REVISTA CIENTIFICA, FCV-LUZ / Vol. VII, N© 3, 209-214, 1997

EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE CULTIVOS
COMERCIALES USADOS PARA LA ELABORACION DE QUESOS

Evaluation of enzymatic activities from comercial starters used in cheesemaking

RESUMEN

Se evaluaron las actividades enzimaticas de cultivos
comerciales mixtos y puros, los cuales se clasificaron como
mesofilos y termdfilos de acuerdo al tipo de cepa presente en
el mismo. Las actividades fueron medidas como actividad
acidificante expresada en °D, actividad proteolitica sobre la
Caseina Hammersten y la actividad aminopeptidasica con la
Leu-p-Nitroanilida como sustrato. Los resultados sefialan que
los cultivos mesdfilos mixtos presentan actividad proteolitica de
acuerdo a la caracteristica del mismo, es decir que para un
cultivo de velocidad de fermentacién répida se observan
valores altos. Los cultivos meséfilos mixtos y puros utilizados
para la produccion de aroma dan valores altos de actividad
aminopeptidésica. En relacion a los cultivos termdfilos la
interaccién entre las cepas del yogurt es més compleja y va a
depender del tipo de cepa usada en cada tipo de mezcla. En el
presente trabajo se detectaron valores mas altos de actividad
proteolitica y aminopeptidasica para los cultivos referidos con
un alto poder acidificante comparado con el moderado.

Palabras claves: Fermentos mixios, queso, actividad proteoli-
tica, aminopeptidasica, acidificante, aroma.

ABSTRACT

Enzymatic activities of single and mixed commercial starters

classified as mesophilic or thermophilic according to the

included strains were evaluated. Different activities were
o

measured such as acidifying activity expresed as °D,
proteolytic  activity on Hammersten casein and
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aminopeptidase activity using Leu-p-Nitoanilide as substrate.
The results showed that mesophilic mixed culture starters
presented proteolityc activity according to their characteristics,
wich mean that high values were reported for those culiures
with high fermentation speed. High values of aminopeptidase
activity were found for single and mixed starters used for aroma
production. With respect to the thermophilic starters, the
interaction among yogurt strains is complex and depend on the
individual strains contained in the mixture. In the present work
the higher values of proteolytic and aminopeptidase activities
corresponded to those cultures with high acidifying power when
compared with moderated acidifiying power cultures,

Key words: Mixed starters, cheese, proteolytic activity, acidifi-
cation, aminopeptidases, flavour.

INTRODUCCION

Los cultivos lacticos o Bacterias Acido Lacticas (BAL)
usadas en productos lacteos han sido definidos por la Federa-
cion Lactea Internacional como “Lactic Acid Starter”.

Cuando se elige un cultivo lactico éptimo para la elabora-
cién de un producto lacteo especifico, se deben tomar en cuen-
ta ciertas caracteristicas que son importantes. Podemos men-
cionar algunas de ellas:

- La habilidad para formar acido lactico

- La propiedad de filante

- La propiedad texturizante

- La produccién de compuestos aromaticos y sabor

El ultimo aspecto puede ser dividido en: una directa pro-
duccién de sabores a partir del metabolismo de la lactosa, ci-
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trato y otros compuestos hidrocarbonados y una produccién in-
directa que estd relacionada al sistema enzimatico de la bacte-
ria. Por lo tanto, el “screening” de la actividad proteasa/peptida-
sa de los cultivos debe ser llevada a cabo para evitar cualquier
formacién de péptidos amargos ya que esto limitara |a vida de
almacenamiento del producto [1].

El sistema enzimatico de las BAL ha sido ampliamente
estudiado encontrandose a las proteinasas en todos los espa-
cios celulares y la caracterizacion y localizacién de las enzimas
que hidrolizan péptidos también han sido bien investigadas [4,
5,11, 15, 17].

