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APPLICAZIONE DI METODI ESTRATTIVI A BASSO IMPATTO AMBIENTALE IN PRODOTTI E SOT-
TOPRODOTTI DEL MELOGRANO

Oliviero Maccioni, Valentina Tolaini, Silvia Procacci, Loretta Bacchetta

Riassunto

Il melograno (Punica granatum L), diffuso in tutto il bacino del Mediterraneo, ha avuto negli ultimi de-
cenni una ingente crescita produttiva e delle superfici investite grazie alle ricerche scientifiche che ne
hanno dimostrato gli effetti benefici sulla salute umana, a seguito del consumo di frutti freschi o dei
succhi. Diversi sono infatti i lavori scientifici che illustrano i numerosi fitochimici che compongono sia
la parte edibile che non edibile del frutto. Il presente lavoro ha come obiettivo generale la valutazione
del contenuto totale di polifenoli e dell’attivita antiossidante del succo e di alcuni sottoprodotti come
le foglie, le bucce e i semi che rappresentano lo scarto dell’industria di trasformazione. | risultati otte-
nuti attraverso i saggi Folin-Ciocalteu e DDPH, mettono in evidenza la qualita del succo il cui contenuto
totale di polifenoli é risultato pari a 5,17 = 0,02 mgGAE/mL (+ 56% rispetto a quello commerciale).
Dal confronto tra le diverse modalita di estrazione applicate ai sottoprodotti esaminati (foglie, bucce
e semi) & emerso che |'estrazione assistita con ultrasuoni & particolarmente efficace nell’estrazione di
polifenoli dalle foglie. Inoltre, cid che abbiamo confermato é che i valori dei polifenoli estratti sono
maggiori nelle bucce, seguite dalle foglie e, quindi, dai semi. Relativamente alla capacita antiossidante,
gli estratti da bucce e da semi ottenuti per macerazione in acqua a caldo (60°C per un’ora) esprimono
una discreta attivita antiossidante (75,67 + 0,04 mmolTE e 64,37 + 0,65 mmolTE rispettivamente) men-
tre |'estrazione assistita con ultrasuoni ha consentito di ottenere estratti dalle foglie caratterizzati da
una capacita antiossidante pari a 77,27 = 0,14 mmolTE. | risultati ottenuti aprono quindi interessanti
prospettive per la diversificazione del prodotto, ad esempio considerando il positivo trend delle be-
vande fermentate e dello sviluppo di bio-prodotti da scarti per I'industria agroalimentare e nutraceu-
tica.

Parole chiave: Punica granatum (L), succo, bucce, arilli, foglie di melograno, bioprodotti.
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INTRODUZIONE

Il melograno (Punica granatum. L), una specie appartenente alla famiglia delle Punicaceae, & nativo
dell'lran e centro Asia ed € una delle piante edibili piu antiche, domesticata piu di 5000 anni fa.
Pianta arborea e frutticola apprezzata per la sua resistenza alla siccita e alla salinita € oggi diffusa
in tutto il bacino del Mediterraneo, inclusa I'ltalia dove la sua coltivazione & in forte espansione.
Soprattutto in Sicilia questa coltura, considerata fino a poco tempo fa ‘di nicchia’, € ormai una realta
produttiva che copre piu di 500 ettari nelle provincie di Trapani, Agrigento, Ragusa e Catania. La
coltivazione si estende in maniera significativa anche in Puglia, Calabria, Campania e Lazio ed € in
espansione anche in regioni piu settentrionali quali Toscana, Emilia Romagna, Marche e Veneto.
Negli ultimi 10 anni la coltivazione del melograno in Italia &€ passata da circa 37 ettari nel 2012 a
1845 nel 2023 con una produzione di circa 26.796 tonnellate (Raimondo et al, 2025). A livello
europeo [l'ltalia risulta essere il secondo produttore di melograni dopo la Spagna. L'incremento
produttivo, registrato in soli 10 anni (nel 2010 il melograno non era presente nelle statistiche italiane,
data la produzione a livello familiare) € una conseguenza di diversi fattori, tra cui la messa a punto
di tecniche di gestione innovative e la divulgazione della valenza nutrizionale e nutraceutica del
frutto, che ne ha incrementato il consumo a livello globale. Le previsioni 2021-2026 indicano un
ulteriore aumento della tendenza positiva, a causa della spinta data dal mercato verso prodotti
salutistici come appunto il frutto del melograno, che & stato recentemente definito un ’superfood’
(Mancuso et al, 2021). Nell'ultimo decennio, infatti, le ricerche scientifiche hanno dimostrato che i
frutti e i suoi estratti possiedono un’azione preventiva e attenuativa contro numerose patologie
croniche e malattie genetiche quali cancro, diabete di tipo 2, arteriosclerosi e malattie cardiovascolari
(Pande and Akoh, 2016; Di Stefano et al, 2019; Pierdomenico et al, 2023). Molti composti polifenolici,
tra cui antocianine, flavanoli, tannini idrolizzabili (ellagitannini e gallotannini) sono presenti nel succo
di melograno (Topalovic et al, 2020; Montefusco et al, 2021). E interessante notare che le proprieta
farmacologiche e nutraceutiche non si limitano solo alla parte edibile della pianta: la frazione non
edibile come buccia, semi, fiori, corteccia e foglie, considerati solitamente scarti di coltivazione e
produzione, contengono una quantita maggiore di nutrienti specifici e sostanze biologicamente attive
rispetto alla frazione commestibile (Fig, 1).

