘ ✓✗ ✏✑✛✑✏✑✗✕✑ ✕✜✒✚✜✏✑ ✦✑✘✓✎ ✛✣✏ ✑✎✕❄

✦✓✕✏✣✎✒✥✎✭ ✚✣ ✘✑✚✑✏✦✓✗✑ ✚❄✑ ✣✢✚✓✦✎✒ �✣✏✺✓✗✥ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✚✓✣✗✫ ✼✗ ✚❄✓✙ ✙✚✎✥✑✭ ✎✒✥✎✒ ✥✏✣�✚❄

✎✗✘ ✢❄✪✙✓✣✒✣✥✪ ✯✎✏✓✎✤✒✑✙ ✾✘✑✗✙✓✚✪✭ ✥✏✣�✚❄ ✏✎✚✑✭ ✤✓✣✯✣✒✜✦✑✭ ✢✓✥✦✑✗✚✙✭ ✎✗✘ ✢✏✣✚✑✓✗✙❀ ✎✗✘

✣❃✓✘✎✚✓✯✑ ✙✚✏✑✙✙ ✤✓✣✦✎✏✺✑✏✙ ✾✕✎✚✎✒✎✙✑✭ ✥✒✜✚✎✚❄✓✣✗✑ ✹❂✚✏✎✗✙✛✑✏✎✙✑✭ ✎✗✘ ✦✎✒✣✗✘✓✎✒✘✑❄✪✘✑❀

�✑✏✑ ★✜✎✗✚✓✛✓✑✘❆ ✓✗ ☎✁ ✣✙✛✮✤✗✤✥✭ ✢✎✏✎✦✪✒✣✗ ✾✂❂✲✭✱❂✥✒✜✕✎✗❀ ★✜✎✗✚✓✛✓✕✎✚✓✣✗ �✎✙ ✎✒✙✣ ✓✗✕✒✜✘✑✘✫

✽❄✑ ✏✑✙✜✒✚✙ �✑✏✑ ✓✗✚✑✥✏✎✚✑✘ ✜✙✓✗✥ ✢✏✓✗✕✓✢✎✒ ✕✣✦✢✣✗✑✗✚ ✎✗✎✒✪✙✓✙ ✾✹✷✴❀ ✚✣ ✓✘✑✗✚✓✛✪

✏✑✙✢✣✗✙✑ ✢✎✚✚✑✏✗✙ ✎✙✙✣✕✓✎✚✑✘ �✓✚❄ ✑✛✛✒✜✑✗✚ ✕❄✎✏✎✕✚✑✏✓✙✚✓✕✙✫ ✹✜✤✙✑★✜✑✗✚✒✪✭ ✤✓✣✏✑✦✑✘✓✎✚✓✣✗

✎✙✙✎✪✙ �✑✏✑ ✕✣✗✘✜✕✚✑✘ ✎✚ ✚❄✑ ✙✑✒✑✕✚✑✘ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✚✓✣✗✭ ✎✙✙✑✙✙✓✗✥ ✏✑✘✜✕✚✓✣✗✙ ✓✗ ✤✓✣✒✣✥✓✕✎✒

✣❃✪✥✑✗ ✘✑✦✎✗✘ ✾✶✿✸❀✭ ✕❄✑✦✓✕✎✒ ✣❃✪✥✑✗ ✘✑✦✎✗✘ ✾✷✿✸❀✭ ✓✗✣✏✥✎✗✓✕ ✗✜✚✏✓✑✗✚✙

✾✎✦✦✣✗✓✜✦✭ ✗✓✚✏✎✚✑✭ ✗✓✚✏✓✚✑✭ ✎✗✘ ✢❄✣✙✢❄✣✏✜✙❀✭ ✎✗✘ ✚✣✚✎✒ ✎✗✘ ✛✑✕✎✒ ✕✣✒✓✛✣✏✦✙✭ ✎✒✣✗✥ �✓✚❄

✚❄✑ ✤✓✣✕❄✑✦✓✕✎✒ ✕❄✎✏✎✕✚✑✏✓✔✎✚✓✣✗ ✣✛ ✚❄✑ ✤✓✣✦✎✙✙✶ ✢✏✣✚✑✓✗✙✭ ✚✣✚✎✒ ✕✎✏✤✣❄✪✘✏✎✚✑✙✭ ✒✓✢✓✘✙✭

✛✎✚✚✪ ✎✕✓✘ ✢✏✣✛✓✒✑✭ ✎✗✘ ✎✙✚✎❃✎✗✚❄✓✗ ✓✗ ✷✫ ✯✜✒✥✎✏✓✙❆ ✎✗✘ ✚✣✚✎✒ ✕✎✏✤✣❄✪✘✏✎✚✑✙ ✎✗✘ ✢✎✏✎✦✪✒✣✗

✾✂❂✲✭✱❂✥✒✜✕✎✗❀ ✓✗ ☎✁ ✣✙✛✮✤✗✤✥✫ ✼✗ ✎✘✘✓✚✓✣✗✭ ✎✗ ✎✕✜✚✑ ✢❄✪✚✣✚✣❃✓✕✓✚✪ ✤✓✣✎✙✙✎✪ ✜✙✓✗✥ �✛✮✾✢✮✛

✥✛✾✤✜✛ �✎✙ ✓✗✕✣✏✢✣✏✎✚✑✘ ✚✣ ✎✗✎✒✪✔✑ ✚❄✑ ✙✜✓✚✎✤✓✒✓✚✪ ✣✛ ✚❄✑ ✚✏✑✎✚✑✘ �✎✙✚✑�✎✚✑✏ ✛✏✣✦ ✑✎✕❄

✎✒✥✎✒ ✙✪✙✚✑✦ ✛✣✏ ✢✣✚✑✗✚✓✎✒ ✎✥✏✓✕✜✒✚✜✏✎✒ ✏✑✜✙✑✫ ✴✙ ✎ ✕✣✦✢✒✑✦✑✗✚✎✏✪ ✎✢✢✏✣✎✕❄✭ ✎✗

✑✒✑✕✚✏✣✕❄✑✦✓✕✎✒ ✑✗✔✪✦✎✚✓✕ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏ �✎✙ ✘✑✯✑✒✣✢✑✘ ✛✣✏ ✚❄✑ ✘✑✚✑✕✚✓✣✗ ✣✛ ✢❄✑✗✣✒✓✕

✕✣✦✢✣✜✗✘✙✭ ✘✑✙✓✥✗✑✘ ✛✣✏ ✑✗✯✓✏✣✗✦✑✗✚✎✒ ✦✣✗✓✚✣✏✓✗✥ ✣✛ ✮❈❈✙✭ �✓✚❄ ✚❄✑ ✎✓✦ ✣✛
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✛✣✏ ✢❄✑✗✣✒✙✫ 

✷❄✎✏✎✕✚✑✏✓✔✎✚✓✣✗ ✣✛ ✚❄✑ ✮❈❈ ✛✏✣✦ ✚❄✑ ✹�✽✹ ✓✗✘✓✕✎✚✑✘ ✚❄✎✚✭ ✘✑✙✢✓✚✑ ✓✦✢✏✣✯✑✦✑✗✚✙ ✓✗

✦✣✙✚ ✢❄✪✙✓✕✣✕❄✑✦✓✕✎✒ ✎✗✘ ✤✎✕✚✑✏✓✣✒✣✥✓✕✎✒ ✢✎✏✎✦✑✚✑✏✙ ✎✒✣✗✥ ✚❄✑ ✒✎✥✣✣✗ ✙✪✙✚✑✦✭ ✚❄✑
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✕✣✗ ✜✗ ✒✳✦✓✚✑ ✣✤✒✓✥✎✚✣✏✓✣ ✘✑ ✓✭✓✔ ✦✥ ✍✂✄ ✾✔✓ ✁✥ ✍✂✄❀ ✪ ✜✗ ✒✳✦✓✚✑ ✙✓✗ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✘✑ ✓✭✔ ✦✥

✍✂✄ ✾✔✓✓ ✁✥ ✍✂✄❀✫  
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�✁✂✄✁ ☎✆ ✝✞✟✠✡☛☞✟✌✍ ✎☛✏✑✍✎✞✒✌✍ ✓✞✟✞ ✎✞ ✒☛✍✔✞✟✏✞ ✒☛ ☛✕✎✖☛✗☞☛✍ ✔✎✌✞✔✞✎☛✍ ☛✗ ✎✞ ✓✟✌✘✑✗✔✑✞ ✒☛

✙✞✗☞✞ ✚☛✛ ✍☛✏✜✗ ✎✞ ✢☛✣ ✤✥ ✦✦✧★★✩ ✪✫✗☛✬✌ ✭✮ ✪✯✌✰✑☛✟✗✌ ✒☛ ✎✞ ✓✟✌✘✑✗✔✑✞ ✒☛ ✙✞✗☞✞ ✚☛✛ ✦✱✱✲✮✧ 

Parámetro Límite obligatorio 

Temperatura 45 °C 

pH 7,5 < pH < 8,5 

Cadmio 0,1 mg L-1 Cd 

Cromo 0,2 mg L-1 Cr 

Plomo 0,5 mg L-1 Pb 

Arsénico 0,5 mg L-1 As 

Mercurio 0,005 mg L-1 Hg 

Fenoles 0,05 mg L-1 C6H5OH 

DQO 125 mg L-1 O2 

DBO 50 mg L-1 O2 

Sulfuros 1 mg L-1 

SST 60 mg L-1 

Amonio 25 mg L-1 N 

Fósforo 2 mg L-1 P 

Bacterias coliformes totales 5x103 NMP 100 mL-1 

Bacterias coliformes fecales 1x103 NMP 100 mL-1 

 

 ✌✸✌✸✖ ✢✟✞☞✂☛☞ ✆☞✙✟✞✠✡✆✔✞☞  

✍✎✙ ✴✁✮ ✕✣✗✙✚✓✚✜✪✑✗ ✜✗✎ ✦✎✚✏✓✔ ✎✦✤✓✑✗✚✎✒ ✕✣✦✢✒✑✻✎ ✕✜✪✎ ✕✣✦✢✣✙✓✕✓✖✗ ✏✑✛✒✑✻✎✭ ✑✗

✥✏✎✗ ✦✑✘✓✘✎✭ ✑✒ ✕✣✦✢✣✏✚✎✦✓✑✗✚✣✭ ✑✒ ✚✓✢✣ ✘✑ ✕✣✗✙✜✦✣ ✪ ✑✒ ✑✙✚✓✒✣ ✘✑ ✯✓✘✎ ✘✑ ✒✎ ✢✣✤✒✎✕✓✖✗✭

✎✙✳ ✕✣✦✣ ✒✎✙ ✕✣✗✘✓✕✓✣✗✑✙ ✒✣✕✎✒✑✙ ✘✑ ✥✑✙✚✓✖✗ ✪ ✏✑✥✜✒✎✕✓✖✗✫ ✼✗✕✒✜✪✑✗ ✢✏✓✗✕✓✢✎✒✦✑✗✚✑

✦✎✚✑✏✓✎ ✣✏✥✲✗✓✕✎ ✤✓✣✘✑✥✏✎✘✎✤✒✑✭ ✗✜✚✏✓✑✗✚✑✙✭ ✘✑✚✑✏✥✑✗✚✑✙✭ ✎✕✑✓✚✑✙ ✪ ✥✏✎✙✎✙✭

✦✓✕✏✣✣✏✥✎✗✓✙✦✣✙ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒✦✑✗✚✑ ✢✎✚✖✥✑✗✣✙ ✪✭ ✑✗ ✕✓✑✏✚✣✙ ✕✣✗✚✑❃✚✣✙✭ ✦✑✚✎✒✑✙ ✪

✕✣✦✢✜✑✙✚✣✙ ✣✏✥✲✗✓✕✣✙ ✘✑ ✢✏✑✣✕✜✢✎✕✓✖✗ ✎✦✤✓✑✗✚✎✒ ✾❁✑✗✔✑ ✑ ✷✣✦✑✎✜✭ ✒✓✓✵❆ ✴✏✣✏✎ ✑✚

✎✒✫✭ ✒✓✒✓❀✫ ✬✗ ✕✣✗✙✑✕✜✑✗✕✓✎✭ ✙✜ ✘✑✙✕✎✏✥✎ ✙✓✗ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✣ ✕✣✗ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✓✗✙✜✛✓✕✓✑✗✚✑

✢✜✑✘✑ ✥✑✗✑✏✎✏ ✘✑✚✑✏✓✣✏✣ ✘✑ ✒✎ ✕✎✒✓✘✎✘ ✘✑✒ ✎✥✜✎✭ ✘✑✙✑★✜✓✒✓✤✏✓✣✙ ✑✗ ✑✕✣✙✓✙✚✑✦✎✙ ✎✕✜✲✚✓✕✣✙

✪ ✏✓✑✙✥✣✙ ✢✎✏✎ ✒✎ ✙✎✒✜✘ ❄✜✦✎✗✎✭ ✑✗✚✏✑ ✣✚✏✣✙ ✑✛✑✕✚✣✙ ✎✘✯✑✏✙✣✙ ✏✑✢✣✏✚✎✘✣✙ ✢✎✏✎ ✕✜✑✏✢✣✙

✏✑✕✑✢✚✣✏✑✙ ✑❃✢✜✑✙✚✣✙ ✎ ✑✛✒✜✑✗✚✑✙ ✕✣✦✢✒✑✻✣✙ ✾✁✎✻✎✙✜✒✣✕❄✎✗✎ ✑ ✹✏✑✑✚❄✪✭ ✒✓✲❃❆ ✁✑✗✣ ✑✚

✎✒✫✭ ✒✓✒✒❆ ✶✎✒✘✓✙✙✑✏✣✚✚✣ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒✱❀✫ 

✬✒ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✘✑ ✑✛✒✜✑✗✚✑✙ ✜✏✤✎✗✣✙ ✚✓✑✗✑ ✑✒ ✣✤✻✑✚✓✯✣ ✘✑ ✑✯✓✚✎✏ ✘✎✧✣✙ ✎

✎✤✎✙✚✑✕✓✦✓✑✗✚✣✙ ✢✱✤✒✓✕✣✙✭ ✢✏✓✯✎✘✣✙ ✑ ✓✗✘✜✙✚✏✓✎✒✑✙✭ ✢✏✑✯✑✗✓✏ ✢✑✏✻✜✓✕✓✣✙ ✎ ✎✕✚✓✯✓✘✎✘✑✙

✢✓✙✕✳✕✣✒✎✙✭ ✦✓✗✓✦✓✔✎✏ ✓✦✢✎✕✚✣✙ ✙✣✤✏✑ ✒✎ ✎✥✏✓✕✜✒✚✜✏✎ ✪ ✑✯✓✚✎✏ ✒✎ ✘✑✙✯✎✒✣✏✓✔✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✚✓✑✏✏✎✭

✎✘✑✦✲✙ ✘✑ ✏✑✘✜✕✓✏ ✒✣✙ ✓✦✢✎✕✚✣✙ ✙✣✤✏✑ ✒✣✙ ✑✕✣✙✓✙✚✑✦✎✙ ✾✰✜✧✑✔✭ ✒✓✲✱❀✫  



✄✄ 

 

✍✎ ✦✎✚✑✏✓✎ ✣✏✥✲✗✓✕✎ ✢✏✑✙✑✗✚✑ ✑✗ ✒✎✙ ✴✁✮ ✢✜✑✘✑ ✎✛✑✕✚✎✏ ✑✒ ✑★✜✓✒✓✤✏✓✣ ✘✑ ✒✣✙

✑✕✣✙✓✙✚✑✦✎✙ ✏✑✕✑✢✚✣✏✑✙ ✎✒ ✓✗✕✏✑✦✑✗✚✎✏ ✒✎ ✘✑✦✎✗✘✎ ✘✑ ✣❃✳✥✑✗✣✭ ✕✣✗ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒

✘✓✙✦✓✗✜✕✓✖✗ ✘✑✒ ✿✸ ✪ ✑✛✑✕✚✣✙ ✙✣✤✏✑ ✕✣✦✜✗✓✘✎✘✑✙ ✎✕✜✲✚✓✕✎✙ ✾✴✺✓✗✗✎�✣✭ ✒✓✒✱❀✫ ✹✣✏ ✑✒✒✣✭

✘✣✙ ✢✎✏✲✦✑✚✏✣✙ ✥✒✣✤✎✒✑✙ ✙✑ ✕✣✗✙✓✘✑✏✎✗ ✕✑✗✚✏✎✒✑✙ ✑✗ ✑✒ ✦✣✗✓✚✣✏✑✣✶ ✸✶✿✭ ★✜✑ ✏✑✢✏✑✙✑✗✚✎

✒✎ ✛✏✎✕✕✓✖✗ ✤✓✣✘✑✥✏✎✘✎✤✒✑✭ ✪ ✸✆✿✭ ★✜✑ ✎✢✏✣❃✓✦✎ ✒✎ ✕✎✏✥✎ ✣✏✥✲✗✓✕✎ ✚✣✚✎✒ ✣❃✓✘✎✤✒✑ ✾✍✓✦✎

✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒✓❆ ✹✣✗✣✗✑ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒✲❀✫ ✷✣✦✣ ✕✣✦✢✒✑✦✑✗✚✣✭ ✑✒ �✗✘✓✕✑ ✘✑ ✤✓✣✘✑✥✏✎✘✎✤✓✒✓✘✎✘

✾✼✶ ✁ ✸✶✿✷✸✆✿❀ ✢✑✏✦✓✚✑ ✏✑✒✎✕✓✣✗✎✏ ✒✎ ✛✏✎✕✕✓✖✗ ✤✓✣✘✑✥✏✎✘✎✤✒✑ ✏✑✙✢✑✕✚✣ ✘✑ ✒✎ ✕✎✏✥✎ ✚✣✚✎✒

✪ ✕✣✗✙✚✓✚✜✪✑ ✜✗ ✓✗✘✓✕✎✘✣✏ ✱✚✓✒ ✢✎✏✎ ✓✗✛✑✏✓✏ ✕✎✦✤✓✣✙ ✑✗ ✒✎ ✗✎✚✜✏✎✒✑✔✎ ✘✑✒ ✑✛✒✜✑✗✚✑ ✎ ✒✣ ✒✎✏✥✣

✘✑✒ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✾✶✑✘✣✪✎ ✹✩✏✑✔ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✲❂❀✫ ✬✗ ✑✙✚✑ ✕✎✢✳✚✜✒✣✭ ✙✑ ✜✚✓✒✓✔✎ ✑✒ ✼✶ ✢✎✏✎ ✑✯✎✒✜✎✏

✒✎ ✑✯✣✒✜✕✓✖✗ ✘✑✒ ✑✛✒✜✑✗✚✑ ✘✑✙✘✑ ✑✒ ✓✗✥✏✑✙✣ ❄✎✕✓✎ ✑✒ ✑✛✒✜✑✗✚✑ ✚✏✎✚✎✘✣ ✑✗ ✍✵✹✫ 

✹✣✏ ✙✜ ✢✎✏✚✑✭ ✑✒ ✗✓✚✏✖✥✑✗✣ ✪ ✛✖✙✛✣✏✣ ✢✜✑✘✑✗ ✑✙✚✎✏ ✢✏✑✙✑✗✚✑✙ ✑✗ ✒✎✙ ✴✁✮ ✑✗ ✛✣✏✦✎✙

✓✗✣✏✥✲✗✓✕✎✙✭ ✦✎✪✣✏✓✚✎✏✓✎✦✑✗✚✑ ✕✣✦✣ ✎✦✣✗✓✣ ✪ ✣✏✚✣✛✣✙✛✎✚✣✙ ✾✶✎✒✘✓✙✙✑✏✣✚✚✣ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒✱❆

✿✏✚✑✥✎❂✶✒✎✙ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒✔❀✫ ✍✎ ✘✑✙✕✎✏✥✎ ✘✑ ✑✛✒✜✑✗✚✑✙ ✕✣✗ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✣✗✑✙ ✑✒✑✯✎✘✎✙ ✘✑

✗✜✚✏✓✑✗✚✑✙ ✑✗ ✕✜✑✏✢✣✙ ✏✑✕✑✢✚✣✏✑✙ ✙✑ ✎✙✣✕✓✎ ✎ ✢✏✣✕✑✙✣✙ ✘✑ ✑✜✚✏✣✛✓✔✎✕✓✖✗✭ ✢✏✣✒✓✛✑✏✎✕✓✣✗✑✙

✎✒✥✎✒✑✙✭ ✑✜✚✏✣✛✓✔✎✕✓✖✗ ✪ ✣✚✏✣✙ ✘✑✙✑★✜✓✒✓✤✏✓✣✙ ✑✕✣✒✖✥✓✕✣✙✭ ✕✣✗ ✢✩✏✘✓✘✎ ✘✑ ✕✎✒✓✘✎✘ ✘✑✒ ✎✥✜✎

✪ ✏✓✑✙✥✣✙ ✘✑✏✓✯✎✘✣✙❆ ✎✘✑✦✲✙✭ ✑✙✚✣✙ ✕✣✦✢✜✑✙✚✣✙ ✢✜✑✘✑✗ ✏✑✢✏✑✙✑✗✚✎✏ ✜✗ ✘✑✙✎✛✳✣

✣✢✑✏✎✚✓✯✣ ✢✎✏✎ ✑✒ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✾✷✎✓ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✲✱❆ ✺✜✒✘❄✑ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✲✳❀✫ 

✍✎✙✴✁✮ ✚✎✦✤✓✩✗ ✢✜✑✘✑✗ ✕✣✗✚✑✗✑✏ ✑✒✑✦✑✗✚✣✙ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒✦✑✗✚✑ ✚✖❃✓✕✣✙ ✕✣✦✣ ✎✏✙✩✗✓✕✣✭

✕✎✘✦✓✣✭ ✕✏✣✦✣✭ ✕✣✤✏✑✭ ✢✒✣✦✣✭ ✦✑✏✕✜✏✓✣✭ ✔✓✗✕✭ ✑✗✚✏✑ ✣✚✏✣✙ ✦✑✚✎✒✑✙✫ ✴✜✗★✜✑ ✎✒✥✜✗✣✙
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✒✓✒✒✫  

✍✣✙ ✢✎✏✲✦✑✚✏✣✙ ✤✎✕✚✑✏✓✣✒✖✥✓✕✣✙ ✙✜✢✑✏✎✏✣✗ ✑✗ ✚✣✘✣✙ ✒✣✙ ✕✎✙✣✙ ✒✣✙ ✗✓✯✑✒✑✙ ✦✲❃✓✦✣✙

✑✙✚✎✤✒✑✕✓✘✣✙ ✢✣✏ ✒✎ ✍✑✪❆ ✙✓✗ ✑✦✤✎✏✥✣✭ ✙✑ ✘✑✤✑ ✕✣✗✙✓✘✑✏✎✏ ★✜✑ ✒✎✙ ✦✜✑✙✚✏✎✙ ✘✑ ✑✛✒✜✑✗✚✑

✛✜✑✏✣✗ ✏✑✕✣✒✑✕✚✎✘✎✙ ✢✏✑✯✓✣ ✎ ✙✜ ✓✗✥✏✑✙✣ ✎ ✒✎ ✷✷✭ ✘✣✗✘✑ ✑✙✚✣✙ ✢✎✏✲✦✑✚✏✣✙ ✙✑✏✳✎✗

✕✣✏✏✑✥✓✘✣✙✫ 

✵✓✗✎✒✦✑✗✚✑✭ ✑✗ ✒✎ ✽✎✤✒✎ ✱ ✙✑ ✢✏✑✙✑✗✚✎✗ ✒✎✙ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✣✗✑✙ ✘✑ ✦✑✚✎✒✑✙ ✢✑✙✎✘✣✙

