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The paper reports through some examples the
statistical criterion to characterise/classify
“limoncello” liqueurs based on PCA (Principal
Component Analysis) correlation analysis of the
GC analytical data related to those lemon es-
sential oil terpenes that resulted more useful
for this purpose.

This criterion adopted by the HRGC/MS/HPLC
Laboratory (Di.Pro.Ve., Facolta di Agraria, Uni-
versita degli Studi di Milano ~ Quality System
certified by Certiquality — Certichim Sector —
Regulation UNI EN ISO 9001 Cert. N. 2819,
Cert. IQNET IT - 10179) has proved to be ef-
fective and applicable to the industrial quality
control because it’s able to classify “limoncello”
liqueurs univocally even with purposes of point-
ing out changes during the storage.

Il lavoro descrive, attraverso alcuni esempi, il
criterio statistico di caratterizzazione/classifica-
zione di liquori “limoncello” basato sull’analisi
di correlazione PCA (Principal Component
Analysis) fra dati analitici GC relativi a quei ter-
peni da olio essenziale di limone che pili sono
risultati utili a tal fine.

It criterio adottato dal Laboratorio HRGC/MS/
HPLC (Sistema di Qualita Certificato Certiqua-
lity — Settore Certichim, Norma UNI EN ISO
9001 Cert. N. 2819, Cert. IQNET IT - 10179)
si e dimostrato utile ed effettivamente applica-
bile nel controllo di qualita industriale in quan-
to consente di classificare i liquori “limoncello”
in modo univoco anche al fine di evidenziarme

gli effetti dello stoccaggio.

INTRODUZIONE

Lo studio della composizione dei liquori
“limoncello” e stato svolto negli ultimi
anni da alcuni AA (1, 2) con il tentativo di
definire parametri di qualita e genuinita.
In tale ottica le esperienze e le conclusio-
ni raggiunte da Moio et al. (1) sono da
considerare devianti sia per I'approccio di
base (si sancisce una presunta differenza
di principio fra liquore di limone tradizio-
nale campano e liquori di imitazione) sia
per le procedure adottate al fine di dimo-
strare la "differenza” frai profili delle due
tipologie di liquori. In proposito, si rileva
in questo lavoro l'ingiustificato paragone
fra la composizione di generici "liquori di
imitazione"” del comm=rcio (una sola com-
posizione “riassume” tutti i liquori di imi-
tazione) e quella di un liquore tradiziona-
le, con riferimenti ingiustificati e fuori nor-
ma ai componenti a maggiore attivita
odorosa. Peraltro, non risultando sancita
alcuna tipizzazione del liquore “limoncel-
lo”, né risultando definita in alcun modo
se non da abitudini popolari (peraltro
molto diverse) la tecnologia “tradiziona-
le”, siritiene ininfluente tale lavoro sia sul
tentativo di caratterizzazione sia sullo svi-
luppo di metodi analitici finalizzati al con-
trollo della “genuinita”.

Il lavoro di P. Dugo et al. (2) conclude in-
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vece sulla evidenza di una grande diffe-
renziazione fra i prodotti “limoncello” del
mercato e considera, con ragione, molto
influenti a questo proposito le tecnologie
di produzione e le modificazioni sponta-
nee in fase di preparazione e stoccaggio.
Tale tipo di approccio in realta prelude alla
definizione di criteri di differenziazione e/
0 caratterizzazione dei prodotti del com-
mercio, a cui in concreto gli studi dovreb-
bero mirare nell’ottica di una definizione
di parametri distintivi che facciano astra-
zione da presunte “tipicita” non sancite
ancora da alcuna norma.

