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RESUMEN

El limoncello se obtiene de la maceracion de la céscara de
limén en etanol, agua y azlcar. En Argentina se elabora
industrialmente y dada la simpleza del proceso se encuen-
tra en aumento su elaboracidn artesanal. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la calidad microbioldgica
de muestras de limoncello artesanal. Se analizaron 11 mues-
tras, en agar hongos y levaduras (HyL) y HyL con agrega-
do de limoncello. Se obtuvo crecimiento de Alternaria spp.,
Cladosporium spp., Crysonilia spp., Moniliella spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp. y Acremonium spp. en ocho
muestras. Esto determina una disminucién de su vida Gtil y
un peligro potencial para la salud del consumidor pues al-
gunos de los géneros encontrados son capaces de produ-
cir toxinas y alergias. La adicidn de sorbato de potasio a0,1
% (m/m) inhibi0 el crecimiento de estos microorganismos.
Palabras clave: limoncello, proceso artesanal, contaminacion,
mohos.

ABSTRACT

Mohos and yeasts presents in limoncello handcraft
elaborated

The limoncello is obtained from rind of lemon macerated in
ethanol, water and sugar. In Argentina it is elaborated in
traditional factories and since simplicity of process its
handicraft elaboration is increasing. The aim of the present
work was to determine the microbiological quality of samples
of limoncello from handicraft elaboration. Eleven samples, in
agar for fungi and yeasts (F&Y), and F&Y with limoncello
were analyzed. Growth of Alternaria spp., Cladosporium spp.,
Crysonilia spp., Moniliella spp., Penicillium spp., Fusarium
spp. and Acremonium spp. in 8 samples were obtained. This
fact determined a decrease of the shelf life and a potential
danger for consumer health since genus found may be capable
to generate toxins and allergies. The addition of 0.1% (w/w)
potassium sorbate inhibited growth of these microorganisms.
Key words: limoncello, handicraft process, contamination,
moulds.
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INTRODUCCION

El licor de limén, cominmente conocido como limoncello,
es un producto de gran demanda en el mercado interna-
cional y se elabora tanto industrial como artesanalmente.
Es de origen italiano, el mas famoso de la tradicion agri-
cola artesanal de ese pais. Los mejores frutos citricos
utilizados para su fabricacion son cultivados en la zona
del Golfo de Napoles y de la Costa Amalfitana: Napoles,
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Capri, Ischia, Positano, Maiori y Amalfi. Se obtiene de la
maceracion del flavedo de la cascara de limén en etanol,
agua y azlcar (1) y dada la simpleza del proceso se
encuentra en aumento su elaboracion en emprendimientos
de licores artesanales a nivel de empresa y a nivel fami-
liar. Por lo que existe gran diversidad en las caracteristi-
cas y calidades de los mismos y es dificil el control de la
elaboracioén y el producto final (2).

La carga bacteriana de la materia prima se relaciona
con la forma de cosecha. Lo indicado es la extraccion
de los frutos del &rbol, pero en elaboraciones artesanales
y familiares se ha observado la recoleccion del suelo.
La efectividad del lavado es importante para lograr la
disminucién de la carga bacteriana. La extraccion de
la cascara (monda) debe realizarse sin incorporar el
albedo que contiene pectina y celulosa que le otorgan
al licor sabor amargo y turbidez (3). La infusion de la
cascara se realiza con alcohol etilico entre 95y 96 °GL,
de 2 a 7 dias (4). En esta etapa se extraen los aceites
esenciales, flavonoides y otros constituyentes (5). Se
prepara el almibar con agua y azlcar y luego de en-
friado se mezclan ambas soluciones obteniéndose un
producto final con una graduacion entre 30y 42 °GL y
27 a 37 °BRIX de azUcar (1,2). Se filtra para permitir
el paso de las sustancias esenciales que caracterizaran
el aroma y sabor del producto final y se envasa en
botellas color &mbar. El almacenamiento se debe efec-
tuar a temperaturas bajo cero y en ausencia de luz para
evitar la degradacion de terpenos (1,6).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la cali-
dad microbiol6gica de muestras de limoncello, elabora-
das artesanalmente.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con 11 muestras de limoncello elaboradas
en la provincia de Buenos Aires (Argentina). Una mues-
tra correspondiente a elaboracion industrial (A) utiliza-
da como control, cinco de elaboracion de empresa
artesanal con comercializacion formal (B, C,D,Ey F)
y cinco de elaboracién artesanal-hogarefia (G, H, I, J y
K) envasadas en botellas de vidrio blanco transparente
excepto la | (botella verde) y E (botella esmerilada).