✪ ✎✏✙✩✗✓✕✣ ✦✑✘✓✘✎✙ ✑✗ ✑✒ ✬✷✫ ✸✑ ✚✣✘✣✙ ✒✣✙ ✑✒✑✦✑✗✚✣✙ ✎✗✎✒✓✔✎✘✣✙✭ ✙✖✒✣ ✙✑ ✘✑✚✑✕✚✖

✎✏✙✩✗✓✕✣✭ ✑✒ ✕✜✎✒ ✗✣ ✙✜✢✑✏✖ ✑✗ ✗✓✗✥✱✗ ✦✜✑✙✚✏✑✣ ✑✒ ✒✳✦✓✚✑ ✣✤✒✓✥✎✚✣✏✓✣ ✑✙✚✎✤✒✑✕✓✘✣ ✢✣✏ ✒✎

✗✣✏✦✎ ✯✓✥✑✗✚✑ ✾✓✭✔ ✦✥ ✍✂✄❀✫
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✞✍☛ ✆ ✞☛✡✞✗✒✞ ☛✖✁✡✑✔✞ ✒☛ ✌✬✁✏☛✗✌✟ ✞✭☛☞✆ ✞☛✡✞✗✒✞ ✰✑✌✎✟✏✑✔✞ ✒☛ ✌✬✁✏☛✗✌✟ ✞✭ ✆ ✌✗✒✑✔☛ ✒☛ ✰✑✌✒☛✏✟✞✒✞✰✑✎✑✒✞✒✟ ✙✙✍ ✆ ✙✟✎✑✒✌✍ ✍✖✍✓☛✗✒✑✒✌✍ ☞✌☞✞✎☛✍✟ ✢✞ ✆

✢✁✡✑☞☛ ✒☛ ✒☛☞☛✔✔✑✟✗✧  

Parámetros 

Período de muestreo 

Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023 

EC LFS EC LFS EC LFS EC LFS 

pH 7,5 ± 0,4 7,6 ± 0,1 7,7 ± 0,2 7,7 ± 0,1 7,9 ± 0,3 7,9 ± 0,2 7,6 ± 0,3 8,0 ± 0,5 

DQO (mg L-1) 1055 ± 1122a 155 ± 5a 421 ± 185a 191 ± 5a 450 ± 99a 187 ± 16a 428 ± 99a 183 ± 32a 

DBO5 (mg L-1) 533 ± 596a 43 ± 2 190 ± 80a 38 ± 10 196 ± 68a 37 ± 2 196 ± 48a 34 ± 13 

IB 0,48 ± 0,03 0,27 ± 0,01 0,45 ± 0,01 0,20 ± 0,05 0,43 ± 0,07 0,20 ± 0,01 0,46 ± 0,02 0,18 ± 0,05 

Sulfuros (mg L-1) 3 ± 3a < LD (0,02) 2 ± 1a < LD (0,02) 1,3 ± 0,3a < LD (0,02) 3 ± 4a < LD (0,02) 

SST (mg L-1) 420 ± 610a 44 ± 5 86 ± 41a 44 ± 28 93 ± 10a 94 ± 62a 40 ± 27 57 ± 23 

Nitrato (mg L-1 N) 3,0 ± 0,7 5 ± 1 < LD (0,41) 15 ± 11 < LD (0,41) 19 ± 20 < LD (0,41) 103 ± 65 

Nitrito (mg L-1 N)  0,025* 0,02 ± 0,01 < LD (0,01) 5 ± 2 < LD (0,01) 0,9 ± 0,6 < LD (0,01) 4 ± 4 

Amonio (mg L-1 N) 65 ± 9a 40 ± 5a 11 ± 8 13 ± 8 21 ± 20 10 ± 8 81 ± 39a 44 ± 45a 

Fósforo (mg L-1 P) 4 ± 2a 4 ± 2a 3 ± 2a 3 ± 3a 4,0 ± 0,5a 1,7 ± 0,4 2,6 ± 0,7a 2,1 ± 0,8a 

Bacterias 

coliformes totales 

(NMP 100 mL-1) 

3x107 ± 2x107a 2x106 ± 1x106a 3x107 ± 1x107a 2x105 ± 2x105a 1,8x107 ± 0,6x107a 3x105 ± 2x105a 7x107 ± 4x107a 6x104 ± 2x104a 

Bacterias 

coliformes fecales 

(NMP 100 mL-1) 

1,1x107 ± 0,7x107a 9x104 ± 1x104a 1,2x107 ± 0,9x107a 2x104 ± 2x104a 8x106 ± 3x106a 4x104 ± 3x104a 5x107 ± 5x107a 2x104 ± 2x104a 

✎ ✠✞✎✌✟ ☛✖☛ ☛✬✔☛✒☛ ☛✎ ✎✁✡✑☞☛ ✗✌✟✡✞☞✑✘✌ ☛✍☞✞✰✎☛✔✑✒✌ ✓✞✟✞ ✒☛✍✔✞✟✏✞✍ ✔✎✌✞✔✞✎☛✍ ✓✌✟ ✎✞ ✢☛✣ ✤✏ ✦✦✧★★✩ ✒☛ ✎✞ ✓✟✌✘✑✗✔✑✞ ✒☛ ✙✞✗☞✞ ✚☛✧ 

✑ ✂✗ ✒✌✍ ✒☛ ✎✌✍ ☞✟☛✍ ✡✖☛✍☞✟☛✌✍ ✎✞ ✔✌✗✔☛✗☞✟✞✔✑✟✗ ✕✖☛ ✒ ✢✞ ✪✩✛✩✦ ✡✏ ✢✓✠✮✛ ✡✑☛✗☞✟✞✍ ☛✖☛ ☛✗ ☛✎ ✟☛✍☞✞✗☞☛ ✍☛ ✒☛☞☛✟✡✑✗✟ ✖✗ ✘✞✎✌✟ ✒☛ ✩✛✩★✔✡✏ ✢✓✠✧ 
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Parámetro 
Período de muestreo 

Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023 

Cadmio (mg L-1) < LC (0,2) < LC (0,2) < LC (0,2) < LC (0,2) 

Cromo (mg L-1) < LC (0,2) < LC (0,2) < LC (0,2) < LC (0,2) 

Plomo (mg L-1) < LC (0,25) < LC (0,25) < LC (0,25) < LC (0,25) 

Arsénico (mg L-1) 0,022 ± 0,008  0,015* 0,013 ± 0,003 0,015* 

Mercurio (mg L-1) < LC (0,002) < LC (0,002) < LC (0,002) < LC (0,002) 

✑ ✂✎ ✘✞✎✌✟ ✔✌✟✟☛✍✓✌✗✒☛ ✞✎ ✓✟✌✡☛✒✑✌ ✒☛ ☞✟☛✍ ✒☛☞☛✟✡✑✗✞✔✑✌✗☛✍ ✔✌✑✗✔✑✒☛✗☞☛✍✟ ☛✎ ✒☛✍✘✁✌ ☛✍☞✠✗✒✞✟ ✕✖☛
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☛✬✓✟☛✍✞✗ ✔✌✡✌ ✡☛✒✑✞ ☎ ✒☛✍✘✑✞✔✑✟✗ ☛✍☞✠✗✒✞✟ ✪✗ ✆ ✝✮✧ ✞✗✘ ✆ ✞✗✘✑☛✟✗✌✟ ✝✠ ✆ ✝✟✑✡✞✘☛✟✞✡✘☛✟✞✗✌✟

✞✍☛ ✆ ✞☛✡✞✗✒✞ ☛✖✁✡✑✔✞ ✒☛ ✌✬✁✏☛✗✌✟ ✞✭☛☞✆ ✞☛✡✞✗✒✞ ✰✑✌✎✟✏✑✔✞ ✒☛ ✌✬✁✏☛✗✌✟ ✙✙✍ ✆ ✙✟✎✑✒✌✍

✍✖✍✓☛✗✒✑✒✌✍ ☞✌☞✞✎☛✍✧ 

Parámetros 
Período de muestreo 

Inv 2021 PV 2021/2022 Inv 2022 PV 2022/2023 

DQO 72 ± 20 48 ± 22 57 ± 12 56 ± 13 

DBO5 83 ± 12 77 ± 13 79 ± 10 82 ± 9 

Sulfuros 97 ± 2 98,7 ± 0,7 98,4 ± 0,4 93 ± 11 

SST 56 ± 35 51 ± 26 24 ± 23 2 ± 4 

Amonio 39 ± 3 14 ± 15 37 ± 32 54 ± 27 

Fósforo 30 ± 28 17 ± 29 57 ± 12 23 ± 12 

Bacterias 

coliformes totales 
91 ± 11 99,4 ± 0,6 98 ± 2 99,9 ± 0 

Bacterias 

coliformes fecales 
98 ± 2 99,6 ± 0,5 99,3 ± 0,7 99,9 ± 0 
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Biosensor enzimático Sustrato (µM) Potencial de reducción (mV) Respuesta (µA) 

SPE-TYR-Naf 
100 88 ± 8 5,4 ± 0,3a 

1000 140 ± 32 36 ± 10 

SPE-LACC-Naf 
100 156 ± 25 3 ± 1b 

1000 165 ± 10 26,3 ± 2,8 
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Por su parte, la HQ presentó señales de menor intensidad, en comparación con el 

catecol, pero mostró una respuesta apreciable a 10 µM. Asimismo, los potenciales de 

pico registrados para este sustrato fueron sistemáticamente inferiores y más estables 

en todo el rango de concentraciones ensayado, indicando que la reducción del producto 

oxidado ocurría a potenciales más bajos. En cuanto a la contribución capacitiva 

asociada a la mayor concentración, esta resultó menos pronunciada que en el catecol. 

Estos resultados sugieren que, si bien el catecol produjo corrientes de respuesta de 

mayor magnitud, la HQ presentó un comportamiento electroquímico más favorable en 

términos de estabilidad del potencial de reducción y de menor contribución capacitiva, 

adecuadas para el desarrollo posterior del biosensor. De este modo, se seleccionó la 

HQ como sustrato modelo de compuesto fenólico para los estudios siguientes. 
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Sustrato Concentración (µM) Potencial de reducción (mV) Respuesta (µA) 

Fenol 

10 ND ND 

100 ND ND 

1000 132 2,9 

Catecol 

10 ND ND 

100 112 10,1 

1000 172 37,8 

  10 55 0,9 

HQ 100 55 5,6 

 1000 88 31,1 
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Concentración 

CuNP (mg L-1) 
✂máx (nm) Absorbancia Observación 

617 633 0,2539 Pico definido 

123 636 0,0596 Pico ancho pero definido 

25 649 0,0138 Pico débil 

12 649 0,0068 No detectable visualmente 
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✬✗ ✒✎ ✵✓✥✜✏✎ ✲✔ ✙✑ ✢✏✑✙✑✗✚✎ ✒✎ ✑✯✣✒✜✕✓✖✗ ✚✑✦✢✣✏✎✒ ✘✑ ✒✎✙ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑✙ ✘✑ ✢✓✕✣ ✦✑✘✓✘✎✙

✦✑✘✓✎✗✚✑ ✸✹❇ ✢✎✏✎ ✒✣✙ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙ ✶✱✭ ✶❂✭ ✶✔ ✪ ✶❃✭ ✪ ✑✗ ✒✎ ✽✎✤✒✎ ✹✔ ✘✑✒ ✦✎✚✑✏✓✎✒

✙✜✢✒✑✦✑✗✚✎✏✓✣ ✙✑ ✘✑✚✎✒✒✎✗ ✚✣✘✎✙ ✒✎✙ ✦✑✘✓✕✓✣✗✑✙ ✏✑✎✒✓✔✎✘✎✙ ✎ ✒✣ ✒✎✏✥✣ ✘✑✒ ✢✑✏✳✣✘✣

✑✯✎✒✜✎✘✣✭ ✻✜✗✚✣ ✕✣✗ ✒✎✙ ✚✎✙✎✙ ✘✑ ✯✎✏✓✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑ ✕✎✒✕✜✒✎✘✎✙ ✢✎✏✎ ✘✓✙✚✓✗✚✣✙

✓✗✚✑✏✯✎✒✣✙ ✘✑ ✚✓✑✦✢✣✫ ✬✗ ✚✣✘✣✙ ✒✣✙ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙ ✙✑ ✣✤✙✑✏✯✖ ✜✗✎ ✘✓✙✦✓✗✜✕✓✖✗ ✢✏✣✥✏✑✙✓✯✎

✘✑ ✒✎ ✚✎✙✎ ✘✑ ✯✎✏✓✎✕✓✖✗ ✕✣✗ ✑✒ ✚✓✑✦✢✣✭ ✘✑ ✦✣✘✣ ★✜✑ ✑✗ ✑✒ ✓✗✚✑✏✯✎✒✣ ✓✗✓✕✓✎✒ ✙✑ ✣✤✚✜✯✓✑✏✣✗

✒✣✙ ✯✎✒✣✏✑✙ ✦✲✙ ✑✒✑✯✎✘✣✙ ✘✑ ✑✙✚✑ ✢✎✏✲✦✑✚✏✣✫ ✬✗ ✢✎✏✚✓✕✜✒✎✏✭ ✑✒ ✦✓✗✜✚✣ ✔ ✙✑ ✓✘✑✗✚✓✛✓✕✖ ✕✣✦✣
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✜✗ ✚✓✑✦✢✣ ✘✑ ✒✑✕✚✜✏✎ ✎✘✑✕✜✎✘✣✭ ✎✒ ✕✣✏✏✑✙✢✣✗✘✑✏ ✕✣✗ ✒✎✙ ✦✎✪✣✏✑✙ ✚✎✙✎✙ ✘✑ ✓✗✕✏✑✦✑✗✚✣

✘✑ ✒✎ ✙✑✧✎✒ ✪ ✜✗✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✪✎ ✕✒✎✏✎✦✑✗✚✑ ✘✓✛✑✏✑✗✚✑ ✎✒ ✤✒✎✗✕✣✫  

 

 

�✁✂✄☎✁ ☎✆✝ ✂✘✌✎✖✔✑✟✗ ☞☛✡✓✌✟✞✎ ✒☛ ✎✞ ✔✌✟✟✑☛✗☞☛ ✒☛ ✓✑✔✌ ✔✞☞✟✒✑✔✞ ✟☛✏✑✍☞✟✞✒✞ ✓✌✟ ✘✌✎☞✞✡☛☞✟✁✞ ✒☛

✓✖✎✍✌ ✒✑✕☛✟☛✗✔✑✞✎ ✪✞✝✠✮ ✓✞✟✞ ✰✑✌✍☛✗✍✌✟☛✍ ✙✝✂✡✍�✁✡✤✞✕ ✡✌✒✑✕✑✔✞✒✌✍ ✔✌✗ ✒✑✍☞✑✗☞✞✍

✔✌✗✔☛✗☞✟✞✔✑✌✗☛✍ ✒☛ ✗✞✗✌✓✞✟☞✁✔✖✎✞✍ ✪✄✖✤✝✮ ✕✟☛✗☞☛ ✞ �✑✒✟✌☛✖✑✗✌✗✞ ✪✌✍✮ ★✛✝ �✁ ✪★✔✩ �✏ ✢✓✠✮ ☛✗

✭✚�✧ ✭✝ ✆ ✄✖✤✝✦★✡✍�✁✡✤✞✕✟ ✭✲ ✆ ✄✖✤✝✔✡✍�✁✡✤✞✕✟ ✭✔ ✆ ✄✖✤✝✝✡✍�✁✡✤✞✕✟ ✭� ✆ ✙✝✂✡✍�✁✡
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✴✘✓✕✓✣✗✎✒✦✑✗✚✑✭ ✑✗ ✒✎ ✵✓✥✜✏✎ ✹✲✭ ✘✑ ✦✎✚✑✏✓✎✒ ✙✜✢✒✑✦✑✗✚✎✏✓✣✭ ✙✑ ✢✏✑✙✑✗✚✎✗ ✒✣✙

✯✣✒✚✎✦✣✥✏✎✦✎✙ ✘✑ ✢✜✒✙✣ ✘✓✛✑✏✑✗✕✓✎✒ ✣✤✚✑✗✓✘✣✙ ✕✣✗ ✕✎✘✎ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏ ✑✗ ✒✣✙ ✦✓✗✜✚✣✙ ✲✭ ✔ ✪

✲✔✫ ✍✣✙ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙ ✦✣✘✓✛✓✕✎✘✣✙ ✕✣✗ ✷✜✰✹ ✗✣ ✑✯✓✘✑✗✕✓✎✏✣✗ ✜✗ ✢✎✚✏✖✗ ✕✒✎✏✣ ✘✑ ✯✎✏✓✎✕✓✖✗

✘✑ ✒✎ ✕✣✗✚✏✓✤✜✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑ ✕✎✢✎✕✓✚✓✯✎ ✑✗ ✛✜✗✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎✙ ✰✹✭

✦✓✑✗✚✏✎✙ ★✜✑ ✑✒ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏ ✶❃ ✢✏✑✙✑✗✚✖ ✦✑✗✣✏✑✙ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑✙ ✚✣✚✎✒✑✙✭ ✕✣✗✙✓✙✚✑✗✚✑✙ ✕✣✗ ✙✜

✦✑✗✣✏ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✑✒✑✕✚✏✣★✜✳✦✓✕✎✫  

✬✗ ✒✎ ✽✎✤✒✎ ✴ ✙✑ ✏✑✙✜✦✑✗ ✒✎✙ ✓✗✚✑✗✙✓✘✎✘✑✙ ✘✑ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑ ✘✑ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✪ ✒✣✙ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒✑✙

✘✑ ✏✑✘✜✕✕✓✖✗ ✏✑✥✓✙✚✏✎✘✣✙ ✎ ✒✣✙ ✔ ✦✓✗ ✢✎✏✎ ✒✣✙ ✘✓✙✚✓✗✚✣✙ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙✫ ✬✒ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏ ✕✣✗✚✏✣✒

✾✶❃✭ ✙✓✗ ✷✜✰✹❀ ✢✏✑✙✑✗✚✖ ✒✎✙ ✦✑✗✣✏✑✙ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑✙ ✘✑ ✏✑✘✜✕✕✓✖✗✭ ✕✣✗✛✓✏✦✎✗✘✣ ★✜✑ ✒✎

✓✗✕✣✏✢✣✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎✙ ✰✹✦✑✻✣✏✖ ✒✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✑✒✑✕✚✏✣★✜✳✦✓✕✎✫  

✹✑ ✣✤✙✑✏✯✖ ★✜✑ ✚✎✗✚✣ ✒✎✙ ✓✗✚✑✗✙✓✘✎✘✑✙ ✘✑ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑ ✕✣✦✣ ✒✎✙ ✚✎✙✎✙ ✘✑ ✯✎✏✓✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎

✙✑✧✎✒ ✙✓✥✜✓✑✏✣✗ ✑✒ ✦✓✙✦✣ ✣✏✘✑✗ ✘✑✕✏✑✕✓✑✗✚✑ ✑✗✚✏✑ ✒✣✙ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙✶ ✶✔ ✏ ✶❂ ✏ ✶✱ ✏ ✶❃✫

✬✗ ✢✎✏✚✓✕✜✒✎✏✭ ✒✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✛✏✑✗✚✑ ✎ ❁✆ ✎✜✦✑✗✚✖ ✎✒ ✘✓✙✦✓✗✜✓✏ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✷✜✰✹

✘✑✢✣✙✓✚✎✘✎ ✙✣✤✏✑ ✑✒ ✹✹✬✫ ✬✗ ✕✜✎✗✚✣ ✎✒ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒ ✘✑ ✏✑✘✜✕✕✓✖✗✭ ✙✑ ✏✑✥✓✙✚✏✎✏✣✗ ✯✎✒✣✏✑✙
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✒✓✥✑✏✎✦✑✗✚✑ ✦✲✙ ✢✣✙✓✚✓✯✣✙ ✢✎✏✎ ✒✎ ✦✎✪✣✏ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✷✜✰✹✭ ✦✓✑✗✚✏✎✙ ★✜✑ ✑✗ ✒✣✙

✏✑✙✚✎✗✚✑✙ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙ ✒✣✙ ✢✣✚✑✗✕✓✎✒✑✙ ✙✑ ✦✎✗✚✜✯✓✑✏✣✗ ✕✣✦✢✏✑✗✘✓✘✣✙ ✑✗✚✏✑ ✵✔ ✪ ✴✵ ✦❇✭

✙✓✗ ✑✯✓✘✑✗✕✓✎✏ ✜✗ ✢✎✚✏✖✗ ✘✑✛✓✗✓✘✣✫ 

✬✗ ✛✜✗✕✓✖✗ ✘✑ ✑✙✚✣✙ ✏✑✙✜✒✚✎✘✣✙ ✙✑ ✙✑✒✑✕✕✓✣✗✖ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✱ ✦✥ ✍✂✄ ✾✶✔❀ ✢✎✏✎

✕✣✗✚✓✗✜✎✏ ✕✣✗ ✑✒ ✘✑✙✎✏✏✣✒✒✣ ✘✑✒ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✫  

 

�✁✂✄✁ �✝ ✞✗☞☛✗✍✑✒✞✒☛✍ ✒☛ ✔✌✟✟✑☛✗☞☛ ✒☛ ✟☛✒✖✔✔✑✟✗ ✣ ✓✌☞☛✗✔✑✞✎☛✍ ✒☛ ✓✑✔✌ ✟☛✏✑✍☞✟✞✒✌✍ ✞ ✎✌✍ ✔ ✡✑✗

✔✌✗ ✰✑✌✍☛✗✍✌✟☛✍ ✡✌✒✑✕✑✔✞✒✌✍ ✔✌✗ ✗✞✗✌✓✞✟☞✁✔✖✎✞✍ ✒☛ ✔✌✰✟☛ ✪✄✖✤✝✮ ✕✟☛✗☞☛ ✞ �✑✒✟✌☛✖✑✗✌✗✞ ✪✌✍✮

★✛✝ �✁ ✪★✔✩ �✏ ✢✓✠✮✧ ✭✝ ✆ ✄✖✤✝✦★✡✍�✁✡✤✞✕✟ ✭✲ ✆ ✄✖✤✝✔✡✍�✁✡✤✞✕✟ ✭✔ ✆ ✄✖✤✝✝✡✍�✁✡✤✞✕✟ ✭�

✆ ✙✝✂✡✍�✁✡✤✞✕✧ 

Biosensor Tiempo (min) 
Potencial de 

reducción (mV) 
Respuesta (µA) 

B3 5 100 1,05 

B4 5 85 1,56 

B5 5 85 2,27 

B6 5 98 0,37 
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✤✓✣✙✑✗✙✣✏✑✙ ✹✹✬❂✷✜✰✹❂✽☎✁❂✰✎✛ ✢✏✑✢✎✏✎✘✣✙ ✓✗✕✣✏✢✣✏✎✗✘✣ ✒✣✙ ✎✥✑✗✚✑✙ ✢✣✒✓✦✩✏✓✕✣✙ ✎ ✒✎

✙✣✒✜✕✓✖✗ ✑✗✔✓✦✲✚✓✕✎ ✘✑ ✽☎✁✶ ✶✳ ✾✦✑✔✕✒✎ ✹✬✺✷✹✺❀ ✪ ✶✵ ✾✕✣✦✤✓✗✎✕✓✖✗ ✹✸✸✴✷✕✎✏✤✣✢✣✒❀✭
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�✁✂✄✁ ☎�✆ ✂✗✍✞✣✌ ✒☛ ✘☛✟✑✕✑✔✞✔✑✟✗ ✒☛ ✎✞ ✔✌✗✒✑✔✑✟✗ ✌✓☞✑✡✞✆ ✔✌✗✔☛✗☞✟✞✔✑✟✗ ✒☛ �✑✒✟✌☛✖✑✗✌✗✞ ✪✌✍✮✛

