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1. LO SVEZZAMENTO

1.1. PREMESSA

Lo svezzamento ¢ la tecnica di allevamento che consente al vitello di trasformarsi
progressivamente da mongastrico funzionale a ruminante, passando gradualmente da un
periodo esclusivamente di allattamento ad una alimentazione solida costituita da mangimi
e fieno (Parigi Bini e Someda De Marco, 1989; Monetti, 2001). Si tratta di un periodo di
transizione estremamente delicato e complesso per l'animale che affronta una serie di
trasformazioni morfologiche, anatomiche e funzionali che influiranno sulla successiva
carriera produttiva e riproduttiva (Blum, 2006). Il passaggio dall’alimentazione a base di
solo latte a quella con alimenti solidi puo causare un ritardo nello sviluppo,
particolarmente quando la diminuzione della quantita di latte somministrata ¢ elevata
(Hepola, 2003).

I primi lavori scientifici sullo sviluppo del rumine e sullo svezzamento (riassunti da
Warner, 1991), indicano che i vitelli in buono stato di salute hanno un buon appetito e
consumano, generalmente, livelli crescenti di alimenti secchi per permettere al rumine di
svilupparsi. Ricerche condotte dalla Cornell University hanno evidenziato che i vitelli
riescono a consumare sufficienti quantita di mangime nelle prime 4 — 6 settimane di eta
che gli permettono di prevenire rallentamenti repentini della crescita durante lo
svezzamento (Drackley, 2001).

L’alimentazione del vitello deve essere sempre appropriata alle sue esigenze
nutritive per garantire lo sviluppo delle sue potenzialita produttive (Church, 1991).
Secondo Cappa (1982) un corretto svezzamento ha un’importanza tecnica ed economica

pari a quella degli aspetti igienici e di ricovero dell’allevamento.
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Lo svezzamento puo essere suddiviso in due fasi:

- una di alimentazione esclusivamente lattea che assicura buoni accrescimenti
ponderali;

- una di adattamento alla dieta solida, durante la quale I’animale va incontro
alle maggiori modificazioni fisiologiche e la crescita ponderale risulta piuttosto ridotta.

Segue, poi, una fase di post-svezzamento, in cui si registrano i piu elevati
accrescimenti.

La durata di queste fasi dipende da molteplici fattori, ma e sostanzialmente
condizionata dal peso vivo iniziale del vitello, dalle sue caratteristiche genetiche e dal tipo
di dieta impiegata (Bonsembiante e Susmel, 1978).

La lunghezza del periodo di svezzamento varia a seconda delle tecniche adottate;
attualmente i sistemi pitu diffusi sono:

- svezzamento precocissimo (a 30 giorni);

- svezzamento precoce (a 60 giorni);

- svezzamento normale (a 90 giorni ed oltre) (Monetti, 2001).

Ai fini di un armonico sviluppo dell’animale, quest’ultimo tipo e maggiormente
adottato.

Si e cercato, con numerosi tentativi, di stimolare lo sviluppo del rumine per
svezzare i vitelli in eta precoce cercando allo stesso tempo di evitare i disordini digestivi
dovuti al cambiamento di alimentazione.

L’'impiego degli additivi alimentari che promuovono lo sviluppo metabolico del
rumine potrebbe, ad esempio, essere un utile mezzo per realizzare questi obiettivi (Di

Francia et al., 2007a; Di Francia et al., 2007b).

1.2. SVILUPPO ANATOMICO DELL’APPARATO DIGERENTE
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Nel vitello, come nell’animale adulto, lo stomaco e costituito da quattro cavita: i tre
prestomaci (reticolo, rumine e omaso) e lo stomaco vero, denominato abomaso (Succi e
Hoffmann, 1997).

Nei primi mesi di vita i prestomaci del vitello subiscono uno sviluppo allometrico
differenziale. Alla nascita, infatti, 'abomaso occupa il 49% del complesso gastrico e il
rumine-reticolo solo il 38%, mentre a sedici settimane le proporzioni si invertono: I'omaso
occupa solo il 15% mentre il rumine-reticolo, il cui peso cresce in modo proporzionalmente
piu veloce del peso vivo dell’animale, occupa il 67% del volume complessivo (Ash, 1964).

Alla nascita solo I’abomaso ¢ funzionante e con la sua capienza di circa 1.5 - 2.0 litri,
costituisce la maggior parte del volume complessivo degli stomaci; il complesso reticolo —
rumine - omaso presenta, invece, una capacita pari a un solo litro, equivalente a poco piu
del 30% del totale. Con l'avanzare dell’eta dell’animale il rumine e interessato da un
processo di sviluppo molto rapido che lo porta a raggiungere nel bovino adulto la
capienza di 100 - 150 litri (pari all’'80% della capacita degli stomaci). II volume
dell’abomaso, al contrario, cresce molto lentamente fino ad assestarsi intorno ai 15 litri,
equivalenti a circa 1'8% del totale (Foto 1). La velocita con cui si realizza il processo di
sviluppo dell’apparato digerente del vitello dipende dalla natura degli alimenti introdotti;
il ricorso ad una regolare somministrazione di cibi solidi fin dalle prime settimane di vita
favorisce, in particolare, il rapido accrescimento dimensionale del rumine e la sua precoce
attivazione fisiologica (Succi e Hoffmann, 1997).

L’aumento del volume del rumine e dovuto all’azione meccanica di sfregamento
delle particelle alimentari che stimolano le zone riflessogene della motilita (Gennari e
Davoli, 1988), il cui meccanismo nervoso e potenzialmente funzionante gia a due
settimane di eta, per cui e sufficiente un modesto stimolo per iniziare la ruminazione
(Parigi Bini e Someda De Marco, 1989).

Durante il primo periodo di vita il latte ingerito dal vitello e convogliato
direttamente nell’abomaso attraverso una sorta di canale che consente di evitare la sosta
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nel rumine ancora inattivo, allontanando i rischi di processi fermentativi anomali. II
canale, denominato doccia esofagea, una plica muscolare che si estende sulla superficie
interna del rumine e del reticolo dal cardias all’ostio reticolo - omasico (Gobetto e
Pellegrini, 1979), si forma in seguito alla contrazione di specifici muscoli e ha la funzione
di collegare direttamente I'esofago all’ingresso dell’abomaso. La chiusura della doccia e
determinata da un riflesso nervoso generato dal contatto del latte con alcuni recettori
presenti nella mucosa della parete posteriore della cavita orale e della faringe, sensibili alle
proteine e agli ioni minerali (Na* soprattutto) in esso contenuti (Gobetto e Pellegrini, 1979;
Succi e Hoffmann, 1997). Durante la suzione, in seguito al contatto con il latte, le due
labbra della plica, per contrazione riflessa della muscolatura che la percorre, si accorciano
e si avvicinano tra loro a formare un canale chiuso che convoglia il latte direttamente
dall’esofago all’'omaso-abomaso, impedendo, cosi, che ristagni nel rumine-reticolo
(Aguggini et al., 1992). La sostituzione delle proteine del latte con proteine di diversa
origine sembra esercitare un effetto di depressione nei riguardi di tale riflesso nervoso
(Succi e Hoffmann, 1997).

La stimolazione della chiusura del canale esofageo e piu efficace quando il latte e
assunto dal poppatoio piuttosto che dal secchio, in quanto l'insorgere del riflesso e
strettamente associato all’atto di succhiare (Church, 1991). Infatti, se la suzione avviene
con la testa protesa in avanti ed in alto, e favorita la contrazione che, invece, non avviene
in modo del tutto efficiente se il latte € assunto dal secchio, a sorsate, come se I’animale
bevesse, per la postura che il vitello deve assumere, con conseguente eventuale caduta di
latte nel rumine-reticolo (Frandson, 1987; Aguggini et al., 1992), possibile instaurarsi di
fermentazioni anomale, meteorismo, irritazione delle mucose, intossicazioni anche letali e
diarrea (Bettini, 1987; Gnudi, 1989). L’adozione del poppatoio, inoltre, rappresenta un
vantaggio rispetto alla distribuzione con il secchio per il suo effetto di rallentamento

dell’ingestione. La secrezione dell’esterasi salivare e stimolata dall’assunzione del latte e la
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sua presenza nella saliva e tanto pitt abbondante quanto piu I'ingestione e lenta (Succi e
Hoffmann, 1997).

Secondo Orskov (1978), la doccia esofagea si chiude e il rumine e effettivamente
oltrepassato solo quando il soggetto e in uno stato di stimolazione “giovanile”, mentre se
beve forzatamente (es. somministrazione di medicinali) o per sete, il liquido cade nel
rumine. La stimolazione “giovanile” ¢, dunque, un condizionamento che si crea nel vitello
quando si trova in presenza di una serie di sollecitazioni che ricordano la poppata. Di
conseguenza piu un vitello e lasciato con la madre, tanto piu e condizionato ad un certo
comportamento di suzione (Parigi Bini e Someda De Marco, 1989).

Il riflesso di chiusura del canale esofageo tende a regredire lentamente col
passaggio dell’animale dalla dieta lattea a quella solida e con l'avanzare dell’eta
dell’animale a mano a mano che le funzioni ruminali si avviano alla normalita (Aguggini
et al., 1992; Succi e Hoffmann, 1997). Tuttavia, numerosi studi hanno dimostrato che,
tramite particolari accorgimenti, e possibile mantenere o ripristinare questo riflesso anche
nel bovino adulto con lo scopo di ottenere il completo by-pass di alcuni principi nutritivi
somministrati per via liquida (Succi e Hoffmann, 1997). E stato osservato, invece, che se si
somministrano ai vitelli solo diete liquide, il riflesso permane e lo sviluppo dei prestomaci
e ritardato fino a 4 - 6 mesi di eta. La forte restrizione del consumo di latte, invece,
favorisce l'ingestione di alimenti solidi in eta molto precoce (Monetti, 2001). Infatti, a
dodici settimane la capacita del complesso reticolo-rumine risulta doppia nei vitelli

alimentati a diete miste rispetto a quelli che ricevono solo latte.
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1.3. CENNI DI FISIOLOGIA DIGESTIVA

I ruminanti sono caratterizzati dalla presenza dei prestomaci, la cui funzione
consiste nel rimescolare, fermentare e degradare la gran parte dell’alimento che 1’animale
ingerisce. L’azione di degradazione avviene a mezzo di una ricca flora microbica
localizzata nel rumine. Alla nascita il vitello e privo di microrganismi, ma gia dopo poche
ore essi si diffondono precocemente nell’intestino. Nel corso dello svezzamento, dunque,
I'apparato digerente del vitello e soggetto ad una serie di trasformazioni istologiche,
anatomiche e fisiologiche, che interessano lo sviluppo dei prestomaci, 'insediamento della
microflora e della microfauna nel rumine-reticolo, la differenziazione delle papille della
mucosa dei prestomaci e I'inizio dell’attivita metabolica della mucosa stessa (Parigi Bini e

Someda De Marco, 1989).

1.3.1. SVILUPPO DELLE FUNZIONI DIGESTIVE

L’introduzione di sostanze alimentari nel rumine promuove la moltiplicazione
batterica mentre la formazione dei prodotti terminali delle fermentazioni microbiche
(soprattutto gli acidi grassi volatili) stimola lo sviluppo morfologico e fisiologico
dell’organo. Generalmente, quando si somministrano precocemente alimenti secchi, la
motilita ruminale e regolare gia a due settimane di vita (Succi e Hoffmann, 1997).

I primi batteri che colonizzano il rumine sono rappresentati principalmente da
lattobacilli e coliformi che con il tempo sono sostituiti dalle specie microbiche piu tipiche
(batteri amilolitici, cellulosolitici e protozoi); il processo di impianto della flora specifica si
verifica tanto piu rapidamente quanto piu precoce e massiccia e I’assunzione di cibi solidi.
Lo sviluppo della microflora “matura” del rumine determina Ieliminazione per

competizione degli altri microrganismi e per questa ragione costituisce uno dei mezzi di

Dott. Maria Luisa Varricchio



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

difesa piu efficaci nei confronti di gran parte dei germi patogeni dell’apparato digerente;
questo fenomeno spiega la drastica riduzione delle patologie gastrointestinali registrabile
in corrispondenza della completa attivazione delle funzioni ruminali e giustifica gli sforzi
volti all’anticipazione dell’eta dello svezzamento (Succi e Hoffmann, 1997).

L’'impiego dei probiotici potrebbe essere un utile mezzo per il controllo delle
patologie gastrointestinali attraverso la colonizzazione precoce del tratto gastroenterico
con ceppi microbici benefici di origine locale (Di Francia et al., 2007a; Di Francia et al.,
2007b).

Il ritmo di accrescimento del rumine quando l’alimentazione e esclusivamente
lattea e proporzionale al peso vivo dell’animale, mentre con l'ingestione di foraggi e
concentrati cresce in misura quattro volte superiore al ritmo di accrescimento del peso
vivo (Bonsembiante, 1975; Roy, 1980). L’aumento di volume e dovuto all’azione meccanica
di sfregamento delle particelle alimentari, che stimolano le zone riflessogene della motilita
(Gennari e Davoli, 1988), il cui meccanismo nervoso e potenzialmente funzionante gia a
due settimane di eta (Parigi Bini e Someda De Marco, 1989). La capacita di assorbimento
della mucosa ruminale e legata allo sviluppo delle papille, assenti nel vitello
preruminante. I processo di differenziazione si svolge per stimolazione chimica ad opera
degli acidi grassi volatili (AGV) presenti nel liquido del rumine: in presenza di propionati,
ovvero con diete ricche di concentrati, si assiste ad una rapida crescita delle papille al
contrario di quanto avviene in presenza di elevate proporzioni di acido acetico (Roy,
1980). Durante lo svezzamento e necessario somministrare al vitello una dieta che, da un
lato, contenga una giusta quantita di fibra al fine di garantire un buono sviluppo
dimensionale dei tre stomaci e, dall’altro, la dose di cereali necessaria a favorire la
differenziazione delle papille ruminali e ad assicurare 1'energia per adeguati accrescimenti
(Bonsembiante e Susmel, 1978). Secondo Gennari e Davoli (1988) i concentrati devono
rappresentare il 70 — 90 % della sostanza secca della razione e i foraggi il 10 — 30 %. Lo
sviluppo dimensionale del reticolo-rumine e condizionato, quindi, in maniera rilevante,
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dal rapporto foraggi/concentrati (Bonsembiante e Susmel, 1978): con un regime alimentare
ricco di sostanze concentrate, il volume del rumine raggiunge gli 8-10 litri per 100 kg di
peso vivo a 12 settimane di eta, mentre con un regime alimentare ricco di fieno raggiunge

un volume di 18 litri (Parigi Bini e Someda De Marco, 1989).
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1.3.1.1. DIGESTIONE DEI PROTIDI

Le proteine del latte e dei sostitutivi sono digerite nell’abomaso e nell’intestino
grazie agli enzimi proteolitici e la digestione varia in funzione del corredo enzimatico
dell’animale, della struttura della proteina e della velocita di transito degli alimenti (Succi,
1990). Quando il latte giunge nell’abomaso la caseina coagula nel giro di 3 - 6 minuti
trattenendo il grasso e rilasciando il siero (costituito da sieroproteine, lattosio e acqua) che
passa direttamente nell’intestino tenue. La coagulazione del latte e la prima digestione
delle molecole proteiche sono il risultato dell’azione congiunta dell’acido cloridrico e degli
enzimi prodotti nell’abomaso (chimosina e pepsina) (Succi e Hoffmann, 1997). L’attivita
della tripsina pancreatica e molto debole alla nascita ed aumenta nel corso della prima
settimana. Un trattamento termico eccessivo del latte o 'utilizzazione di proteine di soia o
di pesce comportano una diminuzione del volume del succo pancreatico e quindi
dell’attivita proteolitica. La digeribilita delle proteine del latte € molto elevata anche nel
giovane animale, mentre quella delle proteine sostitutive e generalmente inferiore:
soddisfacente per il siero e per quelle del pesce parzialmente idrolizzato, meno elevata per
quelle di origine vegetale (Succi, 1990). Durante i primi giorni di vita la secrezione di acido
cloridrico e ancora scarsa e il pH abomasale si mantiene piuttosto elevato; poiché in
condizioni di insufficiente acidita la pepsina risulta inattiva e probabile che, nel corso della
prima settimana di vita, la coagulazione del latte e la degradazione proteica siano
assicurate dall’azione della sola chimosina che ha un pH ottimale piu elevato rispetto alla
pepsina. Successivamente, invece, con 1’abbassarsi del pH abomasale, la pepsina verrebbe
gradualmente ad affiancare la chimosina fino a sostituirla del tutto quando il vitello passa
alla condizione di ruminante. E importante sottolineare la differente specificita che
caratterizza i due enzimi: la chimosina risulta attiva soprattutto nei confronti della caseina,
mentre la pepsina e in grado di attaccare efficacemente anche altri tipi di proteine. La
successione temporale con cui si manifesta l'attivita dei due enzimi giustifica la pratica di
Doftt. Maria Luisa Varricchio
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somministrare durante i primi 7 — 10 giorni dalla nascita solo latte naturale o latte
ricostituito nel quale la fonte proteica sia rappresentata in prevalenza da caseina. Infatti, la
presenza massiccia di proteine di origine diversa, capaci di sfuggire all’azione della
chimosina, determinerebbe la mancata coagulazione del latte e il suo rapido passaggio
nell’intestino con possibile sviluppo di diarree. A partire dalla seconda settimana di vita,
con il graduale aumento dell’attivita della pepsina nell’abomaso e degli enzimi proteolitici
di origine pancreatica nell’intestino, e possibile adottare latti sostituivi piti economici
contenenti quote pitt 0 meno rilevanti di proteine diverse dalla caseina (siero, pesce, soia,
ecc.). A questo proposito e tuttavia importante tenere presente che mentre la caseina
risulta caratterizzata da una digeribilita molto elevata (oltre il 90%), le proteine sostitutive,
e in particolare quelle di origine vegetale, mostrano generalmente valori di digeribilita
molto piu contenuti (Succi e Hoffmann, 1997).

Gli aminoacidi provenienti dalla digestione delle proteine sono assorbiti e
trasportati dalla vena porta al fegato e poi ai distretti di utilizzazione. In generale, la
quantita di azoto trattenuta aumenta con I’aumentare dell’azoto alimentare apportato ma
questo dipende dal rapporto tra le quantita di azoto e di energia ingerite. Se questo
rapporto e troppo elevato, cioe se il vitello non dispone di energia sufficiente per
soddisfare i propri fabbisogni, una parte degli aminoacidi sara utilizzata per fornire
energia. Ne consegue una diminuzione dei coefficienti di ritenzione dell’azoto. La quantita
di proteine fissate dal vitello aumenta con I’eta dell’animale e con la velocita di crescita,

per poi stabilizzarsi in seguito (Succi, 1990).

1.3.1.2. DIGESTIONE DEI GLUCIDI

L’attivita amilolitica del succo pancreatico e debole alla nascita, ma aumenta fino
all’eta di due mesi; e accresciuta se si somministra al vitello un alimento ricco di glucosio e
Doftt. Maria Luisa Varricchio
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amido. L’amilasi pancreatica attacca piu facilmente gli amidi dei cereali sottoposti a
cottura (Succi, 1990).