| fitocomposti sono contenuti maggiormente nella buccia e nel mesocarpo, i quali contengono
biomolecole dotate di un’attivita antiossidante superiore a quella della parte edibile del frutto (Li et
al, 2016; Kazemi et al, 2016). Pertanto, I'uso di prodotti a base di estratti di buccia nell’industria
alimentare e nutraceutica € in continuo aumento; essi comprendono integratori alimentari,
nutraceutici e alimenti specifici per diete ricche di polifenoli. Oltre alla loro rilevanza nutraceutica,
possono fungere anche da ottimi additivi naturali per la conservazione e il miglioramento degli
alimenti (Akhtar et al, 2015). La spremitura del frutto per la produzione del succo porta alla
produzione di due tipi di scarti: la buccia e i semi. La buccia (esocarpo) rappresenta circa il 50% del

peso fresco dell'intero frutto, non & edibile, e contiene numerosi composti bioattivi: tannini idrosolubili



(pedunculagina, punicalina, punicalagina), insieme agli acidi fenolici da essi derivati, quali I'acido
ellagico e 'acido gallico, in un range da 27 a 172 g/kg (Fisher et al, 2013; Dimou and Koutelidakis,
2017; Canuti, et al, 2020), flavonoidi (catechina, antocianine e altri flavonoidi complessi),
polisaccaridi e minerali come fosforo, magnesio, calcio, potassio e azoto (Ismail et al, 2012). Dal
punto di vista quantitativo i principali polifenoli presenti in questa parte del frutto sono acido gallico
(14,2 %), acido protocatechico (14,5%), acido clorogenico (2,4 %), acido vanillico (3,8 %), cumarina
(3,5%), acido caffeico (2,8%), oleuropeina (0,6%), acido ferulico (1,9%) e quercitina (0,95 %), oltre
all'alcaloide caffeina (6,4%) (Farag et al, 2014). E stata riportata anche la presenza di lisina, leucina
e aminoacidi aromatici (fenilalanina e tirosina). La parte edibile del frutto € composta per il 78% dal
succo e per il restante 22% dai chicchi (arilli) con una certa variabilita tra le diverse varieta di
melograno (Montefusco et al, 2021). | semi in essi contenuti sono in numero molto variabile (da 40
a 100g/kg di frutto) e sono ricchi di lipidi (dal 12 al 20% p/p del seme) in particolare acidi grassi
polinsaturi (n-3) con proprieta benefiche per la salute umana (Viladomiu et al, 2013; Durante et al,
2017). L'olio che si ricava dai semi & costituito principalmente da acido grasso octadecatrienoico
(circa 80%) con un’alta percentuale dell’isomero 9 cis,11 trans,13 cis, ossia I'acido punicico (Dimou
and Koutelidakis, 2017). Il contenuto totale di acidi grassi € di circa il 95%, dei quali circa il 99% &
esterificato sotto forma di trigliceridi. In minore quantita I'olio del melograno contiene steroli, steroidi,
tocoferoli e cerebroside (Fadavi et al, 2006), mentre sono stati caratterizzati amminoacidi essenziali,
come la leucina e isoleucina, in discreti quantitativi (Syed et al, 2007). L’epicarpo dei semi contiene
lignina, alcuni derivati antiossidanti della lignina, come gli acidi idrossibenzoico e cinnammico, e
isoflavonoidi. Anche le foglie, come scarto non-edibile, rappresentano una risorsa interessante per
lo sviluppo di bio-prodotti essendo ricche di composti bioattivi a spiccata attivita antimicrobica, contro
patogeni clinici e alimentari, e citotossica contro alcune linee cellulari cancerogeniche (Marcelino et
al, 2023). Recenti studi hanno dimostrato la presenza, nelle foglie di melograno, di alte
concentrazioni di flavan-3-oli, come catechina, epicatechina, gallocatechina, e glucosidi flavonoidi
come kaempferolo, quercitina, apigenina (Eghbali et al, 2021).