A seguito di verifiche di composizione di
una serie molto larga di liquori “limoncel-
lo" del commercio, gli AA di questa nota
hanno ritenuto adottare, per la caratteriz-
zazione e/o classificazione di tale tipolo-
gia di liquori, un criterio di analisi statisti-
ca di correlazione di tipo PCA (Principal
Component Analysis). Si & potuto defini-
re, in tal modo, un criterio di posiziona-
mento dei diversi prodotti del commercio
in zone differenziate di una mappa divisa
in quadranti. | composti considerati come
indicatori utili al fine della caratterizzazio-
ne PCA del tipo di liquore in oggetto sono
i sequenti: terpinen-4-olo, linalolo, o-ter-
pineolo, nerolo, geraniolo, nerale, gerania-
le. La scelta di tali indicatori e derivata da
considerazioni ben note in merito alla si-
gnificativita dei livelli di presenza di tali
composti sulle caratteristiche “sensoria-
li" degli estratti da scorze di limone (3, 4).
Sono state anche realizzate verifiche di
shelf-life, riportando I'andamento degli
stessi indici analitici nella stessa mappa
PCA.

Il criterio statistico proposto in questa no-
ta, per esperienza acquisita fino ad oggi,
consente di esequire un controllo di qua-
lita (inteso nel suo senso piu vero di cor-
relazione a "standard") utile in termini di
impiego industriale. Questa nota, non
avendo lo scopo di riportare il quadro della
produzione nazionale, ma quello di pro-
porre un sistema concretamente applica-
bile di caratterizzazione, espone cinque
esempi ben tipici di “collocazione” nella
mappa PCA di altrettanti prodotti reperi-
bili sul mercato nazionale.
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MATERIALI E METODI

Criterio di scelta
dei liquori “limoncello” esaminati

| campioni di liquore, di cui si riportano in
questa nota i dati analitici caratterizzanti,
sono stati scelti nell’ambito di una serie
molto vasta di prodotti “limoncello” del
commercio, sui quali il Laboratorio Analisi
Alimenti HRGC/MS/HPLC ha eseguito con-
trolli a fini diversi negli ultimi due anni. La
scelta e stata limitata a cinque campioni
solo perché, dagli esami analitici esequiti
e dalla conseguente valutazione in PCA,
tali campioni rappresentano tipologie suf-
ficientemente diversificate fra loro, ed a
cui si riconduce sostanzialmente una lar-
ga serie di prodotti del commercio.

Nella valutazione comparativa sono stati
considerati volutamente anche alcuni in-
fusiidroalcolici “modello” preparati a par-
tire da scorze di limoni provenienti da un
unico lotto.

Sono state inoltre esequite sui liquori del
commercio valutazioni di shelf-life alle-
stendo prove di stoccaggio per un tempo
totale di sei mesi in condizioni reali (tem-
peratura ambiente ed esposizione alla luce
simulanti la vita di scaffale del prodotto).
I campioni di cui si riportano i dati sono
identificati secondo il sistema UNIEN 1SO
9001 con un codice (che garantisce la pri-
vacy del produttore) e nella presente nota
vengono associati a numeri che fanno ri-
ferimento a diverse tipologie di liquore. Il
campione identificato con il n. 5 corrispon-
de ad un liquore reperito sul mercato e
dichiarato in etichetta come prodotto
“senza aggiunta di aromi”.

Preparazione di infusi “modello”
da scorze di limone ed estrazione
della frazione aromatica

Un lotto omogeneo di scorze di limone
ottenute da frutti di origine siciliana, e sta-
t0 sottoposto a pelatura (manuale). Sono
stati prodotti, dall'infusione (statica) del
prodotto di “pelatura” (rapporto 1:10 con
alcool etilico estraente), estratti idroalco-
lici aventi grado alcolico rispettivamente

pari a 30°, 50°, 70°, 100° v/v (tempo di
infusione: 24 ore). Le infusioni cosi pro-
dotte sono state successivamente estrat-
te a freddo con esano- etere etilico 1:1 v/
v (tempo di estrazione: 12 ore). Recupe-
rata la fase organica per centrifugazione,
si & proceduto ad anidrificazione con sol-
fato di sodio anidro. | quattro estratti cosi
ottenuti rappresentano “riferimento” cui
compete il pit limitato tasso di degrada-
zione possibile.

