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RESUl'tU::'\' 

El uso generalizado de sistemas de almacenamiento 
de leche refrigerada ha traído como consecuencia el 

crecimiento de bacterias tolerantes al frio conocidas 

como bacterias psicrotróficas; ellas son capaces de 
crecer entre 2 y 7° C, aunque su temperatura óptima 
de crecimiento sea de 20 a 30Q C. La mayoría de este 
tipode bacterias es destruida en la ctapa de pastcuri
Zo:'lción, pero durante su desarrollo producen enzimas 
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termorresistentes que, en bajas concentraciones, 
son responsables del deterioro de productos lácteos 
durante su almacenamiento. 

En este artículo se estudiaron los cambios en las ca
racterísticas fisicoquímicas y sensoriales de un yogurt 
elaborado con leche inoculada con tres niveles de 
Pseudomonas FI/lorescens, sometida a refrigeración 
durante seis días a 4°C y pasteurizada antes de elabo
rar el yogurt. Los resu ltados no muestran diferencias 
en las características fisicoquímicas del yogurt; en sus 
características sensoriales muestran diferencias en la 
aceptabilidad debido a la apariencia, color y textura, 
pero ellas no filcron suficientes para ocasionar el re
chazo del producto por parte de los consumidores. 

A RSTRACT 

The general ized use ofrefrigerated milk stock sys· 
tems genera tes the cold tolerant bacteria grow ing, 
named psicolrophic bacleria; they are able to grow 

between 2 and 7 degrees Celsius (C), a lthough their 
growing optimal temperature is betwcen 20 and 30 
degrees C. The majority of Ihis type of bacteria is 
destroyed during the pasteurization stage; however, 
they produce thermal resistan! e nzymes during 
the ir growing which, in low concentration, arc 
respons ible oftbe damage ofmilk products during 

their stock. 

In this paper, the changes in physica l chemical and 
sensorial characteristics of a yogurt made with ino
culated milk, with threc levels of Fll/orescel1s Psell
domol1s. refrigerated during six days to 4 degrees 
C. and pasteurized before the elaboration process, 
was studied. The results do not show differences 
about Ihe physical chemical characteristics of the 
yogurt; in re lation to their sensorial charactcristics 
there are differences in the acceptance becausc of 
the appearance, color and tcxture, but they was 
not enough to generate Ihe product rcject by the 
consumers. 

* * * 

1. Introducción 

Incluso cuando procede de animales sanos, la leche 
siempre contiene una serie de microorganismos cuyo 
recuento es muy variab le (lOJ - I<Y' UFC/mL); éste 
depende de las medidas higién icas empleadas duran· 
te el ordeño y de las condiciones de almacenamiento 
en la finca, los centros lecheros y las plantas de pro· 
ducción. La cantidad y tipos de microorganismos que 
posee la leche cruda derivan de tres fuentes funda
mentales: el interior y exterior de la ubre y el equipo 
de ordeño, incluyendo los utensilios de lechería; otras 
fuentes posibles de contaminación son el estiércol, 
la paja, el ensi lado y el ordeñador [ I}. 

Después de que la leche abandona la ubre queda 
expuesta a contaminaciones causadas por microor
ganismos que pueden ser ps icrotróficos, mesófilos 
o temlófilos; cada uno de ellos se desarrolla a di
ferentes temperaturas: los mesófi los a temperatura 
ambiente, los tennófilos resisten los procesos de 
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pasteurizac ión y los psicrotróficos siguen multi
p licándose a temperaturas inferiores a rc. De esta 
forma, el almacenamiento de la leche a baja tempe
ratura no garantiza que su conten ido de gérmenes 
también sea bajo; además, los microorganismos son 
capaces de producir enzimas (proteasas y lipasas) 

ternlO-resistentes, que aún a bajas temperaturas 
provocan alteraciones bioquímicas de la leche o del 
producto lácteo derivado de ella [2-3]. 