Se extrajeron alicuotas de la superficie y el interior de
las muestras. Se efectuaron diluciones (10-1,10-2 y
10-3) para realizar recuento. Se sembr6 0,1 mL en
superficie en placas con agar HyL (hongos y levadu-
ras, Lab. Britania, Buenos Aires) por triplicado. Se
incubd a 25 °C, por 10 dias (7).

El medio HyL se enriqueci6 con limoncello, utilizado en
reemplazo de 66,6 % del diluyente (agua destilada) (8).
Se sembrd en superficie 0,1 mL de las muestras prove-
nientes de tres diluciones (10-1, 10-2 y 10-3) y se incu-
bd a 25 °C por diez dias (7).

Posteriormente se incorpord sorbato de potasio al medio
HyL-Limoncello a fin de determinar su efecto sobre la
flora encontrada. Se analiz6 la concentracion de inhibi-
cion necesaria mediante placas con agar HyL-Limoncello
a las que se adiciond distintas concentraciones de sorbato
de potasio (0; 0,03; 0,05; 0,1 y 0,2 %). Se prepar6 un
inoculo a partir de los crecimientos obtenidos y 10 mL
de solucidn salina y se sembr6 en superficie en las pla-
cas con agar HyL-limoncello-sorbato de potasio por
triplicado, incubando diez dias a 25 °C (7).

La identificacion se realizd mediante la observacion
macroscopica y microscopica. La microscopica con-
sistié en la observacion de las caracteristicas
morfoldgicas de las colonias obtenidas a partir de la
siembra realizada en los diferentes medios. La micros-
copica, en la observacion de las caracteristicas del
micelio, estructuras reproductivas y ornamentales, en
los extendidos realizados a partir de las colonias arriba
citadas utilizando un microscopio XSB 411 Lancet
Instruments (40X).

El grado alcohdlico se determind mediante un
alcohdmetro Gay-Lussac (9).

RESULTADOS Y DISCUSION

La graduacion alcohdlica (v/v) fue de 25 % (m/m)
para el limoncello industrial, de 29 a 32 % (m/m) para
los artesanales y de 27 a 35 % (m/m) para los de
elaboracion artesanal-hogarefia, respondiendo a lo
requerido por el CAA (10) para licores.
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Las Tablas 1 y 2 muestran una marcada diferencia en
la calidad microbioldgica del limoncello industrial con
respecto a aquellos elaborados en forma artesanal. De
acuerdo a la literatura (11), el limite permitido en los
recuentos para estos licores es de 104 siendo supera-
do s6lo por la muestra G, sin embargo la sola presencia
de microorganismos en una muestra determina una
disminucion de la calidad ademas de un peligro poten-
cial para la salud del consumidor.

Tabla 1. Recuento de mohos y levaduras presentes en las distintas muestras de limoncello

Recuento
Muestras Procedencia
Levaduras Mohos (ufc/mL)
(ufc/mL)
A Superficie No se detecta No se detecta Industrial
Medio No se detecta No se detecta
B Superficie 3,0 x 10° 5,0 x 10° Artesanal
Medio 1,0 x 10 1,0 x 10
C Superficie No se detecta 1,0 x 10° Artesanal
Medio 3,0x 10° 3,0x 10°
Superficie No se detecta No se detecta Artesanal
D Medio No se detecta No se detecta
Superficie No se detecta No se detecta Artesanal
E Medio No se detecta No se detecta
Superficie No se detecta 4,0 x 10° Artesanal
F Medio No se detecta No se detecta
Superficie No se detecta 1,1x10* Artesanal-
G *) 4,0 x 10° 4,0 x 10° Hogarefia
Fondo (**)
Superficie No se detecta 3,0X 10? Artesanal-
H Medio No se detecta No se detecta Hogarefia
Superficie No se detecta 2,0 X 10° Artesanal-
I Medio No se detecta No se detecta Hogarefia
Superficie No se detecta 1,0 x 10° Artesanal-
J Medio No se detecta 1,0 x 10° Hogarefia
K Superficie 3,0x 10° 6,0 x 10° Artesanal-
Fondo (**) 3,5x 10° 7,0x 10° Hogarefia

Referencias: (*) menisco; (**) precipitado
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Tabla 2. Género de mohos encontrados

Mohos

Alternaria spp.; Cladosporium spp.
Penicillium spp.; Acremonium spp.
Alternaria spp.; Cladosporium spp;
Crysonilia spp.; Moniliella spp.

Cladosporium spp.; Fusarium spp.

Muestras
B Alternaria spp.
C
F
G
H Penicillium spp.
|
J Cladosporium spp.
K Alternaria spp.