✔✌✟✟✑☛✗☞☛ ✒☛ ✓✑✔✌ ✔✞☞✟✒✑✔✞ ✪✞✄✮ ✣ ✔✌✟✟✑☛✗☞☛ ✗☛☞✞ ✪✁✞✄✮ ✞ ✔ ✡✑✗✛ ✣ ☞✞✍✞ ✒☛ ✘✞✟✑✞✔✑✟✗ ✒☛ ✎✞ ✔✌✟✟✑☛✗☞☛✧ 

HQ (µg L-1) log10 [HQ] IC ✁✞✄ Tasa de variación de la corriente (µA min-1) 

10 1 6,85 1,91 0,48 

25 1,4 7,65 2,71 0,34 

50 1,7 8,18 3,24 0,29 

100 2 8,36 3,42 0,19 

250 2,4 8,79 3,85 0,26 

500 2,7 9,13 4,19 0,24 

1000 3 9,39 4,45 0,20 
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✘✑ ✒✎✙ ✒✎✥✜✗✎✙ ✘✑✢✑✗✘✑ ✛✜✑✏✚✑✦✑✗✚✑ ✘✑ ✒✎✙ ✕✣✗✘✓✕✓✣✗✑✙ ✎✦✤✓✑✗✚✎✒✑✙✭ ✒✎ ✓✗✚✑✏✢✏✑✚✎✕✓✖✗
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✕✣✗✙✑✏✯✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✎✕✚✓✯✓✘✎✘ ✕✎✚✎✒✳✚✓✕✎ ✾✼✪✑✏ ✑ ✴✗✎✗✚❄✎✗✎✏✎✪✎✗✭ ✒✓✓✵❆ ✴❄✦✎✘ ✑✚ ✎✒✫✭

✒✓✲❃❆ ❁✑✏✯✲✙❂✹✩✏✑✔ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒❃❀✫ 
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✴✜✗★✜✑ ✑✗ ✑✒ ✢✏✑✙✑✗✚✑ ✚✏✎✤✎✻✣ ✗✣ ✙✑ ✑✯✎✒✜✎✏✣✗ ✢✏✣✢✓✑✘✎✘✑✙ ✑✙✚✏✜✕✚✜✏✎✒✑✙ ✘✑✒

✏✑✕✜✤✏✓✦✓✑✗✚✣✭ ✕✣✦✣ ✒✎ ✢✣✏✣✙✓✘✎✘✭ ✒✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✣✤✚✑✗✓✘✎ ✕✣✗ ✹✬✺✷✹✺ ✙✜✥✓✑✏✑ ✜✗

✕✣✦✢✣✏✚✎✦✓✑✗✚✣ ✘✑✒ ✛✓✒✦ ✦✑✗✣✙ ✏✑✙✚✏✓✕✚✓✯✣ ✘✑✙✘✑ ✑✒ ✢✜✗✚✣ ✘✑ ✯✓✙✚✎ ✘✑ ✒✎ ✎✕✕✑✙✓✤✓✒✓✘✎✘ ✘✑✒

✙✜✙✚✏✎✚✣ ✪ ✘✑ ✒✣✙ ✢✏✣✕✑✙✣✙ ✓✗✚✑✏✛✎✕✓✎✒✑✙✫ ✬✗ ✕✣✗✚✏✎✙✚✑✭ ✒✎ ✦✑✗✣✏ ✙✑✧✎✒ ✏✑✥✓✙✚✏✎✘✎ ✢✎✏✎ ✑✒

✙✓✙✚✑✦✎ ✤✎✙✎✘✣ ✑✗ ✹✸✸✴❂✕✎✏✤✣✢✣✒ ✢✜✑✘✑ ✎✚✏✓✤✜✓✏✙✑ ✎ ✒✎ ✛✣✏✦✎✕✓✖✗ ✘✑ ✜✗ ✏✑✕✜✤✏✓✦✓✑✗✚✣

✢✣✒✓✦✩✏✓✕✣ ✦✲✙ ✘✑✗✙✣✭ ✑✗ ✑✒ ✕✜✎✒ ✒✎✙ ✓✗✚✑✏✎✕✕✓✣✗✑✙ ✑✒✑✕✚✏✣✑✙✚✲✚✓✕✎✙ ✛✜✑✏✚✑✙ ✛✎✯✣✏✑✕✑✗ ✒✎

✓✗✦✣✯✓✒✓✔✎✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✑✗✔✓✦✎✭ ✢✑✏✣ ✢✜✑✘✑✗ ✓✗✚✏✣✘✜✕✓✏ ✏✑✙✚✏✓✕✕✓✣✗✑✙ ✎✒ ✚✏✎✗✙✢✣✏✚✑ ✘✑ ✦✎✙✎

✪ ✏✑✘✜✕✓✏ ✒✎ ✎✕✕✑✙✓✤✓✒✓✘✎✘ ✑✛✑✕✚✓✯✎ ✘✑✒ ✙✜✙✚✏✎✚✣ ✎✒ ✙✓✚✓✣ ✎✕✚✓✯✣ ✾✁✎✻✑✙❄ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✓❂❆

❅✜✏✣✗✑✚✔ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒✒❀✫ ✬✙✚✑ ✛✑✗✖✦✑✗✣ ❄✎ ✙✓✘✣ ✘✑✙✕✏✓✢✚✣ ✢✎✏✎ ✦✎✚✏✓✕✑✙ ✢✣✒✓✑✒✑✕✚✏✣✒✳✚✓✕✎✙

✪ ✙✑ ❄✎ ✏✑✛✒✑✻✎✘✣ ✑❃✢✑✏✓✦✑✗✚✎✒✦✑✗✚✑ ✦✑✘✓✎✗✚✑ ✑✗ ✢✎✏✲✦✑✚✏✣✙ ✕✓✗✩✚✓✕✣✙ ★✜✑ ✑✯✓✘✑✗✕✓✎✗

✜✗✎ ✦✑✗✣✏ ✘✓✙✢✣✗✓✤✓✒✓✘✎✘ ✑✛✑✕✚✓✯✎ ✘✑ ✙✜✙✚✏✎✚✣ ✢✎✏✎ ✒✎ ✑✗✔✓✦✎ ✓✗✦✣✯✓✒✓✔✎✘✎✭ ✕✣✦✣ ✒✣

✏✑✢✣✏✚✎✘✣ ✢✣✏ ✷❄✎✣ ✑✚ ✎✒✫ ✾✒✓✲✳❀ ✢✎✏✎ ✍✴✷✷ ✓✗✦✣✯✓✒✓✔✎✘✎ ✙✣✤✏✑ ✙✣✢✣✏✚✑✙ ✛✜✗✕✓✣✗✎✒✓✔✎✘✣✙

✕✣✗ ✹✸✸✴✫ ✴✙✓✦✓✙✦✣✭ ✘✑✤✑ ✕✣✗✙✓✘✑✏✎✏✙✑ ★✜✑ ✏✑✕✜✤✏✓✦✓✑✗✚✣✙ ✦✲✙ ✘✑✗✙✣✙ ✣ ✘✑ ✦✎✪✣✏

✑✙✢✑✙✣✏ ✢✜✑✘✑✗ ✎✛✑✕✚✎✏ ✒✎ ✚✏✎✗✙✛✑✏✑✗✕✓✎ ✑✒✑✕✚✏✖✗✓✕✎ ✓✗✚✑✏✛✎✕✓✎✒✭ ✕✣✗✚✏✓✤✜✪✑✗✘✣ ✎ ✜✗✎

✘✓✙✦✓✗✜✕✓✖✗ ✘✑ ✒✎ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑ ✏✑✥✓✙✚✏✎✘✎ ✎✜✗ ✕✜✎✗✘✣ ✒✎ ✑✗✔✓✦✎ ✙✑ ✑✗✕✜✑✗✚✏✑

✑✛✓✕✓✑✗✚✑✦✑✗✚✑ ✓✗✦✣✯✓✒✓✔✎✘✎ ✾✴❄✦✎✘ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✲❃❆ ❁✑✏✯✲✙❂✹✩✏✑✔ ✑✚ ✎✒✫✭ ✒✓✒❃❀✫ 

✬✗ ✛✜✗✕✓✖✗ ✘✑ ✑✙✚✣✙ ✏✑✙✜✒✚✎✘✣✙✭ ✒✎ ✛✣✏✦✜✒✎✕✓✖✗ ✤✎✙✎✘✎ ✑✗ ✹✬✺✷✹✺ ✛✜✑ ✙✑✒✑✕✕✓✣✗✎✘✎

✕✣✦✣ ✎✥✑✗✚✑ ✢✣✒✓✦✩✏✓✕✣ ✢✎✏✎ ✒✎✙ ✑✚✎✢✎✙ ✢✣✙✚✑✏✓✣✏✑✙ ✘✑✒ ✘✑✙✎✏✏✣✒✒✣ ✘✑✒ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏✫ ✴

✕✣✗✚✓✗✜✎✕✓✖✗✭ ✙✑ ✎✯✎✗✔✖ ❄✎✕✓✎ ✜✗✎ ✑✚✎✢✎ ✘✑ ✣✢✚✓✦✓✔✎✕✓✖✗ ✦✜✒✚✓✯✎✏✓✎✤✒✑✭ ✑✗ ✒✎ ★✜✑ ✙✑

✑✯✎✒✜✎✏✣✗ ✘✑ ✦✎✗✑✏✎ ✕✣✗✻✜✗✚✎ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✹✬✺✷✹✺ ✓✗✕✣✏✢✣✏✎✘✎ ✎ ✒✎ ✙✣✒✜✕✓✖✗

✑✗✔✓✦✲✚✓✕✎✭ ✒✎ ✎✕✚✓✯✓✘✎✘ ✘✑ ✽☎✁ ✪ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑ ✰✎✛✓✣✗�✭ ✦✑✘✓✎✗✚✑ ✜✗ ✘✓✙✑✧✣

✑❃✢✑✏✓✦✑✗✚✎✒ ✣✏✓✑✗✚✎✘✣ ✎ ✦✎❃✓✦✓✔✎✏ ✒✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✑✒✑✕✚✏✣★✜✳✦✓✕✎ ✘✑✒ ✙✓✙✚✑✦✎✫ 

✍✎ ✎✢✒✓✕✎✕✓✖✗ ✘✑✒ ✘✓✙✑✧✣ ✢✑✏✦✓✚✓✖ ✓✘✑✗✚✓✛✓✕✎✏ ✜✗✎ ✕✣✦✤✓✗✎✕✓✖✗ ✘✑ ✛✎✕✚✣✏✑✙ ✖✢✚✓✦✎

✘✑✗✚✏✣ ✘✑✒ ✑✙✢✎✕✓✣ ✑❃✢✑✏✓✦✑✗✚✎✒ ✕✣✗✙✓✘✑✏✎✘✣✭ ✒✎ ✕✜✎✒ ✛✜✑ ✢✣✙✚✑✏✓✣✏✦✑✗✚✑ ✯✎✒✓✘✎✘✎

✦✑✘✓✎✗✚✑ ✜✗ ✑✗✙✎✪✣ ✘✑ ✯✑✏✓✛✓✕✎✕✓✖✗ ✑❃✢✑✏✓✦✑✗✚✎✒✭ ✕✣✗✛✓✏✦✎✗✘✣ ✒✎ ✏✑✢✏✣✘✜✕✓✤✓✒✓✘✎✘ ✘✑ ✒✎

✏✑✙✢✜✑✙✚✎ ✣✤✚✑✗✓✘✎✫ 

✍✣✙ ✏✑✙✜✒✚✎✘✣✙ ✣✤✚✑✗✓✘✣✙ ✑✗ ✒✎ ✑✚✎✢✎ ✘✑ ✯✑✏✓✛✓✕✎✕✓✖✗ ✪ ✕✎✏✎✕✚✑✏✓✔✎✕✓✖✗ ✎✗✎✒✳✚✓✕✎

✢✏✑✒✓✦✓✗✎✏ ✓✗✘✓✕✎✏✣✗ ★✜✑ ✑✒ ✤✓✣✙✑✗✙✣✏ ✑✗✔✓✦✲✚✓✕✣ ✘✑✙✎✏✏✣✒✒✎✘✣ ✢✏✑✙✑✗✚✖ ✜✗✎ ✙✑✗✙✓✤✓✒✓✘✎✘

✕✣✦✢✎✚✓✤✒✑ ✕✣✗ ✒✎ ✘✑✚✑✕✕✓✖✗ ✘✑ ✷✵ ✑✗ ✏✎✗✥✣✙ ✘✑ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✏✑✒✑✯✎✗✚✑✙ ✘✑✙✘✑ ✑✒

✢✜✗✚✣ ✘✑ ✯✓✙✚✎ ✏✑✥✜✒✎✚✣✏✓✣✫ ✬✗ ✢✎✏✚✓✕✜✒✎✏✭ ✒✎ ✑✙✚✓✦✎✕✓✖✗ ✢✏✑✒✓✦✓✗✎✏ ✘✑✒ ✍✸ ✘✑ ✔✭✲ ✞✥ ✍✂✄ ✙✑

✜✤✓✕✎ ✢✣✏ ✘✑✤✎✻✣ ✘✑✒ ✜✦✤✏✎✒ ✗✣✏✦✎✚✓✯✣ ✯✓✥✑✗✚✑ ✘✑ ✔✓ ✞✥ ✍✂✄ ✢✎✏✎ ✒✎ ✘✑✙✕✎✏✥✎ ✘✑ ✛✑✗✣✒✑✙

✑✗ ✒✎ ✢✏✣✯✓✗✕✓✎ ✘✑ ✹✎✗✚✎ ✵✑ ✾✍✑✪ ✰� ✲✲✫✒✒✓❀✫ ✹✓ ✤✓✑✗ ✑✙✚✑ ✯✎✒✣✏ ✛✜✑ ✕✎✒✕✜✒✎✘✣ ✎ ✢✎✏✚✓✏ ✘✑

✜✗ ✗✱✦✑✏✣ ✒✓✦✓✚✎✘✣ ✘✑ ✏✩✢✒✓✕✎✙ ✪ ✙✑ ✏✑✢✣✏✚✎ ✘✑ ✦✎✗✑✏✎ ✑❃✢✒✣✏✎✚✣✏✓✎✭ ✒✎ ✏✑✙✢✜✑✙✚✎

✑✒✑✕✚✏✣★✜✳✦✓✕✎ ✣✤✚✑✗✓✘✎ ✛✜✑ ✏✑✢✏✣✘✜✕✓✤✒✑✭ ✘✓✛✑✏✑✗✕✓✎✤✒✑ ✘✑✒ ✤✒✎✗✕✣ ✪ ✕✣❄✑✏✑✗✚✑ ✕✣✗ ✑✒

✕✣✦✢✣✏✚✎✦✓✑✗✚✣ ✑✙✢✑✏✎✘✣ ✢✎✏✎ ✙✓✙✚✑✦✎✙ ✑✗✔✓✦✲✚✓✕✣✙ ✤✎✙✎✘✣✙ ✑✗ ✽☎✁ ✓✗✦✣✯✓✒✓✔✎✘✎✭ ✒✣

★✜✑ ✏✑✙✢✎✒✘✎ ✒✎ ✯✎✒✓✘✑✔ ✘✑✒ ✑✗✛✣★✜✑ ✎✘✣✢✚✎✘✣ ✑✗ ✑✙✚✎ ✑✚✎✢✎ ✓✗✓✕✓✎✒ ✘✑ ✘✑✙✎✏✏✣✒✒✣✫  
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✬✗ ✑✒ ✏✎✗✥✣ ✘✑ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✣✗✑✙ ✘✑ ❁✆ ✑✯✎✒✜✎✘✣✭ ✒✎ ✕✣✏✏✓✑✗✚✑ ✦✑✘✓✘✎ ✎ ✒✣✙ ✔ ✦✓✗

✦✣✙✚✏✖ ✜✗ ✓✗✕✏✑✦✑✗✚✣ ✥✑✗✑✏✎✒ ✕✣✗ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✘✑✒ ✙✜✙✚✏✎✚✣✭ ✎✜✗★✜✑ ✙✓✗ ✦✎✗✚✑✗✑✏
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✘✑✦✣✙✚✏✎✘✣ ✕✣✦✢✑✚✓✏ ✛✎✯✣✏✎✤✒✑✦✑✗✚✑ ✕✣✗ ✒✣✙ ✙✓✙✚✑✦✎✙ ✎✜✚✖✚✏✣✛✣✙✭ ✎✒✕✎✗✔✎✗✘✣ ✎✒✚✎
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✁-caroteno
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 ✬✸✖✸✘ ✎☎✞✡✟☞✟✞✠✡☛ ✝✞ ✰✂ ✷✸✲✹✶✴✺✻ ✞✠ ✁✢✧✪ ✞✠☞✆✛☛☞ ✍☎✞✔✟☞✟✠✆☎✞☞  

 ❀✚✆✔✌✆✡✟✕✠ ✝✞✔ ✡☎✞✡✟☞✟✞✠✡☛ ✆✔✂✆✔ 

✹✑ ✏✑✎✒✓✔✖ ✜✗ ✑✗✙✎✪✣ ✘✑ ✓✗❄✓✤✓✕✓✖✗ ✘✑✒ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣ ✎✒✥✎✒ ✙✓✥✜✓✑✗✘✣ ✒✎✙ ✘✓✏✑✕✚✏✓✕✑✙ ✘✑

✒✎ ✺✜✳✎ ✒✓✲ ✘✑ ✒✎ ✿✏✥✎✗✓✔✎✕✓✖✗ ✢✎✏✎ ✒✎ ✷✣✣✢✑✏✎✕✓✖✗ ✪ ✑✒ ✸✑✙✎✏✏✣✒✒✣ ✬✕✣✗✖✦✓✕✣✙ ✾✿✬✷✸✭

✒✓✲✲❀ ✕✣✗ ✑✒ ✛✓✗ ✘✑ ✘✑✚✑✏✦✓✗✎✏ ✒✎ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✖✗ ✦✲❃✓✦✎ ✘✑ ✴✁✮ ✑✗ ✒✎ ★✜✑ ✕✁ ✜✢✗✣✛✙✤✥

✢✣✘✳✎ ✕✏✑✕✑✏✫ ✍✎ ✯✎✒✓✘✑✔ ✘✑✒ ✚✑✙✚ ✙✑ ✑✙✚✎✤✒✑✕✓✖ ✤✎✻✣ ✑✒ ✕✏✓✚✑✏✓✣ ✘✑ ★✜✑✭ ✘✜✏✎✗✚✑ ✑✒ ✢✑✏✳✣✘✣

✘✑ ✢✏✜✑✤✎✭ ✒✎ ✘✑✗✙✓✘✎✘ ✎✒✥✎✒ ✘✑✒ ✕✜✒✚✓✯✣ ✕✣✗✚✏✣✒ ✏✑✥✓✙✚✏✎✏✎ ✜✗ ✓✗✕✏✑✦✑✗✚✣ ✦✳✗✓✦✣ ✘✑ ✲❃

✯✑✕✑✙ ✏✑✙✢✑✕✚✣ ✎ ✒✎ ✓✗✓✕✓✎✒✭ ✑✗ ✕✣✗✕✣✏✘✎✗✕✓✎ ✕✣✗ ✒✣ ✑✙✚✎✤✒✑✕✓✘✣ ✢✣✏ ✒✎ ✿✬✷✸✫ 

✍✎✙ ✦✜✑✙✚✏✎✙ ✘✑ ✴✁✮ ✙✑ ✛✓✒✚✏✎✏✣✗ ✕✣✗ ✜✗✎ ✏✑✘ ✘✑ ✛✓✚✣✢✒✎✗✕✚✣✗ ✘✑ ✒✓ ✞✦ ✪ ✙✑

✕✑✗✚✏✓✛✜✥✎✏✣✗ ✎ ✒✔✓✓ ✏✢✦ ✢✣✏ ✲✓ ✦✓✗✜✚✣✙ ✢✎✏✎ ✑✒✓✦✓✗✎✏ ✦✓✕✏✣✣✏✥✎✗✓✙✦✣✙ ✢✒✎✗✕✚✖✗✓✕✣✙ ✪

✢✎✏✚✳✕✜✒✎✙ ✙✖✒✓✘✎✙ ✓✗✙✣✒✜✤✒✑✙ ✾✹✜✏✑✙❄✺✜✦✎✏ ✪ ✽❄✣✦✎✙✭ ✒✓✲✴❀✫  

✕✖✗✘✙✚✗✗✛ ✜✢✗✣✛✙✤✥ ✙✑ ✑❃✢✜✙✣ ✎ ✕✓✗✕✣ ✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✣✗✑✙ ✘✑ ✴✁✮ ✾✑❃✢✏✑✙✎✘✎✙ ✕✣✦✣ ✞

✯✷✯❀✶ ✲✓ ✞✭ ✒✓ ✞✭ ❂✓ ✞✭ ✵✓ ✞ ✪ ✲✓✓ ✞✭ ✘✓✒✜✓✘✎✙ ✑✗ ✦✑✘✓✣ �✣❄✗✙✣✗ ✦✣✘✓✛✓✕✎✘✣

✾✶✣✏✣�✓✚✔✺✎✭ ✲✴✵✵❀✫ ✬✒ ✕✣✗✚✏✣✒ ✕✣✗✙✓✙✚✓✖ ✑✗ ✦✑✘✓✣ �✣❄✗✙✣✗ ✦✣✘✓✛✓✕✎✘✣✭ ✙✓✗ ✑✒ ✎✥✏✑✥✎✘✣

✘✑ ✴✁✮✫ ✽✣✘✣✙ ✒✣✙ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣✙ ✙✑ ✏✑✎✒✓✔✎✏✣✗ ✢✣✏ ✚✏✓✢✒✓✕✎✘✣ ✑✗ ✦✎✚✏✎✕✑✙ ✘✑ ✒✔✓ ✦✍✭ ✕✣✗

✜✗ ✯✣✒✜✦✑✗ ✘✑ ✚✏✎✤✎✻✣ ✘✑ ✲✓✓ ✦✍✭ ✪ ✜✗✎ ✘✑✗✙✓✘✎✘ ✕✑✒✜✒✎✏ ✓✗✓✕✓✎✒ ✘✑ ✲ ❃ ✲✓✁ ✕✩✒ ✦✍✂✄✫ ✍✣✙

✤✓✣✑✗✙✎✪✣✙ ✙✑ ✦✎✗✚✜✯✓✑✏✣✗ ✤✎✻✣ ✒✜✔ ✤✒✎✗✕✎ ✛✏✳✎ ✕✣✗✚✓✗✜✎ ✾✲✓✵ ✁✦✣✒ ✦✂� ✙✂✄❀ ✎ ✒❂ � ✒ �✷✫  

✍✎ ✘✑✗✙✓✘✎✘ ✎✒✥✎✒ ✾✕✩✒ ✦✍✂✄❀ ✙✑ ✘✑✚✑✏✦✓✗✖ ✘✓✎✏✓✎✦✑✗✚✑ ✢✎✏✎ ✕✎✘✎ ✏✩✢✒✓✕✎ ✦✑✘✓✎✗✚✑

✕✣✗✚✑✣ ✘✓✏✑✕✚✣ ✑✗ ✜✗✎ ✕✲✦✎✏✎ ✘✑ ✰✑✜✤✎✜✑✏✭ ✎✗✎✒✓✔✎✗✘✣ ✎✒ ✦✑✗✣✙ ✒✔ ✕✜✎✘✏✎✘✣✙ ✢✎✏✎

✎✙✑✥✜✏✎✏ ✑✏✏✣✏✑✙ ✓✗✛✑✏✓✣✏✑✙ ✎✒ ✲✓ ✞ ✾❇✑✗✏✓✕✺✭ ✲✴✳✵❀✫ ✹✣✙✚✑✏✓✣✏✦✑✗✚✑✭ ✙✑ ✕✎✒✕✜✒✖ ✒✎ ✚✎✙✎

