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EXAMINATION OF THE LEMON PEEL MACERATION STEP
IN THE PREPARATION OF LEMON LIQUOR

SUMMARY

The kinetics of the alcoholic extraction of
essential oils from lemon peel, for the prepa-
ration of lemon liquor, can be carried out by
means of spectrophotometry UV-VIS or by
gas chromatography. The spectrophotomet-
ric technique is able to determine the kinetics
of the extraction of the total components in
the essential oils, while the gas chromatogra-
phy technique is able to follow the extraction
of the single components. The curve repre-
senting the kinetics of extraction of the essen-
tial oils obtained spectrophotometrically has
the same trend of the curve of the single
major compenents obtained through gas
chromatography. At room temperature, the
components found in a larger concentration
reach equilibrium after 24 hours, while those
in minor concentration are completely ex-
tracted after 3 to 4 days. Furthermore a meth-
od is proposed that allows to follow the
dilution kinetics of ethanol by water con-
tained in the peel.

RIASSUNTO

La cinetica di estrazione degli oli essenziali
dalle bucce dilimone mediante etanolo, perla
preparazione delliquore dilimone, puo essere
seguita sia mediante spettrofotometria UV-
VIS, sia mediante gas cromatografia. La tecni-
ca spettrofotometrica € in grado di seguire la
cinetica di estrazione dei componenti totali,
mentre quella gascromatografica consente di
seguire la cinetica dei singoli componenti
degli oli essenziali. Le cinetiche ottenute spet-

trofotometricamente seguono lo stesso an-
damento delle cinetiche dei componenti
maggiori ottenute per via gascromatografica.
A temperatura ambiente i componenti pre-
senti in maggiore concentrazione vanno al-
I'equilibrio dopo 24 ore, mentre quelli minori
sono estratti completamente dopo 3-4 giorni.
Viene inoltre proposta una metodica che per-
mette di seguire la cinetica di diluizione del-
I'etanolo da parte dell'acqua contenuta nelle
bucce.

INTRODUZIONE

[lliquore di limone, chiamato comu-
nemente anche “limoncello”, € una
tipica bevanda campana dal gusto di
limone, che sia in Italia che all'estero,
sista affermando sempre di piu per via
del suo pregevole aroma e per le pia-
cevoli sensazioni gustative che ricor-
dano le caratteristiche del limone fre-
sco (1,2); di questo liquore va anche
ricordato il suo indubbio potere dige-
stivo. La coltivazione degli agrumi, in
particolar modo del limone, assume
una particolare rilevanza per le zone
dell'ltalia meridionale (3).

La produzione di “limoncello” a par-
tire dalle bucce di limone costituisce
una notevole fonte di reddito special-
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mente in zone turistiche, quali Capri,
la penisola sorrentina e la costiera
amalfitana. Attualmente la quasi tota-
lita della produzione dei limoni di que-
ste zone viene impiegata per la fabbri-
cazione di questo liquore (4,5). Poiché
la tecnologia di produzione € estre-
mamente semplice, un gran numero
di piccole e piccolissime imprese,
spesso a carattere familiare, sono in-
teressate alla sua preparazione. La
produzione del “limoncello” prevede
le seguenti fasi: 1) lavaggio dei limoni
freschi; 2) pelatura; 3) macerazione
delle bucce in alcool per 7-10 giorni, a
temperatura ambiente; 4) filtrazione
dell'estratto; 5) diluizione dell'estratto
con un’opportuna quantita di acqua
zuccherata; 6) imbottigliamento; 7)
confezionamento.