La velocidad de fermentacién de un cultivo dcido |actico
va a depender de la capacidad que tenga la cepa de hidrolizar
las proteinas de la leche en péptidos y aminoécidos para iniciar
su transporte a la célula, asi como de su sistema de enzimas
proteoliticas asociadas a la pared celular. Se ha encontrado
gue la variante Proteasa negativo (Prt’) no es capaz de sinteti-
zar proteinas asociadas a la pared celular; por lo tanto es inca-
paz de hidrolizar las proteinas de la leche para su normal creci-
miento, por lo que en un cultivo puro el crecimiento va a de-
pender de la presencia de moléculas de bajo peso molecular, y
en un cultivo mixto del porcentaje de células Proteasa positivo
(Prt*) presentes en el cultivo. Mientras mayor sea este porcen-
taje, mas alto sera el nivel de estimulacién de crecimiento de
las cepas Prt’. Los péptidos formados deben ser posteriormen-
te degradados por endopeptidasas y exopeptidasas localiza-
das en o fuera de la membrana, a unidades transportables de
péptidos pequefos y luego una variedad de peptidasas intrace-
lulares completa la hidrélisis para producir aminoécidos y pépti-
dos de bajo peso molecular que van a contribuir en el desarro-
llo del sabor de los quesos [13, 21, 22].

Geis y col. [6] y Mill y Thomas [16] sugirieron que en un
cultivo mixto el porcentaje de células Prt™ debe estar entre un
20-28% para minimizar el desarrollo del amargo en los quesos.
Sorense y col. [20] demostraron que variando el contenido de

Prt en un cultivo mixto desde 0-80% se reduce el nimero de
péptidos amargos y aumenta la calidad del queso.

Debido a que es bien reconocida la importancia de las
BAL como una fuente de proteasas y peptidasas, la caracteri-
zacién segln su actividad proteclitica y acidificante es un
preambulo necesario para una buena evaluacion de la madura-
cién de los quesos. En este trabajo se presentan los resultados
de las actividades enziméticas medidas como actividad proteo-
litica, aminopeptidésica y acidificante de cultivos lcticos co-
merciales mixtos y puros.

MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas

Cultivos Lacticos comerciales utilizados en Venezuela
para la elaboracién de queso, la codificacion sefialada en las
Tablas fue colocada por los autores de este trabajo de acuerdo
a las caracteristicas sefialadas por el fabricante

La TABLA | presenta algunas caracteristicas de cultivos
lacticos mixtos:

— Mesdfilos Homofermentativos codificados como: FR,
FM1, FM2.

— Meséfilos Heterofermentativos codificados como: FMAG
y AG

— Termodfilos codificados como: AA y AM

La TABLA |l presenta algunas caracteristicas de cultivos
l&cticos puros:

— Mesdfilos Heterofermentativos codificados como: AG1 y
AG2

— Termdfilos codificados como: VAR y APT

Medio de Crecimiento: Thomas y Turner [23] idearon
un medio agregandole a 100 ml de casitone (0.5%) 10 g de le-

TABLA !
CARACTERISTICAS DE CULTIVOS LACTICOS MIXTOS COMERCIALES

Codigo Composicion Caracteristicas

FR LI, Le, St. Velocidad de fermentacion rapida

FM LI, Le. Velocidad de fermentacién moderada

FMA1 Ll, Lc, Ld, St. Velocidad de fermentacién moderada

FM2 LI, Lec, Lm. Velocidad de fermentacién moderada y produccién aroma +++ y gas +
AA St, Ldl. Alto poder acidificante

AM St, Ldb. Moderado poder acificante

AG Ld, Lm. Produccién aroma +++ y gas +++

LI: Lactococcus lactis subsp. lactis.  Lc: Lactococcus lactis subsp. cremoris. Ld: Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis.

Ldb: Lactococ-

cus delbruecki subsp. bulgaricus. Ldl: Laciococeus delbruecki subsp. lactis. Lm: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides. St Strep-

fococcus salivarius subsp. thermophiius.
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che descremada (MERCK) en forma estéril y 3 ml de B -glice-
rofosfato (3M), para permitir el crecimiento celular a una alta
densidad (10° ufe/ml) sin que ocurra coagulacién del medio.