✘✑ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣ ✘✓✎✏✓✎ ✾✞❆ ✘✳✎✂✄❆ ✑✕✜✎✕✓✖✗ ✱❀ ✙✑✥✱✗ ✒✎ ✿✬✷✸ ✾✒✓✲✲❀✫ 

✁ ✒✞�✁
☎☞✁ ✌

✂✆☛☞☎✂✆☛✂

✄☎☎
     ✾✱❀ 



✄✄ 

 

✘✣✗✘✑✶ ✞ ✁ ✚✓✑✦✢✣ ✓✗✓✕✓✎✒❆ � ✁ ✚✓✑✦✢✣ ✛✓✗✎✒❆ ✁☎✁ ✘✑✗✙✓✘✎✘ ✕✑✒✜✒✎✏ ✑✗ ✞❆ ✁✄✁ ✘✑✗✙✓✘✎✘

✕✑✒✜✒✎✏ ✑✗ �✫ 

✴ ✢✎✏✚✓✏ ✘✑ ✑✙✚✣✙ ✯✎✒✣✏✑✙✭ ✙✑ ✕✎✒✕✜✒✎✏✣✗ ✑✒ ✚✓✑✦✢✣ ✘✑ ✘✜✢✒✓✕✎✕✓✖✗ ✾✸✽❀ ✾✑✕✜✎✕✓✖✗ ❂❀ ✪

✒✎ ✚✎✙✎ ✘✑ ✓✗❄✓✤✓✕✓✖✗ ✘✑✒ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣✭ ✑❃✢✏✑✙✎✘✎ ✕✣✦✣ ✢✣✏✕✑✗✚✎✻✑ ✘✑ ✓✗❄✓✤✓✕✓✖✗ ✾✼ ✞❀

✾✑✕✜✎✕✓✖✗ ✔❀✭ ✢✎✏✎ ✕✎✘✎ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣ ✾✿✬✷✸✭ ✒✓✲✲❀✫ 

✂✄ ✒✞�✁✁ ✌
☛☎✂✖✆

✆
                                                            (4) 

� ✒✄✁ ✌
☞☛☎☞✝

☞☛
✝ ✟✠✠                                                 (5) 

✘✣✗✘✑✶ ✁✡✁ ✯✎✒✣✏ ✦✑✘✓✣ ✘✑ ✒✎ ✚✎✙✎ ✘✑ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣ ✑✙✢✑✕✳✛✓✕✣ ✑✗ ✑✒ ✕✣✗✚✏✣✒❆ ✁✄✁ ✯✎✒✣✏

✦✑✘✓✣ ✘✑ ✒✎ ✚✎✙✎ ✘✑ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣ ✑✙✢✑✕✳✛✓✕✣ ✑✗ ✕✎✘✎ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣✫ 

✴✘✑✦✲✙✭ ✙✑ ✘✑✚✑✏✦✓✗✖ ✑✒ ✤✓✣✯✣✒✜✦✑✗ ✾✁✦✂ ✦✍✂✄❀ ✢✎✏✎ ✑✒ ✕✣✗✚✏✣✒ ✪ ✕✎✘✎ ✚✏✎✚✎✦✓✑✗✚✣✭

✎✒ ✓✗✓✕✓✣ ✪ ✎✒ ✛✓✗✎✒ ✘✑✒ ✑✗✙✎✪✣✫ ✹✎✏✎ ✑✒✒✣✭ ✙✑ ✎✙✜✦✓✖ ✜✗✎ ✛✣✏✦✎ ✑✙✛✩✏✓✕✎ ✘✑ ✒✎ ✕✩✒✜✒✎ ✪ ✙✑

✕✎✒✕✜✒✖ ✑✒ ✯✣✒✜✦✑✗ ✕✑✒✜✒✎✏ ✾❇✭ ✑✕✜✎✕✓✖✗ ❃❀ ✙✑✥✱✗ ❁✓✒✒✑✤✏✎✗✘ ✑✚ ✎✒✫ ✾✲✴✴✴❀✫ ✹✑ ✦✓✘✓✑✏✣✗ ✒✔

✕✩✒✜✒✎✙ ✢✣✏ ✏✩✢✒✓✕✎ ✪ ✑✒ ✤✓✣✯✣✒✜✦✑✗ ✙✑ ✑✙✚✓✦✖ ✦✑✘✓✎✗✚✑ ✒✎ ✑✕✜✎✕✓✖✗ ✳✫ 

  ✟✒✁✠✡✁ ✌
✌

✍
✝ ✞

✡  ✾❃❀ 

✎✞✡✏✡✠✑✠✒✓✒✁✠✡
✠✔

☎☞✁ ✌ ✟✕ ✝ ✖✗✘✙✚✖✛✖ ✜✗✢✣✢✛✤  ✾✳❀ 

✘✣✗✘✑✶ ✞✁✘✓✲✦✑✚✏✣ ✕✑✒✜✒✎✏ ✾✁✦❀❆ ✟✕ ✁ ✯✣✒✜✦✑✗ ✦✑✘✓✣ ✘✑ ✒✔ ✕✩✒✜✒✎✙✫ 

 

 ❀✚✆✔✌✆✡✟✕✠ ✝✞✔ ✞☞✡✆✝☛ ✑✟☞✟☛✔✕✂✟✡☛ 

✹✑ ✑✛✑✕✚✜✖ ✜✗ ✑✗✙✎✪✣ ✕✣✦✢✒✑✦✑✗✚✎✏✓✣ ✘✑ ✓✗❄✓✤✓✕✓✖✗ ✘✑✒ ✕✏✑✕✓✦✓✑✗✚✣ ✎✒✥✎✒ ✾✿✬✷✸✭

✒✓✲✲❀✭ ✙✓✥✜✓✑✗✘✣ ✒✎ ✦✓✙✦✎ ✦✑✚✣✘✣✒✣✥✳✎ ✘✑✚✎✒✒✎✘✎ ✑✗ ✒✎ ✙✑✕✕✓✖✗ ✒✫❂✫✲ ✘✑✒ ✢✏✑✙✑✗✚✑

✕✎✢✳✚✜✒✣✭ ✢✎✏✎ ✑✯✎✒✜✎✏ ✑✒ ✑✙✚✎✘✣ ✛✓✙✓✣✒✖✥✓✕✣ ✘✑ ✒✎✙ ✦✓✕✏✣✎✒✥✎✙ ✑❃✢✜✑✙✚✎✙ ✎ ✘✓✙✚✓✗✚✎✙

✕✣✗✕✑✗✚✏✎✕✓✣✗✑✙ ✘✑ ✴✁✮✫ ✹✑ ✘✑✚✑✏✦✓✗✖ ✒✎ ✘✑✗✙✓✘✎✘ ✎✒✥✎✒ ✾✕✩✒ ✦✍✂✄❀ ✢✎✏✎ ✕✎✘✎ ✏✩✢✒✓✕✎

✦✑✘✓✎✗✚✑ ✕✣✗✚✑✣ ✘✓✏✑✕✚✣ ✑✗ ✜✗✎ ✕✲✦✎✏✎ ✘✑ ✰✑✜✤✎✜✑✏✫ ✴✒ ✛✓✗✎✒ ✘✑✒ ✑✗✙✎✪✣ ✙✑ ✦✓✘✓✑✏✣✗✭

✑✗ ✕✎✘✎ ✏✩✢✒✓✕✎ ✾✗✁✱❀✭ ✒✣✙ ✢✓✥✦✑✗✚✣✙ ✛✣✚✣✙✓✗✚✩✚✓✕✣✙ ✾✁✥ ✍✂✄❀✶ ✕✒✣✏✣✛✓✒✎❂✎ ✾✕✒❂✎❀✭ ✕✒✣✏✣✛✓✒✎❂✤
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Parámetros ARU 

Temperatura 23,4 °C 

OD 6,05 mg L-1 

SPC  968 µS cm-1 

pH 7,8 

Cadmio < LC (0,2 mg L-1 Cd) 

Cromo < LC (0,2 mg L-1 Cr) 

Plomo < LC (0,25 mg L-1 Pb) 

Arsénico 0,015 mg L-1 As 

Mercurio < LC (0,002 mg L-1 Hg) 

DQO 195,4 mg L-1 O2 

DBO5 45,6 mg L-1 O2 

Nitrato 7,18 mg L-1 N 

Nitrito 6,42 mg L-1 N 

Amonio 4,5 mg L-1 N 

Fósforo 7,03 mg L-1 P 

Sulfuros < LD (0,02 mg L-1) 

Bacterias coliformes totales 4,6 x 105 NMP 100 mL-1 

Bacterias coliformes fecales 2,4 x 104 NMP 100 mL-1 
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La Tabla 13 detalla la caracterización fisicoquímica y bacteriológica de las muestras 

de ARU utilizadas para realizar el ensayo de evaluación del estado fisiológico algal, 

mientras que las Tablas 14 y 15 presentan los parámetros celulares y fisiológicos 

medidos al finalizar el mismo. La Figura 24A-D muestra las concentraciones nominales 

de amonio, nitrato y nitrito (expresadas en mg L-1 N) y de fosfatos (expresadas en mg L-

1 P) en los distintos tratamientos y en el control, obtenidas a partir de las diluciones 

efectuadas del efluente con medio de cultivo Jonhson modificado (Borowitzka, 1988). 

 

Tabla 13: Caracterización fisicoquímica y bacteriológica de aguas residuales urbanas 

(ARU). OD = Oxígeno disuelto; SPC = Conductividad específica; LC = Límite de cuantificación; 

LD = Límite de detección; DQO = Demanda química de oxígeno; DBO5= Demanda biológica de 

oxígeno. 

Parámetros ARU 

Temperatura 14,4 °C 

OD 6,0 mg L-1 

SPC 968 µS cm-1 

pH 7,9 

Cadmio < LC (0,2 mg L-1 Cd) 

Cromo < LC (0,2 mg L-1 Cr) 

Plomo < LC (0,25 mg L-1 Pb) 

Arsénico 0,015 mg L-1 As 

Mercurio < LC (0,002 mg L-1 Hg) 

DQO 169 mg L-1 O2 

DBO5 34,9 mg L-1 O2 

Nitrato 14,6 mg L-1 N 

Nitrito 0,69 mg L-1 N 

Amonio 18,8 mg L-1 N 

Fósforo 1,5 mg L-1 P 

Sulfuros < LD (0,02 mg L-1) 

Bacterias coliformes totales 1,1 x 105 NMP 100 mL-1 

Bacterias coliformes fecales 4,6 x 104 NMP 100 mL-1 
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ARU (%) 
✞☛✗✍✑✒✞✒ ✞✎✏✞✎ 

(cél mL-1 x 105) 
µ (día-1) DT (día) I% 

0 (Control) 1,9 ± 0,3 0,98 ± 0,05 0,71 ± 0,4 - 

10 1,6 ± 0,3 0,91 ± 0,07 0,76 ± 0,06 7,2 

20 1,4 ± 0,4 0,9 ± 0,1 0,80 ± 0,09 11,4 

40 1,5 ± 0,1 0,90 ± 0,03 0,77 ± 0,02 8,3 

80 ★✛✲ ✂ ✩✛✝ 1,06 ± 0,05 0,66 ± 0,03 0 

100 4,0 ± 1,0** 1,2 ± 0,1** 0,57 ± 0,04* 0 

Diferencias significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01 

 

 

 

 

Figura 24: Concentraciones nominales de amonio, nitrato, nitrito, y fósforo en el control y los 

tratamientos con distintas concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU). Fig. A y B: 

Ensayo de inhibición del crecimiento algal; Fig. D y C: Ensayo de evaluación del estado 

fisiológico algal. 



✄✄✄ 

 

�✁✂✄✁ ☎✆✆ ✝✞✟✠✡☛☞✟✌✍ ✕✑✍✑✌✎✟✏✑✔✌✍ ✒☛ �✁✂✄☎✆✂✂✝ ✞✟✂✠✝☎✡☛ ✞ ✎✞✍ �★ � ✒☛ ✔✖✎☞✑✘✌ ☛✗ ☛✎ ☛✗✍✞✣✌ ✒☛ ☛✬✓✌✍✑✔✑✟✗ ✞ ✎✞✍ ✞✏✖✞✍ ✟☛✍✑✒✖✞✎☛✍ ✖✟✰✞✗✞✍ ✪✫✁�✮✧ ✝✑✏✡☛✗☞✌✍ ☛

✁✗✒✑✔☛✍ ✕✌☞✌✍✑✗☞✁☞✑✔✌✍✆ ✔✎✌✟✌✕✑✎✞✡✞✛ ✔✎✌✟✌✕✑✎✞✡✰✛ ✔✞✟✌☞☛✗✌✑✒☛✍✛ ✟☛✎✞✔✑✟✗ ✒☛ ✔✎✌✟✌✕✑✎✞✍ ✪✄✁✮ ☛ ✁✗✒✑✔☛ ✒☛ ✓✑✏✡☛✗☞✌✍ ✪✝✞✮✟ ✣ ✡✞✟✔✞✒✌✟☛✍ ✡✌✎☛✔✖✎✞✟☛✍✆ ✔✞☞✞✎✞✍✞ ✪✄✫✍✮✛

✏✎✖☞✞☞✑✟✗✡✙✡☞✟✞✗✍✕☛✟✞✍✞ ✪✯✙✍✮ ✣ ✡✞✎✌✗✒✑✞✎✒☛�✁✒✌ ✪✁✞✫✮✧ ✢✌✍ ✟☛✍✖✎☞✞✒✌✍ ✍☛ ☛✬✓✟☛✍✞✗ ✔✌✡✌ ✡☛✒✑✞ ☎ ✒☛✍✘✑✞✔✑✟✗ ☛✍☞✠✗✒✞✟✧  

✫✁�

✪✁✮ 

✝✑✏✡☛✗☞✌✍ ✕✌☞✌✍✑✗☞✁☞✑✔✌✍ ✁✞✟✔✞✒✌✟☛✍ ✡✌✎☛✔✖✎✞✟☛✍ 

✄✎✌✟✌✕✑✎✞✡✞ 

✪✓✏ ✔✁✎✓✠✮ 

✄✎✌✟✌✕✑✎✞✡✰ 

✪✓✏ ✔✁✎✓✠✮ 

✄✞✟✌☞☛✗✌✑✒☛✍ 

✪✓✏ ✔✁✎✓✠✮ 
✄✁ ✝✞ 

✝✟✌☞☛✁✗✞✍ 

✪✓✏ ✔✁✎✓✠✮ 

✄✫✍  

✪���✓✏ ✓✟✌☞☛✁✗✞✮ 

✯✙✍  

✪���✓✏ ✓✟✌☞☛✁✗✞✮ 

✁✞✫  

✪✓✡✌✎ ✔✁✎✓✠✮ 

✩ ✲✛✁ ✂ ✩✛✔ ✦✛✔ ✂ ✩✛✝ ★✛✩ ✂ ✩✛✝ ✝✛★ ✂ ✩✛✝ ✩✛✲✝ ✂ ✩✛✩★ ✔✩ ✂ ✦ ✔ ✂ ★ ✩✛✩✩� ✂ ✩✛✩✩★ ✩✛✩✩✝ ✂ ✩✛✩✩✦ 

✦✩ ✲✛� ✂ ✩✛� ✦✛✲ ✂ ✩✛✦ ✦✛✁ ✂ ✩✛★ ✝✛✲ ✂ ✩✛★ ✩✛✝✁ ✂ ✩✛✩★ ✝� ✂ � ✔ ✂ ★ ✩✛✩✩� ✂ ✩✛✩✩✝ ✩✛✩✩✦✩ ✂ ✩✛✩✩✩� 

★✩ ✔ ✂ ✄ ✦✛� ✂ ✩✛✝ ✩✛✁✝ ✂ ✩✛✩✝✑ ✝✛★✲ ✂ ✩✛✩� ✩✛✦� ✂ ✩✛✩✝ ✝✩ ✂ �✑ ✦✲✛� ✂ ✩✛✁✑✑✑ ✩✛✩✩✱ ✂ ✩✛✩✩★ ✩✛✩✩★✔ ✂ ✩✛✩✩✩✱ 

✲✩ ✲✛✔ ✂ ✩✛� ✦✛✔ ✂ ✩✛✦ ✦✛✁ ✂ ✩✛★ ✝✛✦ ✂ ✩✛✦ ✩✛✲✩ ✂ ✩✛✩★ ✲✁ ✂ ✁✑ ★✛✲ ✂ ✩✛✔ ✩✛✩✩� ✂ ✩✛✩✩✦ ✩✛✩✩✩� ✂ ✩✛✩✩✩✔ 

✁✩ ✲✛✦ ✂ ✩✛� ✦✛★ ✂ ✩✛★ ✦✛� ✂ ✩✛✦ ✝✛✲✦ ✂ ✩✛✩� ✩✛✲★ ✂ ✩✛✩✲ ✝� ✂ ★ ✱ ✂ ★✑✑ ✩✛✩✝� ✂ ✩✛✩✩�✑✑✑ ✩✛✩✩✲ ✂ ✩✛✩✩★ 

✦✩✩ ✦✛✝ ✂ ✩✛✔✑ ✩✛✲✁ ✂ ✩✛✩✦✑ ★✛✦ ✂ ✩✛✲ ★✛�� ✂ ✩✛✩✦ ✦✛� ✂ ✩✛✝ ✲✱ ✂ ✁ ✦✩ ✂ ★✑✑ ✩✛✩★★ ✂ ✩✛✩✩✝✑✑✑ ✩✛✩✩� ✂ ✩✛✩✩✝✑ 

✞✑✕☛✟☛✗✔✑✞✍ ✍✑✏✗✑✕✑✔✞☞✑✘✞✍✆ ✑ ✓ ✒ ✩✛✩✔✟ ✑✑ ✓ ✒ ✩✛✩✦✟ ✑✑✑ ✓ ✒ ✩✛✩✩✦ 

   



✄✄✄ 

 

 

La validez del ensayo se confirmó, dado que la densidad celular final en el cultivo 

control aumentó aproximadamente 19 veces respecto a la densidad inicial. No se 

detectaron diferencias significativas entre las densidades algales del control y los 

tratamientos con 10, 20, 40 y 80% de ARU. No obstante, el tratamiento con 100% mostró 

un incremento significativo respecto al control (ANOVA: F5,12 = 11,896; p < 0,001; 

Dunnett: p = 0,001). Las tasas de crecimiento siguieron el mismo patrón, registrándose 

diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA: F5,12 = 10,691; p < 0,001), con 

valores significativamente superiores en 100% de ARU frente al control (p = 0,005). El 

análisis del DT también evidenció diferencias entre tratamientos (ANOVA: F5,12 = 7,675; 

p = 0,002), registrándose un DT significativamente menor en 100% de ARU (p = 0,038), 

lo que indica un crecimiento más rápido en este medio. Por último, el cálculo del %I 

reveló efectos contrastantes: los tratamientos con 10, 20 y 40% mostraron inhibición del 

crecimiento (7,2; 11,4 y 8,3%, respectivamente), aunque sin alcanzar significancia 

estadística respecto al control. En cambio, las concentraciones de 80% y 100% 

produjeron una estimulación del crecimiento, con aumentos de 7,5% y 24%, 

respectivamente. 

En conjunto, los patrones de crecimiento de C. vulgaris obtenidos en este ensayo 

guardan coherencia con los registrados en el ensayo previo, evidenciando en ambos 

casos un efecto estimulante de ARU sobre el crecimiento respecto al control. La 

magnitud de dicha estimulación fue del 24 % en el presente ensayo, mientras que en el 

anterior alcanzó el 8,1 %. Entre las principales diferencias observadas en la composición 

del efluente empleado en cada ensayo, se destacan los valores de DQO y DBO5, los 

cuales resultaron entre un 14 y un 24 % superiores en el primer ensayo, además de 

presentarse variaciones en las concentraciones de nutrientes.   

Del análisis de la Figura 24A-D, se observa en ambos ensayos que el nitrato y el 

fósforo son máximos en el cultivo control, disminuyendo progresivamente a medida que 

aumenta la proporción de ARU en el medio, mientras que el amonio y el nitrito mostraron 

el patrón inverso. Por un lado, estas diferencias en la disponibilidad y forma química de 

los nutrientes constituyen otro aspecto relevante de la caracterización del efluente y 

podrían, en parte, explicar las respuestas observadas en el crecimiento de C. vulgaris 

bajo las distintas proporciones de ARU evaluadas. Además, el contenido de amonio en 

el segundo ensayo fue aproximadamente cuatro veces mayor que en el primero, 

mientras que las concentraciones de fósforo, pese a su variación entre tratamientos y 

ensayos, no evidenciaron un efecto limitante sobre el crecimiento de C. vulgaris. 
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Posteriormente, se midieron los pigmentos fotosintéticos y los marcadores 

moleculares. La Figura 25 presenta la acumulación de pigmentos en C. vulgaris a las 

distintas concentraciones de ARU a las 72 h, junto con las tendencias registradas por 

los índices calculados (valores en Tabla 15). Tanto la clorofila-a como la clorofila-b se 

redujeron significativamente en el tratamiento con 100% de ARU (p < 0,05). Por su parte, 

los carotenoides alcanzaron valores inferiores al control en los tratamientos entre 10 y 

80% de ARU, siendo la disminución significativa únicamente en el 20% de ARU 

(ANOVA: F5,12 = 9,828, p < 0,001; Dunnett: p < 0,001).  En contraste, el tratamiento al 

100% evidenció un leve incremento, alcanzando valores de picogramos de pigmento 

por unidad de célula similares a los del control. 