Il lattosio e il principale costituente del latte o dei sostitutivi (35 — 40 % sul secco); si
possono poi trovare amido (2 — 10 %), piccole quantita di saccarosio (1 — 2 %) e altri
zuccheri pitt complessi (a-galattosidi) quando si utilizzano alimenti di origine vegetale (ad
esempio soia) in sostituzione parziale delle proteine della polvere di latte scremato (Succi,
1990). 11 lattosio e degradato nel duodeno ad opera di una lattasi specifica ed e
caratterizzato, gia nel vitello neonato, da una digeribilita assai elevata (circa il 99%) (Succi
e Hoffmann, 1997). Per contro, gli amidi, i derivati amilacei (destrine, maltosio) e il
saccarosio, prodotti normalmente presenti nei latti sostitutivi e nei mangimi evidenziano,
almeno inizialmente, valori di digeribilita piuttosto bassi; infatti, fino ai due mesi di eta, il
corredo enzimatico glicolitico del vitello e relativamente scarso. Durante le prime otto
settimane di vita e, quindi, consigliabile contenere I'impiego di prodotti amilacei entro
valori prudenziali dell’8 — 12 % sul secco della razione; il mancato rispetto di questi limiti
causa un accumulo di composti glucidici ingeriti nel tratto intestinale e favorisce
I'insorgere di fermentazioni microbiche anomale, responsabili dello sviluppo di forme
diarroiche pit1 o meno gravi (Succi e Hoffmann, 1997). In seguito, il vitello pre - ruminante
puo utilizzare quantita piu elevate di amido, fino al 30%. I processi tecnologici che
determinano destrinizzazione o gelatizzazione dell’amido ne migliorano la digeribilita: da
qui la diffusione dei fiocchi di cereali nelle miscele per svezzamento. I prodotti terminali
liberati per idrolisi enzimatica sono zuccheri semplici come glucosio e galattosio che
passano molto rapidamente nel circolo sanguigno. Alcuni idrati di carbonio sfuggiti
all’azione enzimatica possono subire un attacco da parte della microflora dell’intestino
crasso dando luogo ad AGV, acido lattico e gas. L’accumulo di tali prodotti nell’intestino,
che sono assorbiti molto limitatamente, provoca la comparsa di diarree, sia a causa
dell’irritazione della mucosa che comporta sempre un aumento della peristalsi e della
velocita di transito e sia a causa di un aumento di escrezione di acqua. Tali forme
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diarroiche di tipo “nutrizionale” compaiono quando si esagera con la somministrazione di
alimenti amilacei nelle prime fasi durante le quali la digeribilita degli amidi e bassa (Succi,

1990).

1.3.1.3. DIGESTIONE DEI LIPIDI

I grassi subiscono nell’abomaso un’idrolisi parziale grazie all’esterasi pregastrica
salivare e probabilmente sotto 1’azione di una lipasi presente nello stomaco. Ma e la lipasi
pancreatica che svolge un ruolo piu importante idrolizzando i trigliceridi in acidi grassi
liberi, monogliceridi e digliceridi (Succi, 1990). L’esterasi pregastrica agisce efficacemente
soprattutto nei confronti del butirrato di cui e ricco il grasso del latte; questa specificita
giustifica la migliore digeribilita del grasso del latte rispetto ai grassi di origine diversa che
solitamente sono introdotti nel latte sostitutivo (oli vegetali, sego, strutto). La secrezione
dell’esterasi salivare e stimolata dall’assunzione del latte e la sua presenza nella saliva e
tanto piu abbondante quanto piu I'ingestione risulta lenta. L’attivita lipolitica dell’esterasi
pregastrica e favorita da una buona coagulazione del latte e da una prolungata ritenzione
dei coaguli nell’abomaso; tutti i fattori che tendono ad accelerare il passaggio del latte
nell'intestino (ad esempio la presenza massiccia di proteine che non coagulano)
influiscono negativamente sulla digeribilita dei grassi (Succi e Hoffmann, 1997). La
presenza della bile e indispensabile per assicurare una digestione normale. L'utilizzazione
digestiva dipende dalla natura del grasso. Piti un acido grasso e a catena lunga e satura
meno e digeribile. La digeribilita dei lipidi del latte, ricchi in acidi grassi a catena corta e
superiore a quella del sego che € molto ricco in acido palmitico e stearico, acidi grassi a
lunga catena. Essa dipende anche dalla modalita seguita per 1'incorporazione del grasso
nell’alimento finito. La via umida e la migliore: consiste nell'incorporazione del grasso nel
latte scremato liquido e omogeneizzazione sotto pressione. La via secca (miscelazione
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energica del grasso fuso alla polvere di latte) che fino a qualche anno fa deprimeva la
digeribilita, con la tecnologia attuale che prevede I’addizione di emulsionanti, sembra dare
risultati altrettanto soddisfacenti. L’assorbimento dei lipidi avviene principalmente nel
duodeno e nel digiuno. Come nei monogastrici, gli acidi grassi alimentari del vitello non
subiscono modificazioni nel corso della digestione e dell’assorbimento. Essi passano
preferenzialmente nella linfa la cui composizione lipidica € molto simile a quella
dell’alimento. Gli acidi grassi con meno di 14 atomi di carbonio passano in gran parte nella
vena porta. La composizione degli acidi grassi dei lipidi corporei e, dunque, fortemente

influenzata da quella dei grassi alimentari (Succi, 1990).
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1.4. ASPETTI SANITARI DELL’ALLEVAMENTO DEL VITELLO

Da numerosi studi condotti in differenti parti del mondo, ¢ emerso che la mortalita
dei vitelli € molto elevata, variando tra 1'8.7 e il 64% circa a seconda delle condizioni
igienico — sanitarie di allevamento, sia nei bovini sia nei bufali ed e la maggiore causa di
perdita economica per l'allevatore. E approssimativamente stimato, infatti, che una
mortalita dei vitelli del 20% puo ridurre il profitto netto dell’allevatore del 38% (Blood e
Radostis, 1989).

Circa 1'84% dei decessi avviene nel primo mese di vita (Jenny et al., 1981), di cui il
75% tra 0 e 7 giorni di vita e la restante parte nella terza settimana di vita (Umoh, 1982).

Le malattie dei vitelli possono essere suddivise, a seconda del periodo in cui si
manifestano, in:

- MALATTIE FETALI sono le malattie che colpiscono il feto durante la vita
intrauterina, ad esempio gestazione prolungata, difetti congeniti, aborti e morte del feto
con riassorbimento o mummificazione dello stesso;

- MALATTIE DELLA GESTANTE: sono le malattie associate con la distocia
che causano anossia cerebrale e lesioni al tessuto scheletrico;

- MALATTIA PERINATALI: colpiscono entro le 48 ore dopo la nascita, come
malnutrizione causata da inadeguate cure materne, ipotermia dovuta ad esposizioni al
freddo o anche allo scarso istinto materno, insufficiente vitalita successiva a malnutrizione
e malattie particolari quali infezioni all’ombelico o colibacilliosi;

- MALATTIE NEONATALLI: colpiscono nel periodo compreso tra 2 e 7 giorni
dalla nascita, causate per lo piu da scarso istinto materno, inedia e aumento della
suscettivita alle infezioni dovute a bassi livelli di ingestione di gammaglobuline;

- MALATTIE POSTNATALIL insorgono nel periodo da 1 a 4 settimane dalla
nascita e sono rappresentate, ad esempio, dalla malattia del muscolo bianco e da

enterotossinemie.
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I fattori che influiscono sullo stato di salute del vitello lattante sono legati
essenzialmente all’ambiente (sistema di allevamento, microbismo, clima e affollamento),
all’alimentazione (cambiamenti bruschi, igiene delle attrezzature) e alle cure
dell’allevatore, che concorrono nel determinare I'insorgenza di importanti patologie quali:
turbe digestive (Simensen e Norheim, 1983; Perez et al., 1990; Olsson et al., 1993),
immunodeficienza (White e Andrews, 1986), malattie respiratorie (Svensson et al., 2000a),
affezioni cutanee (rogne e micosi) (Gola, 1992), difficolta al parto (Szenci e Kiss, 1982),
sesso, peso alla nascita, scelte imprenditoriali poco idonee (Fedida et al., 1985).

Nei primi dieci giorni di vita le malattie gastroenteriche rappresentano oltre 1'80%
delle cause di mortalita; dal 10° al 30° giorno prendono il sopravvento le malattie
respiratorie e, in seguito, I'importanza dei due gruppi di patologie si equilibra (Parigi Bini
e Someda De Marco, 1989).

La diarrea e, dunque, il risultato dell'interazione tra un certo numero di relativi
fattori di rischio tra i quali, in particolare, le difese inadeguate dell’ospite e 1'eccessiva
esposizione ambientale ai patogeni (De Rycke et al., 1986; Waltner-Toews et al., 1986)
liberati nell’ambiente da animali che potrebbero essere portatori sani e non mostrare
evidenti segni clinici della presenza di malattie (Crouch e Acres, 1984; McLaren e Wray,
1991; Lucchelli et al., 1992; Collins et al., 1993). Le strategie di controllo delle malattie
infettive per la mortalita neonatale dovrebbero dare molta importanza alla formazione di
gruppi di vitelli poco numerosi e separati dagli animali adulti, a massimizzare l'igiene e
limitare il contatto con i soggetti potenzialmente malati che fungono da serbatoi di
infezione (Larson et al., ???). I numerosi studi condotti anche in altri paesi, come:
Argentina (Barrandeguy et al., 1988), Italia (Castrucci et al., 1988), Iraq (Hasso et al., 1983),
India (Kaushik et al., 1893), Finlandia (Neuvonen et al., 1982), Giappone (Sato et al., 1981),
USA (Schlarfer e Scott, 1979), Germania (Schulz, 1983), Francia (Schwers et al., 1983), Egitto
(Shalaby et al., 1981), Bulgaria (Simeonov et al., 1982) e Gran Bretagna (Woode, 1978)
dimostrano che il problema della diarrea dei vitelli interessa ogni parte del mondo.

Dott. Maria Luisa Varricchio

18



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

1.4.1. CAUSE INFETTIVE

Le turbe digestive possono essere di natura infettiva (virale e batterica), parassitaria
e metabolica, che provocano diarree, anche mortali. Gli agenti infettivi maggiormente
coinvolti sono: Rotavirus, che attacca e si replica nelle cellule epiteliali del piccolo intestino
dei vitelli giovani e si ritrova generalmente nelle feci dei vitelli diarroici fino alla terza
settimana di vita (Mebus et al., 1975; Stair et al., 1973); Coronavirus, che ha un’incidenza
leggermente piu bassa di quella del Rotavirus (Khan e Khan, 1991) e si replica anch’esso
nelle cellule epiteliali causandone lo sfaldamento e perdita delle cellule superficiali,
formazione di cisti e accumulo dei resti dei tessuti cellulari (Mebus et al., 1975); Escherchia.
coli, che aderisce alla mucosa e si moltiplica nell’intestino, producendo una potente
enterotossina che stimola un’eccessiva secrezione di fluido dalla mucosa intestinale
(Moon, 1974) e causa di severa diarrea principalmente durante le prime due settimane di
vita dei vitelli che, solitamente, ospitano il microrganismo nel tratto gastrointestinale
senza manifestare alcuna sintomatologia, trasformandosi in serbatoi di trasmissione
dell’infezione che si manifesta (Barrandeguy et al., 1988); varie specie di Salmonella che
producono gastroenteriti con nausea, vomito, crampi (Jones e Hunt, 1983) e diarrea dall’'l
al 12% degli animali colpiti e morbidita maggiore del 20%, nei vitelli neonati (28 giorni di
eta) in generale, mentre negli allevamenti bufalini la salmonellosi ¢ una forma batterica
non molto frequente che s’insedia dopo la prima settimana di vita dei vitelli (dal 10° al 60°
giorno); Cryptosporidium che causa un disequilibrio tra l’assorbimento intestinale e la
secrezione di acqua, generalmente associata o ad un danneggiamento dell’epitelio che
comporta la diminuzione della superficie assorbente dell’intestino o a perdita di elettroliti
dalla sierosa verso il lume intestinale ma in questo caso l'epitelio e generalmente integro
(Morin et al., 1976; Tzipori, 1981; Reynolds et al., 1986; Snodgrass et al., 1986) ed e
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particolarmente segnalata nell’allevamento ovicaprino e bufalino; in questa ultima specie i
soggetti eliminatori di oocisti sono risultati variare da un 7% fino al 20% e l'infezione e
stata riscontrata in tutti i paesi dove questa specie animale e allevata (Canestri-Trotti e
Quesada, 1983; Canestri-Trotti et al., 1984; Rodiguez-Diego et al., 1991; Dubey et al., 1992).
Tra gli agenti infettivi citati, E. Coli gioca il suo ruolo fino alla seconda settimana di vita,
mentre il Rotavirus fino alla terza settimana (Snodgrass et al., 1986) e sono i principali
responsabili di elevata mortalita e morbilita nei giovani vitelli. Un certo coinvolgimento
come potenziale causa di enteriti nei vitelli, e stato riconosciuto anche al Campylobacter (Al-
Mashat e Tylor, 1980) sebbene alcuni studiosi lo considerano parte della normale flora
enterica dei ruminanti (Snodgrass et al., 1986).

Le turbe gastrointestinali non infettive sono, invece, da ricondurre essenzialmente
ad errata preparazione del latte ricostituito (temperatura non ottimale, irregolarita dei
pasti), ingestioni di quantita eccessive di alimento o a scarsa igiene delle attrezzature che
causano diarrea per liberazione di metaboliti tossici o irritanti da parte della flora batterica
che attacca il materiale indigerito a livello intestinale (Gola, 1992).

1.4.2. CAUSE NON INFETTIVE

La diarrea e, dunque, una sindrome dall’eziologia molto complessa che coinvolge,
oltre a fattori di tipo infettivo, anche fattori ambientali, nutrizionali, fisiologici e gestionali
(Khan e Khan, 1991). Ad esempio, la carenza di proteine in gravidanza avanzata puo
essere un fattore che contribuisce alla manifestazione di parti distoici o prematuri e,
quindi, ad aumentare il tasso di mortalita neonatale (Waldhalm et al., 1979; Kvasnicka, ?).
Inoltre, la moderna tecnica di allevamento del vitello, che prevede il suo allontanamento
precoce dalla madre per l'utilizzazione commerciale del latte, & estremamente nociva per
la salute del neonato, che dovrebbe essere allevato nel modo piu naturale e rimanere a
contatto con la madre il pit1 possibile. Infatti, il solo colostro non e sufficiente ad apportare
al vitello il corredo di difesa necessario alla sopravvivenza, in quanto, attraverso il contatto
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con la madre, si stabilisce uno scambio biotico per cui egli assume oltre alla saliva, residui
di fieno, paglia, microrganismi ed enzimi importanti per il successivo sviluppo del rumine
e per una buona vitalita. Da tutto cio, quindi, appare chiaro il motivo per cui con
I'introduzione della mungitura meccanica si € avuto un incremento della mortalita
neonatale (Rania e Correale, 1982). Il vitello, come gia evidenziato in precedenza, nasce
senza alcuna protezione immunitaria avendo i ruminanti una placenta sindesmocoriale
impermeabile agli anticorpi materni (Stott et al., 1979; Osburn et al., 1984). L'immunita

parentale, quindi, e trasmessa solo dopo la nascita attraverso il colostro.

1.4.3. IL COLOSTRO

Subito dopo la nascita, il vitello ha bisogno di alimenti molto nutrienti, poco
ingombranti e ricchi di anticorpi. Il colostro, che rappresenta la secrezione mammaria
prodotta nei primi giorni (4 - 5) dopo il parto, presenta tutte queste caratteristiche
(Balasini, 1998). E un alimento dal valore nutritivo estremamente elevato; rispetto al latte e
piu digeribile, piti energetico, ricco di vitamine (per alcune da 5 a 10 volte piu del latte),
contiene maggiori quantita di sali minerali e di oligominerali. In esso sono, inoltre,
presenti elevate quantita di enzimi, ormoni, fattori di crescita immunoglobuline (Ballarini,
1989). L’assunzione del colostro ¢, dunque estremamente importante per le funzioni che
esso svolge:

- funzione nutritiva ed energetica, per I'elevato contenuto in sostanze nutritive
necessarie a coprire i fabbisogni del vitello neonato;

- funzione immunitaria, per 'elevato contenuto in gammaglobuline; il vitello,
infatti, nasce senza alcuna protezione immunitaria avendo i ruminanti una placenta
sindesmocoriale impermeabile agli anticorpi materni (Stott et al., 1979; Osburn et al., 1984).

- funzione lassativa, che consente al vitello di liberarsi del “meconio”, costituito
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dai residui di sfaldamento epiteliale e dalle secrezioni accumulate nell'intestino durante la
vita fetale. Per la corretta funzionalita dell’apparato digerente tale sostanza va eliminata
(Frandson, 1987);

- funzione antianemica, per il maggior contenuto in ferro rispetto al latte;

- funzione vitaminica, dovuta all”’apporto di vitamine, ben superiore a quello
del latte (Parigi Bini e Someda De Marco, 1986), soprattutto della vitamina A, la cui
carenza e alla base di una maggiore recettivita alle infezioni (Mornet e Espinasse, 1979).

Il vitello assume alla nascita e, quotidianamente per i primi 3 — 4 giorni di vita, in
ragione dell’ 8 — 10 % del proprio peso corporeo, il colostro che ha importanti effetti sullo
sviluppo e sulle funzioni gastrointestinali, sullo stato nutrizionale, sul metabolismo e sul
sistema endocrino dovuti all'ingestione di sostanze nutritive e non che contribuiscono alla
sopravvivenza nel periodo di forte stress postnatale (Blum, 2006), ma soprattutto apporta
elevate quantita di immunoglobuline, quali IgGi, IgM, IgA e IgG; di cui I'lgGi e
predominante rappresentando 1'80% del totale delle immunoglobuline assorbite dal vitello
neonato (Blom, 1982). Esse, importantissime per la formazione dell’attivita anticorpale e
dell'immunoprotezione e, per questo, essenziali per la sopravvivenza, entrano in
circolazione dal piccolo intestino del vitello neonato mediante un processo di
micropinocitosi (Blood e Radostits, 1989) da parte delle cellule epiteliali della mucosa
(Parigi Bini e Someda De Marco, 1986). Il picco massimo di assorbimento si ha nelle prime
6 — 8 ore dopo la nascita (Blom, 1982), benché esista un’elevata variabilita individuale
(Church, 1991). Nel primo giorno dopo il parto, la quantita di immunoglobuline e pari a 55
— 68 g/l, con un picco di 80 g/l nella prima ora, mentre a 48 ore dal parto, la concentrazione
si riduce a circa il 10% di quella iniziale (Alais, 1984). I vitelli, quindi, riescono ad assorbire
gli anticorpi colostrali solo per un breve periodo subito dopo la nascita (Matte et al., 1982);
gia 12 ore dopo la nascita la capacita di assorbimento diminuisce drasticamente, cessando
infine tra uno e due giorni di eta (Stott et al., 1979; Osburn et al., 1984). E, dunque, di
estrema importanza 1'ingestione tempestiva e precoce del colostro sulla salute del vitello
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(Tyler et al., 1998). Infatti, la causa piu comune del mancato trasferimento dell'immunita
passiva dalla madre al redo sembra essere il ritardo nella suzione del colostro (Kuse, 1970;
Selman et al., 1970; Muggli et al., 1985; Perino et al., 1995). Tuttavia, e noto che il mancato
trasferimento dell'immunita passiva e abbastanza frequente; si stima, infatti, che dal 10 al
40% dei vitelli possono non ricevere adeguate quantita di anticorpi dalle madri (Logan e
Gibson, 1975; McGuire et al., 1976), si ammalano molto pit probabilmente durante i primi
28 giorni di vita (20.4 vs 7.5%) a causa di diarrea e malattie respiratorie associate a
diminuzione del peso allo svezzamento o, addirittura muoiono prima dello svezzamento
(8.3 vs 1.6%), rispetto a quelli che hanno invece ingerito sufficiente colostro (Wittum e
Perino, 1995)

Studi basati sull’osservazione suggeriscono che una concentrazione sierica di IgG <
di 1000 mg/dl e associata con aumento della mortalita e della morbilita e diminuzione
delle performance (Stott et al., 1979).

