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SUMMARY

The creation of collections of native bacteria is considered of great importance at world-wide level. The lactic
bacteria are difficult  to preservate. The liofilización is recommended for its maintenance in the long term. The
fermented green olives constitute the third exportable product of  Mendoza (Argentina). The rules of the global
market demand products genuine with uniforms quality in the time. For this reason the aggregate of selected
lactic starters in the application region is recommends. Previous to their selection, were isolated native lactic
acid bacteria from  green olives in fermentation of the variety Arauco of the two geographic zones of greater
production in Mendoza, made to medium and low temperatures. These bacteria  belong to the collection of
regional importance created by the Cátedra de Microbiología of Facultad de Ciencias Agrarias  (Mendoza ). The
preliminary identification of the isolated  was made on the basis of its fenothipic characters. Were differences
between the isolated bacteria in a same region to different temperatures and between the zones in study. The
best conditions for their maintenance by liofilización settled down.
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RESUMEN

La creación de  ceparios de bacterias autóctonas es considerada de gran importancia a nivel mundial. Las
bacterias lácticas son de difícil preservación. La liofilización es recomendada para su mantenimiento a largo
plazo. Las aceitunas verdes fermentadas constituyen el tercer producto exportable de la provincia de Mendoza
(Argentina). Las reglas del mercado global exigen productos de calidad genuina y uniforme en el tiempo por lo
que se recomienda el agregado de inoculantes lácticos seleccionados en la región de aplicación. Previo a su
selección, se aislaron cepas autóctonas aisladas de aceitunas verdes en fermentación de la variedad Arauco de las
dos  zonas geográficas de mayor producción en Mendoza, realizadas a temperaturas medias y bajas, que
pertenecen  al cepario de importancia regional creado por la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la provincia de Mendoza. La identificación preliminar de los aislados se realizó en base a sus
caracteres fenotípicos. Se encontraron diferencias entre las cepas aisladas en una misma región a diferentes
temperaturas y entre las zonas en estudio. Se establecieron las mejores condiciones para su mantenimiento por
liofilización.
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INTRODUCCIÓN

La importancia de preservar los recursos genéticos para
el futuro ha resultado en un incremento del número de
colecciones de cultivos microbianos (Hawksworth,1988;
Krichevsky et al., 1988). Las bacterias lácticas son difíci-
les de mantener viables durante su almacenamiento en
condiciones de refrigeración o congelamiento (Peters &
Steneryd, 1993). La liofilización es un método muy usado
para preservar microorganismos porque la viabilidad a lar-
go plazo es excelente en la mayoría de los casos. Los re-
querimientos de distribución y conservación son simples
por lo que permite la obtención de un producto desecado
de baja masa que puede ser enviado y reconstituido por
rehidratación en el punto de uso. (Zhai et al., 2003). La
viabilidad de una cepa puede mantenerse por más de 20
años si la concentración de células es de 106 - 1010 células
por mililitro antes de liofilizar. (Miyamoto et al., 2000). Se
han usado varios crioprotectores para atenuar los daños
producidos por congelamiento como  glicerol (Castro H. et
al., 1997; Costa E. et al., 2000; Fonseca F. et al., 2003;
Wolff B et al., 1990),  gelatina ( Champagne et al., 1996),
leche descremada (Castro H. et al., 1997),  trehalosa ( Cas-
tro H. et al., 1997; Zayed G. y Roos Y, 2003; Fonseca F. et
al., 2003; Conrad P et al., 2000), aminoácidos (Font de Valdéz
et al., 1983). Las diferencias mostradas en la supervivencia
de las células indican que ciertos aditivos son más efecti-
vos que otros en la protección de bacterias lácticas suje-
tas a liofilización (Font de Valdéz, 1983; Teixeira H et al.,
1995).

La colección de cultivos microbianos de la Cátedra de
Microbiología de la Facultad de Ciencias Agrarias (Uni-
versidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina) comen-
zó a formarse a partir del año 1949. Desde 1998  integra la
Red Nacional de Colecciones de Cultivos Microbianos
(RACCUM). Actualmente forma parte de la creación de la
Federación de Colecciones de Cultivos y Serotecas para
América Latina y el Caribe (FELACC). Dada la importancia
vitivinícola y agroalimentaria de nuestra región, desde 1995
nuestro Laboratorio se encuentra involucrado en proyec-
tos de investigación relacionados al estudio de
microorganismos ecotípicos.