La composizione chimica dei frutti e, quindi, dei sottoprodotti, dipende comunque dal genotipo, dalla
regione di coltivazione, dalle condizioni ambientali, dalle pratiche di coltivazione e dalle condizioni
di conservazione (Viuda-Martos et al, 2010; Sreekumar et al, 2014; llahy, et al, 2019). Inoltre, lo
sviluppo di metodi di estrazione efficaci e sicuri per ottenere composti bioattivi con elevata purezza
senza l'utilizzo di solventi chimici, questi ultimi spesso tossici, diviene un prerequisito importante per
I'ottenimento di prodotti ad alto valore aggiunto.

Lo scopo del presente lavoro & stato quello di valutare alcune caratteristiche chimiche del succo e
degli estratti di sottoprodotti come I'esocarpo, gli arilli, e le foglie, ricorrendo all'utilizzo di diversi
metodi di estrazione green. Nell'ottica della bioeconomia circolare, i risultati preliminari del presente

lavoro potrebbero aprire la strada per possibili diversificazioni commerciali e per lo sviluppo di nuovi



bio-prodotti in grado di contribuire ad una integrazione del reddito delle aziende dedite alla

coltivazione del melograno.

Fig. 1 Prodotti e sottoprodotti del melograno

MATERIALI e METODI

Materiale vegetale

| campioni sono stati forniti da un’azienda biologica situata ad Anguillara Sabazia (RM) dove il
melograno (cultivar Wonderful) copre circa il 40% della SAU aziendale ed & condotto in biologico
secondo il modello israeliano (Bacchetta et al, 2021). Si tratta di piante forzate su strutture di
sostegno a Y trasversale in densita variabile (da 6x3,5 m; 6x3 m a 5x3 m fino a 5x2 m) (fig 2). Per
questo tipo di sistema di allevamento la potatura invernale € sempre affiancata da una potatura
primaverile-estiva per rimuovere i germogli in eccesso e garantire una struttura produttiva aperta,
con una adeguata penetrazione della luce e circolazione dell’aria. Un impianto intensivo di questo
tipo necessita di diverse attenzioni colturali: una baulatura per ridurre i danni da eccessi idrici;
I'utilizzo di un telo bianco pacciamante utile per il contenimento delle erbe infestanti e per ridurre
I'evapotraspirazione; l'irrigazione a goccia e la fertirrigazione. In particolare, 'azienda adotta un
sistema di sensori per il monitoraggio della capacita di campo idrica e la fertirrigazione con ferro e
zinco che incrementa il livello di antocianine e di zuccheri nei frutti; adeguate concentrazioni di calcio
e potassio sono utilizzate per limitare la spaccatura e quindi il deprezzamento dei frutti. L’azienda,
inoltre, utilizza il sistema dello stress idrico assistito che, come & noto, permette di anticipare la
raccolta, di risparmiare acqua di irrigazione, favorendo un maggior contenuto di composti bioattivi
(antociani, punicalagina e acido ellagico e altri composti fenolici,) € una migliore colorazione del

frutto. | frutti, una volta raccolti, vengono conservati per un massimo di 4-8 settimane in cella



frigorifera e commercializzati. Fra di essi quelli di pezzatura minore o difettati vengono inviati alla

trasformazione industriale in succhi pastorizzati a caldo.

Fig. 2 Allevamento del melograno secondo il modello israeliano.

Preparazione dei campioni veqgetali e modalita di estrazione

L’azienda ha fornito due tipi di succhi: puro (succo P) e succo addizionato per il 20% di succo d’'uva
(succo commerciale P dellazienda) che sono stati analizzati confrontandoli con un succo
commerciale acquistato in un supermercato CONAD (succo Pfanner biologico). | sottoprodotti
(bucce, semi, foglie) freschi e omogenizzati sono stati estratti con differenti metodi sostenibili ed
analizzati. Le foglie sono state raccolte in modo casuale la mattina e subito analizzate. Come
solvente & stata utilizzata acqua corrente sempre in un rapporto 1: 20 (p/v). Per stimare I'efficacia di
estrazione, i risultati cosi ottenuti sono stati comparati con i risultati di una estrazione con una
soluzione idroalcolica di etanolo al 70% (v/v) che, come & noto, € il solvente ideale per I'estrazione
di questo tipo di molecole. | succhi tal quali sono stati analizzati per la determinazione di polifenoli
ed attivita antiossidante, mentre dai sottoprodotti sono stati ottenuti degli estratti secondo le modalita

riportate nella tabella 1.

Tabella 1 Descrizione delle modalita di estrazione di polifenoli dai differenti scarti di melograno.