Medida de la densidad éptica (D.0.) del cultivo: La
técnica de Kanasaki y col. [12] fue utilizada para determinar la
correspondiente densidad celular (peso seco de bacte-
ria mg/ml) por el método de Thomas y Turner [23]. A 0.5 ml de
cultivo se le agregaron 4.5 ml de EDTA (0.2%) pH 12 y la turbi-
dez se midié en un espectofotémetro a 480 nm

Recuperacion celular

Preparacién de la suspensidn celular: Las bacterias al
final de la fase logaritmica, se recolectaron por centrifugacién y
fueron lavadas con buffer B -glycerofosfato 0.05M con CaCly
(20mM) pH7 [16]. El volumen celular precipitado se resusper-
di¢ en buffer fosfato de sodio 0.1M pH 6 dejandolo a una con-
centracién final de 10%. La suspension celular se almacené a -
20° C.

Recuento del nimero de células viables como ufc/ml:
Se sembraron las diluciones entre 107 y 10° en agar
M17(peptona, extracto de levadura y carne, lactosa, acido as-
corbico, sulfato de magnesio y -glicerofosfato de sodio) de los
cultivos al final de su crecimiento y de la suspension celular,
quedando estas Ultimas en todos los casos en el orden de 10
10 ufe/ml. EI agar M17 contiene B-glicerofosfato de sodio como
un buffer que neutraliza el acido producido por las bacterias y
permite una alta poblacién de colonias sobre el agar.

) TABLA Il )
CARACTERISTICAS DE CULTIVOS LACTICOS
COMERCIALES PUROS

Cédigo  Composicién Caracteristicas

AG1 Ld produccién aroma +++ y gas +++
AG2 Ld produccién aroma ++ y gas ++
VAR St Velocidad acidificacién rapida
APT St Elevado poder texturizante

Caracterizacion enziméatica de las células

Actividad acidificante: Veinte ml de leche descremada
estéril (10%) fueron inoculados al 1% con la suspensién celular
e incubados a 32° para los cultivos meséfilos y a 37°C. para los
termdfilos. La acidez se determiné por titulaciéon con NaOH
0.1 Nalas Oy 6hy se expresé en °D

Actividad proteolitica: La medida de la actividad pro-
teolitica se realizé a través del método de Hull [9]. A 4.5 ml de
Caseina Hammersten (2%) en buffer fosfato de sodio 0.05M
pH 7 se le agregaron 0.5 ml de la suspension celular, se incu-
bé a 37°C para hacer una cinética a tiempo 0, 3 y 6h. El color
desarrollado con el reactivo de Folin-Ciocalteon se midid en un
espectofotdmetro a 650 nm La actividad de la enzima se esti-
mé en términos de densidad dptica (DO) entre 0 y 6h. Bajo es-
tas condiciones 1 unidad de actividad se mide como un incre-
mento de 0.01 DO en 6h.

Actividad aminopeptidasica: Se llevé a cabo segtn el
método de Desmazeaud y Juge [3]. La actividad aminopeptida-
sica se realizé6 a 37°C usando como sustrato la Leu-p-nitroanili-
de (leupNA). Se realizé una cinética a 0, 20, 40 y 60 min, el co-
lor desarrollado se midié en un espectofotémetro a 410 nm. La
actividad de la enzima se estimé en unidades de densidad 6pti-
ca (DO) entre 0 y 60min. Bajo estas condiciones 1 unidad de
actividad se mide como un incremento de 0.1 DO en 1h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad enzimatica de cultivos mesdfilos

La TABLA lll representa las actividades enzimaticas y el
crecimiento celular de algunos cultivos meséfilos mixtos co-
merciales. En la misma, se puede observar que aquellos culti-
vos con velocidad de fermentacion rapida muestran valores su-
periores de actividad proteolitica (>70) comparada con la deter-
minada para aquellos cultivos de velocidad de fermentacion
moderada (40-50). En este sentido, Julliard y Richard [10] y
Sorensen y col. [20] determinaron que el limite critico de célu-
las Prt* que debe existir en un cultivo mixto debe ser de 20%,
ya que valores menores disminuyen sensiblemente la actividad

Ld: Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetilactis.  St: Strepto- proteolitica y la tasa de acidificaciéon en leche. Valores supe-
coccus salivarius subsp. thermophilus riores a este porcentaje aumentan la actividad proteolitica pero
TABLA Il