Las aceitunas de mesa constituyen el producto vegetal
más importante del mundo occidental. La fermentación de
aceitunas verdes es un tema abordado desde diferentes
puntos de vista, ya sea desde su conservación en salmue-
ra (Garrido Fernández, 1997) como desde su composición
y su valor nutritivo (Vázquez Ladrou, 1979). Se ha estudia-
do  la ecología  microbiana sobre la variedad Manzanilla a
temperaturas medias (González Cancho, 1963; de la
Borbollá y Alcalá & Rejano Navarro, 1979; Vaughn, 1982;

Fernández Díez et al., 1985, González Cancho &  Durán
Quintana, 1981; Garrido Fernández et al., 1997) y sobre
aceitunas negras  elaboradas en forma tradicional o con
modificaciones en el proceso de fermentación típico (García
García, 1982; González Cancho, 1975). La provincia de
Mendoza es la primera productora de aceitunas verdes
fermentadas de la Argentina (70 %). La principal variedad
destinada a este tipo de elaboración es la Arauco. Debido
a que se cosecha a partir de mediados de marzo y hasta los
primeros días de mayo, la   fermentación  transcurre  a  una
temperatura media entre 5 ºC -15 °C. Los estudios citados
se realizaron en fermentaciones de aceitunas de diversas
variedades que se cosechan y elaboran en la época de
verano. No se han encontrado referencias  sobre el estu-
dio microbiológico de  aceitunas verdes que se fermenten
a bajas temperaturas y mucho menos para la variedad
Arauco.

En la actualidad la industria de alimentos fermentados
demanda productos de calidad uniforme en el tiempo para
lo cual es recomendable el agregado de inoculantes selec-
cionados. En el mercado existen estarters de origen extran-
jero que no siempre se adaptan a las condiciones ambien-
tales de las fermentaciones  locales lo que conduce a la
necesidad de seleccionar cepas de microorganismos indí-
genas con carácter competitivo, dominante y que otor-
guen características organolépticas propias del producto
local. Para este propósito, es imprescindible contar con
una colección de cultivos originada en la  región de aplica-
ción.

El objetivo del presente trabajo fue la creación de un
cepario regional de referencia de bacterias lácticas aisla-
das de fermentaciones de aceitunas verdes provenientes
de dos  zonas  geográficas  distintas ubicadas dentro del
área de mayor producción  de la provincia de Mendoza,
Rivadavia y Maipú (Argentina) para encontrar diferencias
en la ecología microbiana y para posteriores estudios de
investigación y de uso como inoculantes industriales.

MATERIALES Y MÉTODOS

Materia prima

Se emplearon aceitunas verdes provenientes de los
Departamentos de mayor producción de Mendoza,
Rivadavia y Maipú. Las aceitunas se cosecharon en verde
en un estado de madurez óptimo para su elaboración.

Proceso de fermentación

Se realizaron doce microfermentaciones de las aceitu-
nas de los dos orígenes geográficos, por triplicado, en
bioreactores de plástico de 7,5 kg de capacidad con una
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proporción frutos/salmuera igual a 2:1. Las aceitunas fue-
ron desamarizadas previamente con una solución de NaOH
al 2,5% hasta penetración de las ¾ partes de la pulpa con
el fin de eliminar al glucósido oleuropeína. Se eliminaron
los productos de la hidrólisis con tres lavados con agua
corriente de 6, 12 y 4 hs, respectivamente. Los frutos se cu-
brieron con una solución inicial de 6% NaCl . Durante la fer-
mentación la salmuera se mantuvo  en un 5% NaCl por agre-
gados posteriores de la sal.  Seis de los bidones se incubaron
a temperaturas entre 8°C - 15°C y los otros seis a 25°C.

Aislamiento de bacterias

Se tomaron muestras de salmueras en forma periódica.
La bacterias lácticas se aislaron en agar MRS (Man, Rogosa
y Sharpe, 1960) marca Britania (Argentina). Las placas se
incubaron a 30°C en anaerobiosis. De aquellas dos placas
conteniendo entre 30 y 300 colonias, se aislaron  cinco
colonias y se purificaron dos veces en el mismo medio de
cultivo. Se registró el aspecto de las colonias y de las
células teniendo en cuenta a los criterios establecidos en
Bergey’s of Systematic Bacteriology (1986) para la identi-
ficación de bacterias lácticas. Se eligieron a todas las ce-
pas Gram positivas y catalasa negativas.