Tipo di campione e modalita di estrazione

Foglie spezzettate a mano: 1 g macerate in 20 mL acqua a 60°C per 60 min

Foglie spezzettate a mano: 1 g in infusione in 20 mL acqua bollente lasciando

raffreddare per 60 min

Foglie spezzettate a mano: 1 g macerate in 20 mL acqua a 60°C in ultrasuoni
per 60 min; freq. US 40 kHz; potenza 140 W

Bucce omogeneizzate: 2 g macerate in 40 mL acqua a 60°C per 60 min

Bucce omogeneizzate: 2 g in infusione in 40 mL acqua bollente lasciando raf-

freddare per 60 min
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Bucce omogeneizzate: 2 g macerate in 40 mL acqua a 60°C in ultrasuoni per
60 min; freq. US 40 kHz; potenza 140 W

Semi omogeneizzati: 2 g macerati in 40 mL acqua a 60°C per 60 min

Semi omogeneizzati: 2 g in infusione in 40 mL acqua bollente lasciando raffred-

dare per 60 min

Semi omogeneizzati: 2 g macerati in 40 mL acqua a 60°C in ultrasuoni per 60
min freq. US 40 kHz; potenza 140 W

Bucce, semi, foglie spezzettate a mano: 1 g in 20 mL in 70% etanolo poste a
60°C in ultrasuoni per 60 min; freq. US 40 kHz; potenza 140 W

Gli estratti cosi ottenuti sono stati centrifugati a 12.000 rpm per 20 minuti, filtrati su filtri di cellulosa

acetato e conservati a -20°C fino alle analisi chimiche successive.

Contenuto in polifenoli totali ed attivita antiossidante nel succo e negli estratti da sottoprodotti

Mediante saggi spettrofotometrici sono stati determinati il contenuto in polifenoli totali e I'attivita

antiossidante del succo di melograno tal quale e dei vari estratti ottenuti dagli scarti.

| polifenoli totali sono stati quantificati con il reattivo Folin-Ciocalteu ed espressi in mg GAE/g peso
secco (GAE = "Gallic Acid Equivalents”). Sono stati preparati il reattivo di ossido riduzione, per
diluizione 1:10 del reattivo Folin-Ciocalteu 2N (Sigma), ottenendo una soluzione di Folin-Ciocalteu
0,2 N, e una soluzione di sodio carbonato anidro 60 g/L al fine di creare 'ambiente alcalino
necessario per lo sviluppo della reazione. Quest'ultima & stata eseguita aggiungendo 0,2 mL di
campione a 5 mL del reattivo di Folin-Ciocalteu 0,2N, quest’ultimo costituito da una miscela di acidi
fosfotungstici e fosfomolibdici con i quali i composti fenolici, in ambiente alcalino, effettuano una
reazione di ossido riduzione dando luogo allo sviluppo di una colorazione blu. L'intensita di tale
colorazione é direttamente proporzionale al quantitativo di polifenoli presenti nel campione. Dopo 5
minuti di incubazione, sono stati aggiunti 1,5 mL di sodio carbonato, che produce il pH alcalino
favorevole allo sviluppo della reazione. | campioni vengono quindi conservati al buio per 30 min e
successivamente analizzati mediante spettrofotometro (Lambda 2 Perkin Elmer) per la lettura
dell'assorbanza alla lunghezza d’onda di 725 nm. La retta di taratura viene elaborata riportando il
valore dellassorbanza a 725 nm in funzione della concentrazione di una serie di soluzioni a
concentrazione nota (10, 20, 50, 100, 250, 500 yg/mL) dello standard di riferimento (acido gallico).
La concentrazione di polifenoli totali nel succo e negli estratti espressa in mgGAE/mL viene
determinata per interpolazione di questa retta dopo lettura dell’assorbanza relativa al campione.
Conoscendo il volume di estrazione ed il peso del campione, tale concentrazione (p/v) viene poi
ricalcolata come mgGAE/g di biomassa (p/p). Un bianco, preparato con 0,2 mL del solo solvente in