La proporción de clorofilas (cl-a/cl-b) se mantuvo estable en el control (3,13) y los 

tratamientos del 10 al 80% de ARU, cuyos valores oscilaron entre 3,08-3,42, sin un 

patrón asociado a la concentración de ARU. En el tratamiento al 100%, el CR disminuyó, 

tomando un valor de 2,67, ligeramente inferior al CR del control (3,13), aunque sin 

alcanzar una diferencia significativa (Kruskal Wallis: H5 = 11,082; p = 0,05; Dunn vs 

control: p > 0,05). Por su parte, el PI también permaneció relativamente constante hasta 

el 80% de ARU, con valores entre 0,16 y 0,43, sin una tendencia definida, aunque con 

una disminución en el 20% de ARU (0,16), consistente con la reducción significativa 

observada en los carotenoides. Finalmente, en el tratamiento al 100%, el PI se 

incrementó aproximadamente tres veces respecto del control, sin embargo, esta 

diferencia tampoco fue significativa (Kruskal Wallis: H5 = 15,058; p = 0,01; Dunn vs 

control: p > 0,05). 
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En la Figura 26 se ilustran los niveles de marcadores moleculares medidos en C. 

vulgaris a las 72 h para las distintas concentraciones de ARU. La actividad de CAT 

mostró un incremento significativo en los tratamientos con 20% de ARU (p < 0,001), 

80% (p = 0,007) y 100% (p = 0,003) respecto al control. En el tratamiento al 20%, el bajo 

valor de CAT puede estar influido por la disminución en el contenido proteico de la 

microalga con respecto al control (p < 0,042). Por su parte, la actividad GST experimentó 

un aumento relevante en 80% y 100% ARU (ambos p < 0,001). Finalmente, el contenido 

de MDA en C. vulgaris en el tratamiento con 100% de ARU fue significativamente mayor 

al control (p = 0,019) denotando la existencia de peroxidación lipídica. 
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Por último, se realizó un PCA con el fin de integrar y analizar conjuntamente las 

variables de crecimiento, pigmentos y biomarcadores de estrés de C. vulgaris en los 

distintos tratamientos. En la Tabla S7 del material suplementario se presentan los 

valores propios de la matriz de correlación, junto con el porcentaje de varianza explicada 

y acumulada por cada componente principal, y en la Tabla S8, los vectores propios 

extraídos: coeficientes de cada variable para los 2 componentes principales. Los dos 

primeros componentes principales (PC1 y PC2) explicaron en conjunto el 78,94% de la 

varianza total de los datos (56,84% y 22,09%, respectivamente), lo que justificó el uso 

de un biplot bidimensional para su interpretación (Figura 27). El PC1 mostró 

correlaciones positivas con la densidad algal (0,41) y la tasa de crecimiento (0,40), así 

como con las variables de estrés oxidativo MDA (0,35) y GST (0,25). A su vez, se asoció 

negativamente con el DT (-0,39), la clorofila-a (-0,36) y la clorofila-b (-0,37). Por su parte, 

el PC2 explicó una proporción menor de la variabilidad y estuvo dominado por la 

actividad de CAT (0,61), con menor contribución de la GST (0,28), mostrando a su vez 

correlaciones negativas con carotenoides (-0,51) y proteínas (-0,50).  

El biplot evidenció una diferenciación de tratamientos a lo largo del PC1: las altas 

concentraciones de ARU (80-100 %) se ubicaron hacia el lado positivo, mientras que el 

control y las bajas concentraciones (10 y 40 %) se agruparon en el lado negativo. En 

cambio, el tratamiento al 20 % aunque también se situó en el lado negativo del PC1, se 

desplazó principalmente a lo largo del PC2, separándose del resto de los tratamientos 

de manera atípica. 
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En síntesis, aunque el cultivo en 100% de ARU evidenció ciertos indicadores de 

estrés, esta condición no limitó el crecimiento de C. vulgaris. Luego de analizar 

conjuntamente los resultados, se seleccionó esta concentración como condición 

experimental para los ensayos posteriores. 
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Los extractos obtenidos de los cultivos de C. vulgaris se analizaron mediante 

espectrofotometría. En la Figura 32 se presentan los perfiles de absorción (Figura 32A) 

y de las derivadas primeras de los espectros (Figura 32B), correspondientes a las 

réplicas del cultivo control y a una solución estándar de astaxantina (6 ✞g mL-1). En la 

Figura 32B se observa que el estándar exhibe una señal positiva definida en 432 nm, 

indicada con una flecha roja. Las muestras también muestran cierta respuesta en esa 

longitud de onda; sin embargo, la morfología de sus espectros de absorción (Figura 32A) 

sugiere que no corresponde a astaxantina. Las muestras exhibieron un máximo de 

absorción en 445 nm, acompañado por un hombro en ~421-423 nm y un pico secundario 

en ~471-473 nm (los tres indicados con flechas color naranja) (Figura 32A). Este patrón 

coincide con el de otro carotenoide, la luteína, cuyo espectro de absorción presenta 

máximos en 421, 445 y 473 nm. Su morfología puede observarse en la Figura S3 

(Material suplementario), donde se representa junto con extractos de muestras 
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alimenticias (Xavier et al., 2012). De este modo, se infiere que las microalgas cultivadas 

en el control podrían haber acumulado luteína. 
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Las Figuras 33A y 33B muestran los perfiles de absorción y de las derivadas primeras 

de los espectros de los extractos obtenidos del cultivo con ARU, junto con la solución 

estándar de astaxantina (6 ✞g mL-1). El análisis espectral de las muestras reveló un perfil 

característico de clorofilas y carotenoides, pero sin evidencia de astaxantina. En los 

espectros de orden cero (Figura 33A) se observaron máximos de absorción en la región 

azul (~430 nm) y roja (~660-675 nm) (indicados con flechas verdes), atribuibles a 

clorofilas (Liu et al., 2020; Schenider et al., 2020), lo que indica la presencia residual de 

este pigmento tras el proceso de extracción. Asimismo, se registraron hombros anchos 

entre 450 y 480 nm (indicados con flechas color naranja), característicos de 

carotenoides como el ✂-caroteno (Schierle et al., 2001; Liu et al., 2011; Xi et al., 2021). 
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En los espectros de la primera derivada (Figura 33B), las señales de las muestras 

difirieron del perfil del estándar de astaxantina, el cual presenta una señal positiva en 

432 nm, utilizada como parámetro selectivo para su cuantificación (Liu et al., 2011). En 

contraste, las derivadas de las muestras exhibieron valores cercanos a cero o negativos 

en dicha longitud de onda.  
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✹✣✏ ✙✜ ✢✎✏✚✑✭ ✒os carotenoides se mantuvieron relativamente constantes, pero con 

valores inferiores al control, en los tratamientos entre 10-80% de ARU. En 100 % de 

ARU, estos presentaron un leve aumento (5%) con respecto al control. Estos pigmentos 

protegen contra la fotooxidación y neutralizan radicales peróxidos, lo que previene la 

degradación de los cloroplastos (Bodnar et al., 2016). Su incremento bajo condiciones 

de estrés se interpreta como un mecanismo adaptativo para contrarrestar el daño 

oxidativo y preservar la actividad fotosintética. En paralelo, el PI se mantuvo sin cambios 

en la mayoría de los tratamientos, y mostró un incremento notable en el 100 % de ARU, 

lo que concuerda con el leve aumento de carotenoides observado, y su relación con la 

clorofila-a, y respalda su rol adaptativo (Bodnar et al., 2016). 
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La exposición de C. vulgaris a altas concentraciones de ARU (80�100 %) indujo un 

aumento significativo en las actividades de CAT y GST, indicando una activación rápida 

del sistema antioxidante frente al estrés oxidativo. Este comportamiento coincide con lo 

reportado en otras microalgas bajo estrés, donde la sobreproducción de ERO constituye 

la primera señal de toxicidad celular (Gao et al., 2017). Los procesos celulares que 

generan ERO incluyen la fotosíntesis, diversas reacciones enzimáticas y la interacción 

con compuestos exógenos que ingresan a la célula (Ke et al., 2010; Gauthier et al., 

2020). Se han documentado incrementos en la actividad de CAT en Dunaliella tertiolecta 

y D. salina expuestas a hidrocarburos aromáticos policíclicos (como fenantreno y 

antraceno) (Sajadinasab et al., 2024), en C. sorokiniana bajo exposición a distintos 

fármacos (Chu et al., 2023), así como en Chlorococcum humicola cultivada en ARU 

(Singh et al., 2022a). La CAT desempeña un papel fundamental en la detoxificación de 

peróxido de hidrógeno, catalizando su conversión en agua y oxígeno, lo que evita el 
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inicio de procesos de peroxidación lipídica y el consecuente daño a orgánulos 

fotosintéticos (Ugya et al., 2019). 

De manera complementaria, la inducción de la GST confirma la activación de rutas 

de biotransformación de xenobióticos y de eliminación de subproductos de la 

peroxidación lipídica, mecanismos descritos como parte de la tolerancia a ambientes 

contaminados (Chatzikonstantinou et al., 2017; Dos Santos et al., 2021). Este proceso 

inicia con la transformación de compuestos tóxicos en electrófilos reactivos a través del 

citocromo P-450. Posteriormente, la GST cataliza su conjugación con el tripéptido 

glutatión (GSH), produciendo metabolitos menos tóxicos y más hidrófilos 

(Chatzikonstantinou et al., 2017). En microalgas, la GST se ha vinculado con la 

detoxificación de herbicidas como atrazina (Castro et al., 2022), pesticidas de uso 

agrícola y doméstico como la cipermetrina (Cabrera et al., 2021), CF como bisfenol A 

(BPA) y fármacos como sulfametoxazol (SMX) y ciprofloxacina (CIP) (Chu et al., 2023). 

En concordancia, ensayos con inhibidores de citocromo P-450 en C. sorokiniana 

evidenciaron una reducción significativa en la degradación de BPA, CIP y SMX, 

confirmando el rol de esta vía en la detoxificación (Chu et al., 2023).  

Respecto al contenido de MDA, se observó un incremento en el tratamiento con 100 

% de ARU respecto al control (p = 0,019). El MDA constituye un subproducto estable de 

la peroxidación lipídica y se emplea como biomarcador de daño oxidativo en membranas 

(Gauthier et al., 2020). No obstante, su incremento en paralelo con la inducción de CAT 

y GST, sugiere el mantenimiento activo de la maquinaria antioxidante. Patrones 

similares se reportaron en C. vulgaris expuesta a NP de plata, y en Scenedesmus 

vacuolatus cultivada en efluentes urbanos, donde los incrementos de MDA se 

acompañaron de la inducción de enzimas antioxidantes que limitaron el daño (Singh et 

al., 2022b; Romero et al., 2025). 

 

El PCA permitió identificar un patrón en la respuesta de C. vulgaris frente a las 

concentraciones de ARU. El eje PC1 representó un gradiente desde condiciones de bajo 

estrés y crecimiento más lento hacia un estado de alta proliferación celular acompañado 

de estrés oxidativo. Las concentraciones bajas (10 y 40 %) y el control se asociaron con 

altos contenidos de clorofilas y ausencia de estrés, indicando una estrategia de 

crecimiento estable y menos costosa fisiológicamente. La oposición entre clorofilas y 

marcadores de estrés evidenció sensibilidad del aparato fotosintético a la alta carga de 

nutrientes, mientras que el aumento de carotenoides sugirió un reajuste metabólico 

hacia pigmentos fotoprotectores, capaces de mitigar el daño oxidativo y sostener la 

proliferación celular. La correlación positiva en el PC1 entre densidad celular, tasa de 

crecimiento, MDA y GST confirmó que, bajo concentraciones elevadas de ARU (80 y 
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100 %), la microalga alcanzó el máximo crecimiento al costo de activar sus defensas 

antioxidantes. Este comportamiento coincide con lo reportado para especies tolerantes, 

como Chlorella sp. y C. vulgaris, que mantuvieron o incluso estimularon su crecimiento 

bajo exposición a contaminantes como nonilfenol (Gao et al., 2017). De manera similar, 

Singh et al. (2022a) observaron en C. humicola cultivada en ARU una preservación del 

crecimiento en paralelo con la activación de respuestas antioxidantes. En contraste, en 

especies más sensibles, la reducción de GST y CAT se asoció al deterioro fisiológico e 

incapacidad de detoxificación, como se evidenció en Selenastrum capricornutum 

expuesta a pireno (Lei et al., 2006), o en S. capricornutum y Scenedesmus quadricauda 

bajo exposición a nonilfenol, donde se detectaron reducciones en densidad celular y 

respuestas antioxidantes insuficientes (Gao et al., 2017). Estas diferencias resaltan la 

plasticidad metabólica de esta cepa de C. vulgaris, para sostener un crecimiento elevado 

en condiciones estresantes. 

En menor medida, el eje PC2 reflejó diferencias en el tipo de respuesta fisiológica, 

separando un perfil dominado por la actividad enzimática de otro caracterizado por 

elevadas concentraciones de pigmentos y proteínas. La correlación positiva entre 

carotenoides y proteínas sugiere una respuesta coordinada de defensa. El tratamiento 

con 20 % de ARU presentó un comportamiento particular: si bien se ubicó en la región 

de bajo estrés de PC1, presentó la mayor coordenada positiva en PC2 y se asoció con 

la actividad de CAT, indicando una respuesta antioxidante específica sin daño 

generalizado.  

En conjunto, los resultados demostraron que C. vulgaris no solo toleró altas 

concentraciones de ARU, sino que adaptó su metabolismo reforzando sistemas 

antioxidantes y fotoprotectores. Esta plasticidad fisiológica le permitió sostener un 

crecimiento acelerado en un ambiente simultáneamente rico en nutrientes y estresante. 

Por lo tanto, se seleccionó el 100 % de ARU como condición experimental para los 

ensayos posteriores. 
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Parámetros ARU 

Temperatura 17,8 °C 

OD 5,0 mg L-1 

SPC 498 µS cm-1 

pH 7,81 

Cadmio < LC (0,2 mg L-1 Cd) 

Cromo < LC (0,2 mg L-1 Cr) 

Plomo < LC (0,25 mg L-1 Pb) 

Arsénico 0,015 mg L-1 As 

Mercurio < LC (0,002 mg L-1 Hg) 

DQO 276,3 mg L-1 O2 

DBO5 51,6 mg L-1 O2 

Nitrato 282,3 mg L-1 N 

Nitrito 5,9 mg L-1 N 

Amonio 30,5 mg L-1 N 

Fósforo 2,6 mg L-1 P 

Sulfuros < LD (0,02 mg L-1) 

Bacterias coliformes totales 2,6 x 104 NMP 100 mL-1 

Bacterias coliformes fecales 5,0 x 103 NMP 100 mL-1 
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Figura 41: Concentraciones de amonio, nitrato, nitrito (expresadas como mg L-1 N) (Fig. A), y 

fósforo (expresadas como mg L-1 P) (Fig. B) en el control y los tratamientos con distintas 

concentraciones de aguas residuales urbanas (ARU) al inicio del ensayo de inhibición del 

crecimiento algal. 
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ARU (%) ✛✗✡✒✍✑✍ ✍✕☞✍✕ ✎✒☞ ✘✙✚✏ Paramilon (%) 

0 (Control) 52 ± 5 11 ± 1 

10 41 ± 1 12,4 ± 0,3 

20 47 ± 7 13 ± 3 

40 40 ± 3 15 ± 0,5 

80 ✠✌ ✡ ✑✓ 33 ± 4*** 

100 33 ± 3** 34 ± 1*** 

Diferencias significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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Se evaluaron de manera conjunta los resultados obtenidos, considerando los 

objetivos generales del presente capítulo, y se decidió realizar el ensayo posterior con 

la concentración de ARU de 80 %. 
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Tiempo (día) 
Tasa de crecimiento específica (día-1) 

Cultivo control Cultivo mixotrófico 

1 - 0,2 ± 0,2 - 0,9 ± 0,1 

2 0,7 ± 0,2 0,8 ± 0,2 

3 0,5 ± 0,3 0,6 ± 0,3 

4 0,1 ± 0,2 0,7 ± 0,4 

5 0,5 ± 0,4 0,4 ± 0,1 

6 0,46 ± 0,09 0,1 ± 0,3 

7 0,24 ± 0,06 0,11 ± 0,07 

8 0,14 ± 0,04 0,1 ± 0,1 

9 0,0 ± 0,2 0,0 ± 0,1 

10 - 0,1 ± 0,3 0,1 ± 0,5 
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✆✒✙✄�✓✌❀✌☛✕ ✮✌✒✓✘ ✔✌ ☎✔✘�✘✏✆✔✌�✌ ☎✘✂✘ ✔✌ ☎✔✘�✘✏✆✔✌�★ ✛�✄✙✄✒✓✌�✘✒ ☎✌✔✘�✄✙ ✆✒✏✄�✆✘�✄✙ ✄✒ ✄✔

☎✚✔✓✆☎✘ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘ ☎✘✒ �✄✙✛✄☎✓✘ ✌✔ ☎✘✒✓�✘✔ ✄✒ ✌✂★✘✙ ✓✆✄✂✛✘✙ ❀✄ ✂✚✄✙✓�✄✘✕ ★✒ ✮✠✝ ✄✙✓✌✙

❀✆✏✄�✄✒☎✆✌✙ ✏✚✄�✘✒ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌✙✢ ✛ ✠ ✟✝✟✟✞ ✛✌�✌ ☎✔✘�✘✏✆✔✌�✌ ☞ ✛ ✠ ✟✝✟✟✡✝ ✛✌�✌ ☎✔✘�✘✏✆✔✌�★✕

★✒ ✮✞✝ ✔✌ ☎✔✘�✘✏✆✔✌�✌ ✂✌✒✓✚☎✘ ✚✒✌ ❀✆✏✄�✄✒☎✆✌ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌ ✄✒✓�✄ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✙ ✏✛ ✠ ✟✝✟✣✡☛✝

✂✆✄✒✓�✌✙ ✔✚✄ ✔✌ ☎✔✘�✘✏✆✔✌�★ ✒✘ ❀✆✏✆�✆✪ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌✂✄✒✓✄ ✏✛ ✠ ✟✝✷✠✖☛✕ 

✗✘� ✙✚ ✛✌�✓✄✝ ✔✘✙ ☎✌�✘✓✄✒✘✆❀✄✙ ✒✘ ✂✘✙✓�✌�✘✒ ❀✆✏✄�✄✒☎✆✌✙ ✄✙✓✌❀✤✙✓✆☎✌✙ ✄✒✓�✄ ✔✘✙

✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✙ ✄✒ ✒✆✒✒✚✒✘ ❀✄ ✔✘✙ ✓✆✄✂✛✘✙ ✄☎✌✔✚✌❀✘✙ ✏✮✠✢ ✛ ✠ ✟✝✞✟✡✻ ✮✞ ✠ ✟✝✤✣✟☛✕ ✄✘

✘★✙✓✌✒✓✄✝ ✙✄ ✘★✙✄�☎✪ ✚✒ ✔✄☎✄ ✆✒☎�✄✂✄✒✓✘ ❀✄ ✙✚✙ ☎✌✔✘�✄✙ ✄✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘ �✄✙✛✄☎✓✘

❀✄✔ ☎✘✒✓�✘✔✕ 

★✒ ☎✚✌✒✓✘ ✌ ✔✘✙ ✤✒❀✆☎✄✙ ☎✌✔☎✚✔✌❀✘✙ ✌ ✛✌�✓✆� ❀✄ ✔✌ �✄✔✌☎✆✪✒ ✄✒✓�✄ ✛✆✒✂✄✒✓✘✙✝ ✓✌✒✓✘ ✄✔

✵✦ ☎✘✂✘ ✄✔ ✗✹✂✘✙✓�✌�✘✒ ☎✌✔✘�✄✙ ✙✚✛✄�✆✘�✄✙ ✄✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘ ✄✒ ✌✂★✘✙ ✓✆✄✂✛✘✙✕

★✔ ✆✒☎�✄✂✄✒✓✘ ✘✙☎✆✔✪ ✄✒✓�✄ ✠✝✷ ☞ ✠✝✖ ☎✄☎✄✙ �✄✙✛✄☎✓✘ ❀✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ☎✘✒✓�✘✔✝ ✙✄✒✦✒ ✄✔ ✤✒❀✆☎✄ ☞

✄✔ ✓✆✄✂✛✘ ☎✘✒✙✆❀✄�✌❀✘✕ ✥✆✒ ✄✂★✌�✒✘✝ ✔✌ ❀✆✏✄�✄✒☎✆✌ ✙✘✔✘ ✌✔☎✌✒✫✪ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✒☎✆✌ ✄✙✓✌❀✤✙✓✆☎✌

✛✌�✌ ✗✹ ✄✒ ✮✞ ✏✛ ✠ ✟✝✟✞✞☛✕ 
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�✁✂✄☎✆ �✒✟ ✍✗☞✒✔✛☛✡✑ ✎✡☛✡✑✗✛☛✗☛✗✚✡✑ ✒✔✓✗✓✡✑ ✔✛ ✚✘✕☛✗✦✡✑ ✚✡✛☛✌✡✕ ✣ ✒✗✜✡☛✌✢✎✗✚✡ ✓✔ ✂✄☎✆✝✞✟

☎✠✟✡☛✆☛☞ ✔✛ �✓☎ ✓✔ ✍☞✘✍✑ ✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ✘✌✙✍✛✍✑ ✎✟✠✡✏✟ ✚✕✡✌✡✎✗✕✍☞✍✥ ✚✕✡✌✡✎✗✕✍☞✙ ✣ ✚✍✌✡☛✔✛✡✗✓✔✑✕ ✔✛

✚✍✓✍ ☛✗✔✒✖✡ ✓✔ ✒✘✔✑☛✌✔✡✧ ✁✠ ✢ ✠✔✕✍✚✗✢✛ ✚✕☞✍✁✚✕☞✙✕ ✍✄ ✢ �✛✓✗✚✔ ✓✔ ✖✗☞✒✔✛☛✡✑✧ ✛✍✌✌✍✑ ✓✔ ✔✌✌✡✌✟

✓✔✑✦✗✍✚✗✢✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌ ✓✔ ✛ ✢ ✣✧ ✂✍✙✕✍✑ ✗✛✑✔✌☛✍✓✍✑✟ ✝✍✕✡✌✔✑ ✓✔ ✖✗☞✒✔✛☛✡✑ ✒✔✓✗✓✡✑ ✔✛ ✂✁ ☎✠✟✡☛✆☛☞

✔✛ ✚✍✓✍ ✖✘✛☛✡ ☛✔✒✖✡✌✍✕✥ ✔✜✖✌✔✑✍✓✡✑ ✚✡✒✡ ✒✔✓✗✍ ✡ ✓✔✑✦✗✍✚✗✢✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌✧ ☞✗✎✔✌✔✛✚✗✍✑

✑✗☞✛✗✎✗✚✍☛✗✦✍✑✟ ✎ ✖ ✏ ✓✥✓✒✕ ✎✎ ✖ ✏ ✓✥✓✑✧ 

 

 

✥❀✆☎✆✘✒✌✔✂✄✒✓✄✝ ✙✄ ✂✘✒✆✓✘�✄✌�✘✒ ✔✘✙ ✛✌�✓✂✄✓�✘✙ ✏✆✙✆☎✘✔✚✤✂✆☎✘✙ ❀✄✔ ✂✄❀✆✘ ✌✔ ✆✒✆☎✆✘

✏✮✟☛✝ ✄✒ ✮✠ ☞ ✄✒ ✮✞✝ ☎✚☞✘✙ ☎✌✔✘�✄✙ ✙✄ ✛�✄✙✄✒✓✌✒ ✄✒ ✔✌ ✮✌★✔✌ ✞✞✕ ★✒ ✌✂★✘✙ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✙

✄✔ ✛✴ ✌✚✂✄✒✓✪ ❀✄✙❀✄ ✮✟ ✜✌☎✆✌ ✮✠✝ ✂✌✒✓✄✒✆✄✒❀✘ ✚✒ ☎✌✔✘� ☎✄�☎✌✒✘ ✌ ✔✌ ✒✄✚✓�✌✔✆❀✌❀ ✜✌☎✆✌

✄✔ ✏✆✒✌✔ ❀✄✔ ✄✒✙✌☞✘✕ ✝✌ ✓✄✂✛✄�✌✓✚�✌ ✛�✄✙✄✒✓✪ ☎✌�✆✌☎✆✘✒✄✙ ✂✘❀✄�✌❀✌✙ ✄✒✓�✄ ✓✆✄✂✛✘✙ ❀✄

✂✚✄✙✓�✄✘✝ ✛✄�✂✌✒✄☎✆✄✒❀✘ ❀✄✒✓�✘ ❀✄✔ �✌✒✒✘ ✄✙✓✌★✔✄☎✆❀✘ ✄✕✛✄�✆✂✄✒✓✌✔✂✄✒✓✄✕ ★✔ ✑✟ ✏✚✄