Identificación de las cepas aisladas

Se estudiaron las cepas aisladas en agar MRS some-
tiéndolas a las siguientes observaciones o tests
bioquímico-fisiológicos, previo crecimiento en caldo MRS
durante 12 hs: forma, movilidad, carácter homo o
heterofermentativo, hidrólisis de arginina, crecimiento  en
bilis al  40%, crecimiento a   5°C,  10°C,  37°C,  40°C y

45°C, tolerancia al 4.0, 6.5 y 8.0 % de NaCl,  producción
de dextranos,  crecimiento a pH 9.2 y 9.6,  producción de
pigmentos y coagulación de la leche. Se adicionaron los
resultados de la fermentación de azúcares indicados en
The Prokaryotes (1986) y en The Prokaryotes (online) para
las bacterias lácticas.

Los caracteres analizados se tuvieron en cuenta para
lograr una discriminación a nivel de cepas entre las bacte-
rias aisladas con forma de coco a cocoide. Se realizó un
análisis multivariado de los caracteres evaluados y se cons-
truyó una matriz de similitud utilizando el coeficiente de
Simple Matching. El agrupamiento de las cepas se realizó
con el alogaritmo UPGMA del programa NTSYS. Para el
agrupamiento a nivel de géneros se tuvieron en cuenta los
criterios recomendados por Carr et al. (2002). Los análisis
se realizaron para las cepas aisladas de todos los bidones
fermentados a las dos temperaturas consideradas y de los
dos Departamentos estudiados.

Las  cepas de lactobacilos se sometieron en primer lu-
gar a la prueba de fermentación de azúcares de acuerdo a
Sharpe (1979) usando placas de microtitulación estériles.
Soluciones estériles de  los siguientes azúcares, de acuer-
do a  The Prokaryotes (1986) y a The Prokaryotes on line:
esculina, galactosa, rafinosa, trehalosa, melibiosa, xilosa,
celobiosa, amigdalina, sacarosa, sorbitol, arabinosa,
melezitosa, manitol, 2-ceto-gluconato, maltosa y ribosa se
obtuvieron por filtración a través de filtros de 0,22 µl de
diámetro (Millipore Filter Corp., Bedford Mass, U.S.A.). Se
adicionaron al medio basal (caldo MRS  sin extracto  de
carne y sin glucosa conteniendo 0,0004% (p/v) de   púrpu-
ra  de  bromocresol  como  indicador) hasta una concentra-
ción final de 2 % (p/v). Las cepas a testear se centrifugaron
a 10000 r.p.m. y se lavaron dos veces con  solución
fisiólogica estéril. Luego se resuspendieron en el mismo
medio hasta una concentración de 2 en la escala Mac
Farland. En cada perforación de las placas se colocaron
20 µl de las suspensiones de las cepas a testear. Se les
adicionaron 100 ml del medio basal con los distintos azú-
cares y se sellaron con  100 µl de vaselina estéril. Las
placas   se incubaron en condiciones de anaerobiosis a
30°C por 2 días. Se construyeron dendogramas en base al
perfil de fermentación de las cepas de Lacto bacillus aisla-
das a 15°C y a 25°C.

Para el análisis de las cepas aisladas se usaron las si-
guientes cepas de referencia: Enterococcus faecalis CECT
184, Lactococcus lactis ssp. lactis CECT 188, Lactobacillus
brevis CECT 216, Leuconostoc mesenteroides ssp. CECT
219, Lactobacillus plantarum CECT 220, Lactobacillus
fermentum CECT 285, Pediococcus pentosaceus CECT 923,
Enterococcus faecium CECT 964, Enterococcus
casseliflavus CECT 969, Lactobacillus pentosus CECT 4023
y Lactobacillus casei CECT 4040.