Sono state proposte una serie di procedure per stimare lo status del trasferimento
passivo dell'immunita nei vitelli. Ad esempio, concentrazioni di sieroproteine maggiori o
uguali a 52 g/dl sono indicative di un adeguato trasferimento passivo di
immunoglobuline colostrali in vitelli manifestamente sani (Tyler et al., 1996, Calloway et
al., 2002) e una concentrazione di sieroproteine maggiori di 5.5 g/dl sono indicative di un
adeguato trasferimento passivo nei vitelli malati (Tyler et al., 1999).

Durante il periodo di assorbimento, si verifica una certa competizione tra i
microrganismi e le immunoglobuline per i recettori intestinali adibiti al trasporto in
circolo. I batteri intestinali possono causare la sindrome da malassorbimento poiché
occupano i recettori per le immunoglobuline, provocando in tal modo ipo o
agammaglobulinemia nei vitelli neonati (Snodgrass et al., 1986).

Una razionale modalita di somministrazione del colostro e indispensabile al fine di
ottenere una buona trasmissione dell'immunita. Ricerche riportate da Levieux (1983)
indicano che nei vitelli allevati alla mammella I'ingestione del colostro e del 41% superiore
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rispetto a quella al secchio con succhiotto. Il vitello dovrebbe ricevere almeno 1.5 - 2.0 litri
di colostro nelle prime 5 - 6 ore di vita (Ballarini, 1989).

Se, per un qualsiasi motivo, la quantita di colostro prodotto dalla madre e
insufficiente, allora, per problemi di biosicurezza, sarebbe opportuno non fare ricorso a
colostro proveniente da altre aziende. La prevalenza di alcune malattie croniche, come ad
esempio il virus della leucemia e il Mycobacterium avium paratuberculosis, sono rapidamente
trasmessi ai vitelli neonati attraverso l'ingestione del colostro (Piper et al., 1979; Streeter et
al., 1995). In piu, patogeni molto comuni che causano diarrea, o sono dispersi nel colostro o
possono essere trasmessi come risultato di una contaminazione fecale. Per questi motivi
dovrebbe essere evitato 'uso di colostro proveniente da altre aziende, ma in alternativa si
potrebbe far ricorso a prodotti commerciali dalle caratteristiche simili al colostro e fonti di
immunoglobuline prontamente assorbibili (Garry et al., 1996; Holloway et al., 2002).

Paragonando la somministrazione artificiale del colostro con la suzione diretta, si e
visto che quest'ultima e la maggiore fonte di assorbimento delle immunoglobuline
colostrali, quindi generalmente si raccomanda di permettere al vitello di succhiare
direttamente dalla madre per i primi due giorni dopo il parto (Blom, 1982).

Nel caso specifico dei vitelli bufalini, tra le cause alimentari dirette di mortalita
neonatale, e da considerare anche l'utilizzo di latte in polvere per bovini, pur essendo
disponibili, ormai da qualche anno, formulati specifici per vitelli bufalini. A questo
proposito, Zicarelli et al. (1981) hanno evidenziato una maggiore sensibilita della specie
bufalina all’intossicazione da rame.

Le caratteristiche chimico — fisiche del latte di vacca sono leggermente diverse
rispetto a quelle del latte di bufala; in particolare, la caseina vaccina e costituita da micelle
piu piccole, che danno origine ad un coagulo irregolare nell’abomaso del bufalo, con
conseguente scarsa assimilazione delle proteine. Nei primi giorni di vita, inoltre, I’eccesso
di carboidrati nel latte ricostituito (amidi crudi e maltosio) non sono digeriti e possono
essere causa di diarrea fermentativa. I grassi, invece, sono digeriti grazie alla lipasi
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prodotta dalle ghiandole palatine e dalla ghiandola pancreatica; essi sono necessari al
vitello per la termoregolazione dopo la nascita. Per quanto riguarda la frazione proteica, le
proteine diverse da quelle naturali del latte (proteine “extralatte”), specialmente quelle di
origine vegetale, non sono digerite, con la conseguente messa in circolo di sostanze

tossiche responsabili di fenomeni di tipo allergico (Rania e Correale, 1982).
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3. PROBIOTICI

Il termine “probiotico” deriva dal greco e significa “per la vita”. Microrganismi
probiotici, quali Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus, sono stati usati da sempre
nelle preparazioni a base di latte fermentato, il cui consumo ha una storia che va indietro
di centinaia di anni, come dimostrato dai disegni nelle grotte precristiane raffiguranti il
trasferimento del latte fermentato nel latte fresco allo scopo di mantenere vivi i fermenti.
Questi primi produttori erano probabilmente consapevoli dell’effetto preservante che la
fermentazione aveva sul latte (Fuller, 1992; Gorbach, 2002).

Il concetto di probiotico e nato alla fine del 19° secolo all'lstituto Pasteur di Parigi
ad opera di Elie Metchnikoff (1907). Da allora, gli scienziati hanno tentato di spiegare e
definire i probiotici e i loro effetti. Nel 1965, Lilly e Stillwell hanno descritto i probiotici
come sostanze secrete da un microrganismo che stimolano la crescita di un altro
microrganismo. Piu tardi il termine probiotico e stato usato per descrivere estratti di
tessuto che stimolano la crescita microbica (Sperti, 1971). Il primo ad usare il termine
probiotico per indicare un supplemento microbico alimentare/nutrizionale e stato Parker
(1974) che ha definito i probiotici come “organismi e sostanze che contribuiscono
all’equilibrio microbico intestinale”. Nel 1989, Fuller ha dato una definizione dei probiotici
piu particolareggiata definendoli come “supplementi alimentari microbici vivi che, ingeriti
in numero sufficiente, influenzano positivamente 1'ospite animale attraverso il
miglioramento del suo equilibrio microbico intestinale, al di la del mero effetto
nutrizionale” mettendo in tal modo in risalto la natura vitale degli stessi (Fuller, 1989;
Gorbach, 2002). Questa definizione, che indica i requisiti indispensabili che i
microrganismi devono possedere, essere vivi e vitali non pastorizzati e presenti
generalmente in numero elevato, e ora stata riconosciuta come generalmente accettabile ed

e largamente usata per spiegare i probiotici (Tannock, 1999; Gorbach, 2002).
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Dagli inizi del 1990, si e cercato di dare una definizione ancora piu precisa dei
probiotici e Havenaar et al. (1992) hanno suggerito che fossero definiti come “colture di un
solo microrganismo o piu microrganismi vivi che, se ingeriti dall’animale o dall'uomo,
influenzano positivamente 1'ospite migliorando le proprieta della microflora locale”. La
definizione di Havenaar et al. (1992) e stata la prima che ha applicato il termine probiotici
sia all'uomo sia all’animale e ha esteso le attivita “probiotiche” oltre alla microflora
intestinale a tutte le parti del corpo.

Alla fine del 1990, in considerazione delle applicazioni gia note e degli effetti
dimostrati dei probiotici, Salminen et al. (1999) hanno proposto una ulteriore definizione:
“i probiotici sono preparazioni di cellule microbiche o componenti di cellule microbiche
che hanno effetto benefico sulla salute e sul benessere dell’ospite. Questa definizione
include sia le cellule microbiche (vive o spente) sia le parti di cellule come probiotici (Xi-
Yang Wu, 2006). Recentemente, per Ouwehand et al. (2002) questi batteri sono stati definiti
come “microrganismi vivi che, usati in numero sufficiente come supplemento alimentare,
procurano effetti benefici all’ospite modificandone la microflora intestinale”. La
definizione di probiotico €, dunque, soggetta a continui cambiamenti che cercano di
definirne gli usi pit appropriati e intuire nuove applicazioni che potrebbero portare
benefici all’ospite (Gorbach, 2002).

Esistono molti criteri per valutare e selezionare un ceppo probiotico. Fuller (1992)
ne propose uno in base al quale esso deve possedere le seguenti caratteristiche: essere in
grado di sopravvivere in prodotti preparati su scala industriale; rimanere stabili e vitali
per lunghi periodi e in condizioni ambientali differenti; essere capaci di aderire al tessuto
dell’epitelio intestinale, abili a persistere nel tratto gastrointestinale, sopravvivere (non
necessariamente crescere) nell’intestino; essere geneticamente stabili e resistenti all’acidita
gastrica e alla tossicita della bile; avere comportamento non patogeno, riconosciuto
generalmente come sicuro (GRAS: Generally Regarded As Safe) per l'ospite; produrre
effetti benefici nell’ospite animale (figura 1).
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Figura 1. Principali effetti benefici esercitati dai probiotici.

In conseguenza del diffondersi dell’'uso dei probiotici in vari settori, il Ministero
della Salute ha indicato come ufficialmente riconosciuti quelli riportati nella tabella 1, ma
essa e continuamente aggiornata con l'introduzione di nuovi ceppi batterici costantemente
scoperti e riconosciuti idonei a fronte di una precisa documentazione che ne attesti le

proprieta e la sicurezza (Bordoni, 2006).
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Tabella 1. Principali ceppi microbi impiegati come probiotici (Young, 1998; modificato da

Shah, 2000).

Lactobacillus Bifidobacterium Altri batteri lattici Altre specie

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis ~ Bacillus spp.

L. brevis B. animalis Enterococcus faecium  E. coli

. e . Propionibacteri
L. caset B. bifidum Leuconostoc lactis roplont flc .e.rzum
freudenreichii
. Leuconostoc Saccharomyces

L. cellobiosus B. breve , iy
mesenteroides cerevisiae
Pediococcus

L. crispat B. infanti e

crispatus infantis scidilactici

L. delbijueck subsp. B. latenti .Spor.olactobacillus

Bulgaricus inulins

L. fermentum B. longum Streptococcus cremoris

. . Strept

L. gallina rum B. thermophilum , rep OCO,C cus
intermedius

L. gasseri Streptococcus lactis

L GG Streptococ'cus
thermophilus

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

I Ministero ha anche ampliato i criteri proposti da Fuller (1992) per la
classificazione dei microrganismi come probiotici con definizioni piu dettagliate:

- devono essere di provenienza intestinale, e piu precisamente devono essere
normali componenti della microflora dell’intestino umano in condizioni di salute;

- devono essere assolutamente sicuri per I'impiego nell'uomo senza causare
effetti collaterali specialmente in pazienti debilitati o immunocompromessi;

- devono essere attivi e vitali alle condizioni ambientali che sono presenti a
livello intestinale;

- devono essere resistenti ad un basso pH, al succo gastrico, alla bile ed al

succo pancreatico;
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- devono essere in grado di persistere, almeno temporaneamente,
nell’intestino umano.

Inoltre, sempre secondo il Ministero, i microrganismi probiotici possono avere
attivita nel:

- sintetizzare sostanze ad azione antimicrobica. La possibilita di sintetizzare
sostanze ad attivita antibatterica come batteriocine, sostanze con azione simile alle
batteriocine, acido lattico e perossido di idrogeno, conferisce ad alcuni microrganismi una
vera e propria attivita antimicrobica diretta;

- stimolare la risposta del sistema immunitario intestinale (GALT: Gut
Associated Lymphoid Tissue) per proteggere, in maniera indiretta, l'ospite
dall’insediamento e/o dal raggiungimento di livelli numerici pericolosi da parte dei germi
patogeni presenti nell’intestino. E stato dimostrato che alcuni batteri sono in grado di
aumentare il titolo di IgA, l'attivita macrofagica e il numero di cellule killer, cellule T,
interferone ed interleuchine;

- migliorare e stabilizzare la funzione di barriera intestinale (es. costituzione di
un biofilm protettivo, diminuzione della permeabilita intestinale, ecc.).

Occorre sottolineare, per la sicurezza dell’applicazione sull’'uomo, che in presenza
di opportune condizioni, teoricamente, anche un probiotico potrebbe causare infezioni.
Tuttavia, fino ad oggi nessuna infezione clinica e stata sicuramente ricondotta all’utilizzo
di probiotici, e quindi si puo affermare che il rischio e estremamente basso, considerando

anche che tutti i probiotici sono sensibili agli antibiotici (tabella 2) (Bordoni, 2006).

Tabella 2. Potenziali rischi di infezione da probiotici (Bordoni, 2006).

Organismo Potenziale infezione

Lactobacillus Principalmente  non  patogeno,  qualche  infezione
opportunistica (solitamente in pazienti
immunocompromessi)

Lactococcus Principalmente non patogeno

Leuconostoc Principalmente non patogeno, alcuni isolati casi di infezione
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Streptococcus Principalmente non patogeni gli streptococchi orali
(Streptococcus thermophilus incluso); alcuni possono causare
infezioni opportunistiche

Enterococcus Alcuni ceppi sono patogeni opportunistici con attivita
emolitica e resistenza agli antibiotici

Bifidobacterium Principalmente non patogeno, alcuni casi isolati di infezione
umana

Saccharomyces Principalmente non patogeno, alcuni casi isolati di infezione
umana

Il principio dell'impiego di batteri innocui per eliminare i patogeni e stato
riconosciuto per molti anni. La convinzione degli effetti benefici dei probiotici e basata
sulla consapevolezza che la microflora intestinale puo proteggere 'uomo dalle infezioni e
che i suoi disordini possono aumentare la suscettibilita alle infezioni (Rolfe, 2000).

Molti dei probiotici in commercio contengono Lattobacilli (LAB) e Bifidobatteri;
questi ultimi presenti in quantita minore perché sono meno conservabili, ma hanno il
vantaggio di superare meglio la barriera gastrica. Ambedue, sono comuni commensali
dell'uvomo e colonizzano intensamente tutte le parti non sterili del corpo umano, in modo
particolare la bocca, il tratto gastro-intestinale e 1'area vaginale. Sono considerati
microrganismi saprofiti privi di ogni patogenicita dimostrata dal loro largo impiego nella
preparazione, da tempi immemorabili, di alimenti fermentati come ad esempio yoghurt,
formaggi, salami, crema, burro e vino; sono pertanto comunemente classificati nella
categoria “GRAS” (Generally Regarded As Safe), ossia generalmente riconosciuti come
sicuri (Fuller, 1992; Donohue e Salminen, 1996; Saxelin et al., 1996; Bordoni, 2006). Gli
effetti benefici dei lattobacilli e bifidobatteri sono dovuti ad alcune loro peculiarita, come
la resistenza all’acidita gastrica, ai sali biliari e agli enzimi pancreatici, la capacita di
aderire alla mucosa e di colonizzare prontamente il tratto intestinale. Essi sono considerati
importanti componenti della flora intestinale e relativamente innocui (Rolfe, 2000).

Tuttavia, in virtu del crescente interesse del consumatore e la continua richiesta di
nuovi e piu specifici microrganismi con proprieta probiotiche, e necessario porre
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I’attenzione sull’aspetto della sicurezza nei confronti dei nuovi microrganismi inseriti nei
prodotti alimentari per 'uomo e negli additivi alimentari nei prodotti per animali, per cui,
i nuovi ceppi devono essere valutati e testati accuratamente per la sicurezza e 1'efficacia
dell’uso proposto.

Fino ad ora non esiste nessuna linea guida generale per attestare 1'indiscutibile
sicurezza dei probiotici. Teoricamente essi potrebbero, come microrganismi viventi, essere
responsabili per quattro tipi di effetti collaterali negli individui suscettibili: (1) infezioni;
(2) attivita metaboliche dannose; (3) eccessiva stimolazione immunitaria; (4) trasferimento
genico (Salminen et al., 1998).

In accordo con Salminen et al. (1998), per valutare la sicurezza di un ceppo
probiotico ci si potrebbe avvalere di tre criteri: studi sulle proprieta intrinseche del ceppo;
studi sulla farmacocinetica del ceppo; studi che cercano le interazioni tra il ceppo e
I'ospite.

La determinazione delle proprieta intrinseche dei potenziali probiotici € un punto
cruciale per l'intero processo di valutazione della sicurezza del probiotico (Salminen et al.
1998).

Lo stato attuale delle prove suggerisce che gli effetti probiotici sono specifici del
ceppo. L’identita del ceppo e, dunque, importante per collegare uno specifico effetto sulla
salute come pure per consentire un accurato controllo degli studi epidemiologici (Fuller,
1992). Alcuni prodotti probiotici commerciali, includono specie di Lactobacillus e
Saccharomyces (Canganella et al., 1997), Pediococcus ed Enterococcus (Hamiton-Miller et al.,
1999) e Bacillus (Green et al., 1999). La particolare attenzione sulla sicurezza dei prodotti
che contengono i microrganismi prima citati, e suscitata dal fatto che alcune specie di
Enterococcus, Streptococcus e Bacillus sono patogeni opportunisti. Quindi, per accertarsi
della sicurezza dei probiotici devono essere studiate geneticamente e fenotipicamente le
proprieta intrinseche che includono: codifica del gene per i fattori di virulenza quali quelli
richiesti per la tossina, invasione, adesione, protezione e antibiotico resistenza; abilita a
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produrre fattori di virulenza e di antibiotico resistenza; trasferimento plasmidico; attivita
metaboliche nocive (ad esempio, produzione di D - lattato, deconiugazione dei sali di bile)

(Donohue e Salminen, 1996; Salminen et al., 1998).
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3.1. MECCANISMO DI AZIONE DEI PROBIOTICI

Esiste una relativamente ampia documentazione bibliografica che supporta 1'uso
dei probiotici nella prevenzione o nel trattamento dei disordini intestinali. Tuttavia, solo di
recente sono state stabilite le basi scientifiche dell'uso dei probiotici e si € iniziato a
pubblicare gli studi sui segni clinici del loro impiego (Rolfe, 2000).

Esistono diversi meccanismi attraverso i quali i probiotici migliorano 1'equilibrio
della microflora, proteggendo 1'ospite dai disordini intestinali, in piu lo stesso probiotico
puo inibire differenti patogeni attraverso differenti meccanismi. Essi includono: la
stimolazione della risposta immunitaria mediata dalle IgA; la competizione, cioe
I’antagonismo tra microrganismi (bifidobatteri e LAB, e Bacteroides, clostridi, E.coli), con i
patogeni per nutrienti disponibili in quantita limitate, 1'inibizione dell’adesione e della
colonizzazione dell’epitelio e della mucosa, I'inibizione competitiva di siti recettori di
microrganismi patogeni, la produzione di sostanze antimicrobiche, la modificazione della
composizione di mucine, I"idrolisi di recettori e tossine, la produzione di IL-10 e TGF-beta
e la mancata produzione di citochine pro infiammatorie (Goldin et al., 1992; Rolfe, 2000;
Morita et al., 2002; Caramia, 2004). L’'insieme di tutti i processi attraverso i quali i batteri
inibiscono la colonizzazione di altri ceppi e chiamata resistenza alla colonizzazione (Rolfe,
2000). Durante la conservazione tutti i microrganismi probiotici subiscono una
diminuzione nel numero di cellule vive e questo in dipendenza di diversi fattori quali, in
particolare: le caratteristiche generali di specie e di ceppo; la temperatura di
conservazione; il valore di pH; il contenuto in ossigeno; la velocita di autolisi cellulare; la
durata della conservazione.