En Colombia, el Ministerio de Salud define al yo
gur! como el producto obtenido a partir de leche 
higienizada, coagulada por la acción de las bacterias 
Lactobacilllls delbrueckii subsp blllgaricus y Slrep
lococclIS salivarius subsp. Ihermophilus, que deben 
ser abundantes y viables en el producto fina l [41. En 
un estudio realizado en ocho plantas procesadoras de 
leche cruda de Bogotá [5] se encontraron recuentos 
de psicrótrofos muy superiores al lími te de conta-



minación fuerte (5* 1 ~ UFCI mL); el recuento más 
bajo obten ido fue de 92*107 UFC/mL. La presenc ia 
de bacterias psicrotróficas en productos lácteos pas
teurizados no se considera nonnal y es indicativa de 
posible contami nación pospasteurizac ión, causada 
por equipos ma l aseados o saneados, o tratados con 
aguas de lavado contaminadas. El recuento de estas 
bacterias en la leche pasteurizada sumi nistra infor
mac ión acerca de la bondad del tratamiento pOSp,IS
teurización, y de la vida comercial del producto en 
condiciones de refrigeración. 

Los cambios en el aroma y sabor que alteran la cali· 
dad de la leche y de los productos lácteos fennen· 
tados son consecuencia de la actividad lipolítica y 
prolcolítica de microorganismos psicrotróficos, en 
especial de Pselldomonas fluo/'escells.(P fllIores
cens). Ellos originan sabores extraños que pueden 
ser detectados sensoria l mente luego de cinco días 
de almacenamiento a temperaturas de refrigera
ción. Los defectos más comunes son sabor fnltal 
y amargo, sabores pútridos, ranc ios o a papa, que 
acompañan la degradación de las proteínas en 
péptidos y de cstos en aminoác idos. Los sabores 
jabonosos y rancios son el resu ltado de la ruptura 
de lípidos en ácidos grasos como e l butírico, ca
proíco, caprí lico, cáprico y laúrico. Los sabores 
fruta les son generados por la actividad lipolítica 
de los psicrotrófos en los productos lácteos; estos 
provienen de la esterificación de los ácidos grasos 
libres. Algunos microorganismos producen fos fo
lipasas (en especia l fosfol ipasa C) o lecitinasa que 
tienen una acción específica sobre e l glóbulo graso, 
aumentando la susceptibil idad de la expos ición de 
la grasa de la leche a la acc ión de las lipasas [6]. 

El presente artículo ticne como objetivo deter
minar el efecto del crecimiento de Pselldomonas 
jlllorescens en la leche destinada a la elaborac ión 
de yogurt, sobre las características fisicoquímicas 
y sensoriales del producto elaborado. 

2. Materiales y métodos 

Se utilizó leche fresca cruda proven iente del hato de 
la Universidad Nacional de Colombia (Marengo), 
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donde predomina la raza Hols tein. El esnldio se 
desarrolló en tres fases: 

• Caracterización inicia l de la materia prima e 
inoculación de la cepa. 

• Elaborac ión del producto lácteo fennentado 
(yogurt). 

• Control de ca lidad del producto final mediante 
aná lisis fisicoquímico y sensorial. 

Luego de realizar los análisis fis icoquímicos e 
higiénicos de cal idad de la leche empicada como 
materia prima para la elaboración del yogurt apli· 
cando la metodología de la Associatioll o/ Allaly
rical ChemistlJI [7], e l contenido de materia grasa 
se estandarizó en un valor de 3,0%; en seguida la 
lechc se homogcnizó, pasterizó y se realizó un re
Cllen to en placa de microorga ni smos psicrotróficos 
prescntes en la leche antes de la inoculación de P 
flllorescens. 

El líquido se dividió en tres lotes de 14 1 de leche 
cada uno, que fueron inoculados con una suspcnsión 
de la cepa de r.jlllorescer¡s e identi flcmJus así: 

Lote 1, TI: (inóculo bajo o patrón, sin inóculo 
de Pjluorescens) con un recuento de psicrotró
ficos <10 UFC/mL. 

• Lote 2, T2: (nivel medio de inóculo) con un 
recuento de psicrotróficos aproximadamente 
de 10' UFC/mL. 

• Lote 3, T3: (nivel a lto de inóculo) con un re
cuento de psierotrófi cos aproximadamente 10l 
- lO' UFC/mL. 