Da quanto esposto risulta evidente
che la fase piu delicata e rappresenta-
ta dalla macerazione delle bucce in
alcool; in questa fase gli oli essenziali,
insieme ai coloranti ed all’'acqua, dif-
fondono dalle bucce verso I'alcoaol (6);
contemporaneamente, l'alcool dal-
I'esterno, in parte, migra nell'interno
delle bucce. Il processo si arresta
quando si perviene ad un equilibrio
dinamico. Untempoinferiorea 7 giorni
non garantisce, secondo la tradizione,
una completa estrazione degli oli es-
senziali dalle bucce e non assicurereb-
be, pertanto, la produzione di un liquo-
re soddisfacentemente aromatico.
Durante la macerazione, nessuna ope-
razione viene effettuata per accertare
quando I'estrazione degli oli essenziali
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puod ritenersi completa. Ad equilibrio
raggiunto, un prolungamento della
fase estrattiva costituisce un'inutile
perdita di tempo e, di conseguenza, un
aggravio economico.

SCOPO DEL LAVORO

L'obiettivo di questo lavoro € di
mettere a punto una o piu procedure
basate su tecniche strumentali adatte
a seguire la cinetica d'estrazione degli
oli essenziali dalle bucce di limone,
poste a macerare in alcool. Ci propo-
niamo, inoltre, di mettere a punto una
procedura che consenta di seguire la
cinetica di diluizione dell'alcool etilico
da parte dellacqua contenuta nelle
bucce stesse. Le procedure analitiche
dovranno essere sufficientemente
semplici in maniera da poter essere
impiegate anche da ditte che dispon-
gono di laboratori chimici modesta-
mente attrezzati.

MATERIALI E METODI

strumentazione e reattivi

Spettrofotometro UV-VISmod. 1601
(Shimadzu, Tokyo, Giappone) con cu-
vette da 1 cm di percorso ottico; ga-
scromatografo Auto System XL equi-
paggiato con iniettore programmabile
PSS e rivelatore a ionizzazione di flam-
ma (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA)
colonna capillare Rtx-5, con fase sta-
zionaria 5% difenil-95% dimetil silico-
ne,1=30m,id.=0,25mm,ft.=025n
(Restek, Bellefonte, PA, USA), gascro-
matografo mod. 17A interfacciato con
lo spettrometro di massa mod. QP-
5000 (Shimadzu, Tokyo, Giappone),
operante con modalita di iniezione
split-splitless ed equipaggiato con co-
lonna capillare SPB-5, | = 60 m, i.d. =
0,25 mm, f.t. = 0,25 u (Supelco, Belle-
fonte, PA, USA); titolatore di acqua Karl
Fisher, mod. KF 2026 (Crison Instru-
ment, Baar, Svizzera).

Etanolo 95% (Fluka, Dublino, Irlanda),
Metanolo (Fluka, Dublino, Irlanda),

Hydranal Titrant 5 e Hydranal Solvent
(Riedel-de Haen, Seelze, Germania), n-
dodecano puro per analisi (Fluka, Dubli-
no, Irlanda), limonene, B-pinene, y-ter-
pinene, a-pinene, sabinene, geraniale,
tutti puri per analisi (Fluka, Dublino,
Irlanda).

Procedura per I'estrazione
degli oli essenziali dalle bucce
di limone mediante etanolo
al 95%

- Lavare ed asciugare i limoni.

-Shucciare ilimoni, separando I'albe-
do dal flavedo, per quanto € possibile.

- In un recipiente di vetro porre una
opportuna quantita di bucce di limone
(30 g possono essere adeguati) e 100 ml
di etanolo al 95% (v/v).

- Coprire, porre in termostato alla
temperatura di 20°C e lasciare macera-
re per il tempo desiderato, con occasio-
nale agitazione.

Procedura per la determinazione
della cinetica d’estrazione

degli oli essenziali dalle bucce
mediante spettrofotometria

-In funzione del tempo, dopo agita-
zione, prelevare un‘aliquota del-
I'estratto e misurare l'assorbanza,
senza diluire, a 400 nm; prelevare
un‘altra aliquota dell'estratto e misu-
rarne l'assorbanza a 275 nm, dopo
opportuna diluizione.