I bifidobatteri hanno elevata sensibilita a questi fattori, pur con differenze da specie
a specie e da ceppo a ceppo, mentre ad elevata tolleranza e la specie Enterococcus faecium
ed in second’ordine, ad esempio, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum e Streptococcus

thermophilus.
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E impossibile fornire un’indicazione esatta di quanti batteri sono necessari per
ottenere la colonizzazione dell’intestino, perché sono molti i fattori che la influenzano: la
specie impiegata, le sue caratteristiche probiotiche, lo stato di vitalita del ceppo al
momento del suo utilizzo, il tipo di probiotica o prebiotica alimentare seguita, il regime
alimentare del consumatore. Da un punto di vista generale si puo ritenere, per ceppi di
riconosciuta capacita colonizzante, che la quantita sufficiente per ottenere una temporanea
colonizzazione sia non meno di 10° cellule vive per giorno per persona adulta (Bordoni,
2006).

La digestione dei nutrienti, 1'assorbimento, la tolleranza nei confronti di antigeni
alimentari, la protezione contro agenti infettivi e la convivenza con i germi commensali,
rappresentano il risultato di interazioni sofisticate tra flora batterica, mucosa e sistema
immune della mucosa intestinale (GALT, gut associated lymploid tissue) (Morelli, 2003;
Rosselli et al., 2003). Si realizza cosi una particolare barriera mucosale, la famosa “pellicola
microbica” o biofilm di Zobell e Andersen (Probert e Gibson, 2002), che condiziona
’assorbimento, e modula le risposte immunitarie nei confronti di antigeni ubiquitari quali
batteri commensali ed alimenti (tolleranza) (Caramia G., 2004).

Numerosi studi sia in vivo sia in vitro hanno dimostrato che la normale flora
intestinale € una barriera estremamente efficace contro i microrganismi patogenici e
opportunistici che ostacolano la normale flora del tratto gastrointestinale, rendendo
I’ospite animale suscettibile alle malattie (Fuller, 1991; Rolfe, 2000).

Poiché di solito sono richiesti microrganismi vitali e biologicamente attivi al sito
obiettivo dell’ospite, e essenziale che i probiotici siano in grado di withstand la naturale

barriera dell’ospite contro I'ingestione di batteri (Rolfe, 2000).

3.1.1. CAPACITA DI ADESIONE ALLA MUCOSA INTESTINALE
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L’adesione dei microrganismi patogeni alla mucosa intestinale sembra essere
fondamentale per I'inizio del processo infettivo. Una delle conseguenze dell’adesione dei
batteri patogeni alla mucosa e la lesione di quest’'ultima, che permette l'ingresso dei
batteri, la loro proliferazione e la conseguente morte delle cellule epiteliali.

La microflora presente nell’intestino costituisce una barriera contro 1’adesione dei
batteri patogeni. Sono stati ipotizzati svariati meccanismi per spiegare quest’azione
difensiva dei probiotici.

Alcuni autori (Larioa e Martin, 1990) hanno suggerito che la produzione di acidi
organici, come 'acido lattico e I'acido acetico, da parte dei probiotici, in special modo da
parte di alcuni ceppi di LAB, abbassa il pH intestinale ed inibisce la crescita dei patogeni.
Inoltre, gli stessi autori hanno visto che i probiotici stimolano la peristalsi che,
indirettamente, rimuove i patogeni accelerandone la velocita di transito nell’intestino
(Larioa e Martin, 1990).

Un meccanismo accreditato da vari studi e quello della capacita dei probiotici di
competere con i patogeni nell’adesione alla mucosa intestinale. Alcuni probiotici possono,
infatti, inibire 1’adesione dei patogeni ai loro siti di legame presenti sulla superficie della
membrana intestinale per competizione di legame.

L’adesione dei LAB all’epitelio potrebbe avvenire mediante un componente
proteico secreto dal batterio, che si lega al recettore della cellula intestinale. Inoltre, da
studi vari e emerso che L. acidophilus inibisce efficientemente 1’adesione di tre ceppi di E.
coli che causano diarrea (ETEC, EPEC, DAEC) e Salmonella typhimurium (Coconnier et al.,
1992; Bernet et al., 1993). Studi piu recenti (Gopal et al., 2001), hanno confermato che alcuni
LAB, quali L. rhamnosus DR20, L. acidophilus HNO17 e B. lactis DR10, sono in grado di
aderire a linee di cellule intestinali in vitro e di diminuire la colonizzazione e I'ingresso dei
patogeni all’interno della mucosa intestinale.

Ulteriori studi hanno suggerito 'ipotesi che i probiotici siano in grado di inibire
’adesione di patogeni all’epitelio intestinale mediante la propria capacita di aumentare la
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produzione delle mucine intestinali MUC-2 e MUC-3 (Mack et al., 1999), suggerendo che
I’aumento delle mucine crea un ingombro sterico che impedisce ai batteri patogeni di

trovare i siti di legame alle cellule epiteliali.

3.1.2. ADESIONE ED ESCLUSIONE COMPETITIVA

La normale attivita intestinale e favorita dalla funzione biologica dei microrganismi
probiotici che, aderendo agli enterociti, inibiscono l’adesione da parte dei ceppi
enteropatogeni attraverso un meccanismo di esclusione competitiva. Danno cosi luogo alla
produzione di batteriocine, citochine ed acidi grassi a corta catena,in particolare 1’acido
butirrico, che inibiscono la replicazione dei patogeni, promuovono la risposta immunitaria
e l'azione antinfiammatoria ed immunostimolante a livello locale e generale anche se,a
tutt'oggi, l'effetto diretto di tale modulazione sulla salute non e, per moltissimi
aspetti,ancora chiaro. E noto che vari ceppi di LAB possono essere usati per prevenire o
trattare la diarrea acuta causata da E. coli, Salmonella o Shighella. E stato ipotizzato che tale
effetto sia dovuto alla produzione di batteriocine da parte di diversi ceppi di probiotici
utilizzati (Alm, 1983; Barefoot e Klaenhammer, 1983).

La terapia con probiotici si basa pertanto sul concetto di creare una condizione in
cui si stabilisca una normale e salutare microflora intestinale che potrebbe svolgere, a
livello locale e generale, un’azione preventiva e terapeutica per varie condizioni clinico-
patologiche (Guarino et al., 2003; Miniello et al., 2003; Morelli, 2003; Rosselli et al., 2003).

L’adesione alla superficie dell’intestino e, dunque, considerata un’importante
proprieta dei ceppi probiotici autoctoni, quali alcuni Lactobacillus, Bifidobacteria e E. coli, che
sono in grado di colonizzare l'intestino e stimolare il sistema immunitario (Havenaar et al.,
1992).

L’adesione batterica alla mucosa intestinale e un processo multistep, influenzato sia
dalla natura chimica e fisica delle superfici coinvolte che dalle condizioni chimico-fisiche
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dell’ambiente circostante. Sono coinvolte sia interazioni elettrostatiche e forze di
idrofobicita (generalmente deboli), sia interazioni specifiche tra i determinanti molecolari
sulla superficie batterica e specifici recettori sulla mucosa intestinale (generalmente piu
forti). Sulla superficie batterica sono, invece, determinanti proteine quali adesine,
polisaccaridi, acidi lipoteicoici o strutture specifiche quali pili, fimbrie o apendici esterne
ricoperte di lectine (Simonetti, 2007).

La capacita dei batteri probiotici di colonizzare le superfici intestinali e
estremamente utile per evitare che le specie patogene prendano il sopravvento. D’altra
parte, quei ceppi probiotici non in grado di colonizzare tempestivamente l'intestino quali,
ad esempio, alcuni ceppi di Bacillus o ceppi di origine non intestinale (ad esempio
Saccharomyces e funghi) e alcuni LAB, sono capaci di proteggere I'organismo dall’attacco
dei patogeni quali: Salmonella spp., E. coli, Campylobacter jejuni, Clostridium perfingens e
Yersinia enterocolitica, attraverso il meccanismo dell’esclusione competitiva. (Xi-Yang Wu,
2006).

Il meccanismo di fondo dell’effetto dell’esclusione competitiva non € comunque
ancora completamente chiaro ma potrebbero essere coinvolti vari fattori antimicrobici,
quali pH, H:S, batteriocine, acidi grassi, competizione per i nutrienti o per i recettori sulle
pareti dell’intestino.

Schneitz e Mead (2000) hanno riassunto l'effetto dell’esclusione competitiva in
quattro principali azioni generali: (1) la creazione di un ambiente fisiologicamente
restrittivo, (2) la competizione per i siti dei recettori batterici, (3) la produzione di
antibiotici e (4) I’esaurimento dei substrati essenziali.

Una volta colonizzato l'intestino, i probiotici, esplicano la loro azione positiva
attraverso la modulazione di svariati meccanismi fisiologici, tra i quali ricordiamo (tabella

3):
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Tabella 3. Principali effetti positivi dei Probiotici (Bordoni, 2006).

Riduzione della possibilita di
colonizzazione dell'intestino
da parte di germi patogeni

Sintesi di Vitamine

Sintesi di Acidi Grassi a catena
corta (SCFA)

Aumento della digeribilita del
Lattosio nei soggetti
intolleranti

Aumento della digeribilita dei
Lipidi

Aumento della digeribilita
delle Proteine

Riduzione del riassorbimento
degli Acidi biliari

Eliminazione di sostanze
potenzialmente tossiche e
metalli pesanti

Mantenimento dell’equilibrio
ormonale

Effetto protettivo sulla mucosa
intestinale

Per competizione, amensalismo, effetto predatorio, parassitismo
Una terapia con probiotici pare aumentare la resistenza alla
colonizzazione da parte di patogeni quali Helicobacter pilori,
Salmonella sp., Clostridium difficile e 1'infezione da Rotavirus,
grazie alla conservazione dell’integrita delle pareti intstinali.

Vitamine K, B2, B12, Acido Pantotenico, Acido Folico e Biotina.
Non e pero ancora stata determinata 1'entita dell’assorbimento
di queste Vitamine, per cui rimane necessario un apporto
nutrizionale.

Acido Acetico, Propionico e Butirrico. Quest'ultimo, in
particolare, non solo e utilizzato dagli enterociti a scopo
energetico, ma sembra ridurre il rischio di trasformazioni in
senso neoplastico.

Meccanismo non chiarito, forse stimolazione della lattasi residua
da parte dei batteri.
Idrolisi dei Trigliceridi alimentari in Acidi Grassi e Glicerolo.

Proteolisi delle Proteine alimentari.

Gli Acidi biliari primari vengono ridotti a secondari, con
conseguente minore assorbimento e riciclo tramite il circolo
enteroepatico. La riduzione del pool degli Acidi biliari
disponibili ne determina una maggiore sintesi epatica a partire
dal colesterolo, con sua conseguente eliminazione.

Diversi meccanismi.

Eliminazione degli ormoni in eccesso (Gorbach, 2002)

Sia legandosi a particolari Glicoproteine della mucina, e quindi
impedendo il legame alle stesse dei batteri patogeni, sia
ispessendo la barriera costituita dalla mucosa.
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Stimolazione del sistema
immunitario dell’intestino

Sia stimolando l'immunita di tipo umorale (aumento di
produzione di IgA), sia quella cellulo-mediata (stimolazione
dell’attivita fagocitaria dei macrofagi, proliferazione dei linfociti
T).
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3.2. IMPIEGO DEI PROBIOTICI IN CAMPO UMANO

Dal moderno concetto di equilibrio dinamico tra microflora, nutrizione e ospite
nasce la possibilita di utilizzare batteri per migliorare la salute dell'uomo. Si tratta di un
approccio non nuovo, visto che Metchnikoff lo enunciava nel 1907, partendo dalle
proprieta fermentative del Lactobacillus bulgaricus, da egli stesso scoperto. Per anni nel
mondo, e particolarmente in Italia, sono stati usati batteri per la terapia della
gastroenterite acuta. I cosiddetti fermenti lattici sono stati tra le piu frequenti strategie
terapeutiche utilizzate partendo dall’ipotesi del ripristino della flora intestinale
dismicrobica e 1'Organizzazione Mondiale della Sanita prospetta il ricorso all'uso
terapeutico di batteri per superare i crescenti problemi legati al diffondersi delle resistenze
agli antibiotici nei batteri patogeni (Guarino e Bruzzese, 2001).

Un numero sempre crescente di studi ha messo in evidenza che i batteri probiotici
sono in grado di influenzare positivamente lo stato di salute, grazie alle numerose attivita
da loro svolte, in particolare: il mantenimento di un giusto equilibrio nella microflora
intestinale, la protezione contro patogeni intestinali e la modulazione della risposta
immunitaria che sembrano portare ad un miglioramento nelle allergie alimentari, disturbi
autoimmuni, eczema atopico, diarrea del viaggiatore, infezioni da Candida (figura 1)
(Fuller 1989; Ballongue 1993; Sanders, 1993; Hilton et al., 1995; Salminen et al., 1996;
Majamaa et al., 1997; Walker e Dufty 1998; Kalliomaki et al., 2001).

Gli effetti positivi legati all'utilizzo dei probiotici concretamente dimostrati sono
sostanzialmente riconducibili alla prevenzione ed al trattamento di diarree e gastro-
enteriti causate da rotavirus e nella riduzione degli effetti collaterali legati all'uso degli
antibiotici, che si prestano a molte considerazioni critiche (Arvola et al., 1999; Vanderhoof
et al., 1999; Guandalini et al., 2000; Szajewska et al., 2001).

Alcuni autori hanno usato il L. casei GG aaggiunto allo yogurt, per curare la diarrea

associata al trattamento da antibiotici, la cui somministrazione, come e noto, puo portare
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ad uno squilibrio microbico con netta riduzione della flora intestinale “benefica”,
principale responsabile della resistenza verso la colonizzazione dei patogeni. I risultati di
questo studio hanno mostrato che il gruppo che ha ricevuto il probiotico insieme
all’antibiotico ha mostrato minor diarrea rispetto agli individui che hanno consumato solo
yogurt pastorizzato come controllo (Siitonen et al., 1990).

Studi sperimentali hanno dimostrato che alcuni ceppi di LAB possono prevenire o
diminuire disordini della permeabilita intestinale. E stato, infatti, visto che 1'esposizione
prolungata a latte vaccino induceva un aumento della permeabilita intestinale in ratti allo
svezzamento, che veniva soppressa quando insieme al latte veniva somministrato L. casei
GG. Questi studi dimostrano che la stabilizzazione e la funzionalita della barriera
intestinale puo essere migliorata dalla presenza nel lume intestinale di alcuni ceppi di LAB
(Isolauri et al., 1993).

Numerosi studi suggeriscono inoltre, che "utilizzo dei probiotici puo avere benefici
effetti nel trattamento di malattie infiammatorie dell’intestino (morbo di Crohn e Colite
ulcerative); della sindrome del colon irritabile; della carie dentali e delle infezioni da
Helicobacter pilori (Aiba et al., 1998; Gorbach, 2002). L’incidenza del morbo di Crohn, della
colite ulcerosa e della sindrome infiammatoria intestinale, € in continuo aumento nei Paesi
industrializzati. I cambiamenti nello stile di vita, inclusa una maggiore igiene e una
riduzione nel consumo di cibi contenenti fermenti batterici, possono alterare il giusto
equilibrio microbico necessario per lo sviluppo di un corretto sistema immunitario
intestinale (Shanahan, 2004). Cio puo portare alla comparsa di reazioni immunitarie verso
la flora batterica intestinale, che si ritengono essere il primo passo che conduce allo
sviluppo della sindrome infiammatoria intestinale e di altri disordini legati ad una errata
risposta immunitaria.

Tra i diversi effetti benefici esercitati dai probiotici, molto importante e la loro
capacita di interagire con il sistema immunitario (Salminen et al. 1998). Vi sono numerose
evidenze che suggeriscono un’azione stimolante dei batteri acido lattici sulla risposta
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immunitaria sia innata sia acquisita, sulla funzione linfocitaria, sulla produzione di
anticorpi e della citochine (Perdigon et al. 1991; Matsuzaki et al., 1998; Pessi et al. 2000).

Numerosi studi hanno evidenziato che il trattamento con alcuni ceppi di probiotici
e in grado di potenziare la risposta immunitaria antigene-specifica nei confronti di
infezioni naturali e immunizzazioni. L’effetto si esplica essenzialmente sulla produzione
di IgA a livello delle mucose (Perdigon et al., 1991). L’aumento della produzione di
immunoglobuline da parte dei probiotici e stato osservato, oltre che nei topi anche
nell'uomo (Tejada-Simon et al., 1999).

Dalle molteplici funzioni ascrivibili ai probiotici si puo facilmente intuire come sia
vasta la loro possibilita di utilizzo clinico, anche se non tutte sono supportate da evidenze
scientifiche (figura 2). L’efficacia dell'utilizzo dei probiotici varia a seconda della patologia
considerata, e per alcune condizioni patologiche il trattamento con probiotici va

considerato un coadiuvante ad altre terapie.
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Gastroenteriti
= CERTA

Infezioni
respiratorie =
possibile

Allergie =
probabile

Malattie
inflammatorie S B b
croniche PROBIOTICI

intestinali = pylori = dubbia

possibile

Infezioni
dellevie
urinarie =
dubbia

HIV = dubbia

Connetiviti =
dubbia

Figura 2. Indicazioni all’'uso dei probiotici in relazione alle dimostrazioni di efficacia

(Guarino e Bruzzese, 2001).
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3.3. USO DEI PROBIOTICI IN CAMPO ZOOTECNICO

L"uso dei probiotici in alimentazione differisce a seconda che essi siano applicati in
campo umano o animale, cosi come anche i microrganismi usati come additivi alimentari

sono di origine microbica differente, come evidenziato nella tabella 4 (Simon, 2005):

Tabella 4. Probiotici in nutrizione umana e animale (Simon, 2005).

Nutrizione umana Nutrizione animale
Obiettivo Effetti a lungo termine Risposta rapida
Efficacia Difficile da valutare Facile da valutare
Modalita di Insieme ad una piccola Come additivo miscelato
somministrazione porzione di alimento agli alimenti
Frequenza di Una volta al giorno o di ,
e . .\ & 10 — 20 volte al giorno
somministrazione piu?
Microrganismi piu frequenti , Enterococcus faecium
& p d Lactobacillus spp. . f
o . Bacillus spp.
Bifidobacterium spp.
Saccharomyces
Enterococcus spp. iy
cerevisiae
Habitat naturale o Tratto digestivo
Tratto digestivo Suolo
Prodotti a base di latte
Frutta

I probiotici sono preparazioni selezionate di microrganismi in grado di replicarsi
anche se presentati sotto forma essiccata. Sono utilizzati come adiuvanti alimentari per
facilitare la digestione, per incrementare le produzioni e per prevenire le sindromi
enteriche nei giovani animali. Di uso frequente sono: i LAB (acidophilus e bulgaricus), gli
streptococchi (lactis o faecium), i bacilli (subtilis o cerens) e, negli erbivori, i lieviti
(Saccharomyces cerevisiae). Il loro impiego nell'alimentazione animale e indicato per favorire
l'attivita della microflora dell'apparato digerente limitandone gli effetti negativi senza la
necessita di ricorrere all'uso degli antibiotici che si prestano a molte considerazioni

critiche.
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Negli anni passati sono stati diffusamente impiegati, negli allevamenti zootecnici,
additivi alimentari a base di antibiotici definiti “promotori della crescita” che,
somministrati a dosi subterapeutiche, hanno portato ad una serie di effetti benefici sulla
salute e sulle prestazioni degli animali in allevamento, quali la riduzione della frequenza
della diarrea dovuta alla loro influenza sulla microflora e sull’ambiente del tratto digestivo
(Simon, 2005), 'aumento dell’efficienza di conversione alimentare e, di conseguenza,
riduzione dei costi complessivi di produzione.