Cepas a liofilizar

Se consideraron 50 cepas representativas de las fer-
mentaciones de aceitunas verdes de la variedad Arauco
del Departamento Rivadavia y 50 cepas de las fermenta-
ciones del Departamento Maipú. Los cultivos originales
se conservan congelados a -20 °C en glicerol al 10% adi-
cionado a una mezcla de leche descremada, extracto de
levadura y glucosa. El stock de cultivos se mantuvo en
tubos inclinados con agar MRS .

Proceso  de liofilización:

Los cultivos stock se sembraron en caldo MRS y  se
incubaron en estufa a 28ºC. Al final de la fase logarítmica,
las células se cosecharon por centrifugación a 5000 r.p.m.
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durante 10 minutos y luego se lavaron dos veces con so-
lución de NaCl 0,9%. Las suspensiones salinas se mantu-
vieron 1 hora a temperatura ambiente. Como agentes pro-
tectores se estudiaron trehalosa 5%, gelatina 2% y
trehalosa 2.5% + gelatina 1%, adicionados a leche
descremada al 11%. La liofilización de los cultivos se llevó
a cabo en un liofilizador THERMOVAC. Las muestras de
las suspensiones de bacterias se colocaron en porciones
de 0.25 ml en ampollas de vidrio de 2 ml de capacidad y se
adicionó  la misma  cantidad  del  medio crioprotector. Las
ampollas  se   congelaron a -60 °C en un baño congelante
(etilenglicol). Las muestras congeladas se  desecaron bajo
vacío (60 micrones). El tiempo de liofilizado fue de 2 horas.
Una vez que se completó el ciclo de liofilizado, las ampo-
llas se sellaron por fusión.  El número de células viables se
determinó por el método de recuento en placa. Inmediata-
mente antes de la siembra, cada muestra de bacterias
liofilizadas se rehidrató a su volumen original (0,5 ml) con
cada medio de rehidratación (caldo MRS y leche
descremada  al  10%), se  homogeneizó  y  se  mantuvo  en
contacto  durante 10 minutos a 25°C. Se hicieron dilucio-
nes seriales de cada muestra y se sembraron por duplica-
do. Las placas se incubaron a 28ºC por 48 horas. El porcen-
taje de células sobrevivientes fue determinado a partir de
los recuentos de bacterias viables realizados antes y des-
pués de la liofilización. Los cultivos liofilizados se mantu-
vieron en ampollas bajo vacío a temperatura ambiente y a
5°C durante treinta días. Luego se determinó el número de
células viables con la misma metodología de trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En total se consideraron para este estudio 102 cepas
aisladas de fermentaciones de aceitunas provenientes del
Departamento Rivadavia,  desarrolladas a temperaturas
entre 8°C y 15°C. Las formas cocoides representaron un
83,3% y las formas bacilares un 16,7%. Los enterococos
preponderaron sobre los pediococos  y los leuconostoc.

De las  120 cepas aisladas de fermentaciones llevadas a
cabo a 25 °C, se aisló un 55,4% de bacterias lácticas
cocoides y un 44,6% de lactobacilos. La mayor cantidad de
las mismas fueron identificadas preliminarmente como
enterococos. Los pediococos y leuconostoc también se  en-
contraron en una menor proporción. Las bajas temperaturas
favorecieron la preponderancia de formas cocoides. Las pro-
porciones de las cepas pueden observarse en el Cuadro 1.

De las fermentaciones realizadas con aceitunas cose-
chadas en el Departamento Maipú, se aislaron 168 cepas
de salmueras fermentadas a 15°C. Los cocos (16,7%) se
aislaron en menor cantidad que los lactobacilos (83%). Los
pediococos se encontraron en una mayor proporción que
los enterococos. En las salmueras mantenidas a 25ºC se
aislaron 159 cepas. También hubo preponderancia de
lactobacilos (74,2%) sobre cocos (25,8%) y de pediococos
sobre enterococos. En las salmueras de aceitunas del De-
partamento Maipú no se aislaron cepas de leuconostoc.
Las proporciones de las diferentes cepas pueden obser-
varse en el Cuadro 1.

Las 344 cepas de lactobacilos aisladas de las fermenta-
ciones de los Departamentos Rivadavia y Maipú se asig-
naron al género Lactobacillus en base en los criterios
taxonómicos de Axelsson (1998). La identificación
bioquímica se realizó en base a la fermentación de azúca-
res ya que todavía se considera satisfactoria para la iden-
tificación preliminar de lactobacilos (Sánchez et al., 2000;
Gotcheva  et al., 2000; Narvhus et al., 2003; Corsetti  et al.,
2001; Tamang  & Sakar, 1996).