- Per ogni lunghezza d’onda, riporta-
re in grafico I'assorbanza in funzione
del tempo.

Procedura per la determinazione
della cinetica d’estrazione

degli oli essenziali dalle bucce
mediante gas cromatografia

- In funzione del tempo, prelevare,
dopo agitazione, 1,00 ml di estratto ed
aggiungere 1,00 ml di soluzione etano-
lica di n-dodecano 100 mg/l, come
standard interno.

-Sottoporre la soluzione cosi ottenu-
ta ad analisi gas cromatografica.

- Riportare in grafico i rapporti tra le

aree dei picchi dei composti limonene,
B-pinene, y-terpinene e l'area dello
standard interno.

- Riportare in grafico i rapporti tra le
aree dei picchi dei composti a-pinene,
sabinene, geraniale e I'area dello stan-
dard interno.

Procedura per la determinazione
della cinetica di diluizione
dell’etanolo con l'acqua
derivante dalle bucce,

durante la fase di estrazione
degli oli essenziali

- Prelevare 100 ul dell'estratto alcoli-
co delle bucce di limone e titolare I'ac-
qua in esso contenuta utilizzando il
titolatore di Karl Fisher.

- Effettuare la determinazione del-
'acqua nell'estratto alcolico ogni 15
minuti per le prime due ore; successiva-
mente ogni ora.

- Riportare in grafico la concentrazio-
ne dell'acqua contenuta nell’estratto,
in funzione del tempo.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Cinetica d’estrazione degli oli
essenziali dalle bucce di limone
per via spettrofotometrica

La cinetica d'estrazione degli oli
essenziali mediante etanolo puo es-
sere seguita mediante misure stru-
mentali. Lo spettro d'assorbimento
dell’estratto condotto tra 200 e 500
nm indica che la soluzione assorbe in
maniera significativa in tutto l'inter-
vallo esplorato. Gli spettri d'assorbi-
mento tra 200 e 500 nm, effettuati
sull’estratto durante la fase di mace-
razione, presentano tutti lo stesso
aspetto, il che sta a significare che i
principali composti degli oli essenzia-
li, responsabili dell'assorbanza, ven-
gono estratti, nel tempo, sempre nel-
|0 stesso rapporto.

In fig. 1 vengono riportate le assor-
banze in funzione del tempo, a 275 ea
400 nm. La misura dell'assorbanza a
400 nm segue la variazione di concen-
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1 - Assorbanza a A = 275 nm e a A = 400 nm esibita da un estratto alcolico di bucce di
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Fig. 2A - Assorbanza misurata a & = 275 nm in funzione del tempo di macerazione per tre

Assorbanza

estratti alcolici preparati con bucce di limone colti dalla stessa pianta.
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Fig. 2B - Assorbanza misurata a & = 400 nm in funzione del tempo di macerazione per tre

estratti alcolici preparati con bucce di limone colti dalla stessa pianta.

trazione dei coloranti naturali e pud
essere effettuata sull'estratto tal qua-
le anche dopo appena 30 minuti dal-
I'inizio della fase di estrazione; per la
misura dell'assorbanza a 275 nm oc-
corre diluire I'estratto con etanolo.
Come si pud osservare, ad entrambe le
lunghezze d'onda, durante la fase
d'estrazione, le assorbanze dapprima
Crescono e poi assumono un valore
costante. Gli andamenti delle due cur-
veindicano che le assorbanze raggiun-
gono un valore costante nello stesso
tempo; cio significa che & possibile
seguire 'estrazione degli oli essenziali
dalle bucce sia attraverso la misura
dell'intensita del colore a 400 nm, sia
attraverso la variazione dell’'assorban-
Zzaa2275nm.