Los lotes se refrigeraron a 4°C durante seis días, 
teniendo en cuenta que en épocas de abundancia 
de leche ésta debe a lmacenarse hasta por una se
mana en los tanques refrigerados. Al fi nalizar este 
periodo se hizo un recuento de microorgani smos 
psicrotróficos usando el método de referencia de 
recuento en placa, en Agar PIare COlln!, por siem
bra en superficie. Los medios se incubaron durante 
diez días a 7°C, para detem,inar el conteo tota l de 
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psicrotróficos ex istentes en la leche de partida, 
de acuerdo con el método recomendado por el 
Instituto Naciona l de Sa lud y la ICMSF [8]. Lue
go se elaboró e l yogurt usando un cultivo láctico 
termófilo mixto que contenía Slreprococcl/S sali
varius subsp. /hermophilllls y Lactobacillus del
brueckii subsp. bulgaricl/S, y se tomaron muestras 
alícuotas cada cinco días; en total, fueron realizados 
cinco muestreos, cada uno con los tres niveles de 
inoculo: TI, T2 Y T3. 

La última etapa del experimento fue evaluar la 
calidad del yogurt de los tres lotes. Para ello se 
real izaron las siguientes actividades: 

• Caracterización fis icoquímica, reglamentada 
por la norma técnica colombiana respectiva 
[9]. 

Aná.l isis sensorial: mediante ap licación de una 
prueba analítica descriptiva de puntajes; este 
análisis fue real izado usando una escala com
puesta, con la colaboración de ocho panelistas 
entrenados l. 

• Prueba afectiva de aceptabilidad : lIsando 
una escala hedónica de nueve puntos [10] se 
evaluaron las características de sabor, aroma, 
textura y cal idad total a partir de [a op inión de 
70 consumidores. 

Los resultados obtenidos fueron tratados estadís
ticamente; se calculó la desviac ión estándar de los 
análisis fisicoquímicos realizados por tripl icado; 
los resultados de la evaluación sensoria l con el pa
nel entrenado se obtuv ieron mediante el método no 
paramétrico de Kruska l Wall is [11] para más de dos 
muestras; a los resultados de las pruebas afectivas 
se aplicó la prueba T de Stl/dent. 

I los panelistas eran integrantes del "panel de eva· 
luación sensorialn del Departamento de Qufmica de la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá D.C., 
Colomb¡a. 
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3. Resultados y discusión 

A continuación, se presentan los resultados de los 
análisis fisicoquímicos y condiciones higiénicas de 
la leche cruda fresca. 

La leche de partida cumplió con las condiciones 
de procesamiento exigidas para la leche fresca 
cruda [12]; los resultados se observan en la tabla 
l. Los datos obtenidos de ac idez titu[ab le indican 
que no se ha iniciado un proceso de fennentac ión 
por acción bacteriana, que a futuro pueda afectar la 
calidad del producto final o impos ibi litar el procesa
miento. La leche cruda empleada se clasifica como 
higiénicamente buena, al establecerse un tiempo de 
reducción del azul de met ileno mayor a scis horas. 
Los anteriores resultados, la prueba de ausencia de 
antibióticos con resultado negativo y la prueba de 
tennoestabilidad de la leche reflejan en conjunto la 
excelente calidad de la materia prima empleada; ello 
es resultado del empleo de buenas prácticas en su 
obtención y transporte hasta la planta de lácteos. 

3.1 

Pará mctro Rcsultado 

Materia grasa % m/m 3.0 

Proteína % p/p 2.8 
Exlracto seco 101a! % m/m 117 
Extracto seco desen rasado % mlm 87 
% acidez E.C.A.L. .. 014 
pH 6,8 

Densidad a 15°C g/mL 1,032 
Prucba de inhibidores Ne at¡va 

Prueba de reduclasa 6 horas 

Prueba de tennocSlabilidad Negativa 

.. Expresada como aCldo láclICO 

Tabla t . Resultados de ami!isis fisicoquímicos 
realizados a !a leche cruda fresca 

Resultados de análisis microbiológicos 

El conteo fue menor a 10 UFC de microorgan ismos 
psicrotróficos/ mL de leche pasteurizada , lo que 
indica que el tratamiento térmico destruyó más 
del 99% de la población microbiana inicial, y que 
los recuentos posteriores a este tratamiento serán 
producto de la multiplicación y crecimiento expo-



nencial de la suspensión de Pjlllorescens inoculada 
en la leche. 