Las 17 cepas de lactobacilos homofermentativos aisla-
das del Departamento Rivadavia de las salmueras fermen-
tadas a 8–15ºC se identificaron en su mayoría como
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus pentosus en
base a su perfil fenotípico aunque Sánchez et al. (2000)
comentan que ha sido cuestionado el hecho de mantener a
Lb. pentosus como una especie separada (Collins, 1991).
Las proporciones de las diferentes cepas pueden obser-
varse en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Porcentaje de las cepas de cocos aislados de dos regiones geográficas de la provincia de
Mendoza (Argentina).

 15 ºC 25 ºC 15 ºC 25 ºC 
     
leuconostoc   3,5   5,5 - - 
enterococos 81,0 90,0 21,4 24,4 
pediococos 15,0   4,0 79,0 75,6 

 
 

Microorganismos                 Rivadavia                         Maipú                                    
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El  35% de las cepas fueron capaces de crecer a 45°C en
contraste a lo publicado por Kandler & Weiss (1986). Nues-
tros resultados coinciden con los de otros investigadores
(Hugas et al., 1993; Gükaran et al. 1995; Tamang & Sarkar,
1996). El 82 % de las cepas toleraron 8% de NaCl en con-
cordancia con lo encontrado por Vaughn (1985), Montaño
et al. (1992) y Samelis et al. (1994). Las 58 cepas de
lactobacilos aislados de salmueras fermentadas a 25ºC se
identificaron de igual manera  encontrándose mayor pro-
porción de Lactobacillus plantarum que de Lactobacillus
pentosus  y algunas cepas (3) de Lactobacillus casei. En
las salmueras de fermentación de aceitunas del Departa-
mento Rivadavia no se aislaron lactobacilos
heterofermentativos.  Un 36% de las cepas crecieron a 45ºC
y un 11,6% a 8% de NaCl. También cabe notar que muchas
cepas (41%) crecieron a pH 9,2  los que las hace especial-
mente interesantes para tenerlas en cuenta para su empleo
como iniciadores lácticos sin necesidad de tener que aci-
dificar la salmuera inicial que luego del proceso de
desamarizado queda a valores de pH elevados. Otros au-
tores (Tanasupawat et al., 1992) aislaron cepas de
Lactobacillus plantarum y de Lactobacillus pentosus que
crecieron a pH 9.0-9.5. de Castro et al. (2001) realizaron ensa-
yos de inoculación de cepas de lactobacilos a pH elevados
en  salmueras de  aceitunas de la variedad Manzanilla.

En los aislamientos del Departamento Maipú a partir de
salmueras mantenidas entre 8°C y 15ºC, las 140 cepas de
lactobacilos homofermentativos se identificaron principal-
mente como Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
pentosus. Se aislaron 6 cepas de lactobacilos
heterofermentativos cuyo  perfil de fermentación de azú-
cares se aproximó al de  Lactobacilus fermentum. Otro
carácter que reafirma esta apreciación es que todas las
cepas crecieron a 15°C y a 45°C al igual que la especie tipo
(The Prokaryotes online). De las salmueras fermentadas a
25°C se aislaron 118 lactobacilos que en la identificación

fenotípica presentaron el mismo perfil que las cepas aisla-
das de las salmueras a baja temperatura evidenciando un
dominio de Lactobacillus plantarum. Las proporciones
de las diferentes cepas pueden observarse en el Cuadro 2.

Se pudieron encontrar diferencias, a nivel fenotípico,
entre las cepas de bacterias lácticas aisladas de las sal-
mueras de fermentaciones de aceitunas de la variedad
Arauco cosechadas en los Departamentos Rivadavia y
Maipú. Las disimilitudes se observaron entre las cepas de
salmueras fermentadas a distintas temperaturas dentro de
un mismo Departamento así como entre los dos sitios geo-
gráficos. No  debe sorprender el número de cepas diferen-
tes que surge del agrupamiento de las cepas de
Lactobacillus estudiadas en el presente trabajo ya que
Leissner (2001) demostró un alto grado de diversidad en-
tre las cepas de Lactobacillus plantarum aisladas de
“tempoyak” mediante el análisis de los perfiles plasmídicos
de las cepas analizadas. Tales diferencias terminarían de
confirmarse cuando se ponga a punto  una técnica
molecular que permita lograr diferencias a nivel de cepas.