cui € disciolto I'estratto, viene letto prima dei campioni azzerando su di esso il valore dell’assorbanza.
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L’attivita antiossidante del succo tal quale e degli estratti &€ stata determinata utilizzando il radicale
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) come substrato ossidante. A tale scopo, & stata preparata una
soluzione 60 uM in etanolo del radicale DPPH. Tale soluzione, di colore blu, presenta un massimo
di assorbimento a 515 nm. La neutralizzazione del radicale da parte di agenti riducenti, porta alla
decolorazione della soluzione e, quindi, a una diminuzione dell’assorbanza proporzionale all’entita
della reazione. Il Trolox (analogo sintetico della vitamina E, con forte potere riducente), viene
utilizzato come standard di riferimento per la misura dell’attivita antiossidante. A tale scopo, dunque,
viene preparata una serie di soluzioni a concentrazione nota di Trolox (100, 250, 500, 750, 1000
MM) e 100 pL di ciascuna di esse vengono addizionati a 2,9 mL di DPPH 60 uM facendo, quindi,
trascorrere un intervallo temporale di 60 minuti per il decorso della reazione al riparo dalla luce. Al
termine della reazione, i campioni vengono analizzati allo spettrofotometro leggendone I'assorbanza
a 515 nm. In tal modo, si ottiene la retta di taratura dell’attivita antiossidante, la quale definisce la
percentuale di inibizione del DPPH in funzione della concentrazione del Trolox assunto come

standard di riferimento. La percentuale di inibizione & stata calcolata con la seguente formula:
% inib. = (1-Ac/Ao) x 100
dove A; & I'assorbanza del campione e Ao quella del DPPH 60 uM.

La % inibizione del campione si determina aggiungendo 100 pL di questo a 2,9 mL di DPPH 60 uM.
Per interpolazione della retta si risale alla concentrazione mM equivalente di Trolox, esprimendo

cosi I'attivita antiossidante in mmolTE/g peso fresco (Trolox Equivalents).

Analisi statistiche

L’analisi statistica descrittiva & stata realizzata con il programma SSPT Statistics for Data Analysis
versione 28. | dati sono espressi come medie * deviazione standard. Il confronto delle medie & stato
effettuato mediante test di Tukey. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato. Le letture allo

spettrometro sono state ripetute tre volte per ciascun campione.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Contenuto di polifenoli totali ed attivita antiossidante nei succhi di melograno

Il succo di melograno € ricco di polifenoli e molecole antiossidanti, anche in quantita superiori al t&
verde e al vino rosso (Catania et al, 2020), caratteristiche che hanno destato negli ultimi anni un
crescente interesse nei confronti di questo prodotto da parte dei consumatori. Diversi studi hanno
dimostrato gli effetti benefici del consumo di succo di melograno nella prevenzione di malattie
cardiovascolari, diabete e tumori (Aviram et al, 2000; Aviram and Dornfeld, 2001; Facial and Calhau,
2011; Johanningsmeier and Harris, 2011; Giménez-Bastida et al, 2021; Zhang et al, 2025). Il succo
di melograno contiene diverse classi di fitochimici inclusi antocianine, tannini idrolizzabili (punicalina,

punicalagina, gallotannini) proantocianidine (es., (+) gallocatechin-(4a—8)—(+) catechina), flavonoidi
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(es., catechina) e acidi fenolici (es., acido gallico ed ellagico) (Fahmya et al, 2020; Zhang et al,
2025). Alcuni autori hanno dimostrato I'effetto antimicrobico del succo di melograno contro vari
batteri, come ad esempio Listeria_ monocytogenes, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori e
Vibrio parahemolyticus (Haghayeghi et al, 2013) e virus (Howell A B and D. H. D'Souza, 2013).

Effetti positivi sono stati dimostrati anche sull’inibizione dello stress ossidativo e dell'infiammazione

imputabile all’azione sinergica della punicalagina (Rios et al, 2014; Akter et al, 2023) e dell’acido
ellagico, che sembra influenzare anche il metabolismo del colesterolo LDL riducendone la
formazione. Il recente lavoro di Pierdomenico e altri (2023) ha dimostrato (mediante ELISA, AssaY).
come il trattamento di estratti di succo su cellule HepG2 di carcinoma epatocellulare induce una
significativa diminuzione di tre citochine chiave proinfiammatorie come interluchina-8(IL-8)
interluchina-1pB e il fattore di necrosi tumorale a-alpha(TNF-a) sia a livello di espressione genica che
di secrezione.