3.2 Análisis fisfcoquimfcos de la leche inoculada 
y refrigerada a 4 "c 

Luego de los seis días de almacenamiento se rea
lizaron las pruebas químicas cuyos resultados se 
muestran en la tab la 2. Se observa que no se presen
taron cambios estadísticamente significativos debi
dos a la acc ión del inóculo de Pjll/orescens, si se 
comparan con los resultados de las mismas pruebas 
realizadas a la leche cruda fresca. Estos resultados 
se explican porque las bacteri as psicrotróficas no 
muestran la capacidad acidificante propia de las 
bacterias mesófilas, y que a 4°C su act ividad es mí
nima, comparada con la existente a 7 y 10°C. como 
se reporta en [13]. Aunque son degradados por las 
enzimas microbianas, los componenles proteína y 

grasa dejan sus productos de hidrólisis en la leche, 
por lo cua l e l contenido dc nitrógeno y de materia 
grasa permanece constante. 

En la leche inoculada con un nivel alto de P.jluores
cens se realizó un recuento dc I06UFC/mL; aunque 
éste fue el va lor máximo, todos los parámetros fisi
coquimieos de los tres lotes permanecieron dentro 
de los rangos pernlitidos para su procesamien to 
[12]. 

Anátisis TI T2 T3 

Materia grasa (% m/m) 3,0 3,0 2,9 

Protcina (% p/p) 2.70 2.68 2,68 

Extracto seco (%mlm) t t.24 It,24 10.90 

% acidez E.C.A.L.· 0,15 0,15 0.15 

IpH 6,7 6,7 6,7 

Densidad g/ml 1,032 1.032 1.032 

• Expresada como aCldo lacllco 

Tablll 2. Resultados de los análisis fisicoquímicos 
realizados a la leche inoculad:! con P. 
jluoresccl1s 

3.3 Análisis microbiol6gico de la leche inoculada 
y refrigerada a 4"C 

En la tabla 3 se presenlan los resultados obtenjdos 
en los recuentos respectivos; como se esperaba, a 

, , 
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medida que aumenta el nivel de inóculo ex iste un 
incremento en el número de unidades fonnadoras 
de colonias de microorganismos psicrotróficos. 

Los anteriores resultados simulan tres situaciones 
con respecto al manejo de leche en los hatos ganade
ros. El primero, un rccuento con muy baja población 
microbiana, dificil de encontf""dren la práctica, dado 
que la leche, luego de extraerse del animal, sufre 
diversas contaminaciones. El segundo, representa 
la situación más frecuente; indica buenas prácticas 
de manejo del líquido hasta la ctapa de procesa
miento. El tercer recuento corresponde a una franca 
contaminación dcl producto, dadas las inadecuadas 
condiciones de ordeño, manejo, almacenamien to y 
transporte de la leche; estos aspectos influyen en 
gran medida en la multiplicación de la tasa inic ial 
de microorganismos ps icrotróficos presentes en la 
materia prima. 

3.4 

• 

Resulllldo 
Ni\'elde (UI"C ImL de leche de 
inóculo microorga nismos 

psicrOlróficos) 
TI 17 x 10 1 

1'2 I3xIO' 

T3 32x10 ' 

Tabla 3. Recuento en placa de microorganismos 
psicrotróficos en la leche inoculada con 
P jfuorescclIs. 