L’uso di antibiotici come additivi alimentari e stato lanciato intorno al 1950 per il
loro effetto sul controllo di patologie di tipo infettivo (Xi-Yang Wu, 2006) e sul
miglioramento della crescita e della conversione alimentare degli animali (dimostrando di
migliorare del 3 — 5% l'incremento di peso degli animali) (Krehbiel et al., 2003). Tuttavia, in
seguito sono emersi gli effetti dannosi secondari dell'uso degli antibiotici quali promotori
della crescita, come messo in evidenza da:

- induzione della diarrea negli animali;

- aumento dei patogeni antibiotico — resistenti;

- aumento della colonizzazione dell'intestino dei polli da parte delle
Salmonelle;

- acquisizione dei geni della resistenza agli antibiotici da parte di alcuni batteri
patogeni per 'uomo (Barton, 1998);

- possibile problema di salute pubblica in relazione all’aumento degli
antibiotici presenti nella catena alimentare (Xi-Yang Wu, 2006).

Nel 1969, in virtu dei problemi emersi, la Swann Committee ha richiesto di
restringere 1'uso degli antibiotici negli alimenti per gli animali a quelli non usati a scopi
terapeutici; in seguito a questa decisione e alla presa di coscienza dell’insorgenza di effetti
collaterali, € aumentata la pressione internazionale per ridurre 1'uso degli antibiotici anche
attraverso una legislazione che ne regolamentasse 1'impiego. La crescente preoccupazione,
peraltro ampiamente documentata, che 1'uso prolungato degli antibiotici contribuisse ad
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incrementare la resistenza dei batteri, ha portato 'Unione Europea a decidere di bandire
I'uso degli antibiotici come additivi alimentari per gli allevamenti zootecnici a partire dal
1° Gennaio 2006 (Commission Regulation EC No 2200/2001). Di conseguenza, sono state
avviate numerose ricerche per trovare altre sostanze in grado di modificare I'ecosistema
intestinale e avere effetti benefici sugli animali.

Fra le cosiddette “alternative agli antibiotici” sono stati proposti acidi organici, oli
essenziali, prebiotici, probiotici, additivi microbici alimentari (Simon, 2005). Proprio su
questi ultimi si e concentrato un nascente interesse che ne ha favorito la diffusione e
I'impiego nelle aziende zootecniche allo scopo di migliorare la salute e il rendimento dei
ruminanti allevati (Kumagai et al., 2004).

I concetto di probiotico e stato applicato oltre che all'uomo, anche all’alimentazione
animale in modo particolare nel corso degli ultimi decenni (Simon, 2005) e si basa sui
potenziali effetti sia a livello ruminale, con il controllo dei fenomeni di acidosi, sia
postruminale, attraverso il miglioramento della colonizzazione della microflora intestinale
benefica (Fuller, 1999) e la riduzione o l'eliminazione degli agenti patogeni enterici dal
tratto intestinale (Ohya et al., 2001).

Oltre a probiotici, in particolare LAB, anche alcuni funghi e alcuni ceppi di lievito
sono stati indicati per la loro influenza positiva sulla fermentazione microbica ruminale e
sulle performance dei ruminanti grazie all’apporto di sostanze nutritive importanti, come
vitamine, amminoacidi essenziali, fattori di crescita.

Tra questi, Saccharomyces cerevisiae efo Aspergillus oryzae hanno avuto effetti sulla
digestione della fibra attraverso i cambiamenti nella microflora ruminale (Gomez-Alarcon
et al., 1991; Varel e Kreikemeier, 1993).

Tuttavia, sono disponibili informazioni limitate che documentano gli effetti dei
probiotici sulle prestazioni dei ruminanti ed i risultati delle prove condotte fino ad ora
(Martin e Nisbet 1992), sono contraddittorie e variabili per una serie di fattori, tra cui
un’elevata variabilita nella risposta degli animali al tipo di additivo probiotico, che
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possono influire sulla risposta al trattamento (Fuller, 1992). Non esiste, poi, un rapporto
ben definito tra dose somministrata e risposta dell’animale, ma piuttosto si parla di
concentrazione raccomandata che e approssimativamente di 10° U.F.C. (unita formanti
colonie) per kg di alimento.

L’azione dei probiotici si basa essenzialmente sulla modificazione della popolazione
batterica intestinale e la loro efficacia dipende da fattori tra i quali il tipo di probiotico
impiegato, le quantita, le condizioni dell’allevamento e quelle del singolo animale. Di
conseguenza, ¢ comprensibile 1'elevata variabilita della risposta al loro impiego (Simon,
2005).

v Tipo di organismo utilizzato. Mentre e forse evidente che risultati ottenuti
con due differenti specie di microrganismi non possono essere confrontati, spesso non si
considera che e possibile, per due differenti ceppi della stessa specie, dare risultati
differenti. Quindi, anche se due probiotici contengono, ad esempio, L. acidophilus i due
ceppi usati possono differire in qualche aspetto apparentemente secondario che puo
invece influire significativamente sulla risposta al trattamento. E noto, ad esempio, che la
capacita di aderire all’epitelio intestinale dell’ospite e specifica per ogni ceppo, nel senso
che un L. acidophilus isolato dall’intestino del pollo, non puo aderire all’epitelio del suino.
Anche altri fattori che permettono la colonizzazione dell’intestino dell’animale ospite,
quali la resistenza all’acidita e la tolleranza alla bile possono variare all'interno della stessa
specie. Conoscere le caratteristiche dei ceppi probiotici da utilizzare e, dunque, importante
per determinarne la risposta al loro impiego, giacché la variabilita si potra riflettere
sull’effetto ottenuto (Fuller, 1992).

v Metodo di produzione. Anche il metodo di produzione di un prodotto
probiotico puo influire sul risultato finale, anche se i ceppi di partenza sono uguali, come
messo in evidenza da Lauland (1994). Sono state rilevate da Ushe e Nagy (1985), ad
esempio, delle differenze tra I'impiego di probiotici in polvere o in sospensione liquida.
Tuttavia, cio che non e evidente sono i cambiamenti che possono essere indotti dal mezzo
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nel quale il probiotico e cresciuto e si e sviluppato. Per esempio, la fonte di carboidrati nel
terreno di crescita puo influenzare la capacita di aderire all’epitelio intestinale che,
peraltro, puo cambiare anche durante il ciclo di sviluppo (Fuller, 1975).

v Metodo di somministrazione. Il probiotico pud essere somministrato
all’animale in vari modi: in polvere, in tavolette, in sospensione liquida, in capsule, pasta o
spray. Inoltre, la quantita e l'intervallo di somministrazione puo variare secondo le
necessita; ad esempio, si puo somministrare una sola volta o periodicamente ad intervalli
giornalieri o settimanali. Sono poche le notizie circa la dose minima richiesta per ottenere
un certo effetto probiotico; da prove condotte su ratti, suini e uomo e stato, pero, osservato
che l'effetto cessa nei periodi successivi alla somministrazione (Cole e Fuller, 1984; Goldin
e Gorbach, 1984). Quindi, sembra che molto probabilmente 1'effetto ottenuto e influenzato
dalla quantita e dalla frequenza della somministrazione (Fuller, 1992).

v Variabilita nella preparazione. Le preparazioni probiotiche non sempre
contengono il numero di microrganismi vitali dichiarati nel cartellino. Alcuni risultati
negativi riportati da studi pubblicati potrebbero essere ricondotti al numero insufficiente
di cellule vitali presenti nel preparato probiotico utilizzato. In un’indagine condotta da
Gilliland (1981) su 15 preparati probiotici disponibili in commercio, € emerso che il
numero di cellule vitali varia notevolmente tra le preparazioni controllate e, addirittura,
tre di esse non contenevano LAB vitali, mentre in qualche caso erano presenti altri LAB
diversi da quelli riportati sul cartellino (Fuller, 1992).

v Condizioni dell’ospite. E ampiamente diffusa l'opinione che prima si
introduce il supplemento probiotico e piu efficace sara il suo effetto sull’ospite. Durante la
prima fase della vita in cui la microflora intestinale e in una condizione instabile, gli
organismi assunti per via orale probabilmente trovano un ambiente da colonizzare
facilmente. Nei mammiferi, inoltre, il periodo di allattamento e differente per molti aspetti
dal periodo post svezzamento e i supplementi microbici somministrati sopravvivranno o
meno a seconda se troveranno 1'ambiente adatto. Sono state, ad esempio, osservate delle
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differenze nelle risposte ai prodotti fungini somministrati a vacche in lattazione e non.
Ancora, mentre i LAB possono essere molto efficaci nei vitelli, essi sono di uso limitato nei
ruminanti adulti dove sono invece molto efficaci gli additivi microbici alimentari (Fuller,
1992).

v Condizioni della microflora intestinale. L’intestino e la microflora
intestinale rappresentano un complesso ecosistema nel quale diversi fattori ne influenzano
la composizione. Il concetto di esclusione competitiva, che rappresenta il piu importante
meccanismo d’azione dei probiotici, da un punto di vista microbiologico implica la
prevenzione della colonizzazione di un microrganismo in un ambiente perché questo
ambiente e gia occupato da un microrganismo competitivo meglio adattato vivere in esso.
Una buona conoscenza della composizione dell’ecosistema microbico intestinale e dei suoi
meccanismi di controllo (tabella 5), € necessaria per migliorare l'efficienza duso delle
colture probiotiche commerciali da applicare in produzione animale (Piva e Belladonna,

1993).
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Tabella 5. Meccanismi di regolazione che incidono sulla composizione della flora
microbica intestinale (Spring, 1996).

Meccanismi di regolazione Fattori di controllo

Utilizzazione dei nutrienti ~ Competizione per i nutrienti o i fattori di crescita
Utilizzazione sinergica dei nutrienti

Adesione Competizione per i siti recettori
Stimolazione del turnover delle cellule
dell’epitelio intestinale

Creazione di un ambiente pH

restrittivo Produzione di acido lattico
Produzione di AGV
H-S
Eh

Resistenza ai sali biliari
Induzione di processi immunologici

Produzione di sostanze NHs
antimicrobiche H20»
Emolisina

Enzimi batterici
Batteriofagi
Batteriocine
Antibiotici
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3.3.1. APPLICAZIONE DEI PROBIOTICI NEL VITELLO

Il vitello, nelle prime settimane di vita, e soggetto a dismicrobismi gastro-intestinali;
si tratta, in generale, di alterazioni dell’equilibrio microbico, con incremento del numero di
germi putrefattivi e/o patogeni e conseguente sviluppo di condizioni patologiche
clinicamente evidenti (diarrea), o di condizioni sub-cliniche (evidenziate da scarso

accrescimento) (Villa e Giardini, 2007).

Tabella 6. Schema generale della successione microbica nel tratto gastroenterico nei
mammiferi (Villa e Giardini, 2007).

Fase Evoluzione

Nascita Tratto gastroenterico sterile

Poche ore dopo Presenza iniziale di una microflora in gran parte anaerobia facoltativa
la nascita o aerotollerante, di origine in parte materna (vaginale, fecale e dei
capezzoli), in parte ambientale

Inizio Il consumo di alimenti solidi (inizio dello slattamento) favorisce la
svezzamento microflora strettamente anaerobia, che tuttavia raggiunge livelli di
dominanza solo nel rumine o nel grosso intestino

Animale La stabilita del microbiota gastroenterico si verifica solo a svezzamento
svezzato concluso. La flora strettamente anaerobia e ampiamente dominante,
superando di 100-1000 volte quella facoltativa.

Queste condizioni dismicrobiche (“disbiosi”) si ripercuotono negativamente sulla
funzionalita digestiva, sulla vitalita, sulla produttivita e sulla sicurezza sanitaria delle
carni macellate. Le cause delle disbiosi gastroenteriche sono tipicamente correlate alle
condizioni di alimentazione e di allevamento, ma anche agli stessi trattamenti antibiotici

(Villa e Giardini, 2007).

Tabella 7. Incidenza malattie infettive dei vitelli dalla nascita allo svezzamento (Succi,
1990).

Agente Eta Infezioni

] ] . Broncopolmoniti Diarree Artriti
Patogeno Vitelli Generalizzate P
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E. coli 12 sett. ++ + +++ +
Pneumococchi 12 — 62 sett. +++ + + +
Pasteurelle 12 — 7asett + +++ + +
Piogeni dalla 22 sett. + + + +
Salmonella dalla 22 sett. ++ + it +

Occorre ribadire che alla nascita il vitello e separato dalla vacca e questo impedisce
il completo passaggio della microflora protettiva materna (LAB) al redo: questa e la prima

ragione per somministrare i LAB probiotici
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4, MICRORGANISMI SPERIMENTATI

In termini generali, i prodotti utilizzati come integratori nelle diete dei ruminanti
sono riferibili a tre tipologie di additivi: quelli che contengono lieviti “vivi”, quelli che
includono colture spente e gli estratti della loro fermentazione e quelli che racchiudono i
prodotti finali della fermentazione di un fungo filamentoso e anche in questo caso
normalmente privi di cellule vive.

In accordo con la direttiva CEE 70/524, e stato autorizzato l'impiego di nuovi
additivi per i ruminanti. Questi microrganismi appartengono a ceppi differenti Bacillus
cereus, Bacillus cereus toyoi, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus  farciminis, Pediococcus acidilactici e Saccharomyces cerevisize che hanno
dimostrato avere effetti positivi in specie diverse come, ad esempio, polli, vitelli, bovini da
carne, vacche da latte, suini e conigli.

Gli effetti generalmente osservati in nutrizione animale sono riconducibili
essenzialmente ad aumento della produttivita e miglioramento delle condizioni sanitarie
che possono essere spiegati con un insieme di modi di azione dei probiotici e degli additivi

microbici (Breul, 1998).

4.1. ENTEROCOCCUS FAECIUM

Il genere Enterococcus appartiene ad un gruppo di microrganismi conosciuti come
batteri lattici (LAB). Gli Enterococchi sono Gram - positivi, non sporigeni, anaerobi
facoltativi, che si ritrovano singoli, a coppia (diplococchi) o a catena e sono difficili da
distinguere dagli Streptococchi sulla base delle sole caratteristiche fisiche. I batteri che
producono acido lattico appartengono a diversi generi e per questo vengono definiti

proprio in base al loro metabolismo: i batteri lattici sono un gruppo di microrganismi che
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produce acido lattico come principale prodotto della fermentazione dei carboidrati
(Teuber in Biological Fundamentals, 1993). Sono privi di catalasi, di nitrato riduttasi e di
citocromo ossidasi, infatti non hanno catena respiratoria e il loro metabolismo &, come gia
detto, fermentativo. Si possono definire quindi microrganismi eterotrofi e
chemiorganotrofi, che si sono adattati a vivere su substrati complessi e che necessitano
non solo di carboidrati come fonte di energia, ma anche di aminoacidi, nucleotidi e
vitamine (Kandler e Weiss in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1986).

I membri di tale genere erano classificati come Streptococco del Gruppo D fino al
1984 quando I'analisi genomica del DNA indico che era appropriata una classificazione di
genere separata (Schleifer e Kilpper-Balz, 1984).

Dal punto di vista tassonomico, infatti, il genere Enterococcus e stato revisionato
diverse volte (Schleifer e Kilpper-Balz, 1987; Devriese et al., 1991). Nel 1984, studi
sull’ibridazione del DNA e sul sequenziamento del’RNA hanno messo in evidenza che le
specie di Streptococcus faecium e S. faecalis sono sufficientemente distinte dagli altri
streptococchi e Schleifer e Kilpper-Balz (1987) hanno proposto il loro trasferimento nel
genere Enterococcus, quindi 28 specie sono state aggiunte al genere sulla base i evidenze

tilogenetiche. Comunque, in futuro, si potranno avere ulteriori riclassificazioni.

Figura 3. Colonia di Enterococchi

Classificazione scientifica
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Regno Bacteria
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli

Ordine Lactobacillales
Famiglia Enterococcaceae
Genere Enterococcus

Gli Enterococchi crescono ad una temperatura ottimale di 35°C, sebbene molte
specie possono crescere in un range di temperatura che va da 10 a 45°C. in presenza di
6.5% NaCl, a pH 9.6 e sopravvivono a riscaldamento a 60°C per 30 min (Foulquié Moreno
et al., 2006). Tollerano bene un’elevata acidita, dato che alcune specie continuano a crescere
fino a circa pH 3. Due specie sono comuni organismi commensali dell'intestino umano:
Enterococcus faecalis ed Enterococcus faecium.

Molte specie di Enterococchi possono idrolizzare 1’esculina in presenza del 40% di
sali di bile.

Studi sulla microfloradei formaggi tradizionali dei paesi del Mediterraneo hanno
messo in evidenza che gli Enterococchi giocano un importante ruolo nella loro
stagionatura, probabilmente attraverso i fenomeni di lipolisi, proteolisi e decomposizione
del citrato, contribuendo in tal modo alle caratteristiche organolettiche del prodotto finale
(Coppola et al., 1990; Litopoulou-Tzanetaki e Tzanetakis, 1992; Ledda et al., 1994; Giraffa et
al., 1997; Manolopoulou et al., 2003). Essi sono anche presenti in prodotti come, ad esempio
salsicce (Franz et al., 1999a; Giraffa, 2002; Franz et al., 2003; Hugas et al., 2003) ed olive
(Fernandez-Diaz, 1983; Franz et al., 1996, 1999a; Floriano et al., 1998; Ben Omar et al., 2004).

Gli Enterococchi sono in grado di produrre batteriocine, le cosiddette enterocine,
piccoli peptidi con attivita antimicrobica verso batteri strettamente correlati con i Gram
positivi, inclusi batteri sporigeni o patogeni, come la Listeria (De Vuyst e Vandamme,
1994). Le batteriocine prodotte dai LAB appartengono ad un vasto gruppo di piccoli
peptidi naturalmente prodotti da microrganismi, piuttosto idrofobici, sintetizzati nei
ribosomi e che variano nello spettro e nel modo d’azione, struttura e massa molecolare,
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termostabilita, range di pH di attivita (Klaenhammer, 1993; De Vuyst e Vandamme, 1994;
Nes et al., 1996; Nissen-Meyer e Nes, 1997; Moll et al., 1999; Ennahar et al., 2000; Cleveland
et al., 2001; McAuliffe et al., 2001; Riley e Wertz, 2002).

Le batteriocine prodotte dai LAB possono essere suddivise in tre classi principali in
base alla struttura e alle proprieta fisico — chimiche e strutturali, ma molte di queste non
sono state ancora purificate come nel caso delle enterocine prodotte da vari ceppi di E.
faecalis ed E. faecium.