| risultati relativi al contenuto totale di polifenoli ed all’attivita antiossidante da noi ricavati nel succo
commerciale (Pfanner), nel succo addizionato di succo d’'uva o in quello puro, sono riportati nelle
figure 3 e 4, rispettivamente. Il contenuto di polifenoli totali (Fig 3) & risultato paria 2,18 + 0,01, 4,48
+ 0,02 e 5,17 + 0,02 mgGAE/mL rispettivamente nei tre tipi di succo elencati. Farag et al (2020)
hanno riportato che il contenuto totale di polifenoli nel succo di melograno varia da 1.385 a 2.899
mMgGAE/L in relazione al metodo di estrazione, come riportato anche da Mphahlele et al (2016) che
non hanno invece osservato variazioni nel contenuto di polifenoli totali. | nostri dati dimostrano che,
mentre il prodotto commerciale (Pfanner) € in linea con quanto riportato dalla letteratura, il contenuto
totale di polifenoli &€ decisamente piu alto nel succo puro analizzato (+44%) cosi come in quello
addizionato di succo d’'uva (+36%). Come é& stato gia discusso, le condizioni pedoclimatiche e le
tecniche colturali sono in grado di influenzare il contenuto di fitochimici presenti nel frutto (Bou
Dargham et al, 2022) cosi come le modalita di estrazione del succo possono contribuire alla qualita
del prodotto finale. Catania et al (2020) hanno infatti dimostrato che applicando pressioni di
estrazione progressivamente crescenti mediante I'utilizzo di una pressa pneumatica, i polifenoli totali
estratti aumentano in proporzione alla pressione applicata tuttavia, tra questi, le antocianine si
ritrovano in proporzione maggiore durante la prima fase dell’esperimento con pressioni di spremitura
piu basse. Allo stesso modo Mphahlele et al (2016) hanno riportato che il contenuto di composti
fenolici e tannini era superiore quando I'estrazione veniva condotta su frutti tagliati a meta. Inoltre,
anche alcuni composti volatili sono allo stesso modo influenzati dalla pressione di estrazione che,
se alta, porta ad un incremento nell’estratto di molecole come (Z) cis 3-esen-1-olo, a-terpineolo, e
fenil acetaldeide; e a un decremento di composti come 2-metil-2-buten-1-olo e B-myrcene. In pratica
il succo presentava un aroma piu intenso se gli arilli venivano macinati (Esposto e al, 2021) o se gl
arilli pit i semi venivano spremuti con un frullatore oppure se meta frutti venivano pressati su uno

spremiagrumi manuale commerciale (Arendse et al, 2021).
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Quindi se modulando i parametri fisici di processo € possibile sviluppare prodotti secondo la
destinazione d’'uso € anche vero che & possibile spiegare la variabilita nei profili chimici dei succhi
ottenuti tenendo conto del processo di estrazione impiegato.

La figura 4 riporta I'attivita antiossidante che caratterizza i fitochimici presenti nei succhi analizzati.
Mentre c’¢ una significativa differenza tra il succo commerciale e quelli prodotti in azienda
(rispettivamente 12,73 £ 0,2, 24,20 + 0,2 e 28,08 + 0,10 MTE) l'attivita antiossidante nel succo di
melograno addizionato di succo d’uva risulta di poco inferiore rispetto a quella del succo puro (-
14%). Come discusso, l'estratto dagli arilli & ricco di diverse classi di antiossidanti come le
antocianine, l'acido ellagico, gli ellagitannini, vitamina C e vitamina E. Inoltre alcuni tannini
metabolizzati, come le urolitine, esprimono anch’essi un alto potere antiossidante (Viladomiu et al
2013; Cortés-Martin et al 2024). Studi precedenti, che hanno riportato come il succo di melograno
esprima una attivita antiossidante correlata negativamente con i gradi Brix (come riportato da Chater
et al, 2018), riportano un’attivitd maggiore rispetto a succhi o bevande come quelli ricavati da altri
frutti come la mela, il mirtillo nero e rosso, il succo di arancia, il t& verde o il sambuco (Gil et al, 2000;
Seeram et al 2008; Novak et al 2017; Jahidul Islam, Yearul Kabir, 2019).
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Fig. 3 Contenuto di polifenoli totali nei succhi analizzati
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Fig. 4 Attivita antiossidante nei succhi analizzati

Contenuto di polifenoli totali ed attivita antiossidante in estratti da sottoprodotti del melograno