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE CULTIVOS MESOFILOS COMERCIALES MIXTOS

Caracteristicas A. Proteolitica A. Aminopeptidasica A. Acidificante
Cddigo Velocidad Fermentacién (6 h.) (20 min) (°D)
FR Répida >70 8.0 43.0
FM Moderada 52 8.1 41.6
FM1 Moderada 40 8.1 425
FM2 Moderada 43 8.3 49.1
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TABLA IV
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE CULTIVOS TERMOFILOS COMERCIALES MIXTOS

Caracteristicas A. Proteolitica A. Aminopeptidasica A. Acidificante
Cddigo Poder Acidificante (20 min) (°D)
AA Alto >0.0 55.5
AM Moderado 3.8 42.3

TABLA 'V
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE CULTIVOS COMERCIALES PUROS

Caracteristicas A. Proteolitica

A. Aminopeptidasica A. Acidificante

Cédigo 6h) (20 min) (°D)
VAR 22 >9.0 473
APT 10 8.4 32.7

no afectan la actividad acidificante, la cual permanece relativa-
mente constante y se reduce también el nimero de péptidos
hidrofébicos y el nivel de amargo en los quesos.

Los resultados de estos autores permiten sugerir que en
el caso estudiado los cultivos que presentan velocidad de fer-
mentacién rdpida deben tener mayor porcentaje de células
Prt+ dando mayor actividad proteolitica comparada con los cul-
tivos de velocidad de fermentacién moderada.

Anteriormente, Guerrero y Muset [8] trabajando con culti-
vos mesdfilos mixtos encontraron valores bajos de actividad
proteolitica, lo cual permite clasificarlos como cultivos de fer-
mentacion lenta comparada con los analizados en el presente
trabajo.

Por otra parte, los resultados obtenidos indican que no
existe variacién de la actividad aminopeptidasica entre los dife-
rentes cultivos. En relacion a esto, Thomas y Mills [21] demos-
traron que las células Prt’ presentan actividad peptidasica y
transporte de péptidos similares a la Prt",

Actividad enzimatica de cultivos termdfilos

La TABLA IV muestra los resultados de actividad enzi-
matica para los cultivos terméfilos mixtos. Se detectaron valo-
res de actividad proteolitica y aminopeptidasica superiores
para el cultivo AA (33 y >9.0) en relacién al cultivo AM (11 y
3.8), presentando respectivamente un alto y moderado poder
acidificante de acuerdo a las caracteristicas sefhaladas por el
fabricante. Ghitti y col. [7] y Bouton y col. [2] trabajando con
cultivos terméfilos reportaron valores similares a los encontra-
dos para el cultivo AA. Estos resultados indican que la interac-
cién entre las cepas de yogurt es muy compleja y va a depen-
der principalmente de la cepa usada en cada una de las mez-
clas.
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Por otro lado, se puede observar en la TABLA V que la
cepa VAR (22 y >9.0) presenta valores de actividad proteolitica
y aminopeptidasica mayores comparados con la cepa APT (10
y 8.4). En ambos casos la cepa S. salivarius subsp. thermophi-
lus presenta caracteristicas diferentes de acuerdo a lo sefiala-
do por el fabricante, siendo para la primera de ellas velocidad
de acidificacién rapida y para la segunda alto poder texturizan-
te. Ademas se encontraron valores diferentes de actividad aci-
dificante, lo cual, de acuerdo con Zourari y col. [24] depende de
la cepa usada.

Actividad enzimaética de cultivos mesdfilos
productores de aroma

En la TABLA VI estan representados los cultivos produc-
tores de aroma. Se detectaron valores mayores de actividad
aminopeptidasica para los cultivos indicados como los de ma-
yor produccion de aroma de acuerdo a las caracteristicas se-
fialadas por el fabricante (AG y AG1).