Análisis fisicoquimicos del yogurt durante el 
almacenamiento 

Acidez 

Como se observa en la tabla 4, los valores del 
grado de acidez del yogurt -expresada como áci
do lácrico--muestran una tendenc ia a disminuir a 
medida que aumenta e l nivcl dc contaminación, 
durante todos los tiempos de almacenamiento. 
probablemente debido a que los productos de 
hidrólisis de las proteínas y grasas tienen efecto 
sobre los cultivos lác ticos. Estos resultados 
concuerdan con [13] y se producen a la misma 
tcmperatura de almacenamiento. 
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% acidez 
pH 

(E.C.A .L) 

DíA TI 1'2 1'3 T I 1'2 T3 

O 0,74 0,71 0,64 4,44 4,55 4,55 

5 0,88 0,83 0,83 4,12 4 ,24 4,25 

10 0,88 0,83 0.83 4.13 4.24 4,25 

15 0,90 0.83 0,83 4,10 4, 15 4.18 

21 0,94 0.94 0,83 4,10 4.20 4.23 

Tabla 4. Acidez y pH en el yogun elaborado con leche 
inoculada con P. jluorescells durante el 
almacenamiento 

• pH 

Los valores obtenidos se observan en la tabla 6; 
de acuerdo con los resultados no hay variaciones 
en el pH de l yogurt por efecto del nivel de inócu!o 
de Pseudomonas jluorescens durante el almacena
miento. 

3.5. Evaluación sensorial del yagurt 

• Evaluación sensorial con el panel 
enfrenado 

Las figuras 1 y 2 presentan los resultados obtenidos 
en la evaluación de calidad sensorial con el panel en

trenado en los días cero y 21 de almacenamiento. 

SinéresiS 

- - T1 

Apan.enaa y color 
20 

" 
/ tJo"'·> ':- A,,~ Y "oo. ,'- / , ' 

I 

" Acióez 

--T2 - - - T3 

Gráfica l . Pertil sensorial del yogun en el día cero de 
almacenamiento. 

En la gráfica 1 puede observarse que el nivel de 
calidad de l atributo se incrementa al aumentar la 
distancia desde el origen. De acuerdo con los resul-

62 Tecnura I ai'io 10 I NO.19 1 segundo semestre de 2006 

tados, se presentan di ferencias significativas en los 
atributos de aroma y sabor y en la característica de 
acidez, y sinéresis entre las muestras de yogurt; tales 
diferencias son más notorias a medida que aumenta 
el ni vel de inóculo de P fluorescens en la materia 
prima. No obstante, contrario a lo esperado y según 
lo reportado, sobre que las bacterias psicrotróficas 
generan sabores amargos y astri ngentes [14] los 
cambios ocasionados tienden a mejorar las caracte
ríst icas sensoriales del yogurt. Es probable que los 
umbrales de los defectos del aroma y sabor que se 
pueden generan en la leche y en el yogurt debido al 
efecto del crecimiento de Pfluorescens a los niveles 
estudiados son altos, y no se alcanzaron a percibir 
por parte de los panelistas; asi mismo, es probable 
que hayan resaltado los aromas y sabores que genera 
el cultivo láctico. 

De acuerdo con lo expresado en la gráfica 2, no exis
ten diferencias estadísticamente significativas entre 
las trcs muestras de yogtlrt, evaluadas scnsorialmcnte. 
Sin embargo, se ident ifica una tendencia a obtener 
mejor puntuación para los atributos sensoriales de 
apariencia y color, aroma y sabor en la muestra de 
yogurt con mayor n.ivel de inóculo, en contradicción 
con lo reportado por algunos autorcs [15- 16]. 

El yogurt con mayor nivel de inóculo recibe buena 
cal ificación, porque no se desarroltó el típico sabor 
a rancio O amargo, aunque sí se presenta una mayor 
acidez y una si néresis, que pueden afectar la estabi
lidad del producto si se producen almacenamientos 
mayores a 2 I días. 