Le enterocine, come molte batteriocine, hanno come loro bersaglio principale la
membrana citoplasmatica. Essi formano dei pori nella membrana cellulare, facendo
variare in tal modo il potenziale di membrana e/o il gradiente di pH, con il risultato di una
fuoriuscita di materiale intracellulare indispensabile (Cleveland et al., 2001). Gli
Enterococchi possiedono un ampio spettro di resistenza agli antibiotici di natura sia
intrinseca sia acquisita (Klare et al., 2001). Tuttavia, la resistenza agli antibiotici in quanto
tale, non puo spiegare la virulenza degli Enterococchi. Essi sono diffusi in molti alimenti;
sono stati, infatti, ritrovati nei prodotti a base di carne, nei latticini, nei pasti pronti ed
anche nei ceppi usati come probiotici (Franz et al., 2001; Giraffa, 2002). Per motivi di
sicurezza, quindi, sarebbe opportuno controllare I'assenza della resistenza agli antibiotici
negli Enterococchi usati come colture starter negli alimenti (Franz et al., 2001; Vancanneyt
et al., 2002; De Vuyst et al., 2003).

Studi condotti da diversi Autori riferiscono anche di alcuni streptococchi -
emolitici che inibiscono la crescita di altri batteri (Sherwood et al., 1949; Jett et al., 1994;
Haas e Gilmore, 1999).

L’impiego degli Enterococchi come probiotici resta una questione controversa. Se
da un lato i benefici probiotici di alcuni ceppi sono ben noti, I'emergenza e 1'aumento
dell’associazione degli enterococchi con alcune malattie dell'uomo e la resistenza agli
antibiotici ha suscitato preoccupazione per il loro impiego. Gli enterococchi hanno, infatti,
un alto potenziale di rischio e sono ritenuti responsabili di importanti infezioni
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nosocomiali (Weber e Gold, 2003); sono stati implicati in numerosi fattori di virulenza (Jett
et al., 1994), come importanti cause di endocarditi, infezioni del tratto urinario, del sistema
nervoso centrale, intraddominali e pelviche, cosi come nell’aumento della resistenza agli
antibiotici, basati sulla (-lattamina (alcune penicillinee praticamente di tutte le
cefalosporine) cosi come a molti amino glicosidi (Ryan e Ray, 2004). Negli ultimi vent'anni,
sono comparsi ceppi di Enterococcus particolarmente virulenti resistenti alla vancomicina
(Enterococco Vancomicina-resistente, o VRE) (Endtz et al., 1999; Franz et al., 1999a; Choi et
al., 2004; De Leener et al., 2005). Il timore che i geni della resistenza agli antimicrobici o i
geni che codificano per i fattori di virulenza possono essere trasferiti in altri batteri nel

tratto gastroinestinale, contribuisce ad alimentare questa controversia (Franz et al., 2003).
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4.2. SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Il Saccaromyces ceravisiae, comunemente conosciuto come “lievito di birra”, e un
microrganismo unicellulare in grado di adattarsi a condizioni ambientali diverse e che puo
vivere sia in aerobiosi sia in anaerobiosi (Zambonelli, 1998).

Appartiene agli Eumycota divisione Ascomiceti, ordine dei Saccaromycetales, famiglia

Saccaromycetaceae.

Classificazione scientifica

Regno Fungi

Phylum Ascomycota
Sottodivisione Saccharomycotina
Classe Saccharomycetes
Ordine Saccharomycetales
Famiglia Saccharomycetaceae
Genere Saccharomyces
Specie S. cervisiaee

Il S. cerevisiae & una specie di lievito che si riproduce per gemmazione. E forse il
lievito piti importante e il suo utilizzo e noto fin dall’antichita per la panificazione e la
produzione di birra e vino. Si pensa che sia stato isolato per la prima volta sulla superficie
di acini d’uva; &, infatti, presente nella pruina. E uno dei microrganismi eucarioti pitt
intensamente studiati in biologia cellulare e molecolare.

Il S. cerevisine ha forma dall’'ovale all’ellitico e diametro di 5-10 micrometri. Si

riproduce attraverso un processo di gemmazione. E utile nello studio del ciclo della cellula
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perché la sua coltura e molto semplice ma, come eucariote, presenta la complessita della
struttura interna di piante e animali.

I prodotti terminali del metabolismo sono sostanzialmente il biossido di carbonio e
l'etanolo. Questo e in relazione col fatto che questo lievito si trovi in presenza o meno di
ossigeno. Saccharomyces cerevisiae e infatti anaerobio facoltativo, ossia il ricavo di energia
puo essere ottenuto o tramite un processo aerobico o tramite un processo anaerobico.

In presenza di ossigeno si ha respirazione mentre in condizioni di anossia si ha
fermentazione.

In condizioni aerobiche, dove normalmente prevale la respirazione, se nel substrato
la concentrazione di zuccheri supera il 5% si ha la prevalenza dell’attivita fermentativa.
Questo fenomeno e definito effetto Crabtree. L’effetto Crabtree limita la crescita del lievito
ed e percido normalmente indesiderato. Tramite aggiunta di substrato questo effetto puo
essere minimizzato.

Il S. cerevisiae e sensibile alla pressione. Quando la pressione nei contenitori per la
lievitazione supera le 8 atmosfere, esso comincia a mostrare le sue degenerazioni. Questo
effetto viene anche utilizzato per il controllo del processo di lievitazione.

L’uso del S. cerevisiae come promotore della crescita per i ruminanti e stato riportato
per la prima volta nel 1925 da Eckles eWilliams (Wallace e Newbold, 1992).

Secondo alcuni Autori il rumine non € un mezzo adatto per la crescita dei lieviti
(Fantuz et al., 1999; Ouwehand et al., 1999). In condizioni normali, infatti, il S. cerevisiae non
puo colonizzare il tratto digerente, ma una quantita significativa di lievito ingerito (dal
17% al 34% delle cellule viventi) (Fantuz et al., 1999) puo essere ritrovata viva nelle feci
degli animali trattati, poiché sopravvive durante il passaggio nel tratto digerente
suggerendo, in tal modo, un possibile effetto nei compartimenti post-ruminali. Il S.
cerevisine scompare rapidamente dal tratto gastrointestinale quando cessa la

somministrazione. Nelle pecore (Fiems et al., 1993) e negli agnelli (Durand-Chaucheyras et
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al., 1998) e stata osservata la diminuzione del numero di cellule di lievito vitali 30 ore dopo
la sospensione del trattamento.

L’apporto di importanti sostanze nutritive quali vitamine del gruppo B, acido
glutammico ed altri amminoacidi indispensabili, nucleotidi e nucleosidi derivanti dagli
acidi nucleici, glutadione ad azione immuno-stimolante e fattori di crescita indispensabili
allo sviluppo della flora batterica e intestinale evidenzia che I'attivita di stimolo sulla
popolazione microbica non sembra essere legata all’attivita riproduttiva dei lieviti ma,
piuttosto, alla loro attivita metabolica (Cevolani, 2005). Questa e la principale differenza
con i probiotici, come i batteri lattici, per i quali I'adesione alla mucosa intestinale e
strettamente correlata con gli effetti biologici (Ouwehand et al., 1999).

Gli effetti dell’aggiunta dei lieviti sono stati studiati nei ruminanti (Williams e
Newbold, 1990; Newbold et al., 1995; Doreau e Jouany, 1998; Lesmeister et al., 2004; Stella
et al., 2007) e quindi anche su vitelli da latte preruminanti (Wagner et al., 1990; Quigley et
al., 1992; Seymour et al., 1995; Kumar et al., 1997). Essi sono generalmente riconducibili ad
aumento dell’ingestione di SS, della degradabilita della SO, della fibra e delle proteine;
aumento del numero dei batteri ruminali, in particolare di quelli cellulosolitici;
stabilizzazione del valore del pH ruminale; capacita di utilizzare 1’azoto ammoniacale in
eccesso e gli ioni idrogeno, altrimenti perduti sotto forma di metano; capacita di apportare
principi nutritivi indispensabili e fattori di crescita fondamentali per lo sviluppo della
flora batterica ruminale (Tassinari e Aretano, 2005).

L’effetto del S. cerevisiae sulla stabilizzazione del pH e generalmente associata a
diminuzione dei livelli di acido lattico nel rumine dopo il pasto (Williams et al, 1991)
conseguente alla stimolazione della crescita dei batteri utilizzatori di ac. lattico (Megasphera
elsdenii e Selenomonas ruminantium) (Girard, 1996, Mathieu et al., 1996, Chaucheyras et al.,
1997; Newbold et al., 1998; Auclair, 2000) attraverso 1’apporto di vitamine, amminoacidi,

acidi organici (Callaway e Martin, 1997).
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L’aumento del numero totale di batteri nel rumine, soprattutto cellulosolitici e in
misura minore degli utilizzatori di acido lattico (Newbold, 1998) sembra essere una delle
pit importanti risposte all’aggiunta dei lieviti (Newbold, 1996; Durand-Chaucheyras et al.,
1997), peraltro strettamente dipendente dal ceppo di lievito usato. Infatti, non tutti i ceppi
di S. cerevisize hanno le stesse proprieta. Alcuni ceppi, come S. boulardii CBS 5926,
aumentano il contenuto di vitamine e l’attivita delle disaccaridasi della mucosa, ma
riducono anche i ceppi infettivi di E. coli e Salmonella. La parete cellulare di questi lieviti
si lega in modo specifico ai batteri E. coli di tipo I dotati di fimbrie attraverso i mannani
della parete cellulare (Vanbelle, 2002).

In generale, 'aggiunta di S. cerevisiae implica cambiamenti nelle fermentazioni
ruminali, in particolare aumento dell’attivita batterica che, a sua volta, porta all’aumento
della degradabilita dei foraggi e del flusso di proteina microbica ruminale e di
amminoacidi nel piccolo intestino (Erasmus et al., 1992; Wallace e Newbold, 1992). Anche
Kumar et al. (1994) hanno evidenziato che l'aggiunta di lievito spento ad una dieta per
vitelli bufalini con un elevato livello di concentrato, aumenta la popolazione microbica e
altera le fermentazioni ruminali. Al contrario, Putnam et al. (1997) non hanno osservato
alcun effetto del lievito sul passaggio delle frazioni azotate e degli amminoacidi nel
piccolo intestino. Questo effetto sembra essere dipendente dalla dieta.

Comungque, ancora non e chiaro come, piccole quantita di lievito aggiunte alla dieta
possano stimolare la crescita della popolazione microbica ruminale (Auclair, 2000).

Tra i meccanismi proposti, e stato suggerito I'apporto di vitamine (specialmente
tiamina) che stimolano la crescita della microflora ruminale (Chaucheyras et al., 1995),
acidi carbossilici, in modo particolare acido malico che ha un importante effetto di
stimolazione sia in vitro (Nisbet e Martin, 1990) ma soprattutto in vivo (Newbold et al.,
1996).

Un altro meccanismo d’azione proposto e la rimozione dell’ossigeno che potrebbe
inibire la crescita dei batteri ruminali strettamente anaerobi (Dawson, 1993; Wallace e
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Newbold, 1993; Chaucheyras et al., 1995; Newbold et al., 1998). Piu del 99% dei batteri
ruminali sono anaerobi stretti e quindi anche quote ridotte di ossigeno che arrivano nel
rumine possono influenzare negativamente la fermentazione batterica, inibendo la crescita
e I'adesione dei batteri cellulosolitici ai substrati fibrosi. La capacita di differenti ceppi di
Saccharomyces di stimolare la crescita del numero di batteri vitali nel rumine sembra essere
in relazione con la loro abilita a ridurre la quantita di ossigeno dal fluido ruminale, tramite
I’attivita respiratoria (Newbold et al., 1996; Wallace e Newbold, 1993).

Le risposte ai trattamenti con il Saccharomyces sono state molto variabili e
probabilmente influenzate da diversi fattori, tra cui il tipo di dieta (Williams et al., 1991;
Fiems et al., 1993; Wallace e Newbold, 1993), la quantita di lievito aggiunto e il tipo di
coltura testata (Williams et al., 1991; Newman e Spring 1993; Newbold et al., 1995).

L’aggiunta di colture di lievito alla dieta per vitelli, in quantita tra 0.001% e 1.0%, ha
determinato effetti differenti a seconda dei parametri considerati; infatti, I'ingestione di SS,
I'incremento ponderale medio giornaliero, la % di giorni di diarrea, 1’ammoniaca
ruminale, la produzione di acido lattico e propionico ruminale, o sono diminuiti o non
hanno subito alcun effetto (Wagner et al., 1990; Quigley et al., 1992; Seymour et al., 1995),
mentre |'efficienza alimentare, il pH ruminale, la concentrazione totale di AGV ruminali e
la produzione di acetato e butirrato sono aumentati (Quigley et al., 1992; Kumar et al.,
1997). Williams et al. (1991) suggeriscono che 'aggiunta di lievito alla dieta per vitelli puo
aumentare la regolazione del pH ruminale attraverso la riduzione della produzione di
acido lattico. Inoltre, I’aumento della produzione di butirrato, diminuisce la produzione di
acido lattico e, di conseguenza, I'aumento del pH ruminale potrebbe influenzare lo
sviluppo del rumine del vitello neonato.

Tuttavia, gli effetti dell’aggiunta del lievito sullo sviluppo del rumine ancora non
sono ben determinati (Lesmeister et al., 2004). Ricerche condotte da vari Autori indicano

anche che il lievito spento influenza la digeribilita degli alimenti, la produzione e
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I'efficienza microbica e il flusso di amminoacidi dal duodeno (Erasmus et al., 1992;
Mutsvangwa et al., 1992; Yoon e Stern, 1996).

Come gia accennato, il S. cerevisiae esercita una funzione benefica specialmente per i
batteri cellulosolitici, cio si traduce in maggior utilizzazione della parete cellulare dei
foraggi, ed in un aumentata produzione di acido acetico, precursore nella sintesi di grasso
nel latte (Piva et al.,1989).

I lieviti vivi, inoltre, ridurrebbero la produzione di metano ed i rischi di acidosi
(sono in grado di incorporare frammenti di amido) nonché la concentrazione ammoniacale
del rumine attraverso uno stimolo delle sintesi microbiche. In tal modo si spiegano sia la
riduzione di urea nel latte, sia 'aumento delle quantita di caseina prodotta giornalmente.
Essi, inoltre, sono in grado anche di stimolare 1'ingestione degli alimenti, grazie all’azione
aromatizzante di alcuni componenti cellulari quali acidi nucleici e derivati e dell’acido
glutammico. Per questo motivo 'addizione di lieviti consente di riequilibrare, in molti
casi, situazioni di stress, da elevata temperatura ambientale, da parto, da trasporto ecc. che

comportano perdita di appetito (Piva et al., 1989).

Dott. Maria Luisa Varricchio

72



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

4.3. ASPERGILLUS ORYZAE

Tutti gli Aspergilli sono saprofiti diffusi in ogni ambiente tanto da risultare fra i piu
comuni contaminanti delle colture microbiche.

La relativa rarita dell'infezione nell'uomo e giustificata dal carattere tipicamente
opportunistico della malattia.

Gli Aspergillus sono caratterizzati dalla loro particolare modalita di riproduzione
conidiale: presenza di un conidioforo (detto anche stipe terminante con un rigonfiamento
denominato vescicola; su quest’ultima si formano le fialidi, o direttamente o attraverso
una serie di corte cellule sterili dette metulae (Sterigmates); ogni fialide produce una
catena di spore ramificate; 1'insieme della vescicola, delle fialidi e delle spore prende il
nome di testa aspergillare.

Anche se la maggior parte degli aspergilli non presenta la forma di riproduzione
sessuale, alcuni di essi sono in grado di produrre delle formazioni sessuate dette
cleistoteche contenenti degli aschi ad 8 ascospore.

Nel genere e incluso un gran numero di specie (185), raccolte in ben 18 gruppi, la

cui chiave analitica di identificazione sfrutta caratteristiche colturali diverse.

Classificazione scientifica

Regno Fungi

Phylum Ascomycota
Ordine Eurotiales
Famiglia Trichocomaceae
Genere Aspergillus
Specie A. oryzae

Gli Aspergilli sono delle muffe ubiquitarie presenti nell’ambiente.
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Vivono a spese della materia organica in decomposizione e si sviluppano dentro ai
silos, al compost, alle balle di fieno ma anche nei cereali e su diverse piante. Alcune specie
termotolleranti si riscontrano piu frequentemente nelle regioni tropicali.

Le spore hanno un tallo e una morfologia (tonde, rugose da 2 a 3 em di diametro )
tali da favorire sia la loro disseminazione, poiché minore e l'attrito con i movimenti
dell’aria, sia il loro passaggio attraverso il tratto respiratorio fino agli alveoli polmonari,
dove possono provocare micosi primarie, particolarmente in individui immunodepressi o
compromessi.

I ceppi riconosciuti patogeni sono oggi circa una ventina ed appartengono per oltre
i1 90% alla specie A. fumigatus, in ragione della sua termotolleranza a 37 °C.

L’incidenza dell’aspergillosi invasiva e incrementata drammaticamente nell’ultimo
ventennio: 1'esame delle autopsie ha rivelato un aumento dallo 0,4% degli anni 70 al 4 %
degli anni “80.

Un recente studio di laboratorio ha mostrato un’incidenza dell’aspergillosi invasiva
di 12,4 casi per milione in un anno.

Nonostante tutti gli sforzi diagnostici e terapeutici 1'aspegillosi invasiva e di esito
spesso fatale: I'intervallo di mortalita va dal 50 al 100 % nei casi studiati.

Quindi le misure preventive rivestono un ruolo di importanza primaria nel
controllo di questa patologia e richiedono una piena conoscenza dell’epidemiologia di
questa malattia devastante.

E" certo che anche l'aria, cosi come l'acqua, giochino un ruolo -cruciale
nell’incremento dell’incidenza: le spore rilasciate nell’ambiente possono rimanere in
sospensione per lunghi periodi, contaminando tutto cio che ne viene a contatto. E’ stato
ipotizzato che l'inalazione del pulviscolo atmosferico contenente spore di Aspergillus, sia
direttamente che indirettamente attraverso la colonizzazione nasofarigea, e la causa
principale delle infezioni polmonari nei pazienti immunocompromessi o neutropenici, che
hanno un’alta probabilita di sviluppare l’aspergillosi invasiva. Le spore delle specie
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patogene piu comuni di Aspergillus appartengono alle specie A fumigatus, A. flavus ed A.
terreus con un diametro che va dai 2 ai 5 om.

Negli ultimi anni il ruolo patogeno di alcuni Aspergilli e aumentato notevolmente,
sia nei pazienti “a rischio”: leucemici, trapiantati d’organo, immunodepressi e sottoposti a
terapie immunosoppressive; sia in soggetti sensibilizzati alle spore. Non trascurabile
risulta anche il ruolo patogeno esercitato dalle micotossine prodotte da questo micete.

Le aflatossine sono delle sostanze che agiscono legandosi al DNA ed impedendo di
conseguenza tutte le sintesi macromolecolari. Hanno anche azione cancerogena. Sono
responsabili di intossicazioni di vari animali domestici, nutriti con alimenti nei quali si sia
moltiplicato il micete produttore di aflatossine. Tracce di aflatossina sono state ritrovate
nel latte e nei latticini ottenuti da bovini alimentati con foraggi contaminati, per cui non e
esclusa la possibilita di intossicazioni alimentari umane.

Le aflatossine conferiscono alla muffa che le produce un vantaggio competitivo nei
confronti di altre muffe o dei batteri. Sono associate alle spore della muffa ma anche al suo
corpo (micelio) ed al substrato sul quale la muffa produttrice di tossine si e sviluppata,
esercitando il loro effetto tossico indipendentemente dal grado di vitalita della struttura
(spora o micelio) che le contiene.