En relacion a cultivos productores de aroma y gas, Sal-
vadori [19] sefala que la produccidn de sustancias aromaticas
por parte de los fermentos o starter se inserta en el contexto de
sus actividades metabdlicas, que conducen a la formacién de
acidos orgdnicos, aminodcido, péptidos, diacetilo y acetoi-
na; ademas indica que las bacterias lacticas responsables de
la formacién de algunos de estos productos son fundamental-
mente L. lactis subsp. diacetilactis, Leuconostoc, L. plantarum
y L. casei, Algunas de estas cepas se encontraron formando
parte de los cultivos productores de aroma y gas, TABLA VI.

Law y col. [14] y Monnet y col. [18] reportan que las pep-
tidasas son las responsables de la degradacion de peptidos
amargos y de |a liberaciéon de aminoéacidos y peptidos peque-
fios los cuales a su vez son los encargados de los compuestos
aromaticos. El Ultimo de estos autores sefialan que las peptida-
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TABLA VI
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE CULTIVOS COMERCIALES MIXTOS Y PUROS

Caracteristicas

A .proteolitica

A. Aminopeptidasica A. Acidificante

Cédigo Produccién aroma Produccién gas (6 h) (20 min) (°D)
AG +++ + 13.5 8.1 25.0
AG1 +++ + 13.0 9.5 51.6
AG2 + + 16.0 59 50.8

sas de los Lactococcus estan compuestas al menos de 3 ami-
nopeptidasas y ademas sefiala que toda esta capacidad que
tengan las cepas debe ir acompanada de la aptitud de la célula
a lisarse.

CONCLUSIONES

Cultivos mesdfilos mixtos con velocidad de fermentacién
rapida presentaron valores de actividad proteolitica alta.

Cultivos mesdfilos mixtos y puros productores de aroma
presentaron valores de actividad aminopeptidasica alta.

Cultivos terméfilos mixtos con alto poder acidificante pre-
sentan valores de actividad proteolitica y aminopeptidasica al-
tos.

Cultivos terméfilos puros presentaron valores de activi-
dad aminopeptidasica y proteolitica diferente, lo cual depende
de las caracteristicas de la cepa.

Por lo tanto, la evaluacion de las actividades proteoliti-
cas, aminopeptidésicas y acidificantes de los cultivos permi-
te su caracterizacién.

RECOMENDACIONES

Se recomienda un estudio mas detallado de la caracteri-
zacion enzimatica para conocer mejor el sistema proteolitico
de las BAL, lo cual es de gran importancia en la tecnologia
quesera. Este trabajo sera complementado con ensayos a ni-
vel de maduracién y proteolisis en quesos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1]  AMANN, F. Cultivos lacticos para productos lacteos. Una
estrategia para el desarrollo futuro. Tecnologia Lactea
Latinoamericana 1:31-36. 1995.

[2] BOUTON, Y,; GUYOT, P.; DASEN, A.; GRAPPIN, R.
Activite protéolytique de souches de lactobacilles
thermophiles isolées de levains et de Comté. I. Validation
sur minifromages des techniques de laboratoire. Le Lait
73: 265-279. 1993.

(3]

(4]

[7]

8]

E]

(10]

[11]

2]

DESMAZEAUD, M. J.; JUGE, M. Caractérisation de
l'activité protéolytique et fractionnement des dipeptidases
et des aminopeptidases de Strepiococcus termophilus.
Le Lait 56:241-260. 1976.

EXTERKATE, F.A.; DE VEER G.J.C. Partial isolation and
degradation of caseins by cell wall proteinase(s) of
Streptococcus cremoris HP. Applied and
Environmental Microbiology 49(2):328-332. 1985.

EXTERKATE, F.A. Location of peptidases outside and
inside the membrane of Streptococcus cremoris. Applied
and Environmental Microbiology 47(1):177-183. 1984.

GEIS, A.; KIEFER, B.; TEUBER, M. Proteolytic activities
of lactic acid Streptococci isolated from dairy starter
cultures. Chemi. Microbiol. Technol. Lebensm.
10:93-95. 1986.

GHITTI, C.; SALVADORI, B.; ROTTIGNI, C. Il formaggio
gorgonzola Ill. Scienza e Tecnica Lattiero-casearia.
47(3): 195-216. 1996.