Estrazione della frazione aromatica
da liquori “limoncello”

La frazione aromatica é stata isolata da
ciascun campione mediante estrazione di
20 mL di liquore con 2 mL di miscela esa-
no-etere etilico 1:1 v/v (tempo di estra-
zione: 12 ore). Recuperata la fase organi-
ca per centrifugazione, si & proceduto ad
anidrificazione con solfato di sodio e ad
analisi gascromatografica.

Condizioni operative HRGC

La strumentazione impiegata e le condi-
zioni operative adottate sono le sequenti:
- Gascromatografo: GC 17A (Shimadzu
ltalia, Milano);
- Colonna: Supelco SPB-5 (50 m x 0,32
mm d.i., spessore film 0,25 um);
- Condizioni operative: 60°C x 1', 2°C/min
fino a 230°C; T iniettore: 200°C: T detector
(FID): 220°C; split 1/20; vol. inj.: 0,2 uL;
gas carrier (He): 1 mL/min.
I dati caratterizzanti i campioni analizzati
(liquori “limoncello” del commercio e in-
fusi “modello”) e relativi ai terpeni terpi-
nen-4-olo, linalolo, a-terpineolo, nerolo,
geraniolo, nerale e geraniale sono stati
espressi con indici “F". Tali valori risulta-
no dall’espressione seguente:

F = (area terpene Xi/ATT)-100
ove: Xi = area GC dei singoli terpeni con-
siderati (terpinen-4-olo; linalolo; c-terpi-
neolo; nerolo; geraniolo; nerale; gerania-
le) e ATT = somma delle aree di terpinen-
4-olo, linalolo, o-terpineolo, nerolo, gera-
niolo, nerale e geraniale.
La verifica di identita dei picchi é stata
esequita per GC/MS.




Analisi PCA
(Principal Component Analysis)

| dati relativi ai terpeni ossigenati ottenuti
dalle analisi cromatografiche degli estratti
di infusi e liquori sono stati sottoposti ad
analisi PCA (Principal Component Analysis)
con il programma XLSTAT 4.4 (AddinSoft,
rue de Clignancourt 6 — 75018 Parigi).
Tale programma consente di analizzare dal
punto di vista statistico le possibili rela-
zioni tra le variabili numeriche associate a
ciascun campione, ovvero i valori di F re-
lativi a terpinen-4-olo, linalolo, o-terpine-
olo, nerolo, geraniolo, nerale e geraniale,
e di calcolarne i gradi di correlazione.

Le variabili che risultano tra loro piu cor-
relate vengono combinate linearmente in
due componenti principali alle quali corri-
sponde un'alta percentuale della varian-
za dei valori di F: maggiore & la percen-
tuale di varianza associata alle due com-
ponenti, migliore sara la discriminazione
dei campioni. Il risultato di questa analisi
e costituito da una “mappa” bidimensio-
nale ove i campioni sono rappresentati da
punti posizionati in funzione delle mag-
giori fonti di variabilita, ovvero le due com-
ponenti principali degli assi, mentre ogni
variabile & rappresentata da un vettore
avente origine nel centro degli assi.

In altri termini il software consente di ve-
rificare se due variabili evolvono nello stes-
so modo, in modo opposto o se sono in-
dipendenti fra loro, e quindi consente di
individuare criteri di caratterizzazione/clas-
sificazione dei campioni in analisi o vere
e proprie logiche comparative.

RISULTATI E DISCUSSIONE

in tab. 1 sono riportati, per i terpeni ter-
pinen-4-olo, linalolo, a-terpineolo, nero-
lo, geraniolo, nerale e geraniale, i valori di
F relativi agli infusi “modello” e ai cam-
pioni di liquori “limoncello” considerati ad
esempio.