✂✄✒✘� ✄✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘✕ ✥❀✆☎✆✘✒✌✔✂✄✒✓✄✝ ✛�✄✙✄✒✓✪ ✚✒✌ ❀✆✙✂✆✒✚☎✆✪✒ ✄✒ ✮✠✝ ✄✒

✌✂★✘✙ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✙✝ ☞ ✌✚✂✄✒✓✪ ✒✚✄☎✌✂✄✒✓✄ ✄✒ ✮✞✕ ★✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ☎✘✒✓�✘✔✝ ✔✌ ✥✗✵ ☞ ✔✘✙

✥✟✮ ✏✚✄�✘✒ ✄✔✄☎✌❀✘✙ ✄✒ ☎✘✂✛✌�✌☎✆✪✒ ☎✘✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘✝ ❀✚�✌✒✓✄ ✓✘❀✘ ✄✔ ✄✒✙✌☞✘✕  
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 �✁✂☎✂✆✝☎✂✞ ✟✆ ✠✆✡☛☎✂☞✝ ✟✆ ☎☛✡✌✍✆✎✏☛✎  

★✒ ✔✌ ✮✌★✔✌ ✞✣ ✙✄ ✛�✄✙✄✒✓✌✒ ✔✘✙ ☎✌✔✘�✄✙ �✄✒✆✙✓�✌❀✘✙ ✛✌�✌ ✔✘✙ ✛✌�✓✂✄✓�✘✙

✏✆✙✆☎✘✔✚✤✂✆☎✘✙ ☞ ★✌☎✓✄�✆✘✔✪✒✆☎✘✙ ✄✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘ ✌✔ ✆✒✆☎✆✘ ❀✄✔ ✄✒✙✌☞✘✝ ✄✒ ✮✠ ✏❀✤✌

✞☛ ☞ ✄✒ ✮✞ ✏❀✤✌ ✠✟☛✕ ✝✌✙ ✄✏✆☎✆✄✒☎✆✌✙ ❀✄ �✄✂✘☎✆✪✒ ✙✄ ☎✌✔☎✚✔✌�✘✒ ☎✘✒ �✄✔✌☎✆✪✒ ✌ ✔✌✙

☎✘✒☎✄✒✓�✌☎✆✘✒✄✙ ✂✄❀✆❀✌✙ ✄✒ ✮✟✕ ✟✄★✄ ☎✘✒✙✆❀✄�✌�✙✄ ✔✚✄ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ✙✄ ✛�✄✛✌�✪ ☎✘✒ ✖✟✂

✥✦✧✝ ❀✆✔✚✆❀✘ ✄✒ ✂✄❀✆✘ ✵✞✭✝ ✔✘ ✔✚✄ ✄✔✄☎✪ ✔✌✙ ☎✘✒☎✄✒✓�✌☎✆✘✒✄✙ ✆✒✆☎✆✌✔✄✙ ❀✄ ✏✪✙✏✘�✘ ☞

✌✂✘✒✆✘ ✏☎✄� ✺✆✒✚�✌ ✤✠☛✕ 

 

 

�✆✁✂✆ ✁✝✆ ✍✍✌✜✒✔☛✌✡✑ ✒✔✓✗✓✡✑ ✔✛ ✕✡✑ ✚✘✕☛✗✦✡✑ ✒✗✜✡☛✌✢✎✗✚✡✑ ✓✘✌✍✛☛✔ ✔✕ ✔✛✑✍✣✡ ✓✔

✙✗✡✌✌✔✒✔✓✗✍✚✗✢✛ ✚✡✛ ✂✄☎✆✝✞✟ ☎✠✟✡☛✆☛☞✟ ✍✕ ✗✛✗✚✗✡ ✎✂✓✏ ✣ ✔✛ ✂✑ ✎✓✏✍ ☛✏ ✣ ✂✖ ✎✓✏✍ ✑✓✏✧ ✘✡✑ ✛✘☛✌✗✔✛☛✔✑

✑✔ ✔✜✖✌✔✑✍✛ ✚✡✒✡ ✒✔✓✗✍ ✡ ✓✔✑✦✗✍✚✗✢✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌ ✎✛ ✢ ✣✏✧☞✎☛ ✢ ☞✔✒✍✛✓✍ ✞✘✏✒✗✚✍ ✓✔ ✡✜✏☞✔✛✡✕

☞✛☛✏ ✢ ☞✔✒✍✛✓✍ ✙✗✡✕✢☞✗✚✍ ✓✔ ✡✜✏☞✔✛✡✧ 

 

✍✍✌✜✒✔☛✌✡✑ ✓✔ ✟✠✡ ✂✓ 

✂✑ ✂✖ 

✍✔✓✗✚✗✢✛ 
✠✔✒✡✚✗✢✛

✎☎✏ 
✍✔✓✗✚✗✢✛ 

✠✔✒✡✚✗✢✛

✎☎✏ 

☞✎☛ ✎✒☞ ✘✙✚☛�✏ ✖✖✑ ✖✖� ✓ ✑☛✠ ✖✑ 

☞✛☛✏ ✎✒☞ ✘✙✚ ☛�✏ ✠✑✥✣ ✖✍✥✣ ✖✍ ✖✣✥☛ ✠✣ 

✁✗☛✌✍☛✡ ✎✒☞ ✘✙✚ ✁✏ ✖✣✌ ✡ ✣✓ ✖✠✣ ✡ ✣☛ ✓ ✑✣✌ ✡ ✌ ✠✣ 

✁✗☛✌✗☛✡ ✎✒☞ ✘✙✚ ✁✏ ✒✥✒ ✡ ✓✥✌ ✒✥� ✡ ✓✥✖ ✓ ✠✥✓ ✡ ✓✥✖ ✖☛ 

✟✒✡✛✗✡ ✎✒☞ ✘✙✚ ✁✏ ✌✑ ✡ ✍ � ✡ ✖ �☛ ✓✥☛ ✡ ✓✥✣ ✍✍ 

✠✢✑✎✡✌✡ ✎✒☞ ✘✙✚ ✍✏ ✍✖ ✡ ✑✑ ☛✠ ✡ � ✑✍ ✌✓ ✡ ✌ ✣✠ 

✛✍✚☛✔✌✗✍✑ ✚✡✕✗✎✡✌✒✔✑

☛✡☛✍✕✔✑ ✎✁✍✍ ✑✓✓ ✒✘✙✚✏ 
✖✥✑ ✜ ✑✓✞ ✍✣✓ ✍✌ ✠�✓ ✍� 

✛✍✚☛✔✌✗✍✑ ✚✡✕✗✎✡✌✒✔✑

✎✔✚✍✕✔✑ ✎✁✍✍ ✑✓✓ ✒✘✙✚✏ 
✠ ✜ ✑✓✔ ✏ ✣✓ ✍✍ ✠✓ ✍✍ 

 

✝✌ ✟✑✑✒ ✛�✄✙✄✒✓✪ ✚✒✌ ❀✆✙✂✆✒✚☎✆✪✒ ✛�✘✒�✄✙✆☎✌ ✌ ✔✘ ✔✌�✒✘ ❀✄✔ ✄✒✙✌☞✘ ✏✞✪✂ ✄✒ ✮✠ ☞

✤✣✂ ✄✒ ✮✞☛✝ ✂✆✄✒✓�✌✙ ✔✚✄ ✔✌ ✟✓✑✂✘✙✓�✪ ✚✒✌ ❀✆✒✓✂✆☎✌ ❀✆✏✄�✄✒✓✄✢ �✄✒✆✙✓�✪ ✚✒ ✆✒☎�✄✂✄✒✓✘

✆✒✆☎✆✌✔ ☞ ✛✘✙✓✄�✆✘�✂✄✒✓✄ ✚✒✌ ❀✆✙✂✆✒✚☎✆✪✒ ✂✘❀✄�✌❀✌ ✏✞✠✂ ✄✒ ✮✞☛✕ ★✒✓�✄ ✔✘✙ ✒✚✓�✆✄✒✓✄✙

✆✒✘�✒✓✒✆☎✘✙ ✙✄ ✘★✙✄�☎✌�✘✒ ☎✘✂✛✘�✓✌✂✆✄✒✓✘✙ ✜✄✓✄�✘✒✧✒✄✘✙✕ ★✔ ✌✂✘✒✆✘ �✄✒✆✙✓�✪ ✔✌ ✂✌☞✘�

✄✏✆☎✆✄✒☎✆✌ ❀✄ �✄✂✘☎✆✪✒ ✏✪✪✂ ✒✔✘★✌✔☛ ☞ ✄✔ ✏✪✙✏✘�✘ ✂✘✙✓�✪ ✚✒✌ �✄✂✘☎✆✪✒ ✂✓✙ ✂✘❀✄�✌❀✌

✏✠✪✂ ✄✒ ✮✠ ☞ ✣✤✂ ✄✒ ✮✞☛✕ ✮✌✒✓✘ ✄✔ ✒✆✓�✌✓✘ ☎✘✂✘ ✄✔ ✒✆✓�✆✓✘ ✄☎✆❀✄✒☎✆✌�✘✒ ✆✒☎�✄✂✄✒✓✘✙ ✔✄☎✄✙

✆✒✆☎✆✌✔✄✙ ✄✒ ✮✠✝ ✙✄✒✚✆❀✘✙ ❀✄ ❀✆✙✂✆✒✚☎✆✘✒✄✙ ✜✌☎✆✌ ✮✞ ✏✤✣✂ ✛✌�✌ ✒✆✓�✌✓✘ ☞ ✞✞✂ ✛✌�✌

✒✆✓�✆✓✘☛✕ 



 

✄✄✄ 

 

★✒ �✄✔✌☎✆✪✒ ☎✘✒ ✔✘✙ ✛✌�✓✂✄✓�✘✙ ★✌☎✓✄�✆✘✔✪✒✆☎✘✙✝ ✔✘✙ ☎✘✔✆✏✘�✂✄✙ ✓✘✓✌✔✄✙ ✛�✄✙✄✒✓✌�✘✒

�✄❀✚☎☎✆✘✒✄✙ ❀✄ ✪✡✂ ✄✒ ✮✠ ☞ ✪✖✂ ✄✒ ✮✞✕ ✝✌✙ ★✌☎✓✄�✆✌✙ ☎✘✔✆✏✘�✂✄✙ ✏✄☎✌✔✄✙ ✂✘✙✓�✌�✘✒

❀✆✙✂✆✒✚☎✆✘✒✄✙ ☎✄�☎✌✒✌✙ ✌✔ ✪✪✂ ✄✒ ✮✠ ☞✝ ✄✒ ✮✞✝ ✙✄ �✄✒✆✙✓�✪ ✚✒ ✔✄☎✄ ✌✚✂✄✒✓✘✻ ✒✘ ✘★✙✓✌✒✓✄✝

✔✌ �✄✂✘☎✆✪✒ ✌☎✚✂✚✔✌❀✌ ✙✄ ✂✌✒✓✚☎✘ ✄✒ ✪✪ ✂✕ 

★✒✓�✄ ✔✘✙ ✛✌�✓✂✄✓�✘✙ ✔✚✄ ✆✒✆☎✆✌✔✂✄✒✓✄ ✙✚✛✄�✌★✌✒ ✔✘✙ ☎✌✔✘�✄✙ ✄✙✓✌★✔✄☎✆❀✘✙ ✛✘� ✔✌

✒✘�✂✌✓✆☎✌ ✛�✘☎✆✒☎✆✌✔✝ ✔✌ ✟✑✑✒✝ ✄✔ ✌✂✘✒✆✘ ☞ ✔✌✙ ★✌☎✓✄�✆✌✙ ☎✘✔✆✏✘�✂✄✙ ✌✔☎✌✒✫✌�✘✒ ✒✆☎✄✔✄✙

❀✄✒✓�✘ ❀✄ ✔✘✙ ✔✤✂✆✓✄✙ �✄✒✚✔✌✓✘�✆✘✙ ✌✔ ✏✆✒✌✔✆✫✌� ✄✔ ✄✒✙✌☞✘✝ ✄✒ ☎✘✒✓�✌✙✓✄ ☎✘✒ ✔✌ ✟✓✑ ☞ ✄✔

✏✪✙✏✘�✘✕ ✥✆✒ ✄✂★✌�✒✘✝ ✄✒ ✄✔ ☎✌✙✘ ❀✄✔ ✏✪✙✏✘�✘✝ ❀✄★✄ ☎✘✒✙✆❀✄�✌�✙✄ ✔✚✄ ✙✚ ☎✘✒☎✄✒✓�✌☎✆✪✒

✆✒✆☎✆✌✔ ✄✙✓✚☎✘ ✆✒✏✔✚✄✒☎✆✌❀✌ ✛✘� ✄✔ ✄✒�✆✔✚✄☎✆✂✆✄✒✓✘ ☎✘✒ ✄✔ ✂✄❀✆✘ ✵✞✭✕ 

 

 ☎✁�✁☎ �✆✞✝✍✞☎✂☞✝ ✟✆ ☎✞✠✟☛�✂✟✠✞✏☛✎ ✏☛✏✞✝✆✎ ✂ ✌✞✠✞✡✂✝☛✝ ✆✝ ✝✞

✟✂☛✡✞✎✞ ✟✆ ✾☛ ✎✑✏✿✒✍✒✓ 

✥✄ ❀✄✓✄�✂✆✒✪ ✄✔ ☎✘✒✓✄✒✆❀✘ ❀✄ ☎✌�★✘✜✆❀�✌✓✘✙ ✓✘✓✌✔✄✙ ☞ ❀✄ ✛✌�✌✂✆✔✘✒ ✄✒ ✔✌ ★✆✘✂✌✙✌

☎✘✙✄☎✜✌❀✌ ❀✄ ✔✘✙ ☎✚✔✓✆☎✘✙ ☎✘✒✓�✘✔ ☞ ✂✆✕✘✓�✘✏✆☎✘✕ ★✒ ✔✌ ✮✌★✔✌ ✞✤ ☞ ✔✌ ✺✆✒✚�✌ ✷✞ ✙✄

✛�✄✙✄✒✓✌✒ ✔✘✙ �✄✙✚✔✓✌❀✘✙ ✘★✓✄✒✆❀✘✙✝ ✩✚✒✓✘ ☎✘✒ ✔✌ ★✆✘✂✌✙✌ ✌✔✒✌✔ ✄✕✛�✄✙✌❀✌ ✛✘� ✚✒✆❀✌❀ ❀✄

☎✘✔✚✂✄✒ ❀✄ ☎✚✔✓✆☎✘✕ ★✒ ✌✂★✘✙ ✓✆✄✂✛✘✙ ❀✄ ✂✚✄✙✓�✄✘✙✝ ✔✘✙ ☎✌✔✘�✄✙ ❀✄ ☎✌�★✘✜✆❀�✌✓✘✙

✓✘✓✌✔✄✙ ☞ ✛✌�✌✂✆✔✘✒ ✂✘✙✓�✌�✘✒ ☎✌�✆✌☎✆✘✒✄✙ ✄✒ ✄✔ ✂✆✙✂✘ ✙✄✒✓✆❀✘ ❀✄✒✓�✘ ❀✄ ☎✌❀✌

✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✕ 

 

�✆✁✂✆ ✁✑✟ ✛✗✡✒✍✑✍ ✍✕☞✍✕ ✎✒☞ ✘✙✚✏ ✣ ✚✡✛☛✔✛✗✓✡ ✓✔ ✚✍✌✙✡✤✗✓✌✍☛✡✑ ☛✡☛✍✕✔✑ ✎☎✏ ✣ ✖✍✌✍✒✗✕✡✛ ✎☎✏ ✔✛

✂✄☎✆✝✞✟ ☎✠✟✡☛✆☛☞ ✔✛ ✕✡✑ ✓✡✑ ✒✡✒✔✛☛✡✑ ✓✔ ✒✘✔✑☛✌✔✡✥ ✔✛ ✚✘✕☛✗✦✡ ✚✡✛☛✌✡✕ ✣ ✒✗✜✡☛✌✢✎✗✚✡ ✎�✓☎ ✦✁✦

✟✠✡✏✧ ✘✡✑ ✌✔✑✘✕☛✍✓✡✑ ✑✔ ✔✜✖✌✔✑✍✛ ✚✡✒✡ ✒✔✓✗✍ ✆ ✓✔✑✦✗✍✚✗✢✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌✧  

Tiempo Cultivo ✛✗✡✒✍✑✍ ✍✕☞✍✕ ✎✒☞ ✘✙✚✏ Carbohidratos (%) Paramilon (%) 

T1 
Control  380 ± 79 19 ± 5  8,2 ± 0,5 

Mixotrófico 257 ± 12  34 ± 6*** 22 ± 5**  

T2 
Control  387 ± 81  20 ± 6  10 ± 1  

Mixotrófico 347 ± 64 31 ± 8**  21 ± 4**  

☞✗✎✔✌✔✛✚✗✍✑ ✑✗☞✛✗✎✗✚✍☛✗✦✍✑✟ ✎✎ ✖ ✏ ✓✥✓✑✕ ✎✎✎ ✖ ✏ ✓✥✓✓✑✧ 

 

★✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ☎✘✒✓�✘✔ ✄✔ ✛✌�✌✂✆✔✘✒ �✄✛�✄✙✄✒✓✪ ✄✒✓�✄ ✄✔ ✤✣ ☞ ✄✔ ✷✟✂ ❀✄✔ ☎✘✒✓✄✒✆❀✘ ✓✘✓✌✔

❀✄ ☎✌�★✘✜✆❀�✌✓✘✙✕ ★✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘✝ ✄✙✓✌ ✛�✘✛✘�☎✆✪✒ ✏✚✄ ✂✌☞✘�✝ ☎✘✒ ☎✌✔✘�✄✙ ❀✄

✄✒✓�✄ ✡✤ ☞ ✡✞✂ ❀✄✔ ✓✘✓✌✔ ❀✄ ☎✌�★✘✜✆❀�✌✓✘✙✝ ✄✒ ✮✠ ☞ ✮✞✝ �✄✙✛✄☎✓✆☎✌✂✄✒✓✄✕ ✥✙✆✂✆✙✂✘✝ ✔✘✙

☎✚✔✓✆☎✘✙ ✂✆✕✘✓�✪✏✆☎✘✙ ✛�✄✙✄✒✓✌�✘✒ ☎✌✔✘�✄✙ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌✂✄✒✓✄ ✙✚✛✄�✆✘�✄✙ ✄✒ ✌✂★✘✙



 

✄✄✄ 

 

✓✆✄✂✛✘✙✝ ✓✌✒✓✘ ✛✌�✌ ☎✌�★✘✜✆❀�✌✓✘✙ ✏✮✠✢ ✛ � ✟✝✟✟✠✻ ✮✞✢ ✛ ✠ ✟✝✟✟✪☛ ☎✘✂✘ ✛✌�✌ ✛✌�✌✂✆✔✘✒

✏✮✠ ☞ ✮✞✢ ✛ ✠ ✟✝✟✟✣☛✕ ✄✘ ✘★✙✓✌✒✓✄✝ ✄✔ ☎✘✒✓✄✒✆❀✘ ❀✄ ✛✌�✌✂✆✔✘✒ ✘★✓✄✒✆❀✘ ✄✒ ✄✔ ✄✒✙✌☞✘

✛�✄✔✆✂✆✒✌� ★✌✩✘ ✔✌✙ ✂✆✙✂✌✙ ☎✘✒❀✆☎✆✘✒✄✙ ❀✄ ❀✆✔✚☎✆✪✒ ❀✄✔ ✄✏✔✚✄✒✓✄ ✏✖✟✂ ✥✦✧☛ ✏☎✄�

�✄✙✚✔✓✌❀✘✙ ✄✒ ✔✌ ✙✄☎☎✆✪✒ ✣✕✤✕✠☛ ✏✚✄ ✌✛�✘✕✆✂✌❀✌✂✄✒✓✄ ✠✝✡ ☎✄☎✄✙ ✂✌☞✘� ✔✚✄ ✄✔ ✘★✙✄�☎✌❀✘

✄✒ ✄✙✓✄ ✄✒✙✌☞✘ ❀✄ ★✆✘��✄✂✄❀✆✌☎✆✪✒✕  

 

 

 

�✁✂✄☎✆ �✁✆ ✛✗✡✒✍✑✍ ✍✕☞✍✕ ✎✔✓✔ ✗✝✞✘✗✔✌✓✡✏ ✣ ✚✡✛☛✔✛✗✓✡ ✓✔ ✚✍✌✙✡✤✗✓✌✍☛✡✑ ☛✡☛✍✕✔✑ ✎☎✏ ✣ ✖✍✌✍✒✗✕✡✛

✎☎✏ ✎✔✓✔ ✓✔✌✔✚✤✡✏ ✔✛ ✂✄☎✆✝✞✟ ☎✠✟✡☛✆☛☞ ✔✛ ✚✘✕☛✗✦✡✑ ✚✡✛☛✌✡✕ ✣ ✒✗✜✡☛✌✢✎✗✚✡ ✔✛ �✓☎ ✓✔ ✍☞✘✍✑

✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ✘✌✙✍✛✍✑ ✎✟✠✡✏✧ ✛✍✌✌✍✑ ✓✔ ✔✌✌✡✌ ✑✘✖✔✌✗✡✌✔✑✟ ✓✔✑✦✗✍✚✗✢✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌ ✓✔ ✛ ✢ ✣✧

☞✗✎✔✌✔✛✚✗✍✑ ✑✗☞✛✗✎✗✚✍☛✗✦✍✑✟ ✎✎ ✖ ✏ ✓✥✓✑✕ ✎✎✎ ✖ ✏ ✓✥✓✓✑✧ 
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�✁✂✄☎✆ �✑✆ ✘✡✛☞✗☛✘✓✔✑ ✓✔ ✌✍✓✏✚✘✕✍ ✔ ✤✗✖✡✚✢☛✗✕✡ ✣ ☞✔✌✒✗✛✍✚✗✢✛ ✓✔ ✑✔✒✗✕✕✍✑ ✎✠✗☞✧ ✟ ✣ ✛✏ ✔ ✏✛✓✗✚✔✑

✓✔ ✎✗☛✡☛✡✜✗✚✗✓✍✓ ✎✠✗☞✧ ✁ ✣ ☞✏ ✓✔✕ ✙✗✡✔✛✑✍✣✡ ✓✔ ☛✡✜✗✚✗✓✍✓ ✍☞✘✓✍ ✓✔ �✟✡✁✄✡✟ ☞✟✁☛✂✟✥ ✌✔✍✕✗✝✍✓✡ ✚✡✛

✍☞✘✍✑ ✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ☛✌✍☛✍✓✍✑ ✎✟✠✡☞✂✏ ✖✌✡✦✔✛✗✔✛☛✔ ✓✔✕ ☛✗✔✒✖✡ ✑ ✣ ✓✔✕ ☛✗✔✒✖✡ ✖ ✓✔✕ ✔✛✑✍✣✡ ✓✔

✙✗✡✌✌✔✒✔✓✗✍✚✗✢✛✧ ✛✍✌✌✍✑ ✓✔ ✔✌✌✡✌✟ ✓✔✑✦✗✍✚✗✢✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌ ✓✔ ✛ ✢ ✣✧ ☞✗✎✔✌✔✛✚✗✍✑ ✑✗☞✛✗✎✗✚✍☛✗✦✍✑✟ ✎✎ ✖ ✏

✓✥✓✑✧ ✠✌�✟ �✔✌✒✗✛✍✚✗✢✛ ✌✔✕✍☛✗✦✍ ✓✔ ✕✍✑ ✑✔✒✗✕✕✍✑ ✎☎✏✕ ✠✠�✟ ✁✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✌✔✕✍☛✗✦✡ ✓✔ ✕✍ ✌✍✓✏✚✘✕✍