Durante la aplicación de un método de conservación
por liofilización de las cepas aisladas se encontraron dife-
rencias significativas (α=0,05)  en la viabilidad de las célu-
las luego de la liofilización, entre la trehalosa y los otros
crioprotectores. No se encontró diferencia significativa
(α=0,05)  entre la mezcla de trehalosa - gelatina y la gelati-
na. El protector más efectivo fue la trehalosa 5% (66% de
viabilidad), seguido de la combinación trehalosa 2,5% más
gelatina 1% (33%). No se detectaron diferencias significa-
tivas  entre la rehidratación con leche descremada al 10% y
caldo MRS. Se encontraron diferencias significativas en-
tre las bacterias lácticas liofilizadas almacenadas a 5ºC y a
temperatura ambiente (α=0,05). Las diferencias obtenidas
en la supervivencia de las células en este estudio indica-
ron que la trehalosa es más efectiva que la gelatina en la
protección de bacterias lácticas. Los beneficios de usar

Cuadro 2. Porcentaje de las cepas de lactobacilos aislados de dos regiones geográficas de la provincia de
Mendoza (Argentina).

Microorganismos                 Rivadavia                         Maipú                                    
 

 15 ºC 25 ºC 15 ºC 25 ºC 
 
Lb. plantarum 

 
29,4 

 
74,0 

 
59,3 

 
67,8 

Lb. pentosus 35,3 20,7 39,3 29,7 
Lb. casei -   5,0 - - 
Lb. atípicos 35,3 -   1,4   2,5 
Lb. fermentum 
 

- 
 

- 
 

  5,7 
 

  6,8 
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trehalosa como protección de las células bacterianas con-
cuerda con trabajos publicados  previamente (Castro  et
al., 1997; Zayed  & Roos, 2003; Fonseca  et al., 2003). Los
azúcares reemplazan el agua estructural en las membranas
luego de la deshidratación, por lo tanto preservan la es-
tructura y funcionalidad de las proteínas durante el seca-
do. Esta habilidad resulta de que los disacáridos forman
puente hidrógeno con las proteínas cuando se remueve el
agua, lo que previene la deshidratación (Patist & Zoerb,
2004). Además, la trehalosa tiene menos tendencia a for-
mar cristales intracelulares y extracelulares (Costa  et al.,
2000; Leslie et al., 1995). No se encontraron diferencias
entre la rehidratación con leche descremada y caldo MRS.
Costa et al. (2000) indicaron que se obtuvo alta recupera-
ción con medios de rehidratación complejos como la leche
descremada en polvo. Font de Valdéz et al. (1985) indica-
ron que la rehidratación se lleva cabo en unos pocos se-
gundos, por eso las células son sometidas a cambios rápi-
dos de condiciones de deshidratación, a mezcla de coloides
hidratados y soluciones acuosas. La complejidad de estos
cambios y la velocidad con que ocurren hace extremada-
mente difícil medir o controlar el fenómeno. No se pueden
obtener conclusiones definitivas. La  mayor   viabilidad
obtenida  con  las  bacterias lácticas liofilizadas conserva-
das a 5ºC está de acuerdo con Tsvetkov (1983) quién indi-
có que temperaturas de 5ºC y vacío constituyen las mejo-
res condiciones para conservación de los microorganismos
liofilizados.

CONCLUSIONES

Se ha creado un cepario de referencia de bacterias
lácticas aisladas de fermentaciones de aceitunas verdes
de la variedad Arauco de importancia regional para la pro-
vincia de Mendoza (Argentina). El mismo servirá para  in-
vestigaciones futuras vinculadas principalmente a  su uso
como inoculantes lácticos apropiados a cada región pro-
ductora y condiciones de fermentación particulares. Para
su conservación se eligió el método de liofilización usan-
do como crioprotector leche descremada al 11% adiciona-
da de trehalosa al 5% y condiciones de almacenamiento en
refrigeración  a 5°C.
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