La tab. 2 mostra i gradi di correlazione
tra le variabili (terpinen-4-olo, linalolo, o
terpineolo, nerolo, geraniolo, nerale e ge-

Tahella 1 - Valori di F relativi ai campioni di liquore “limoncello” e agli infusi “modello”.
Le lettere che seguono i numeri identificativi dei campioni indicano determinazioni
eseguite sullo stesso campione ma in tempi diversi.

F

Campione terpinen-4-olo linalolo «-terpineclo nerolo geraniclo nerale geraniale

(A) (B) (€) (D) (3] (F) (6)
1a 8,52 7,84 50,72 2,65 2,24 12,07 15,99
1b 9,77 8,67 68,17 3,13 2,69 4,44 3,05
1c 10,76 9,08 69,32 3,29 2,65 3,56 1,35
2a 5,76 5,69 18,88 1,95 1.52 27,38 38,81
2b 6,24 6,54 23,44 2,12 1,583 25,38 34,75
2c 6,52 6,13 28.80 2,40 1,85 21.78 32,51
2d 7,63 7,51 37,05 2,57 1,96 18,20 25,08
3a 7,77 1,63 27,57 1,22 0,89 26,25 34,67
3b 9,30 2,10 37,16 1,60 1,22 20,74 27,88
3c 10,42 2,33 45.75 1,85 1,62 16,54 21,53
4a 3,56 471 4,21 2,37 2,03 34,03 49,10
4b 510 4,61 4,81 2.64 2.83 34.09 45,38
4c 6,00 4,37 5,22 3,14 3,75 33,86 43,66
5 2.15 9,42 10,41 14,74 13,83 21.86 27,59
infuso 30° 1,78 5,58 14,47 13,71 20,98 19,79 23,63
infuso 50° 1,32 5,03 12,66 12,70 19,75 22.00 26,75
infuso 70° 0,97 4,69 9,85 11,85 18,64 23,81 30,17

\mfusomoo 0.78 3,69 7,77 9,21 14,82 26.24 37,51 y

"

raniale) e le componenti principali “axe1
e “axe2" (ossia le combinazioni lineari
delle variabili a cui & associata un'alta
percentuale di varianza).

In fig. 1 compare la mappa ottenuta attra-
verso analisi PCA dei dati riportati in tab. 1.
L'asse orizzontale (“axe 1") evidenzia prin-
cipalmente la variazione dei valori di F
relativi ad at-terpineolo (grado di correla-

Tabella 2 - Gradi di correlazione tra le
variabhili (terpinen-4-olo, o-terpineolo,
linalolo, nerolo, geraniolo, nerale,
geraniale) e i due assi principali della
mappa PCA (axe 1 e axe 2).

Variabili axe 1 axe2
terpinen-4-olo (A) 0,90 -0,40
linalolo (B) 0.40 0.57
o-terpineolo (C) 0,98 0,13
nerolo (D) -0,54 0.82
geraniolo (E) -0,59 0,77
nerale (F) -0,83 -0,53
geraniale (G) -0,79 -0,58
. _/

zione = (,98), terpinen-4-olo (grado di
correlazione = 0,90) e, in misura minore,
nerale (grado di correlazione = -0,83) e
geraniale (grado di correlazione = -0,79).
['asse verticale ("axe 2") mostra invece
principalmente la variazione dei valori di
F relativi a nerolo (grado di correlazione
= 0,82), geraniolo (grado di correlazione
=0,77) e, in misura minore, a linalolo (gra-
do di correlazione = 0,57).

Si puo osservare che tutti gli infusi “mo-
dello”, caratterizzati da valori di F parti-
colarmente elevati per nerolo (vettore D
di fig. 1) e geraniolo (vettore E) e da bassi
valori di F per terpinen-4-olo (vettore A) e
o-terpineolo (vettore C), si collocano nel-
lo stesso quadrante della mappa (qua-
drante in alto a sinistra) e sono nettamente
separati dai punti corrispondenti ai liquo-
ri “limoncello”. Il posizionamento di que-
sti infusi e certamente condizionato dalle
variabili costitutive correlate all’origine,
cultivar, ecc. dei limoni utilizzati, ma rap-
presenta in ogni caso un “punto fermo”
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Fig. 1 - Mappa PCA relativa ai campioni di liquori “limoncello” e agli infusi “modello”

analizzati.