✎☎✏✕ �✄✟ ✏✛✓✗✚✔ ✓✔ ☞✔✌✒✗✛✍✚✗✢✛✧ 

 

★✒ ✄✔ ✓✆✄✂✛✘ ✞✝ ✔✌✙ ✔✘✒✒✆✓✚❀✄✙ ❀✄ ✔✌ �✌❀✤☎✚✔✌ ☞ ❀✄✔ ✜✆✛✘☎✪✓✆✔✘ ☎✘��✄✙✛✘✒❀✆✄✒✓✄✙ ✌ ✔✌✙

❀✆✔✚☎✆✘✒✄✙ ✄✒✓�✄ ✡✝✞ ☞ ✷✟✂ ❀✄ ✥✦✧�✮ ✙✄ ✂✌✒✓✚☎✆✄�✘✒ �✄✔✌✓✆☎✌✂✄✒✓✄ ☎✘✒✙✓✌✒✓✄✙✕ ✥✆✒
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✄☞✛☎ ✡☞✰ ❀✄ ✟✚✒✒✄✓✢ ✛ ✠ ✟✝✟✟✡☛ ✏✺✆✒✕ ✷✤✑☛✕ 

★✒ �✄✔✌☎✆✪✒ ☎✘✒ ✔✘✙ ✤✒❀✆☎✄✙ ❀✄ ✏✆✓✘✓✘✕✆☎✆❀✌❀✝ ✄✔ ✤✒❀✆☎✄ ✦✥✜ ✙✄ ✂✌✒✓✚☎✘ �✄✔✌✓✆☎✌✂✄✒✓✄
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✥✦✧�✮✝ ✄✒ ✌✂★✘✙ ✓✆✄✂✛✘✙ ✄✕✛✄�✆✂✄✒✓✌✔✄✙✕ ★✔ ✤✒❀✆☎✄ ✦✦✜✝ ✛✘� ✙✚ ✛✌�✓✄✝ ✛�✄✙✄✒✓✪ ✄✒ ✮✠

✚✒ ☎✌✔✘� ✂✓✕✆✂✘ ✄✒ ✄✔ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘ ✌✔ ✷✟✂✝ ✂✆✄✒✓�✌✙ ✔✚✄ ✄✒ ✮✞ ✄✔ ☎✌✔✘� ✂✓✕✆✂✘ ✙✄

�✄✒✆✙✓�✪ ✄✒ ✠✟✟✂ ❀✄ ✥✦✧�✮✕ ✺✆✒✌✔✂✄✒✓✄✝ ✄✔ ✤✒❀✆☎✄ ✜✹ ✂✘✙✓�✪ ✚✒ ✛✌✓�✪✒ ✙✆✂✆✔✌� ✌✔ ✦✦✜✝

✌✚✒✔✚✄ ✔✘✙ ☎✌✔✘�✄✙ ✂✓✕✆✂✘✙ ✙✄ ✘★✙✄�☎✌�✘✒ ✄✒ ✌✂★✘✙ ✓✆✄✂✛✘✙ ✄✒ ✄✔ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘ ✌✔ ✷✟

✂ ❀✄ ✥✦✧�✮ ✏✺✆✒✕ ✷✤✵ ☞ ✟☛✕ 
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✝✌ ✂✌☞✘� ❀✄✒✙✆❀✌❀ ☎✄✔✚✔✌� �✄✒✆✙✓�✌❀✌ ✄✒ ✄✔ ☎✚✔✓✆☎✘ ☎✘✒✓�✘✔ ✏✟✂ ✥✦✧☛ ☎✘✒☎✚✄�❀✌ ☎✘✒

✔✘ ✄✙✛✄�✌❀✘✝ ❀✌❀✘ ✔✚✄ ✄✔ ✂✄❀✆✘ ✵✞✭ ☎✘✒✙✓✆✓✚☞✄ ✚✒ ✂✄❀✆✘ ✒✚✓�✆✓✆☎✘ ✘✛✓✆✂✆✫✌❀✘ ✛✌�✌ ✄✔

❀✄✙✌��✘✔✔✘ ❀✄ �✖ ✙✌✎✰✚☛✚✛ ✏✵�✌✂✄� ✞ ✭☞✄�✙✝ ✠✪✷✞☛✕ ★✒ ☎✘✒✓�✌✙✓✄✝ ✓✘❀✘✙ ✔✘✙ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✙

☎✘✒ ✥✦✧ ✛�✘❀✚✩✄�✘✒ ✆✒✜✆★✆☎✆✪✒ ❀✄✔ ☎�✄☎✆✂✆✄✒✓✘ ✌✔✒✌✔✝ ✌✚✒✔✚✄ ✙✪✔✘ ✄✒ ✤✟ ☞ ✠✟✟✂ ❀✄ ✥✦✧

✔✌ ❀✄✒✙✆❀✌❀ ☎✄✔✚✔✌� ✏✆✒✌✔ ✛�✄✙✄✒✓✪ ❀✆✏✄�✄✒☎✆✌✙ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌✙ ☎✘✒ �✄✙✛✄☎✓✘ ✌✔ ☎✘✒✓�✘✔✝ ☎✘✒

☎✌✔✘�✄✙ ❀✄ ✆✒✜✆★✆☎✆✪✒ ❀✄✔ ☎�✄☎✆✂✆✄✒✓✘ ❀✄✔ ✖✝✖✂ ☞ ✠✞✝✣ ✂✝ �✄✙✛✄☎✓✆☎✌✂✄✒✓✄✕ ✗✘� ✙✚ ✛✌�✓✄✝

✔✘✙ ✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘✙ ☎✘✒ ✠✟✝ ✞✟ ☞ ✖✟✂ ❀✄ ✥✦✧ ✓✌✂★✆✧✒ �✄✒✆✙✓�✌�✘✒ ☎✌✔✘�✄✙ ✛✘✙✆✓✆☎✘✙ ❀✄ ✹✂✝

✌✚✒✔✚✄ ✄✙✓✘✙ ✏✚✄�✘✒ ★✌✩✘✙ ✏✄✒✓�✄ ✤✝✠ ☞ ✷✝✠ ✂☛ ☞ ✒✘ ✙✄ ✓�✌❀✚✩✄�✘✒ ✄✒ ❀✆✏✄�✄✒☎✆✌✙

✄✙✓✌❀✤✙✓✆☎✌✂✄✒✓✄ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌✙ �✄✙✛✄☎✓✘ ❀✄✔ ☎✘✒✓�✘✔✕  

★✒ ☎✘✒✩✚✒✓✘✝ ✔✘✙ ✛✌�✓✂✄✓�✘✙ ❀✄ ☎�✄☎✆✂✆✄✒✓✘ ✂✘✙✓�✌�✘✒ ✄✏✄☎✓✘✙ ✒✄✒✌✓✆☎✘✙ ✄✒ ✄✔

✓�✌✓✌✂✆✄✒✓✘ ✌✔ ✠✟✟✂ ❀✄ ✥✦✧✢ �✄❀✚☎☎✆✘✒✄✙ ✙✆✒✒✆✏✆☎✌✓✆☎✌✙ ✄✒ ✔✌ ❀✄✒✙✆❀✌❀ ☎✄✔✚✔✌�✝ ✔✌ ✓✌✙✌

❀✄ ☎�✄☎✆✂✆✄✒✓✘ ✄✙✛✄☎✤✏✆☎✘✝ ✔✌ ✔✘✒✒✆✓✚❀ ☞ ★✆✘☎✘✔✚✂✄✒ ☎✄✔✚✔✌�✝ ✩✚✒✓✘ ☎✘✒ ✚✒ ✌✚✂✄✒✓✘ ✄✒ ✄✔

✟✮✕ ★✙✓✘✙ �✄✙✚✔✓✌❀✘✙ ✄☎✆❀✄✒☎✆✌�✘✒ ✚✒ ❀✄✓✄�✆✘�✘ ❀✄✔ ❀✄✙✄✂✛✄✩✘ ✏✆✙✆✘✔✪✒✆☎✘ ✒✄✒✄�✌✔ ❀✄ ✔✌

✂✆☎�✘✌✔✒✌ ★✌✩✘ ✄✙✓✌ ☎✘✒❀✆☎✆✪✒✕ 

★✔ ✌✒✓✔✆✙✆✙ ❀✄ ✔✘✙ ✛✌�✓✂✄✓�✘✙ ✂✘�✏✘✔✪✒✆☎✘✙ ✛✄�✂✆✓✆✪ ✆❀✄✒✓✆✏✆☎✌� �✄✙✛✚✄✙✓✌✙ ☎✄✔✚✔✌�✄✙
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A concentraciones bajas del efluente no se registraron cambios significativos en los 

biomarcadores de estrés analizados, con excepción del tratamiento al 10% ARU que 

mostró un incremento puntual de la actividad de GST (p = 0,025). Sin embargo, dado 

que este aumento no se acompañó de cambios en los otros biomarcadores, no se 

observó un patrón integrado de respuestas a estrés oxidativo.  

En contraste, en el tratamiento con 100% de ARU se observó un incremento 

pronunciado de GST (p < 0,001) que sugiere la activación de las vías de detoxificación 

y eliminación de las ERO. No obstante, en este mismo tratamiento se registró una 

disminución de la actividad de CAT, lo que podría indicar una saturación o desbalance 

del sistema antioxidante enzimático. Considerando la naturaleza del efluente, la posible 

presencia de mezclas de compuestos podría generar, mediante efectos sinérgicos o 

aditivos, un nivel de estrés oxidativo que supere la capacidad de respuesta celular de la 

microalga (Romero et al., 2025).  
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Cuando las ERO no son neutralizadas, pueden inducir daño celular a través de la 

peroxidación de AGPI, fosfolípidos, glucolípidos, esteroles, proteínas y ARNm (Ke et al., 

2010; Gauthier et al., 2020). En el tratamiento con 100% de ARU, la disminución de la 

actividad de CAT se acompañó de un aumento significativo de los niveles de MDA (p < 

0,001), lo que respalda la ocurrencia de daño oxidativo celular. La peroxidación lipídica 

puede comprometer la fluidez y permeabilidad de la membrana y alterar el transporte 

molecular, afectando proteínas asociadas a la membrana (Ke et al., 2010).  

Resultados similares fueron reportados por Liu et al. (2018) en S. obliquus expuesta 

a estrés por líquidos iónicos, donde a elevadas concentraciones del contaminante la 

actividad de CAT se vio superada, conduciendo a un aumento de ERO, daño de 

membranas celulares y del fotosistema II.  
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✥✂✆✘✓✓✆✝ ✄✕ ✄✕✝ ✑�✌☎✘✝ ✑✕✝ ✟✆✌✫✝ ✥✕✝ ✞ ★✙✛✪✙✆✓✘✝ ✭✕ ✏✞✟✠✞☛✕ ✗✌�✓✆✓✆✘✒ ✘✏ ✌�✙✄✒✆☎ ✆✒ ✙✘✆✔✙

✙✄❀✆✂✄✒✓✙ ✌✒❀ ✓✜✄ ✘�✆✒✆✒ ✘✏ ✒✌✓✚�✌✔✔☞ ✄✔✄☎✌✓✄❀ ☎✘✒☎✄✒✓�✌✓✆✘✒✙ ✆✒ ✒�✘✚✒❀✟✌✓✄� ✘✏ ✓✜✄

✙✘✚✓✜✄�✒ ✛✌✂✛✌ �✄✒✆✘✒ ✏✥�✒✄✒✓✆✒✌☛✕ �✱✗✚✌☞✱✳✍✱☎✎☛ �✎✌☎✡ ✯✰✚✍✱✰✍✛✝ ��✏✞☛✝ ✞✟✞✷�✞✟✖✤✕

✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✠✟✟✞✆✙✠✞✡✡✷�✟✠✠�✠✤✣✣�✕  

✑✔✘✙✆✝ ✭✕✝ ✥✔★✘✒✄✓✓✆✝ ✥✕✝ ✟✘✒❀✆✝ ✭✕✝ ✭✌�✓✄✔✔✆✝ ✵✕✝ ✞ ✑✌✔❀✆✝ ✜✕ ✏✞✟✠✠☛✕ ✭✆☎�✘✟✌☎✄�

✌✙✙✆✙✓✄❀ ✛✘✔☞✘✔ ✙☞✒✓✜✄✙✆✙ ✘✏ ✵✚ ✒✌✒✘✛✌�✓✆☎✔✄✙✕ ✁☞✘✌✱✎☛ ☞✔ �✎✱☞✄✎✌☎✚✰☛✍ ✠✍✛✍✎✌✰✡✝ ☎✁✏✠☛✝

✠✞✞�✠✣✖✕ ✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✠✟✟✞✆✙✠✠✟✷✠�✟✠✟�✟✟✠✟�✞  

✑✔✚✂✄✒✓✜✌✔✝ ✧✕ ✂✕✝ ✭✌�✌✝ ✟✕ ✟✕✝ ✗✄✌✙✄☞✝ ✥✕✝ ✦✚✆✫�✗✌✔✌☎✆✘✙✝ ✜✕✝ ✞ ✥✓✘✓✓✝ ✦✕ ✏✞✟✟✟☛✕

✜✚✆❀✄✔✆✒✄✙ ✏✘� ✓✜✄ ✂✆☎�✘★✆✘✔✘✒✆☎✌✔ ✔✚✌✔✆✓☞ ✘✏ ✓�✄✌✓✄❀ ✟✌✙✓✄✟✌✓✄� ✚✙✄❀ ✆✒ ✌✒�✆☎✚✔✓✚�✄✢

�✄☎✘✂✂✄✒❀✌✓✆✘✒✙ ✏✘� �✄☎✆✙✆✒✒ ✁✴✑ ✒✚✆❀✄✔✆✒✄✙✕ ✄✘☛☛✍☎✚✱ ☞✔ ☎✡✍ �☞✌☛✲ ✁✍✎☛☎✡

✂✌✙✎✱✚✖✎☎✚☞✱✝ ☎✂✝ ✠✠✟✤�✠✠✠✡✕ 

✑✘❀✒✌�✝ ✑✕ ✹✕✝ �✆✒✆✌�✙✸✌✝ ✴✕ ✑✕✝ �✌✙✆✔✄✒✸✘✝ ✑✕ �✕✝ ✞ ✜�✚★✆✒✸✘✝ �✕ �✕ ✏✞✟✠✡☛✕ ✗✆✒✂✄✒✓

☎✘✒✓✄✒✓ ✘✏ ✠✡☛☞✌✍☛☛✎ ✗✘☛✙✎✌✚✛ ✑✄✆✩✕ ✚✒❀✄� ✆✒✏✔✚✄✒☎✄ ✘✏ ✙✘❀✆✚✂ ✙✄✔✄✒✆✓✄ ✌✒❀ ✂✄✓✌✔✙

✆✘✒✙✕ ✄✚☞☎✍✰✡✱☞☛☞✙✚✎ ✡✰☎✎✝ ✆✏✠☛✝ ✞✠�✞✖✕ 

✑✘✒✌☎✫�✦✌❀✘✂✙✸✌✝ ✝✕✝ ✞ ✴✌�✌✙☞✂✝ ✂✕ ✏✞✟✠✖☛✕ ☎�✵✌�✘✓✄✒✄✂✛�✘✛✄�✓✆✄✙ ✌✒❀

✛�✘❀✚☎✓✆✘✒ ✂✄✓✜✘❀✙✕ ✁☞☞✲ ✄✘✎☛✚☎☎ ✎✱✲ ✯✎✔✍☎☎✝ ✂✏✞☛✝ ✡✪�✞✤✕

✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✠✟✪✣✆✏✔✙✌✏✄✆✏☞☞✟✟✤  
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✑✘✔✘✒✜✄✙✆✝ ✹✕ ✑✕ ✟✕ ✮✕✭✕✝ ✞ ✝✘✛✄✙✝ ✟✕ ✟✕ ✏✞✟✠✖☛✕ ✥✒✌✔☞✙✆✙ ✘✏ ✓✘✕✆☎✆✓☞ ✏�✘✂ ✓✜✄ ✄✏✏✔✚✄✒✓

✒✄✒✄�✌✓✄❀ ✆✒ ✌ ✏✚�✒✆✓✚�✄ ✆✒❀✚✙✓�☞ ✙✛�✌☞ ★✘✘✓✜ ✚✙✆✒✒ ✓✜✄ ✙✛✄☎✆✄✙ ✝✎✰☎✘✰✎ ✛✎☎✚✗✎ ✌✒❀ ✡☛☛✚✘✳

✰✍✄✎✕ ✠✍✗✚✛☎✎ ✡✳✶✚✍✱☎✍ ✄ �✙✘✎✝ ☎✁✝ ✄✞✞✤✡✕ ✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✤✠✣✡✆✌✂★✆�✌✒✚✌✕✞✞✤✡  

✑✘�★✌✝ ✺✕✴✕✝ ✥✘✓✓✘�✆☎✌✝ ✗✕✦✕✥✕✝ ✞ ✭✪❀✄✒✄✙✝ ✥✕✄✕ ✏✞✟✟✖☛✕ ✮�✌✓✌✂✄✒✓✘ ❀✘ ✄✏✔✚✄✒✓✄

✂✌❀✄✆�✄✆�✘ ✛✘� ✛�✘☎✄✙✙✘ ✏✘✓✘�✺✄✒✓✘✒✕ �✛☎✘✲☞✛ ☎✍✰✱☞☛✝✙✚✰☞✛� ✟ ✏✠☛✝ ✠✞�✞✟✕  

✑✘�☎✌✝ ✂✕ ✏✞✟✞✞☛✕ ✄✚☞✄✌☞✛✄✍✰✰✚✝✱ ✲✍ ✳✚✰✌☞✎☛✙✎✛ ✲✍ ✚✱☎✍✌✞✛ ✶✚☞☎✍✰✱☞☛✝✙✚✰☞ ✎✚✛☛✎✲✎✛

✲✍ ✎✙✘✎✛ ✌✍✛✚✲✘✎☛✍✛ ✘✌✶✎✱✎✛ ✲✍ ☛✎ ☛☞✰✎☛✚✲✎✲ ✲✍ ✯✎✱ ✁✘✛☎☞ ✁✯✎✱☎✎ ✁✍✂ ✏✮✄✙✆✒✌ ❀✄ ✒�✌❀✘☛✕

✧✒✆☎✄�✙✆❀✌❀ ✄✌☎✆✘✒✌✔ ❀✄✔ ✝✆✓✘�✌✔✝ ✥�✒✄✒✓✆✒✌✕ 

✑✘�✆☎✙✝ ✜✕✝ ✝✄�✏✝ �✕✝ ★✒✆✸✄✝ ✮✕✝ ✥✓✌✒✸✘☎✆✣✝ ✹✕✝ ✗✆☎✸✪✝ ✝✕✝ ✑✧�✄✙✝ �✕✝ ✞ �✓�★✤�✪✝ ✜✕

✏✞✟✞✠☛✕ ✑✆✘☎✘✔✚✂✄ ✌✒❀ ✙✚�✏✌☎✄ ✌�✄✌ ☎✌✔☎✚✔✌✓✆✘✒✙ ✏✘� ✂✆☎�✘✌✔✒✌✄✝ ✚✙✆✒✒ �✄✌✔✆✙✓✆☎ ✣✟

✂✘❀✄✔✙✕ ✯✰✚✍✱✰✍ ☞✔ ☎✡✍ �☞☎✎☛ �✱✗✚✌☞✱✳✍✱☎✝ ☎☎✁✝ ✠✤✷✷✣✖✕

✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✠✟✠✡✆✩✕✙☎✆✓✘✓✄✒☎✕✞✟✞✠✕✠✤✷✷✣✖  

✑✘�✘✟✆✓✫✸✌✝ ✭✕ ✥✕ ✏✠✪✖✖☛✕ ✥✔✒✌✔ ✒�✘✟✓✜ ✂✄❀✆✌ ✌✒❀ ✙✘✚�☎✄✙ ✘✏ ✌✔✒✌✔ ☎✚✔✓✚�✄✙✕ ★✒ ✭✕

✥✕ ✑✘�✘✟✆✓✫✸✌ ✞ ✝✕ ✂✕ ✑✘�✘✟✆✓✫✸✌ ✏★❀✙✕☛✝ ✂✚✰✌☞✠✎☛✙✎☛ ✶✚☞☎✍✰✡✱☞☛☞✙☎ ✏✛✛✕ ✤✷✡�✤✡✷☛✕

✵✌✂★�✆❀✒✄ ✧✒✆☎✄�✙✆✓☞ ✗�✄✙✙✕ 

✑✘✚✸✒✌✒✌✝ ✟✕✝ ✴✌✂✂✘✚✓✆✝ ✑✕✝ ✥✌✔✒✜✆✝ ✦✕✝ ✂✘❀✄✜✝ ✥✕✝ ✑✌��✘✚✸✝ ✥✕✝✁✌�✌❀✝ ✹✕✝ ✥✘✚✒✆✓✆✝

✥✕✝ ✞ ✥★✌✌✝ ✭✕ ✏✞✟✠✤☛✕ ✗✜☞✙✆☎✘☎✜✄✂✆☎✌✔ ☎✜✌�✌☎✓✄�✆✫✌✓✆✘✒ ✘✏ ✘✔✆☎✄ ✘✆✔ ✂✆✔✔ ✟✌✙✓✄✟✌✓✄�✙ ✆✒

✓✜✄ ✄✌✙✓✄�✒ �✄✒✆✘✒ ✘✏ ✭✘�✘☎☎✘✕ ✁☞✘✌✱✎☛ ☞✔ ✂✎☎✍✌✚✎☛✛ ✎✱✲ �✱✗✚✌☞✱✳✍✱☎✎☛ ✯✰✚✍✱✰✍✝ ✡✏✤☛✝

✠✟✣✪�✠✟✷✖✕  

✑✘✚✒✄✒�✚✝ ✥✕ �✕✝ ✞ ✥✛✄✓�✄✆✝ ✵✕ ✏✞✟✞✣☛✕ ✮☞�✘✙✆✒✌✙✄ ✆✂✂✘★✆✔✆✫✌✓✆✘✒ ✙✓�✌✓✄✒✆✄✙ ✏✘� ✓✜✄

❀✄☎✄✔✘✛✂✄✒✓ ✘✏ ✄✔✄☎✓�✘☎✜✄✂✆☎✌✔ ★✆✘✙✄✒✙✘�✙✂✌ �✄☎✆✄✟✕ �✎✱☞✳✎☎✍✌✚✎☛✛✝ ☎✁✏✤☛✝ ✞✡✟✕

✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✣✣✪✟✆✒✌✒✘✠✣✟✤✟✞✡✟  

✑�✌❀✏✘�❀✝ ✭✕ ✭✕ ✏✠✪✞✡☛✕ ✥ �✌✛✆❀ ✌✒❀ ✙✄✒✙✆✓✆☎✄ ✂✄✓✜✘❀ ✏✘� ✓✜✄ ✔✚✌✒✓✆✓✌✓✆✘✒ ✘✏

✂✆☎�✘✒�✌✂ ✔✚✌✒✓✆✓✆✄✙ ✘✏ ✛�✘✓✄✆✒ ✚✓✆✔✆✫✆✒✒ ✓✜✄ ✛�✆✒☎✆✛✔✄ ✘✏ ✛�✘✓✄✆✒�❀☞✄ ★✆✒❀✆✒✒✕ ✡✱✎☛☎☎✚✰✎☛