Nelle fig. 2A e 2B vengono riportate
le cinetiche di estrazione a 275 ed a
400 nm per tre estratti preparati met-
tendo a macerare 30 g di bucce per
100 ml di alcool etilico; le bucce sono
state ricavate da limoni colti dalla
stessa pianta. Come sipud osservare le
tre curve non sono sovrapponibili; lo
scarto delle assorbanze rispetto alla
media puo anche arrivare al 20% se si
confrontano i risultati nella parte della
curva parallela all'asse dei tempi, stan-
do a dimostrare la non uniforme distri-
buzione degli oli essenziali e dei colo-
ranti nelle bucce di frutti diversi, pur
prelevati dalla stessa pianta. Fortuna-
tamente le tre curve seguono un an-
damento simile e le assorbanze rag-
giungono un valore comune dopo lo
stesso tempo.

Cinetica d’estrazione degli oli
essenziali dalle bucce di limone
per via gascromatografica

In fig. 3 viene riportato un tipico
cromatogramma di un estratto alcolico
ottenuto tramite GC/MS dopo un giorno
di infusione delle bucce di limone in
alcool etilico. I picchi principali, riportati
in tab. 1, sono stati identificati sia sulla
base del confronto dei tempi di riten-
zione di standard puri, sia sulla base
degli spettri di massa. Campioni di
estratti, prelevati in tempi diversi, sono
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stati analizzati per via gas cromatogra-
fica.

In fig. 4 vengono riportati, in funzio-
ne del tempo di macerazione, i rap-
porti tra le aree dei picchi relativi al
limonene, B-pinene, e y-terpinene
presenti nell'olio essenziale del limo-
ne in notevoli quantita (componenti
maggiori) e I'area dello standard in-
terno (n-dodecanoy); nella fig. 5 vengo-
no riportate le variazioni, nel tempo,
dei rapporti tra le aree relative all'a-
pinene, sabinene, geraniale (compo-
nenti minori) e I'area dello standard
interno. Come si pud osservare le
concentrazioni negli estratti, relative
ai composti maggiori, vanno a costan-
za nello stesso tempo; dopo un gior-
no, per questi composti l'estrazione
puo ritenersi conclusa. Le curve rela-
tive ai componenti minori presenta-
no un andamento differente, indican-
do che i componenti minori vengono
estratti piu lentamente; tale compor-
tamento era da attendere, in quanto
questi composti vengono spinti in
soluzione da un gradiente di concen-
trazione piu basso; per questi compo-
sti il tempo necessario per una com-
pleta estrazione € di quattro giorni.

Il confronto delle curve spettrofoto-
metriche con le curve gascromatografi-
che, relative ai componenti maggiori,
indica che queste curve vanno a co-
stanza dopo lo stesso tempo. Pertanto
I'andamento dell'estrazione, pericom-
ponenti maggiori, pud essere seguito
sia per via spettrofotometrica, sia per
via gascromatografica; I'andamento
dell'estrazione dei componenti minori
puo solo essere seguito per via gascro-
matografica.

Effetto di diluizione dell’alcool
etilico durante la macerazione
delle bucce

Le bucce dilimone, fresche, presenta-
no un notevole contenuto di acqua.
Abbiamo ipotizzato che durante la ma-
cerazione si verifica una diffusione del-
I'etanolo nell'interno delle bucce, e del-
I'acqua dalle bucce verso I'etanolo. Se-
condo questa ipotesi, durante la fase
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Fig. 3 - Cromatogramma GC/MS di un estratto alcolico di bucce dilimone aggiunto di standard
interno n-dodecano (1.S.). | numeri dei picchi corrispondono ai composti riportati in tab. 1.

estrattiva, I'alcole si diluisce; inaggiunta, — Tabella 1 - Idenfificazione dei picchi del cro-

diffondendo nell'interno delle bucce
non e immediatamente recuperabile.
Poiché il contenuto d'acqua delle bucce
e di circa il 70% in peso e poiché si
mettono di solito a macerare 30 g di
bucce per ogni 100 ml di alcool etilico al
95% (v/v), ad equilibrio raggiunto la con-
centrazione dell'alcool dovrebbe scen-
dere intorno all'80% (v/v); inoltre do-
vrebbero rimanere nei pori delle bucce
circa 20 ml di etanolo all’80% (v/v).