Possono esercitare effetti sulla salute umana ed in particolare a carico del fegato, del
rene e del sistema nervoso a seguito di esposizione per ingestione (apparato digerente),
contatto cutaneo (pelle) ed inalazione (vie respiratorie). Entrano nelle vie respiratorie
dell'uomo in forma di aerosol e cio si verifica quando le spore, o le altre strutture che
possono contenerle, vengono disperse nell'aria.

Fra i fattori di virulenza un ruolo importante e svolto in molti casi dalle stesse
dimensioni del tallo fungino, che sono spesso maggiori di quelle delle cellule fagocitarie,
dei leucociti neutrofili in particolare.

In molti altri casi, le dimensioni della spora e del tubulo germinativo iniziale non
sono cosl grandi da impedirne la fagocitosi, ma l’energia meccanica del conidio in
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germinazione risulta pero tale da spingere l'ifa in accrescimento al di fuori del fagocita,
perforandone la parete. L’abituale accumulo di cellule fagocitarie (granulociti neutrofili e
macrofagi) attorno alle ife in accrescimento non riesce percio a distruggerle o a
circoscrivene durevolmente la diffusione.

Un altro prodotto microbico studiato per migliorare la produttivita dei ruminanti
attraverso la modulazione della funzione ruminale simile a quella determinata dai lieviti, e
un terreno di coltura esaurito dalla crescita di Aspergillus spp. (Varel e Kreikemeier, 1993;
Yoon e Stern, 1996). Come possibile meccanismo d’azione e ipotizzata la permanenza nel
terreno di enzimi extracellulari.

Gli incrementi di peso, la produzione di latte la digeribilita dei nutrienti sono
influenzati dai differenti meccanismi d’azione dei funghi e delle colture fungine

Come affermato dallo SCAN (2000) per gli animali monogastrici, anche i risultati
ottenuti con lieviti ed Aspergillus spp. nei ruminanti sono variabili ed imprevedibili. Le
risposte della produzione all'impiego di lieviti e derivati di Aspergillus sono generalmente
piu elevate all'inizio piuttosto che a meta o alla fine della lattazione delle bovine da latte
(Vanbelle, 2002).

L'estratto di Aspergillus oryzae e un prodotto costituito dai metaboliti secreti dal
microrganismo fungino dopo un processo di fermentazione multifase. Dopo la
fermentazione si provvede ad una stabilizzazione e concentrazione dei metaboliti e dei
fattori di crescita prodotti dal fungo stesso seguiti da una fase di devitalizzazione del
micelio tramite trattamento termico.

Il prodotto presenta una composizione ricca di enzimi (£8-glucanasi, amilasi acido
resistente, a-amilasi, f3-galattosidasi, glucoamilasi, lipasi) incorpati in genere su un
supporto vegetale.

Gli effetti dell'impiego dell’estratto di Aspergillus oryzae nei ruminanti possono
essere ascrivibili a: aumentata attivita da parte dei batteri fibrolitici ruminali; maggiore
stabilita del pH ruminale; riduzione dell'incidenza dei fenomeni legati allo stress da caldo;
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aumento del turn-over dell’acido lattico ruminale (migliore conversione lattato-AGV)
(Adams et al., 1981; Judkins e Stobart, 1988).

Questi effetti sono dovuti ad una migliore utilizzazione della fibra per il suo
contenuto enzimatico (ed in particolare nelle esterasi di cui il prodotto e ricco) ed alla
possibilita di poter aumentare la concentrazione energetica della dieta, soprattutto durante
la stagione estiva quando si assiste ad un calo dell'assunzione volontaria di alimento
(Beharka e Nagaraja, 1998).

L’estratto di A.oryzae e in grado di migliorare l'attivita microbica ruminale
prevenendo l'accumulo di un eccesso di acido lattico nelle bovine alimentate con diete
ricche in concentrati, in quanto i metaboliti dell” A.oryzae, sono in grado di stimolare
I'assorbimento di acido lattico da parte degli utilizzatori ruminali di lattato Selemonas
ruminantium (Nisbet e Martin, 1990; Beharka e Nagaraja, 1998) e Megasphaera elsdenii
(Waldrip e Martin, 1993; Beharka e Nagaraja, 1998) fornendo loro una fonte di acido
malico.

Le ricerche sugli effetti dell’A. oryzae sul rapporto acetato/propinato prodotto da
colture miste di microrganismi ruminali sono state inconsistenti (Wiedmeier et al., 1987;
Frumbholtz et al., 1989), mentre manca un numero sufficiente di ricerche sugli effetti dell’A.
oryzae sulla crescita dei batteri ruminali e dei loro prodotti di fermentazione (Beharka e
Nagaraja, 1998).

Il principale obiettivo legato all'impiego dell’A. oryzae e stato quello di valutare
I'effetto sulle performance produttive delle bovine. A tal scopo, Ominski ef al. (2003) hanno
provato a valutare gli effetti della somministrazione del prodotto (3 g/d) sulle performance
produttive di bovine sottoposte a un periodo di stress da caldo. I risultati della ricerca
condotta da Ominski et al. (2003) hanno mostrato un aumento dell’assunzione volontaria
di alimento e della produzione di latte oltre ad un miglioramento delle caratteristiche
qualitative del latte stesso legate ad un maggior contenuto in grassi e proteine e ad una
riduzione della concentrazione di cellule somatiche. Tali risultati sono equiparabili con
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quanto osservato da Higginbotham et al. (2004), che hanno registrato un aumento
significativo della percentuale di grasso e proteine nel latte delle bovine alimentate con
una dieta cui era stato aggiunto un estratto di A. oryzae in ragione di 5 g/d.

L’aggiunta di grassi alla dieta delle bovine, come noto, costituisce un’abile strategia
per aumentare la concentrazione energetica della razione. D’altro canto, pero, I'attivita dei
batteri cellulosolitici e fortemente depressa dalla presenza di grassi liberi, che determinano
una riduzione della degradabilita della fibra. E’ stato osservato che, invece, la
degradabilita della fibra e aumentata dall’aggiunta dell’estratto di A. oryzae. Bertrand e
Grimes (1997) hanno osservato, infatti, un aumento della digeribilita della sostanza secca,
della fibra e degli acidi grassi della dieta delle bovine integrate con A. oryzae. rendendo, in
tal modo, possibile poter includere nella dieta una maggiore percentuale di grassi. Questi
dati sono avvalorati da ricerche condotte da Yu et al (1997), che hanno osservato una
riduzione della temperatura rettale durante le ore calde della giornata nelle bovine che
assumevano l'estratto di A. oryzae. Questo dato era gia stato osservato precedentemente da
altri Autori (Huber et al., 1985; Marcus et al., 1986; Gomez-Alarcorn et al., 1990;

Higginbotham et al., 1994).
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5. SCOPO DELL'INDAGINE

Scopo della ricerca e stato quello di valutare I'effetto dell'impiego di diversi tipi di
prodotti microbici su incremento ponderale, faecal score e digeribilita in vivo di vitelli
bufalini durante il periodo di alimentazione lattea.

La ricerca si e articolata su due linee:

1. utilizzo dell’Enterococcus faecium (SF 68 — NCIMB 10415), microrganismo
presente nell’intestino di uomo e animale in grado di resistere all’acidita gastrica e che,
pertanto, puo essere utilizzato come probiotico;

2. utilizzo dell’estratto secco di Aspergillus oryzae e di Saccharomyces cerevisiae, due
prodotti microbici che apportando sostanze nutritive, quali amminoacidi, acidi nucleici,
vitamine del gruppo B, possono migliorare la funzionalita ruminale ed, in particolare,

possono favorire la crescita e lo sviluppo del rumine nei vitelli.
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6. UTILIZZO DELL’ENTEROCOCCUS FAECIUM (SF 68 - NCIMB

10415)

6.1. ESAME DELLA LETTERATURA

Gli antibiotici sono stati largamente utilizzati con buoni risultati per prevenire o
controllare la diarrea nei giovani vitelli. Tuttavia il loro utilizzo su larga scala, ai fini
preventivi o curativi o come stimolatori della crescita, pud compromettere la loro efficacia
terapeutica nell'uomo. Con il Regolamento CE 2821/98 e stato vietato 'uso di antibiotici
nel latte in polvere destinato ai vitelli e dal 1° gennaio 2006 ¢ bandito in tutta 1'Unione
Europea l'utilizzo degli antibiotici quale additivi negli alimenti animali.

La flora batterica intestinale gioca un ruolo cruciale nello sviluppo del sistema
immunitario, come dimostrato dalla sua capacita di modulare I'immunita innata e quella
acquisita a livello sia locale sia sistemico (Cebra, 1999; Isolauri et al., 2001).

I probiotici sono microrganismi vitali che mostrano effetti benefici sulla salute
dell’ospite attraverso il miglioramento dell’equilibrio microbico intestinale (Kaur et al.,
2002). Essi sono stati usati per prevenire o trattare la diarrea nell'uomo (vedere ad esempio
le reviews di Sartor, 2005; Johnston et al., 2006; Sazawal et al., 2006) e negli animali da
allevamento (Vanbelle et al., 1990; Reid e Friendship, 2002). Per la loro capacita di
modulare la microflora intestinale in favore dell’animale, i probiotici possono favorire
I'incremento ponderale (Lyons, 1987).

Alcuni ceppi probiotici selezionati sono ritenuti validi stimolatori del sistema
immunitario e I'efficacia immuno - modulatrice dei probiotici e stata esaminata da de Roos

e Katan (2001), Kaur et al. (2001), Ezendam e van Loveren (2006).
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L’effetto benefico dei probiotici sul sistema immunitario rappresenta il presupposto
alla base del loro utilizzo, alternativo agli antibiotici, ai fini della protezione contro gli
agenti infettivi e del miglioramento dello stato di salute degli animali (Schiffrin e Blum,
2002).

I batteri lattici sono fra i pitt importanti microrganismi costituenti la microflora
intestinale e, pertanto, sono stati largamente impiegati come probiotici durante lo
svezzamento dei vitelli, con risultati non sempre univoci.

Vari studi hanno analizzato nei vitelli la capacita di differenti ceppi di LAB di
contrastare la diarrea (Maeng et al., 1987; Abe et al., 1995; Abu-Tarboush et al.; 1996;
Agarwal et al., 2002; Donovan et al., 2002; Khuntia e Chaudhary, 2002) o di migliorare le
performance di accrescimento (Cruywagen et al., 1993; Higginbotham e Bath, 1993; Abe et
al., 1995; Abu-Tarboush et al., 1996; Timmerman et al.,, 2006) con risultati spesso
contraddittori.

In particolare, Abe et al. (1995) hanno rilevato che la somministrazione a vitelli e
suinetti di Bifidobacterium pseudolongum e Lactobacillus acidophiulus, puo determinare
ricadute positive sugli incrementi ponderali e sull'incidenza delle diarree neonatali.

D’altro canto, Higginbotham e Bath (1993), utilizzando un estratto di Lactobacillus
acidophilus, non vitale o di una mistura contenente ceppi vitali di Lactobacillus acidophilus e
Streptococcus faecium, non hanno evidenziato differenze significative rispetto al gruppo di
controllo non trattato con i probiotici.

A risultati analoghi sono giunti Cruywagen et al. (1993) che hanno valutato I'effetto
dell’aggiunta al latte di ceppi vitali di Lactobacillus acidophilus senza evidenziare effetti
significativi.

Abu-Tarboush et al. (1995) hanno sperimentato colture commerciali di lattobacilli
(Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. acidophiuls 27SC) nello svezzamento di vitelli
bovini evidenziando una riduzione del numero dei coliformi a livello intestinale, senza
comportare, pero, effetti significativi sulle performance di accrescimento.
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In un recente studio Donovan et al. (2002), hanno confrontato 1'Enteroguard (un
prodotto a base di allucina, probiotici e fruttooligosaccaridi, una famiglia di oligosaccaridi
che favorisce la crescita di Bifidobacteria spp e Lactobacteria spp.) ed una miscela di
antibiotici, senza evidenziare differenze significative relativamente alla crescita ed alle
performance di vitelli bovini.

Gorgtli et al. (2003) hanno verificato l'effetto di una miscela Lactobacillus spp
(Bifidobacterium bifidum, Streptococcus termophilus) sulle performance e sullo stato sanitario di
vitelli bovini, mettendo in luce nel gruppo trattato un migliore stato sanitario e riduzione
dei costi sanitari.

L'uso dei probiotici nello svezzamento dei vitelli bufalini e stato studiato da
Roncoroni et al. (2000) che hanno messo in evidenza come l'impiego di yogurt determina
un maggiore incremento ponderale rispetto a gruppi alimentati o con solo latte ricostituito
o con l'aggiunta di fermenti.

Gli enterococchi sono normali costituenti la microflora intestinale dell'uomo
(Mitsuoka, 1992) e degli animali (Willard, 2000), e questo ne giustifica il loro impiego come
probiotici. Nell'uomo, I'E. faecium ceppo SF 68 (NCIMB 10415) e apparso clinicamente
efficace nella prevenzione della diarrea (Bellomo et al., 1980; Wunderlich et al., 1989) e
sembra avere effetti inibitori contro importanti enteropatogeni quali salmonelle, sighelle,
clostridi e clamidie (Lewenstein, 1989; Pollmann, 2005). La somministrazione di E. faecium
SF68 e risultata efficace nel controllo della diarrea nei suini (Underdahl, 1983), ha
modificato la risposta immunitaria dei suini (Scharek et al., 2004) e ha stimolato la
produzione di immunoglobuline A (IgA) intestinali in cani e gatti (Benyacoub et al., 2003,

2005).
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6.2. MATERIALI E METODI

6.2.1. DIETE E ANIMALI

La ricerca e stata condotta presso un’azienda bufalina sita nel comune di Eboli (SA)
nel periodo aprile - giugno 2005.

Quaranta vitelli bufalini (10 maschi e 30 femmine) sono stati separati dalla madre
immediatamente dopo la nascita e alloggiati in gabbie individuali (1,0 m di larghezza per
1,7 m di lunghezza). Le gabbie, situate tutte nello stesso edificio, erano in metallo, avevano
il fondo grigliato ed erano provviste di mangiatoia manuale ed abbeveratoio automatico;
la pulizia delle gabbie era quotidiana. A partire dai 4 giorni di eta e stato somministrato, in
sostituzione del colostro aziendale, latte ricostituito. All’eta di 10 gg, i vitelli sono stati
assegnati a 4 gruppi sperimentali, omogenei per numerosita, sesso e peso vivo medio:

- trattamento A: controllo, solo latte ricostituito;

- trattamento B: aggiunta al latte ricostituito di un probiotico contenente E.
faecium SF68 (2 x 10° ufc/g) per 3 gg consecutivi, con un periodo di intervallo di 7 giorni,
per tutto il periodo di alimentazione lattea;

- trattamento C: somministrazione giornaliera del probiotico per 4 settimane
(30 giorni);

- trattamento D: somministrazione giornaliera del probiotico fino a
completamento del periodo di alimentazione lattea.

Il periodo di alimentazione lattea e durato 11 settimane.

La coltura commerciale di Enterococcus faecium SF68 (Primalac NF m, Ascor Chimici,
Capocolle di Bertinoro, FC, Italy) e stata aggiunta al latte ricostituito nella quantita

raccomandata dal produttore (0.18 g/I di latte ricostituito).
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Il latte (Univor bufalini 60®, Sofivo, Condé sur Vire, France), la cui composizione
chimica e riportata nella tabella 8, e stato ricostituito in proporzione pari a 180 g/l ed e
stato somministrato (a circa 38°C) con poppatoio in quantita pari a 100 ml/kg di peso
corporeo iniziale/d, per le prime due settimane (in media 4 1/d) e, successivamente,
secondo il seguente schema:

- 6 1/d fino alla 3° settimana;

- 7 1/d fino alla 4° settimana;

- 8 1/d dalla 5° all’8° settimana;

- 7 1/d fino alla 9° settimana;

- 6 1/d fino alla 10° settimana;

- 4 1/d fino alla 11° settimana.

I vitelli sono stati mantenuti per 5 settimane nella gabbie individuali, dove hanno
ricevuto solo latte ricostituito. Dalla sesta settimana, gli animali sono stati alloggiati in 8
box collettivi (5 vitelli per box, 2 box per trattamento), dove hanno ricevuto, oltre al latte
ricostituito, due volte al giorno e ad libitum, la stessa miscela unifeed somministrata alle
bufale in lattazione cui e stato aggiunto (in quantita pari al 30% in peso) orzo fioccato
(tabella 9). I box collettivi erano in legno, con l'area interna (2,6 m?/vitello) ricoperta di

paglia e un paddock esterno (1,5 m?/vitello) in terra battuta.

6.2.2. MISURE SPERIMENTALI

I vitelli sono stati pesati individualmente al momento della formazione dei quattro
gruppi sperimentali (in media, 40.3 + 5.7, 39.0 + 6.2, 387 + 55 e 405 + 5.8 kg
rispettivamente per i gruppi A, B, C, e D). Le differenze di peso non sono risultate
statisticamente significative. Successivamente, i singoli vitelli sono stati pesati ogni 2
settimane, al mattino, subito prima della distribuzione della razione.
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La consistenza delle feci (faecal score) e stata valutata due volte a settimana
utilizzando la seguente scala:

0 - diarrea;

1 - semiliquido;

2 - semiconsistente;

3 - normale;

4 - duro.

Ogni settimana, per ciascun box e stato misurato il consumo di unifeed attraverso la
differenza tra la quantita di miscela somministrata e i residui di mangiatoia.
Contemporaneamente sono stati prelevati campioni di unifeed dal carro miscelatore, in
media circa 500 g, su cui e stata immediatamente calcolata la SS per la stima

dell’ingestione di SS.

6.2.3. PROVE DI DIGERIBILITA

Alla fine delle 11 settimane del periodo sperimentale e stata stimata la digeribilita in
vivo utilizzando le ceneri acido insolubili (AIA) come marcatore interno.

Durante la prova, la paglia ¢ stata rimossa dal pavimento dei box collettivi e
I'accesso al paddock esterno e stato bloccato. Lo schema sperimentale ha previsto un
periodo preliminare di adattamento di 5 giorni seguito da un periodo di 3 giorni di
raccolta feci, durante i quali i vitelli hanno ricevuto 4 1/d di latte ricostituito e la miscela
unifeed ad libitum (tabella 10). Le feci sono state raccolte giornalmente dal pavimento dei
box e alla fine del periodo di raccolta i campioni giornalieri sono stati uniti in modo da
ottenere un campione per box. Il periodo di raccolta delle feci e stato replicato 3 volte, in

tal modo sono stati ottenuti 6 campioni di feci per trattamento.
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Il consumo di alimento e stato valutato giornalmente durante ciascun periodo di
raccolta.

I campioni di feci e di alimento sono stati pesati con bilancia tecnica e
immediatamente analizzati per la determinazione del contenuto in SS.

I CUDa delle diverse frazioni analitiche sono stati calcolati mediante la seguente

formula:

Ingesta alimentare — Escreta fecali
CUDa = x 100
Ingesta alimentare

6.2.4. DETERMINAZIONI ANALITICHE

I campioni di miscela unifeed raccolti a cadenza settimanale sono stati unificati e il
campione cosi ottenuto e stato analizzato secondo Weende e Van Soest e per il contenuto
in amido (Martillotti, 1987). Le medesime determinazioni analitiche sono state effettuate
sui campioni di alimento, residuo e di feci raccolti durante la prova di digeribilita,
unitamente alla determinazione del contenuto in ceneri acido insolubili, utilizzando acido

cloridrico 2N (Van Keulen e Young, 1977).