Le lettere che seguono i numeri identificativi dei campioni indicano determinazioni
eseguite sullo stesso campione ma in tempi diversi.

di riferimento, utile a tutte le considera-
zioni del caso.

Ad eccezione del campione diliquore n. 5,
che mostra posizionamento PCA in linea
conl'infuso “modello” a grado alcolico 30°
v/v, i punti relativi agli altri liquori (n. 1, 2,
3, 4) si collocano nella mappa in zone ben
distinte, ciascuna delle quali sirelaziona ad
una differente tipologia di prodotto.

Cosi, ad esempio, la serie di punti relativi
al campione n. 4, caratterizzato da mag-
giori valori di F per nerale (vettore F) e
geraniale (vettore G) e da minori valori di
F per a-terpineolo (vettore C) rispetto agli
altri campioni, si colloca in un quadrante
(in'basso a sinistra) in cui non ha luogo la
serie di punti relativi al campione n. 1,
caratterizzato al contrario da bassi valori
di F per nerale (vettore F) e geraniale (vet-
tore G) e da elevati valori di F per ct-terpi-
neolo (vettore C) e linalolo (vettore B).
La serie di punti relativi ai campionin. 2 e
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n. 3 (caratterizzati da valori di F per nera-
le, geraniale e a-terpineolo intermedi tra
i campioni n. 1 e n. 4) occupa una zona
compresa tra le precedenti.

Dai dati relativi alle prove di shelf-life ef-
fettuate sui campionin. 1, 2, 3 e 4 sirile-
va che tutti si modificano nel tempo se-
condo una tendenza verso il quadrante
della mappa situato in alto a destra. Tale
andamento corrisponde ad una diminu-
zione dei valori di F per nerale e geraniale
e ad un aumento di quelli associati a o
terpineolo, con valori di F per nerolo e
geraniolo quasi invariati.

In conclusione si puo affermare che i valori
di F per nerolo e geraniolo, decisamente
pit alti negli infusi “modello”, assieme ai
bassi valori di F per terpinen-4-olo, rappre-
sentano le variabili che meglio differenzia-
no gli infusi stessi dai liquori “limoncello”
del commercio considerati ad esempio.

La variabilita riscontrata all'interno dei

campioni stessi di liquore e invece corre-
lata principalmente ai valori di F per nera-
le, geraniale, a-terpineolo e linalolo, i cui
contenuti nei campioni sono tuttavia stret-
tamente associabili alle modalita di stoc-
caggio, come risulta dalle prove di shelf-
life effettuate.

CONCLUSIONI

Uanalisi PCA si & rivelata utile criterio di
caratterizzazione/classificazione di prodot-
1o basata sullo studio dell'andamento di
alcuniindici analitici caratterizzanti il liquore
“limoncello”. Il metodo di analisi statistica
proposto si pone come mezzo utile al con-
trollo di qualita (verifica di rispondenza a
standard definiti) ed allo studio della shelf-
life. I criterio proposto, basato sull'uso di
dati GC relativi ai componenti dell'aroma
piu caratterizzanti, consente infatti un po-
sizionamento dei singoli diversi liquori “li-
moncello” in un grafico a quadranti. L'uso
di analisi PCA permette di concludere an-
che sulla possibilita di assimilare in modo
pil 0 meno stretto I'aroma dei liquori del
commercio con quello di estratti di riferi-
mento prodotti a vari gradi alcolici.

In aggiunta "analisi statistica puo descri-

wvere (e quindi anche prevedere) le varia-

zioni di qualita in senso PCA per un de-
terminato prodotto nel corso della sua vita
di scaffale.
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