A,pon.ncl~ y color 

" )(', 
" ' J. , 

Sinéresis o ') Afoma y satlOr 

__ TI 

~ /' " , 
Add,,, 

-- '2 - - - T3 

G ráfica 2. Pertil sensorial del yogurt , en el dia veintiuno de 
almacen(lmiento 



• Evaluación sensorial con consumidores 

De acuerdo con los resultados mostrados en la 
gráfica 3, ex isten diferencias estadíst icamente sig
nificati vas entre la aceptación por atributos de las 
dos muestras de yogurt evaluadas sensorial mente 
por los consumidores. La muestra de yogurt con el 
tratamiento 1 de P. jfllorescens tuvo mayor acep
tación entre los consumidores cn lo referente a sus 
atributos de apariencia, color y textura; al pareeer,la 
presencia de sinéresis afecta la aceptación potencial 
de estos atributos. La muestra de yogurt con el tra
tamiento 3 tuvo mayor aceptación, en relac ión con 
los atributos de aroma, sabor e impresión global. 
Estos resultados demuestran que probablemente 
los aromas y sabores que se pudieron generar por 
efecto de la acti vidad de P.jlllorescens. realzan los 
sabores propios del yogurt a los cua lcs el consumi
dor está habituado a percibir en productos lácteos 
fennentados. Además, la actividad enzimática a 4°C 
debida a de P. Jluorescens a los niveles estudiados 
no disminuye la aceptación del yogurt. Según la 
literatura, la temperatura de almacenamiento de 
la materia prima tiene efecto sobre la producción 
de enzimas que finalmente afectan la calidad del 
producto [17]. 

, 
'.' ,., 

.. 7.4 

! I ' .2 l": _ &.6 

.!!I &,4 
QI ~ &,2 . ~ . 
j j " 

"INOCULO BAJO 13 INOCULO ALTO 

Gréfica 3. Comparación de la aceptabilidad del yogurt ela
borado con leche inoculada con niveles bajo y 
alto de P.jlllorescens 

De acuerdo con los resu ltados de la gráfica 4, el 
yogurt con nivel de inóculo alto de P.jfuorescens 
presenta un 49% de aceptación entre los consumi
dores. Este alto porcentaje indica que a pesar de 
que las muestras evaluadas presentaron cambios 
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sensoriales estadísticamente significativos, al pa
recer no se afecta el grado de aceptación total del 
producto. Por tanto, en las dos muestras evaluadas 
se obtuvo una respuesta semejante. 

Los resultados obtenidos con la refrigeración a 4°C 
de la leche luego de la inoculación con microor
gan ismos psicrotróficos demuestran que esta baja 
temperatura parece influir sobre la producción y 
actividad enzimática, aunque los cambios ocasio
nados en el producto final no tienen gran influencia 
en la cal idad total y aceptación del producto. 

.'" 

a INOCULO BAJO ii INOCULO ALTO 

G ráfica 4. Porcentaje de aceptación del yogun con niveles 
de inoculo bajo y alto de P.jfllorescells 

4_ Conclusiones 

Aunque se lograron crec imientos de I ()6 UFC/mL 
de P. jluorescens en la leche empleada para la 
elaboración de yogurt, esto es, una contaminación 
fuerte de la materia prima, el crecimiento de mi
croorganismos psicrotróficos no c,lUsa alteraciones 
en las característi cas fisicoquímicas de la leche 
cuando ésta se mantiene en refrigeración durante 
sei s días a 4° C . 

La inoculación de Pjlllorescens en la leche empIcada 
en la elaboración de yogurt afectó las características 
sensoriales de aroma y sabor, acidez y sinéresis 
durante su almacenamiento; sin embargo, estos 
cambios no produjeron el rechazo del producto por 
parte de los consumidores. El panel entrenado de 
evaluación sensorial no encontró diferencias en la 
cal idad del yogurt preparado con un ni vel de inóculo 
alto almacenado durante 2 1 días, aunquc la tendencia 
fue otorgar una mejor calificación al yogurt prepara
do con leche con nivel de inoculación alto. 

Influencia de la bacteria PseudOmonas fluorescens sobre las caraterfsticas l islcoqufmicas '1 sensoriales del yogurt 
INGIllD ZOfWOoO,. BeNA.VlD€S CAMACHO I NORIM CoNsTANZA LoPEZ 0Rnz I Luz PATAICA ReSTREPO SÁNCHEZ I CAALOS FERNANDO NCMloI. CASTRO 
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con-CIenCias 

Aunque el gn lpo de consumidores que eva luó sen
sorialmente el yogurt elaborado a part ir de leche 
inoculada con P jluorescens notó pequeños cambios 
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