GUERRERO, L.; MUSET, G. Observaciones prelimina-
res para una propuesta sobre la caracterizacién de fer-
mentos segln su sistema enzimatico. Revista
Cientifica. Facultad de Ciencias Veterinarias. VI
(3):161-166. 1996.

HULL, M. E. Studies of milk proteins. I Colorimetric
determination of the partial hidrolysis of the proteins in
milk. J. Dairy Sci. 30:881-884. 1947.

JUILLARD, V.; RICHARD, J. Mixed cultures in milk of a
proteinase-positive and a proteinase-negative variant of
Lactococcus lactis subsp. Jactis: influence of initial
percentage of proteinase-positive cells on the growth
parameters of each strain and the rate of acidification. Le
Lait 74: 3-12. 1994,

KAMALY, K.M.; MARTH, E.H. Enzyme activities of lactic
streptococci and their role in maturation of cheese A
review. J. Dairy Sci. 72:1945-1966. 1989.

KANASAKI, M.; BREHENY, S.; HILLIER, A.J.; JAGO,
C.R. Effect of temperature on the growth and acid
production of lactic acid bacteria 1. A rapid method for

213



Actividades enzimaticas de cultivos comerciales para elaboracién de quesos / Guerrero, L., Muset, G. y Pacheco, L.

[13]

[14]

(18]

[16]

(7]

(8]

214

the estimation of bacterial population on milk. Aust. J.
Dairy Technol. 30:142-144. 1975,

LAW, B.A.; KOLSTAD, J. Proteolysis systems in lactic
acid bacteria. Antonie van Leewenhoeck 49:225-245.
1983.

LAW, J.; FITZGERALD, G.F.; UNIACKE-LOWE, T;
DALY, C.; FOX, P.F. The contribution of Lactococcal
starter proteinases to proteolysis in Cheddar cheese. J.
Dairy Sci. 76:2455-2467. 1993.

LAW, J.; FITZGERALD, G.F.; DALY, C; FOX, P.F;
FARKYE, N.Y. Protelolysis and flavor development in
cheddar cheese made with the single starter strains
Lactococcus lactis ssp. lactis UC317 or Lactococcus
lactis ssp. cremoris HP. J. Dairy Sci. 75:1173-1185.
1992.

MILLS, D.E.. THOMAS, T.D. Release of cell
wall-associated proteinase(s) from lactic streptococci.
New Zeland J. Dairy Sci. Technol. 13:209-215. 1978.

MONNET, V. Proteolytic system of lactic acid bacteria.
Revista Argentina de Lactologia V1| (11):25-35. 1995.

MONNET, V.; CHAPOT-CHARTIER. M.P.; GRIPON, J.C.
Les peptidases des lactocogues. Le Lait 73:97-108.
1993.

(18]

(20]

(21]

[22]

(23]

(24]

SALVADORI, B.B. New types of starters and its
utilization in the elaboration of dairy products. Revista
Argentina de Lactologia 5:23-65. 1991.

SORENSEN. N.K., QVIST K.B.; MULHOLLAND, F.
Significance of low molecular weight nitrogen constituens
in cheese milk and proteinase-negative variants of a
Lactococcus lactis subsp. cremoris strain on the
production and maturation of Danbo cheese. Int. Dairy
Journal 6:113-128. 1996.

THOMAS, T. D.; MILLS, D.E. Proteolysis enzymes of
starter bacteria. Neth. Milk Dairy J. 35:255-273.1981.

THOMAS, T.D.; PRITCHARD, G.G. Proteolytic enzymes
of dairy starter cultures. FMS. Microbiol. Rev.
46:245-268. 1987.

THOMAS, T.D.; TURNER, K.W. Preparation of skim milk
to allow harvesting of stater cultures. FMS. Microbiol.
Rev. 46.:245-268. 1987.

ZOURARI, A.. ACCOLAS, J.P.; DESMAZEAUD, M.J.
Metabolism and biochemical characteristics of yogurth
bacteria. A Review. Le Lait 72:1-34. 1992



	escanear0052.TIF
	escanear0053.TIF
	escanear0054.TIF
	escanear0055.TIF
	escanear0056.TIF
	escanear0057.TIF