Misure sperimentali effettuate sul-
I'estratto alcolico, ad equilibrio raggiun-
to, indicano che la concentrazione del-
I'etanolo passa dal 95% (v/v) al 78% (v/
v), In buon accordo con il valore ipotiz-
zato. In fig. 5 viene riportata la curva
sperimentale della cinetica di diluizio-
ne dell'alcool durante la macerazione.
Come si puo notare, occorrono circa
quattro ore per il raggiungimento del-
I'equilibrio acqua-alcool etilico. Poiche,
come visto, 0ccorrono ventiquattro ore
per estrarre completamente i principali
componenti degli oli essenziali, non &
possibile evitare la diluizione dell'eta-
nolo.

matogramma GC/MS di un estratto alcolico
di bucce di limone riportato in fig. 3.

(omposto tr, min %
(1) o-tuiene 13,493 040
(2)  o-pinene 13,883 1,81
(3)  sabinene 15,597 185
(4)  [-pinene 15883 1325
(5)  mircene 16,323 1,43
(6)  c-fellandrene 16,798 0,35
(7)  o-terpinene 18,038 0,19
(8) limonene 18,351 6529
(9) frons -ocimene 18,401 0,06
(10)  ~y-ferpinene 19,612 9,81
(11)  transsabinene idrato 19,994 0,24
(12)  cis-sabinene idrato 21,280 0,31
(13) linalolo 11,413 0,33
(14)  tronellale 22,333 0,15
(15)  4-nonanclo 23,225 0,18
(16) terpinen-4-olo 23,555 014
(17)  o-terpineolo 25,326 0,35
(18) nerale 27170 0,87
(19)  geraniale 28,262 1,47
(20)  nerile acetato 31,587 0,44
(21)  geronil acetato 32,329 0,46
(22)  P-cariofillene 34,118 0,28
(23)  o-hergumottene 34,390 043
(24)  pB-bisabolene 36,687 0,61
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Fig. 4 - Cinetica di estrazione dei composti pit abbondanti nelle bucce di limone seguita per
via gascromatografica. Viene riportato I’andamento del rapporto area composto/area 1.5. in
funzione del tempo di macerazione.
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Fig. 5 - Cinetica di estrazione dei composti meno abbondanti nelle bucce di limone seguita per
via gascromatografica. Viene riportato I'andamento del rapporto area composto/area L.5. in
funzione del tempo di macerazione.
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Fig. 6 - Cinetica di estrazione dell’acqua dalle bucce di limone. Viene riportata la quantita di
acqua espressa in grammi presente in 100 ml di estratto in funzione del tempo di macerazione.

CONCLUSIONI

L'estrazione dei componenti mag-
giori degli oli essenziali, dalle bucce
di limone, mediante alcool etilico
puo essere seguita mediante misure
spettrofotometriche nel visibile e/o
nel UV. Mediante gas cromatografia
si possono seguire le cinetiche sia
dei componenti maggiori, sia dei
componenti minori. I componenti
maggiori sono estratti completa-
mente dopo un giorno; per i compo-
nenti minori sono necessari tre gior-
ni di infusione delle bucce di limone
in alcool etilico. Durante la fase di
macerazione si osserva una diluizio-
ne dell'etanolo dovuta all’acqua pre-
sente nelle bucce; ad equilibrio rag-
giunto la concentrazione dell'alcool
passa dal 95% (v/v) al 78% (v/v). La
cinetica di estrazione dell'acqua dal-
le bucce & molto piu veloce della
cinetica relativa ai componenti degli
oli essenziali per cui non & possibile
estrarre questi ultimisenza abbassa-
re il grado alcolico iniziale dell'alcool
etilico impiegato.
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