Los mohos identificados son de amplia distribucién y
pueden estar presentes en el suelo, semillas, frutas (12-
14). Clodosporium spp. contiene gran cantidad de es-
pecies saprobias y otras que parasitan vegetales (15),
sus esporos son los que con mayor frecuencia se en-
cuentran suspendidos en el aire siguiendo en orden de
importancia Alternaria spp. (16). Alternaria spp. pue-
de ser aislada como contaminante de alimentos y con-
tiene especies cosmopolitas que se encuentran en un
amplio rango de materiales y productos (17,18). Como
saprobias pueden deteriorar alimentos y producir com-
puestos bioldgicamente activos tal como micotoxinas (16,
19), siendo uno de los hongos més extensamente distri-
buidos y uno de los principales alérgenos. La fraccion
alergénica mas importante es heterogénea y puede in-
ducir reacciones de hipersensibilidad en concentracio-
nes muy bajas en personas sensibilizadas (20-22).

En el caso especifico de Moniliella spp. es de habitat
aciddfilo como encurtidos y también sustancias dulces
como jugos de frutas y jarabes (23,24). Acremonium
spp. presenta distribucion cosmopolita se encuentra en
suelos, como parasito o saprdéfito de vegetales, puede
producir toxinas del grupo de los tricotecenos (16).

Crysonilia spp., es reconocida por sus cadenas
ramificadas de esporas, de crecimiento sumamente
rapido con reproduccién prolifica. Inicialmente sin co-
lor, evoluciona a un color rosado o anaranjado (15). En
este caso se obtuvo coloracion anaranjada. En la natu-
raleza sus esporas se hallan en el suelo y en la superfi-
cie de frutas y generan problemas alérgicos (21,22).

Los géneros Penicillium spp.; Fusarium spp. y
Alternaria spp., estan dentro de los principales pro-
ductores de micotoxinas, siendo Penicillium spp. pro-
ductor de patulina y ocratoxina. Fusarium spp. de
zearalenona y Alternaria spp. de fumonisinas (16,19),
entre otras.

La presencia de estos hongos es indicador de una con-
taminacion que puede ser proveniente de la materia
primay en menor grado de su incorporacion durante el
proceso, indicando en ambos casos que no se han cum-
plido las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM).

De los licores analizados s6lo uno de los artesanales in-
dica en el envase el fin de su vida Gtil y dos la fecha de
elaboracion. El desarrollo de los microorganismos co-
municados podria acortar esta vida Gtil pues son capa-
ces de producir el deterioro (observado como: menisco,
precipitado, turbidez) de los productos que colonizan,
pudiendo significar un peligro potencial para la salud de
los consumidores ya que algunos de los encontrados son
capaces de producir toxinas y alergias (25).

Dada la accion antimicotica del sorbato de potasio
fue adicionado al medio HyL-Limoncello realizdndo-
se un andlisis de concentracion de inhibicion a fin de
determinar su efecto sobre la flora encontrada. No
se obtuvo crecimiento a partir de 0,1 g/100 g de
muestra, limite aceptado por las reglamentacio-
nes (10).

Posteriormente se elabord limoncello artesanal (G),
agregando 0,1 % (m/m) de sorbato de potasio en la
etapa de mezclado y luego de un mes de almacena-
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miento se realizo el anélisis no observandose crecimien-
to. La utilizacién de esa concentracion de sorbato de
potasio como sustancia inhibitoria permitiria extender
su vida Util y prevenir el peligro para los consumidores.

El crecimiento de estos microorganismos provenien-
tes fundamentalmente de la contaminacion natural de
la materia prima o por proceso puede prevenirse me-
diante la aplicacion de BPM y sistema HACCP que
implicaria el control de todo el proceso y también

CONCLUSIONES

El desarrollo de los microorganismos hallados
(Clodosporium spp.; Penicillium spp.; Fusarium
spp.; Alternaria spp.; Moniliella spp.; Crysonilia
spp. y Acremonium spp.) disminuye la calidad y po-
dria acortar la vida util del limoncello pues son capaces
de producir su deterioro e implican un peligro potencial
para la salud del consumidor por su capacidad de pro-
ducir toxinas y alergias.
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mediante la adicion de sorbato de potasio. Casales
(26) al analizar las caracteristicas sensoriales y co-
merciales de estas mismas muestras determinaron que
las de elaboracion artesanal y hogarefia poseen ma-
yor aceptacion sensorial y preferencia por el consu-
midor que la industrial. El precio de venta de los lico-
res artesanales es tres veces mayor que el industrial,
lo que refuerza la importancia de evitar la contamina-
ciény crecimiento de hongos que acorten su vida util.
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