La tabella 2 riporta il contenuto di polifenoli e I'attivita antiossidante degli estratti ottenuti da foglie,
bucce e arilli di melograno con differenti metodi estrattivi a basso impatto. In questo lavoro, sono
stati utilizzati diversi processi di estrazione: da una parte per favorire un’eventuale partecipazione
attiva anche in aziende che possono quindi produrre gli estratti, come nel caso dell’estrazione con
acqua a 60°C o della tecnica dell'infusione, dall’altra per valutare come processi piu efficaci, come
I'estrazione assistita con ultrasuoni, fossero in grado di favorire una migliore estrazione di molecole
ad alto valore aggiunto. Dai risultati € possibile notare che se questo & vero nel caso delle foglie,
perché I'incremento di polifenoli estratti con I'estrazione assistita con ultrasuoni &, rispettivamente,
di circa + 72% e + 99% rispetto all’estrazione a caldo e all'infusione, nel caso delle bucce e degli
arilli la differenza tra i processi estrattivi risulta minore. Diversa & I'estrazione con etanolo che, come
abbiamo sottolineato, € uno dei solventi elettivi in grado di incrementare notevolmente I'efficacia
estrattiva in tutti i casi esaminati. Questo risultato € in contrasto con Elfalleh et al (2012) che non
hanno riportato sostanziali differenze nel contenuto di polifenoli tra i metodi di estrazione in acqua e
metanolo, mentre differenze significative sono state dimostrate per le diverse categorie di composti
analizzati nei vari sottoprodotti del melograno (foglie, bucce, fiori e semi). Comunque, anche questi
autori hanno dimostrato che il valore maggiore di 85,60 + 4,87 espresso come mg GAE/g peso secco
e stato ottenuto per estrazione da bucce. Valori progressivamente minori sono stati ricavati da fiori
(66,29 + 3,06 mgGAE/qg), foglie (14,78 + 2,10 mgGAE/g) e dai semi (11,84 £ 1,92 mgGAE/g). Pande
and Akoh (2009) riportano che il contenuto di polifenoli totali nelle bucce, semi e foglie di melograno
(cv georgiana) sono pari rispettivamente a 311, 89, 365 mg GAE/g peso fresco. Tenendo presente
la difficolta di paragonare i contenuti assoluti dei composti target dovuti a differenze nelle modalita
di estrazione, alla varieta e alle condizioni pedoclimatiche e di coltivazione, i risultati ottenuti nel
nostro lavoro sono in linea con quanto riportato in letteratura. In particolare, cid che abbiamo
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confermato & che le bucce contengono un maggior quantitativo di fitochimici rispetto a foglie e arilli.
Sono diversi infatti gli autori che dimostrano un contenuto di composti bioattivi maggiore nelle bucce
che in altre parti del frutto (anche edibili) (Akhtar et al, 2015; Rahnemoon et al, 2016; Ain et al, 2023).
Il lavoro di Tozzo et al (2022) riporta la presenza di due acidi fenolici (ellagico e cumarico) e 8
ellagitannini confermati anche dal precedente lavoro di Balli et al (2020). Tra i composti fenolici
individuati a- and B-punicalagina risultano i piu abbondanti rappresentando circa il 65-68% degli
ellagitannini totali. Queste molecole, come riportato anche dal lavoro di Singh et al (2018),
contribuiscono in maniera determinante alla capacita antiossidante delle bucce di melograno.
Interessante € notare che anche la cultivar &€ un fattore chiave in grado di influenzare questo aspetto:
bucce da cultivar acide o semiacide come Wonderful, Kingdom e Acco possiedono piu punicalagina
che le cultivar dolci (Tozzo et al, 2022). Relativamente, quindi, alla capacita antiossidante specifica
delle varie parti della pianta estratte (da intendersi in tutti i casi come mmoITE/g di biomassa secca
estratta) gli estratti da bucce ottenuti per macerazione a caldo (60°C per un ora) esprimono una
discreta attivita antiossidante (75,67 £ 0,04 mmolTE/g) di poco inferiore a quella misurata nel
trattamento con l'ausilio degli ultrasuoni (78,01 + 0,08 mmolITE/g). Nelle foglie, I'estrazione assistita
con ulltrasoni ha consentito di ottenere estratti caratterizzati da una capacita antiossidante pari a
77,27 £ 0,14 mmolTE/g, mentre anche per i semi, come per le bucce, il trattamento con acqua a
caldo (60°C per un ora) della biomassa ha permesso di ottenere estratti a maggiore capacita
antiossidante (64,37 + 0,65 mmolTE/g). L’estrazione con etanolo mette perd in evidenza che estratti
da foglie esibiscono la maggior capacita antiossidante (554,90 + 1,36 mmolTE/g) cui seguono, in
ordine decrescente di resa, gli estratti da bucce (309,74 + 0,78 mmolTE/g) e da semi (109,95 + 1,18
mmolTE/g). Recentemente, Marcelino et al (2023) analizzando il profilo fenolico di foglie di
melograno con la tecnica HPLC-DAD-ESI/MS hanno identificato trentatré composti, tredici dei quali
costituiti da acidi fenolici, quindici da flavonoidi, sei da tannini idrolizzabili esterificati con acido

gallico, oltre epicatechina e granatina B.
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Tabella 2. Contenuto di polifenoli (mgGAE/g peso secco) e attivita antiossidante specifica

(mmolTE/g di peso secco) in foglie, bucce e semi di melograno determinati in estratti ottenuti per

macerazione a caldo, infusione, estrazione acquosa e idroalcolica 70% etanolo assistite con

ultrasuoni. | valori sono la media di tre determinazioni + deviazione standard.