✄✚☞✰✡✍✳✚✛☎✌☎✝ ☎✂✏✠�✞☛✝ ✞✤✖�✞✷✤✕ ✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✠✟✠✡✆✟✟✟✣�✞✡✪✞✏✞✡☛✪✟✷✞✞�✣  

✑�✄✒❀✔✄�✝ ✮✕✝ ✞ ✁✆✔✔✆✌✂✙✘✒✝ ★✕ ✭✕ ✏✞✟✠✪☛✕ ✥✙✓✌✕✌✒✓✜✆✒✢ ✴✘✟ ✂✚☎✜ ✆✙ ✓✘✘ ✂✚☎✜☞ ✥

✙✌✏✄✓☞ �✄☎✆✄✟✕ ✕✡☎☎☞☎✡✍✌✎✄☎ ✠✍✛✍✎✌✰✡✝ ✁✁✏✠✞☛✝ ✣✟✪✟�✣✠✠✠✕

✜✓✓✛✙✢✆✆❀✘✆✕✘�✒✆✠✟✕✠✟✟✞✆✛✓�✕✡✷✠✤  

✑�✄✓✓✝ ✵✕ ✭✕ ✏✞✟✠✖☛✕ ✗✄�✙✛✄☎✓✆☎✄✙ ✌✒❀ ☎✜✌✔✔✄✒✒✄✙ ✏✘� ✙✄✔✏�✌✙✙✄✂★✔✄❀ ✔✌☞✄��★☞�✔✌☞✄�

★✆✘✙✄✒✙✘� ✌✒❀ ★✆✘✂✌✓✄�✆✌✔ ✌�☎✜✆✓✄☎✓✚�✄✙✕ ✠✘✌✌✍✱☎ ✂✄✚✱✚☞✱ ✚✱ �☛✍✰☎✌☞✰✡✍✳✚✛☎✌☎✝ ☎✂✝ ✞✠�✞✡✕
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✁✄✆✒✄�✝ ✂✕ ✥✕✝ ✟✄✝✘�✄✒✫✘✝ ✭✕ ★✕✝ ✞ ✺✚✔✓✘✒✝ ✭✕ ✴✕ ✏✞✟✟✤☛✕ ✦✄✔✌✓✆✘✒✙✜✆✛ ★✄✓✟✄✄✒
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✄✄✄ 

 

�✆✁✂✆ �� ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✄✞✆ ✠✔☞✗✑☛✌✡ ☛✔✒✖✡✌✍✕ ✓✔ ✕✍✑ ✗✛☛✔✛✑✗✓✍✓✔✑ ✓✔ ✚✡✌✌✗✔✛☛✔✑ ✓✔ ✌✔✓✘✚✚✗✢✛ ✣

✖✡☛✔✛✚✗✍✕✔✑ ✓✔ ✖✗✚✡ ✡✙☛✔✛✗✓✡✑ ✖✡✌ ✦✡✕☛✍✒✔☛✌✏✍ ✓✔ ✖✘✕✑✡ ✓✗✎✔✌✔✛✚✗✍✕ ✎☞✍✝✏ ✚✡✛ ✙✗✡✑✔✛✑✡✌✔✑ ✌✍�☞

✂�✠☞✁✍✎ ✒✡✓✗✎✗✚✍✓✡✑ ✚✡✛ ✓✗✑☛✗✛☛✍✑ ✚✡✛✚✔✛☛✌✍✚✗✡✛✔✑ ✓✔ ✛✍✛✡✖✍✌☛✏✚✘✕✍✑ ✎✁✘✁✍✏ ✎✌✔✛☛✔ ✍

✤✗✓✌✡✞✘✗✛✡✛✍ ✎✠✎✏ ✖✥✣ ✁✍ ✎✖✒✓ ✖✖✙✏ ✍ ✕✡ ✕✍✌☞✡ ✓✔ ✑✒ ✒✗✛ ✓✔ ✒✔✓✗✚✗✢✛✧ ✛✣ ✢ ✁✘✁✍✑✖☞✂�✠☞✁✍✎✕

✛✠ ✢ ✁✘✁✍✒☞✂�✠☞✁✍✎✕ ✛✒ ✢ ✁✘✁✍✣☞✂�✠☞✁✍✎✕ ✛✌ ✢ ✌✍�☞✂�✠☞✁✍✎✧ 

✛✗✡✑✔✛✑✡✌ ✂✗✔✒✖✡ ✎✒✗✛✏ 
✍✡☛✔✛✚✗✍✕ ✓✔

✌✔✓✘✚✚✗✢✛ ✎✒✝✏ 
✠✔✑✖✘✔✑☛✍ ✎✁✟✏ 

✂✍✑✍ ✓✔ ✦✍✌✗✍✚✗✢✛ ✓✔ ✕✍

✚✡✌✌✗✔✛☛✔ ✎✁✟ ✒✗✛✙✚✏ 

✛✣ 

✑ ✑✑✌ ✓✥✣☛ ☞ 

✒ ✑✓✓ ✑✥✓✒ ✓✥✑☛ 

✑✓ ✑✓✓ ✑✥✣✌ ✓✥✓✌ 

✑✒ ✑✓✓ ✑✥✒✌ ✓✥✓✠ 

✛✠ 

✑ ✑✖✓ ✓✥✑✣ ☞ 

✒ �✒ ✑✥✒✌ ✓✥✣✌ 

✑✓ �✒ ✑✥✍✣ ✓✥✓☛ 

✑✒ �✒ ✖✥✓� ✓✥✓✣ 

✛✒ 

✑ ✑✑✓ ✓✥☛✑ ☞ 

✒ �✒ ✖✥✖☛ ✓✥✣✍ 

✑✓ �✒ ✖✥�✖ ✓✥✑✑ 

✑✒ �✒ ✣✥✑☛ ✓✥✓☛ 

✛✌ 

✑ ✍� ✓✥✑✖ ☞ 

✒ ✍� ✓✥✣☛ ✓✥✓✌ 

✑✓ ✍� ✓✥✠✠ ✓✥✓✑ 

✑✒ ✍� ✓✥✒ ✓✥✓✑ 
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�✆✁✂✆ �✁ ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✄✞✟ ✂✍✙✕✍ ✚✡✒✖✕✔☛✍ ✓✔ ✚✡✌✌✗✓✍✑ ✚✡✌✌✔✑✖✡✛✓✗✔✛☛✔✑ ✍✕ ✓✗✑✔�✡ ✚✡✒✖✘✔✑☛✡

✚✔✛☛✌✍✕ ✎✁✁☞✥ ☞✔✑✗☞✛☞�✜✖✔✌☛ ☛✧✓✏✥ ✓✘✛☛✡ ✚✡✛ ✕✡✑ ✦✍✕✡✌✔✑ ✓✔ ✗✛☛✔✛✑✗✓✍✓ ✓✔ ✚✡✌✌✗✔✛☛✔ ✓✔ ✖✗✚✡

✚✍☛✢✓✗✚✡ ✎✄✁✥ ✂✟✏ ✡✙☛✔✛✗✓✡✑ ✔✜✖✔✌✗✒✔✛☛✍✕✒✔✛☛✔✧ ✠☞ ✢ ✠✍✚☛✡✌ ✓✔ ✓✗✕✘✚✗✢✛✧ 

✌☛✓ ✠✘✛ ✛✕✡✞✘✔ ✁✍✎✗✡✛ ✎☎✏ ✂✗✌✡✑✗✛✍✑✍ ✎✡✏ ✟☞✔✛☛✔ ✖✡✕✗✒✗✌✗✚✡ ✎✠☞✏ ✠✔✑✖✘✔✑☛✍ ✎✂✟✏ 

☛ ✑ ☞✏✍ ✑ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✑ ✒✥✓✣ 

✠ ✖ ☞✏✍ ✑ ✓✥✑✒✍ ✌☛✥✍✣ ✓✥✑� ✌✥✑ 

✌ ✣ ☞✏✍ ✑ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✑ ✒✥✑ 

✒ ✠ ☞✏✍ ✑ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✑ ✒✥✍✣ 

✖ ✒ ☞✏✍ ✑ ✓✥✠✠ ✌☛✥✍✣ ✓✥✖✣� ✠✥✖ 

✣ ✌ ☞✏✍ ✑ ✓✥✑✒✍ �✖✥✓☛ ✓✥✖✣� ✠✥✍✌ 

✑ ☛ ☞✏✍ ✑ ✓✥✠✠ �✖✥✓☛ ✓✥✑� ✠✥✣✖ 

✑✖ � ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✑☛ ✒✥✓☛ 

✍ ✍ ☞✏✍ ✖ ✓✥✒ ☛✒ ✓✥✖✑ ✌✥✣✣ 

� ✑✓ ☞✏✍ ✖ ✓✥✑ ☛✒ ✓✥✖✑ ✒✥✠✣ 

✑✑ ✑✑ ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ �✒ ✓✥✖✑ ✒✥☛✑ 

✑✒ ✑✖ ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✑ ☛✥✍� 

✑✌ ✑✣ ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✑ ✌✥✑✑ 

✑✣ ✑✠ ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✒ ✒✥✓✖ 

✑✠ ✑✒ ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ ☛✒ ✓✥✖✑ ✌✥✠✠ 

✑✓ ✑✌ ☞✏✍ ✖ ✓✥✣ ✌✒ ✓✥✖✑ ✠✥✌✑ 

 

 

 

 

 

 

 





 

✄✄✄ 

 

�✆✁✂✆ �☎ ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✁✞✆ ✝✍✕✡✌✔✑ ✖✌✡✖✗✡✑ ✓✔ ✕✍ ✒✍☛✌✗✝ ✓✔ ✚✡✌✌✔✕✍✚✗✢✛✥ ✖✡✌✚✔✛☛✍✓✔ ✓✔ ✦✍✌✗✍✛✝✍

✔✜✖✕✗✚✍✓✍ ✣ ✦✍✌✗✍✛✝✍ ✍✚✘✒✘✕✍✓✍ ✖✡✌ ✕✡✑ ✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑ ✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑✥ ✖✌✡✓✘✚☛✡ ✓✔✕ ✍✛✜✕✗✑✗✑ ✓✔

✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑ ✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑ ✎✍✁✟✏ ✓✔ ✦✍✌✗✍✙✕✔✑ ✓✔ ✚✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✣ ✔✑☛✌✗✑ ✔✛ �✁✆✂✠✝✆✆✟ ✂✄✆☎✟✠☛☞

✔✜✖✘✔✑☛✍ ✍ ✓✗✎✔✌✔✛☛✔✑ ✚✡✛✚✔✛☛✌✍✚✗✡✛✔✑ ✓✔ ✍☞✘✍✑ ✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ✘✌✙✍✛✍✑ ✎✟✠✡✏✧ 

✝✍✕✡✌ ✖✌✡✖✗✡ ✍✡✌✚✔✛☛✍✓✔ ✓✔ ✦✍✌✗✍✛✝✍ ✎☎✏ ✝✍✌✗✍✛✝✍ ✍✚✘✒✘✕✍✓✍ ✎☎✏ 

✒✥✌�✠✖✖ ✒✌✥�✠ ✒✌✥�✠ 

✖✥✖✓✍✣✑ ✖✖✥✓✍ ☛�✥✍✠ 

✓✥☛✑✣✒☛ ☛✥✑✠ �✌✥✓☛ 

✓✥✒✌✒ ✒✥✌✒ ✍✑✥☛✖ 

✓✥✠✣✒✑✍ ✠✥✣✒ ✍✌✥✓☛ 

✓✥✖✖✌✒☛ ✖✥✖☛ ✍�✥✣✠ 

✓✥✑✖✠✖✍ ✑✥✖✠ ✍✍✥✒� 

✓✥✓✣✓☛✖ ✓✥✣✑ ✍✍✥�✍ 

✓✥✓✑✓✍☛ ✓✥✑✑ ✑✓✓✥✓✓ 

✑✥☛✣�☞✠ ✓✥✓✓ ✑✓✓✥✓✓ 

 

 

  



 

✄✄✁ 

 

�✆✁✂✆ �✞ ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✁✞✟ ✝✔✚☛✡✌✔✑ ✖✌✡✖✗✡✑ ✔✜☛✌✍✏✓✡✑✟ ✚✡✔✎✗✚✗✔✛☛✔✑ ✓✔ ✕✍✑ ✦✍✌✗✍✙✕✔✑ ✔✛ ✕✡✑ ✓✡✑

✖✌✗✒✔✌✡✑ ✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑ ✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑ ✎✍✁✑ ✣ ✍✁✖✏✥ ✖✌✡✓✘✚☛✡ ✓✔✕ ✍✛✜✕✗✑✗✑ ✓✔ ✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑

✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑ ✎✍✁✟✏ ✓✔ ✦✍✌✗✍✙✕✔✑ ✓✔ ✚✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✣ ✔✑☛✌✗✑ ✔✛ ✁✤✕✡✌✔✕✕✍ ✦✘✕☞✍✌✗✑ ✔✜✖✘✔✑☛✍ ✍

✓✗✎✔✌✔✛☛✔✑ ✚✡✛✚✔✛☛✌✍✚✗✡✛✔✑ ✓✔ ✍☞✘✍✑ ✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ✘✌✙✍✛✍✑ ✎✟✠✡✏✧ ☞✂ ✢ ☛✗✔✒✖✡ ✓✔ ✓✘✖✕✗✚✍✚✗✢✛✕

✁✕☞✍ ✢ ✁✕✡✌✡✎✗✕✍☞✍✕ ✁✕☞✙ ✢ ✁✕✡✌✡✎✗✕✍☞✙✕ ✁✟✂ ✢ ✚✍☛✍✕✍✑✍✕ �✌✂ ✢ ☞✕✘☛✍☛✗✢✛☞✌☞☛✌✍✛✑✎✔✌✍✑✍✕ ✍☞✟ ✢

✒✍✕✡✛✓✗✍✕✓✔✤✏✓✡✧ 

✝✍✌✗✍✙✕✔ ✁✡✔✎✗✚✗✔✛☛✔ ✓✔ ✍✁✑ ✁✡✔✎✗✚✗✔✛☛✔ ✓✔ ✍✁✖ 

☞✔✛✑✗✓✍✓ ✍✕☞✍✕ ✓✥✠✓✒☛✍ ✓✥✓✣�✠� 

✂✍✑✍ ✓✔ ✚✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✓✥✠✓✖✌� ✓✥✓✑✌✣✍ 

☞✂ ☞✓✥✣�✌☛✌ ✓✥✓✑✑☛✍ 

✁✕☞✍ ☞✓✥✣✌✠☛✍ ☞✓✥✓✓�✒✒ 

✁✕☞✙ ☞✓✥✣✌✌✠� ☞✓✥✓✒✓✣� 

✁✍✌✡☛✔✛✡✗✓✔✑ ✓✥✑�✣✒✌ ☞✓✥✒✑✖✠� 

✍✌✡☛✔✏✛✍✑ ✓✥✑�✠✖✣ ☞✓✥✠✍✍�✍ 

✁✟✂ ✓✥✓✑✖✖☛ ✓✥✌✓✒☛✠ 

�✌✂ ✓✥✖✒✠✠✌ ✓✥✖☛✍✍✌ 

✍☞✟ ✓✥✣✒✑✌☛ ✓✥✑✍✠✑ 
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�✁✂✄☎✆ �✝ ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✁✞✟ �✑✖✔✚☛✌✡ ✓✔ ✍✙✑✡✌✚✗✢✛ ✡✝☞✦✗✑✗✙✕✔ ✓✔ ✘✛ ✔✑☛✜✛✓✍✌ ✓✔ ✕✘☛✔✏✛✍ ✎✖✥✒ ✂☞ ✒✘✙

✚✏ ✔✛ ✕✏✛✔✍ ✓✔ ✍ ✌✍✣✍✑✥ ✣ ✓✔ ✓✡✑ ✔✜☛✌✍✚☛✡✑ ✡✙☛✔✛✗✓✡✑ ✓✔ ✒✘✔✑☛✌✍✑ ✍✕✗✒✔✛☛✗✚✗✍✑✧ �✜☛✌✍✏✓✡ ✓✔

�✍✦✗✔✌ ✔☛ ✍✕✧ ✎✖✓✑✖✏✧ 

  



 

✄✄✄ 

 

�✆✁✂✆ �� ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✝✞✟ ✝✍✕✡✌✔✑ ✖✌✡✖✗✡✑ ✓✔ ✕✍ ✒✍☛✌✗✝ ✓✔ ✚✡✌✌✔✕✍✚✗✢✛✥ ✖✡✌✚✔✛☛✍✓✔ ✓✔ ✦✍✌✗✍✛✝✍

✔✜✖✕✗✚✍✓✍ ✣ ✦✍✌✗✍✛✝✍ ✍✚✘✒✘✕✍✓✍ ✖✡✌ ✕✡✑ ✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑ ✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑✥ ✖✌✡✓✘✚☛✡ ✓✔✕ ✍✛✜✕✗✑✗✑ ✓✔

✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑ ✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑ ✎✍✁✟✏ ✓✔ ✦✍✌✗✍✙✕✔✑ ✓✔ ✚✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✣ ✔✑☛✌✗✑ ✔✛ ✂✄☎✆✝✞✟ ☎✠✟✡☛✆☛☞

✔✜✖✘✔✑☛✍ ✍ ✓✗✎✔✌✔✛☛✔✑ ✚✡✛✚✔✛☛✌✍✚✗✡✛✔✑ ✓✔ ✍☞✘✍✑ ✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ✘✌✙✍✛✍✑ ✎✟✠✡✏✧  

✝✍✕✡✌ ✖✌✡✖✗✡ ✍✡✌✚✔✛☛✍✓✔ ✓✔ ✦✍✌✗✍✛✝✍ ✎☎✏ ✝✍✌✗✍✛✝✍ ✍✚✘✒✘✕✍✓✍ ✎☎✏ 

☛✥✠✓✌✑� 

✖✥�✠✍☛✍ 

✑✥✍✌✓✌✣ 

✑✥✑✖✣✍ 

✓✥�✠✠✣ 

✓✥✌✒✓✌✍ 

✓✥✠✍✒�✌ 

✓✥✖✠☛✠✌ 

✓✥✑✍�✌☛ 

✓✥✑✖☛✌✣ 

✓✥✓✠✣✣✌ 

✓✥✓✠✓☛� 

✓✥✓✑✓✖✖ 

✣✥�✖�☞✠ 

✑✥✖✖�☞✠ 

✣✥✒�☞✒ 

✠✌✥✖✍ 

✑☛✥�✑ 

✑✖✥✖✒ 

☛✥✓✖ 

✒✥✖� 

✠✥✓☛ 

✣✥✑✓ 

✑✥✒✒ 

✑✥✖✠ 

✓✥�✓ 

✓✥✖☛ 

✓✥✖✒ 

✓✥✓✌ 

✓✥✓✓ 

✓✥✓✓ 

✓✥✓✓ 

✠✌✥✖✍ 

✌✠✥✑✓ 

☛✌✥✣✒ 

�✣✥✣� 

��✥✌✌ 

✍✖✥☛✖ 

✍✒✥�✖ 

✍☛✥✣☛ 

✍�✥✌✑ 

✍✍✥✠✑ 

✍✍✥✌� 

✍✍✥✍✣ 

✑✓✓✥✓✓ 

✑✓✓✥✓✓ 

✑✓✓✥✓✓ 

✑✓✓✥✓✓ 
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�✆✁✂✆ �✄✒ ✁✂✆✄☎✆✄✂✝ ✝✞✆ ✝✔✚☛✡✌✔✑ ✖✌✡✖✗✡✑ ✔✜☛✌✍✏✓✡✑✟ ✚✡✔✎✗✚✗✔✛☛✔✑ ✓✔ ✕✍✑ ✦✍✌✗✍✙✕✔✑ ✔✛ ✕✡✑ ✓✡✑

✖✌✗✒✔✌✡✑ ✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑ ✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑ ✎✍✁✑ ✣ ✍✁✖✏✥ ✖✌✡✓✘✚☛✡ ✓✔✕ ✍✛✜✕✗✑✗✑ ✓✔ ✚✡✒✖✡✛✔✛☛✔✑

✖✌✗✛✚✗✖✍✕✔✑ ✎✍✁✟✏ ✓✔ ✦✍✌✗✍✙✕✔✑ ✓✔ ✚✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✣ ✔✑☛✌✗✑ ✔✛ ✂✄☎✆✝✞✟ ☎✠✟✡☛✆☛☞ ✔✜✖✘✔✑☛✍ ✍

✓✗✎✔✌✔✛☛✔✑ ✚✡✛✚✔✛☛✌✍✚✗✡✛✔✑ ✓✔ ✍☞✘✍✑ ✌✔✑✗✓✘✍✕✔✑ ✘✌✙✍✛✍✑ ✎✟✠✡✏✧ ☞✂ ✢ ☛✗✔✒✖✡ ✓✔ ✓✘✖✕✗✚✍✚✗✢✛✕

✁✕☞✍ ✢ ✁✕✡✌✡✎✗✕✍☞✍✕ ✁✕☞✙ ✢ ✁✕✡✌✡✎✗✕✍☞✙✕ ✁✟✂ ✢ ✚✍☛✍✕✍✑✍✕ �✌✂ ✢ ☞✕✘☛✍☛✗✢✛☞✌☞☛✌✍✛✑✎✔✌✍✑✍✕ ✍☞✟ ✢

✒✍✕✡✛✓✗✍✕✓✔✤✏✓✡✧ 

✝✍✌✗✍✙✕✔ ✁✡✔✎✗✚✗✔✛☛✔ ✓✔ ✍✁✑ ✁✡✔✎✗✚✗✔✛☛✔ ✓✔ ✍✁✖ 

☞✔✛✑✗✓✍✓ ✍✕☞✍✕ ✓✥✣✑✖✓✖ ☞✓✥✖☛✖✍ 

✛✗✡✒✍✑✍ ✓✥✖�✑✣✍ ☞✓✥✑✑✣�✣ 

✂✍✑✍ ✓✔ ✚✌✔✚✗✒✗✔✛☛✡ ✓✥✣✑☛✌ ☞✓✥✖✠✒☛ 

☞✂ ☞✓✥✣✓✍☛✍ ✓✥✖✑✣✠✣ 

✛✗✡✦✡✕✘✒✔✛ ✓✥✖✍✍✖ ☞✓✥✣✓✠✌✍ 

✝✡✕✘✒✔✛ ✚✔✕✘✕✍✌ ☞✓✥✓✌�✌✠ ☞✓✥✑✖✓�☛ 

✟✛✚✤✡ ✚✔✕✘✕✍✌ ☞✓✥✑☛✌✠✠ ☞✓✥✓✌✓�✣ 

✘✡✛☞✗☛✘✓ ✚✔✕✘✕✍✌ ✓✥✖✣�✌✠ ☞✓✥✑✑✒✑✖ 

✁✕☞✍ ✓✥✑☛✖✌☛ ✓✥✠�☛✍✒ 

✁✕☞✙ ✓✥✖✍✓✒✠ ✓✥✣✑✖✍✍ 

✁✍✌✡☛✔✛✡✗✓✔✑ ✓✥✓☛✣✖☛ ✓✥✠✍✒✖☛ 

✍✌✡☛✔✏✛✍✑ ✓✥✑☛✒✠✑ ✓✥✑✣✒✌✑ 

✁✟✂ ✓✥✖✣✍✠ ✓✥✑✖✠✓✍ 

�✌✂ ☞✓✥✖✠☛☛✠ ✓✥✓✖✣☛✖ 

✍☞✟ ☞✓✥✣✓��✍ ☞✓✥✑✖✑✌ 

✍✍✌✍✒✗✕✡✛ ☞✓✥✖�✖✒✒ ☞✓✥✖✖☛✒✖ 

 

 