Foglie

Bucce

Semi

(90% potenza) per 60 min

Modalita di
= e
estrazione
PT AO PT AO PT AO
mgGAE/g | mmolTE/g | mgGAE/g | mmolTE/g | mgGAE/g | mmolTE/g
Acqua 60° C (digestione 11,43 40,10 31,94 75,67 12,55 64,37
chimica) per 60 min
+0,04c |+0,67cC +0,04d +0,04 c +0,01c +0,65b
Infusione in acqua 8,26 13,91 41,52 15,28 6,63 15,66
bollente per 60 min
+0,01d |+£0,01d + 0,004 c +0,15d +0,003d +0,01d
Acqua 60° C in ultrasuoni | 41,21 77,27 48,25 78,01 14,44 34,11
40kHz 140 W (90%
potenza) per 60 min +0,05b |+0,14Db +0,03b +0,08 b +0,04 b +0,36¢c
Etanolo 70% 60° C in 324,15 554,90 189,26 309,74 76,99 109,95
ultrasuoni 40kHz, 140 W
+061a |+1,36a +0,31a +0,78 a +0,23 a +1,18 a

Lettere diverse indicano differenze statistiche significative per P<0,05 secondo il test Tukey e sono relative ai

differenti metodi di estrazione utilizzati per ciascuno scarto.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Il lavoro ha consentito di caratterizzare dal punto di vista chimico/nutraceutico i prodotti e

sottoprodotti del melograno, sottolineandone il valore intrinseco e soprattutto il valore commerciale

e nutrizionale. Nell’'ottica di una diversificazione dei prodotti aziendali c’€ un grande interesse, ad

esempio, verso bevande fermentate non alcoliche che potrebbe costituire una valida alternativa alla

produzione di solo succo. Nell’Unione Europea il mercato delle bevande fermentate non alcoliche &

passato da circa 7,5 miliardi di euro nel 2021 a poco meno di 9 miliardi nel 2023, registrando un

incremento del 17,3% in soli due anni. Secondo le previsioni, il mercato globale di questi prodotti

potrebbe raggiungere i 4 miliardi di dollari entro il 2028 (Okaru, et al, 2022). Se questo aspetto
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potrebbe interessare la diversificazione del prodotto aziendale, la valorizzazione dei sottoprodotti,
ricchi di nutraceutici e composti ad alto valore aggiunto, offre numerose opportunita legate allo
sviluppo di bio-prodotti per l'industria alimentare, cosmetica, farmaceutica. La bioraffineria € una
strategia innovativa per trasformare scarti in prodotti ad alto valore aggiunto. La buccia di melograno
(sia in polvere che sotto forma di estratto liquido e/o incapsulata) € gia presente in diverse matrici
alimentari: ad esempio & stata utilizzata in matrici alimentari a base di frutta e verdura (Kaderides et
al, 2021), di carne (Gullén et al, 2020), di pesce (Martinez-Zamora et al, 2020), di latticini (Chan et
al, 2018), di prodotti dolciari (Palabiyik et al 2018), in prodotti da forno (da Silva Veloso et al, 2020)
e anche in preparazioni oleaginose (Mekaw et al, 2019). Altre evidenze sul confezionamento sono
state riportate da altri autori, dimostrando che si tratta di un buon strumento per conservare gli
alimenti senza alterarne la composizione (Cano-Lamadrid et al, 2022). Le bucce di melograno sono
una fonte abbondante di ellagitannini (antiossidanti); pertanto vengono utilizzate per prevenire e
ridurre le malattie degli animali da allevamento rendendole una parte importante dell'alimentazione
animale. Applicazioni al suolo di polvere di bucce di melograno hanno rivelato effetti benefici sullo
sviluppo e produttivita di Brassica napus (Bodor et al, 2022) e, in generale, hanno dato risultati
positivi riguardo agli effetti sulla microfauna del suolo e sulla produttivita delle piante, sia come
ammendanti sia come compost. Evidenze scientifiche sono disponibili anche per applicazioni come
bio-assorbenti di materiali o siti contaminati. Senza addentrarci nell’analisi della domanda di prodotti
nutraceutici, medici, cosmetici che apre un capitolo molto interessante per le applicazioni e le
potenzialita dei sottoprodotti del melograno, € doveroso sottolineare come reali possibilita
applicative nascano dal territorio e dalla sinergia industriale che si pud stabilire tra chi produce lo
scarto e chi lo pud recuperare e valorizzare. In questo contesto, la ricerca e I'innovazione svolgono
un ruolo chiave nella comprensione del valore intrinseco dei prodotti di scarto, nell’'ottimizzazione di
processi di trasformazione e nell’esplorazione di soluzioni innovative: un anello tra domanda e offerta
che & imprescindibile in una societa e in un modello di sviluppo sostenibile e di bioeconomia

circolare.
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