6.2.5. ELABORAZIONE STATISTICA

I dati sono stati elaborati mediante il pacchetto statistico Statistical Analysis System
(SAS, 1990). Per tutte le elaborazioni, I'unita sperimentale e stata rappresentata dal singolo
vitello, fatta eccezione per i dati relativi al consumo di SS e alla digeribilita in vivo, per i

quali e stato impossibile misurare i dati individuali dato che i vitelli erano alloggiati in box
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multipli. Per questi dati I'unita sperimentale e stata costituita dal singolo box. I dati relativi
ai vitelli morti sono stati inclusi nel data-set fino alla data di morte.

I dati relativi al faecal score, all'incremento di peso medio giornaliero e all'ingestione
di SS sono stati elaborati attraverso l’analisi della varianza per misure ripetute,
considerando il trattamento sperimentale (A, B, C, D) come fattore fisso e la settimana di
osservazione, l'interazione settimana di osservazione per trattamento come fattore
ripetuto.

I dati relativi alla digeribilita in vivo sono stati elaborati mediante analisi della
varianza per misure ripetute, considerando il trattamento sperimentale (A, B, C, D) come
fattore fisso e la replica, I'interazione replica per trattamento come fattore ripetuto. L'unita
sperimentale e stata costituita dal singolo box.

L’incremento ponderale totale e stato analizzato mediante analisi della varianza
considerando il trattamento (A, B, C, D) quale fattore di variazione.

Quando e stata evidenziata la significativita dell’effetto trattamento (P < 0.05), sono
stati utilizzati contrasti ortogonali (A vs. B, C, e D; B vs. C e D; C vs. D) per determinare le

differenze tra i singoli trattamenti.
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6.3. RISULTATI

6.3.1. MORTALITA E MORBILITA

Durante il periodo sperimentale nel solo gruppo di controllo sono stati registrati 2
casi di mortalita a 26 e 32 giorni di eta per diarrea che si € manifestata nei giorni precedenti
al decesso.

Non essendo stata eseguita 1’analisi necroscopica, le cause della morte non sono

state determinate.

6.3.2. FAECAL SCORE

I vitelli sottoposti a trattamento con probiotico hanno mostrato, rispetto al gruppo
di controllo, valori di faecal score significativamente piu elevati (P< 0.04) (tabella 11).
Nessuna differenza significativa e stata osservata, invece, tra i gruppi che hanno ricevuto I
E. faecium SF68, cio sta ad indicare che la modalita di somministrazione non ha influenzato
la risposta al trattamento.

E stato evidenziato un effetto della settimana di osservazione (P < 0.0001) che puo
ascriversi, probabilmente, alla diminuzione dell'incidenza della diarrea negli animali

all’aumentare dell’eta (grafico 1).

6.3.3. INGESTIONE DI SOSTANZA SECCA
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Il latte distribuito ai vitelli e stato interamente consumato e poiché la quantita
somministrata e stata determinata per le prime due settimane di sperimentazione in funzione
del peso vivo e, successivamente, e stata uguale per tutti gli animali, ne consegue che il
consumo di latte non puo essere stato influenzato dalla somministrazione di probiotico.

Il consumo della miscela unifeed e progressivamente aumentato durante il periodo
sperimentale, ma non e apparso influenzato dalla somministrazione di probiotico (grafico 2).

Il maggior consumo di SS e stato registrato per il gruppo D (1725 g/d), il minimo dal

gruppo C (1450 g/d), ma le differenze sono risultate abbastanza ridotte (tabella 12).

6.3.4. INCREMENTI PONDERALI

Il peso dei vitelli € aumentato linearmente durante il periodo di osservazione (P <
0,001); inoltre, non sono state osservate perdite di peso (Grafico 3), indice che gli animali
non hanno subito stress di natura ambientale con ricadute negative sul peso vivo.

Il peso finale dei vitelli e 'incremento ponderale totale non sono apparsi influenzati
dalla somministrazione di E. faecium, anche se i gruppi trattati, rispetto al controllo, hanno
evidenziato valori numericamente piu elevati (89.9, 95.4, 97.6, 97.3, rispettivamente per i
gruppi A, B, C, D).

Analogo andamento e stato osservato per l'incremento medio giornaliero (tabella
13) con il gruppo di controllo che ha mostrato valori numericamente inferiori rispetto ai
gruppi trattati con E. faecium, in particolare dalla 7° all'11° settimana di sperimentazione

(Grafico 4).

6.3.5. DIGERIBILITA IN VIVO

I coefficienti di digeribilita della SS, SO, PG ed NDF sono riportati nelle tabella 12.
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Per tutte le frazioni analitiche esaminate, i valori sistematicamente piu bassi sono
stati osservati per il controllo (SS 0.70, SO 0.76, PG 0.65, NDF 0.52). Per il gruppo C, invece,
sono stati rilevati i coefficienti di digeribilita piu alti (SS 0.75, SO 0.81, PG 0.74, NDF 0.59).
Tuttavia, in nessun caso, le differenze hanno raggiunto la soglia della significativita

statistica.
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6.4. DISCUSSIONE

La diarrea ¢ il principale problema di ordine sanitario che colpisce i vitelli durante
le prime settimane di vita e, di conseguenza, la possibilita di controllarla attraverso
l'utilizzo di probiotici e stata oggetto di numerose ricerche.

In diversi studi, la somministrazione di LAB a vitelli ha mostrato di agire
favorevolmente sull'incidenza e sulla durata della diarrea (Jenny et al, 1991;
Higginbotham e Bath, 1993; Abe et al., 1995; Abu-Tarboush et al. 1996; Agarwal et al., 2002;
Donovan et al., 2002; Khuntia e Chaudhary, 2002; Timmerman et al., 2005), anche se in altre
ricerche non é stato rilevato alcun effetto significativo (Morril et al.,, 1977; Jenny, 1991;
Cruywagen et al., 1996).

Questi risultati contrastanti possono essere messi in relazione a differenze, ad
esempio, nelle modalita di somministrazione e/o nei ceppi batterici utilizzati.
Probabilmente, pero, un ruolo rilevante e giocato anche dalle condizioni di salute
dell’animale e, in particolare, dalla presenza di affezioni gastroenteriche che
frequentemente colpiscono il giovane vitello.

La popolazione microbica intestinale, infatti, nelle prime fasi di vita dell’animale
non ha ancora colonizzato stabilmente la mucosa e, di conseguenza, puo facilmente andare
incontro ad alterazioni in seguito a stress di origine ambientale quali, ad esempio, bruschi
cambiamenti alimentari o variazioni delle condizioni di allevamento.

L’alterazione della microflora rende possibile la colonizzazione della mucosa del
tratto gastrointestinale da parte di ceppi batterici enteropatogeni, con l'insorgenza di
diarree anche gravi (Savage, 1978). I probiotici, contrastando la moltiplicazione dei
microrganismi responsabili delle affezioni gastrointestinali, possono ridurre l'incidenza e
la durata della diarrea. Chiaramente, il trattamento probiotico puo esplicare la sua
efficacia solo in presenza di diarree causate da alterazioni della microflora intestinale; al

contrario, quando le condizioni sanitarie degli animali sono buone, con limitata presenza
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di diarrea, non possono evidenziarsi gli effetti del trattamento (Cruywagen et al., 1996).

In questo studio, lo stato sanitario dei vitelli e risultato abbastanza buono durante le
11 settimane di prova, anche se e stata osservata una elevata incidenza di diarrea nelle
prime due settimane. In questa situazione il trattamento con E. faecium SF 68 ha potuto
dimostrarsi efficace.

Sono stati proposti svariati meccanismi di azione per giustificare 1’azione protettiva
dei LAB ad azione probiotica nei confronti dei disordini gastrointestinali; 1'insieme dei
processi attraverso i quali i batteri inibiscono la colonizzazione da parte di altri ceppi e
detta resistenza alla colonizzazione (Rolfe, 2000).

Di seguito sono brevemente descritti alcuni meccanismi ipotizzati.

(a) Produzione di sostanze inibenti.

I LAB sono in grado di produrre una grande varieta di sostanze in grado di inibire
la proliferazione di batteri sia gram-positivi sia gram-negativi. Queste sostanze
comprendono acidi organici (acido lattico, propionico, ecc.), perossido di idrogeno e
batteriocine. Questi composti non solo riducono il numero di cellule vitali, ma altresi
modificano il metabolismo batterico e riducono la produzione di tossine (Rolfe, 2000).

(b) Blocco dei siti di adesione.

L’inibizione competitiva per i siti di adesione batterica sulla superficie della mucosa
intestinale rappresenta un meccanismo di azione dei LAB per il quale esistono varie
indicazioni sperimentali (Kleeman e Klaenhammer, 1982; Conway et al. 1987; Goldin et al.
1992).

(c) Competizione per gli elementi nutritivi.

Un meccanismo di azione ipotizzato e quello della competizione per gli elementi
nutritivi: i LAB consumano i nutrienti rendendoli indisponibili ai microrganismi patogeni.
Tuttavia, mancano evidenze sperimentali che questa azione si esplichi effettivamente in
vivo (Rolfe, 2000).

(d) Inattivazione dei recettori delle tossine.
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L’inattivazione dei recettori delle tossine presenti sulla mucosa intestinale
rappresenta una possibile ipotesi che e stata proposta, in particolare, per spiegare 1’azione
antagonista del Saccharomyces boulardii nei confronti del Clostridium difficile (Pothoulakis et
al. 1993; Castagliuoloet al. 1996, 1999).

(e) Stimolazione del sistema immunitario.

Numerose ricerche hanno evidenziato che un possibile meccanismo di azione dei
probiotici e costituito dalla stimolazione del sistema immunitario (Kaur et al., 2001; Roos e
Katan, 2001; Ezendam e van Loveren, 2006). Una delle prime evidenze sperimentali e stata
fornita dallo studio di Kaila et al. (1992) che ha dimostrato che la somministrazione di
Lactobacillus GG durante gli episodi di diarrea acuta e associata ad un incremento della
risposta immunitaria specifica nei confronti dei Rotavirus. I1 meccanismo biomolecolare
alla base della stimolazione immunitaria non € ancora ben conosciuto, ma probabilmente
coinvolge specifici componenti della parete cellulare batterica o della membrana cellulare

che coadiuvano e aumentano la risposta immunitaria.

Nel nostro studio non sono state osservate differenze significative tra le diverse
modalita di somministrazione dell’ E faecium SF68.

Probabilmente, il trattamento B, che rappresenta il piu basso livello di
somministrazione del probiotico, fornisce un sufficiente numero di microrganismi vitali in
grado di sopravvivere nell’intestino.

A nostra conoscenza non sono state condotte in precedenza ricerche che hanno
valutato leffetto delle modalita di somministrazione sull’efficacia dei trattamenti
probiotici. Taras et al. (2007) in una ricerca condotta sui suini hanno evidenziato una
relazione tra l'inizio della somministrazione di E. faecium SF68 e la sua concentrazione
intestinale. Questo risultato puo essere spiegato dal fatto che I'E. faecium rimane vitale
anche dopo aver attraversato il tratto gastrointestinale ed e in grado di colonizzare la
mucosa intestinale (Lund et al., 2002; Macha et al., 2005). E necessario, tuttavia, che il
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93



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

trattamento probiotico inizi subito dopo la nascita in quanto e difficile modificare una
microflora gia stabilmente insediata (Savage, 1978; Kirjavainen e Gibson, 1999).

L’aggiunta dell’E. faecium non ha avuto alcun effetto sull’ingestione di SS
dell’unifeed. Questi risultati sono in accordo con quelli evidenziati da altri Autori (Abu-
Tarboush et al., 1996; Kamra et al., 2005), anche se Higginbotham e Bath (1993) hanno
rilevato un consumo di mangime starter significativamente maggiore in vitelli che
ricevevano un supplemento microbico a base di cellule non vitali di Lactobacillus
acidophilus. Un consumo di mangime starter statisticamente piu basso, invece, € stato
osservato da Morril et al. (1977) in vitelli che ricevevano colture vitali di LAB rispetto a
vitelli che ricevevano latte pastorizzato.

Non sono state evidenziate differenze statisticamente significative tra i quattro
trattamenti sperimentali relativamente agli incrementi ponderali giornalieri che sono
apparsi in linea con quelli comunemente osservati per i vitelli bufalini da latte.

Infatti, le numerose ricerche condotte sull’effetto dei LAB su crescita ed incrementi
ponderali dei vitelli hanno messo in luce risultati contrastanti. Mentre da un lato alcuni
Autori (Bechman et al., 1977; Abe et al., 1995) hanno osservato un significato aumento del
peso dei vitelli che ricevevano i probiotici, in particolare durante le prime due settimane
del loro impiego (Cruywagen et al., 1996; Timmerman et al., 2005), incrementi ponderali
attribuiti da questi autori ad un miglioramento della funzionalita del digerente ad opera
dei LAB in seguito alla soppressione dei patogeni intestinali, dall’altro, invece, numerosi
Autori (Morrill et al., 1977; Ellinger et al., 1978; Jenny, 1991; Higginbotham e Bath, 1993;
Abu-Tarboush et al., 1996; Cruywagen et al., 1996) non hanno riscontrato effetti positivi dei
LAB sulle performance di accrescimento dei vitelli.

Questi risultati contrastanti complessivamente suggeriscono che I'effetto dei
probiotici sugli incrementi di peso e influenzato da fattori ambientali e, in particolare,

dalla tecnica di allevamento adottata e dallo stato sanitario degli animali. Secondo Fuller
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(1989) l'efficacia dei probiotici sugli incrementi ponderali degli animali si manifesta solo
quando a livello intestinale e presente una microflora patogena che riduce 1’accrescimento.

La digeribilita dei vitelli non e stata influenzata dalla somministrazione dell’E.
faecium SF68, analogamente a quanto osservato da Abu-Tarboush et al. (1996) in vitelli

alimentati con diete addizionate con Lactobacillus acidophilus e L. plantarum.
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6.5. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

I risultati ottenuti nella prova condotta possono essere cosi riassunti:

- durante le 11 settimane del periodo di alimentazione lattea sono morti due
vitelli per diarrea nel gruppo di controllo, mentre nei gruppi che ricevevano I'E. faecium
non sono stati registrati casi di mortalita;

- i valori di faecal score sono risultati significativamente migliori nei soggetti
trattati rispetto al controllo;

- non sono state registrate differenze tra i valori di faecal score osservati nei tre
gruppi trattati con probiotico; ci0 sta ad indicare che le diverse modalita di
somministrazione stabilite nel protocollo sperimentale sono risultate statisticamente non
dissimili;

- I'ingestione della miscela unifeed e risultata quasi sovrapponibile nei vari
gruppi;

- non sono state registrate differenze statisticamente significative tra i vitelli
relativamente a: peso vivo medio alle diverse eta, incrementi ponderali giornalieri,
incremento ponderale totale, peso vivo finale;

- la digeribilita in wvivo delle diverse frazioni analitiche e risultata
statisticamente non dissimile tra i vitelli trattati con E. faecium e quelli del gruppo di
controllo, anche se per questi ultimi sono stati osservati coefficienti di digeribilita

sistematicamente piu1 bassi.

In definiva, sebbene le differenze tra i vitelli trattati e quelli del gruppo di controllo
sono apparse per lo piu non significative, i migliori valori di faecal score degli animali
trattati suggeriscono che la somministrazione dell’E. faecium SF 68 durante il periodo di
alimentazione lattea puo avere effetti benefici sullo stato sanitario degli animali e, quindi,

puo indirettamente ridurre la mortalita.
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L’aggiunta quotidiana di E. faecium al latte dei vitelli per tre giorni consecutivi ogni
sette giorni fino a tre mesi di eta, permette di raggiungere 1'effetto del probiotico al costo

piu basso.
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Tabella 8. Composizione, caratteristiche chimiche ed integrazione del latte in polvere
utilizzato durante la sperimentazione.

Materie prime

Latte scremato in polvere spray (reg. Ce n°® 2799/1999), olii vegetali (palma, colza, copra,
siero di latte, farina di frumento, additivi e microingredienti.

Analisi chimica (%)

Umidita 4.5
Proteine grezze 229
Grassi grezzi 25.0
Ceneri grezze 6.9
Fibra grezza 0.3
Lisina 1.8
Metionina 0.6
Cisteina 0.2
Integrazioni (tenori per kg)

Vitamina A (UI) 25000
Vitamina D3 (UI) 4000
Vitamina E (Acetato Alpha — Tocoferolo — mg) 50
Vitamina B1 (mg) 15
Vitamina B2 (mg) 3
Vitamina B6 (mg) 2
Vitamina C (mg) 1000
Ferro (solfato ferroso eptaidrato — mg) 10

Tabella 9. Composizione percentuale della razione somministrata ai vitelli.

Alimento %
Silomais 55.0
Erba di loietto 16.0
Fieno di erba medica 11.7
Tritello di grano duro 6.4
Orzo fioccato 5.7
Soia f.e. 4.6
Integratore minerale e vitaminico 0.6
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Tabella 10. Caratteristiche chimiche nutrizionali della razione unifeed somministrata ai

vitelli.

Caratteristiche chimiche e nutrizionali

UFL /kg SS
PG (% SS)
PDIN
PDIE

FG

NDF

ADF

EE

Amido

Ca

P

0.88
15.40
10.60

9.80
20.00
40.20
23.40

3.20
21.90

0.89

0.44

Tabella 11. Faecal score dei vitelli appartenenti ai quattro gruppi sperimentali.

Gruppi sperimentali
A B C D SE
fecal score 1,12 1,6° 1,70 1,80 0,7

Effetto (P)

settimana trattamento
0,0001
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Tabella 12. Ingestione di SS e digeribilita delle diverse frazioni analitiche nei gruppi
sperimentali.

Gruppi sperimentali SE Effetto (P)
A B C D Trattamento
Ingestione di SS (g/d) 1665 1590 1450 1725 0.015 0.19
Digeribilita
SS 070 072 0,75 0,73 0.019 0.51
SO 076 080 081 0.80 0.015 0.37
PG 065 070 074 071 0.022 0.19
NDF 052 053 059 055 0.032 0.64

Tabella 13. Effetto del trattamento su peso finale, incremento di peso totale e incremento
medio giornaliero dei gruppi sperimentali.

Gruppi sperimentali Effetto (P)
SE
A B C D Settimana Trattamento
Peso finale (kg) 899 954 976 973 340 0.46
Incremento di peso
504 564 589 56.8 260 0.23

totale (kg)

Incremento medio
giornaliel’o (g/ d) 640 708 718 749 122 0.0001 0.20

settimana 1-11

Dott. Maria Luisa Varricchio

100



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

3,0
25
. gruppi

2,0 - sperimentali
o ——A
o
S 15 -=-B
- -—C
S ——D
&
- 1,0 J

0,5

0,0 T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8
periodo di osservazione

Grafico 1. Andamento del faecal score nei quattro gruppi sperimentali
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Grafico 2. Ingestione di SS dell’'unifeed dei quattro gruppi sperimentali nelle settimane

di sperimentazione
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Grafico 3. Andamento del peso vivo dei vitelli dei gruppi sperimentali
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Grafico 4. Incrementi medi giornalieri dei vitelli nel periodo di osservazione
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7. UTILIZZO DELL'ESTRATTO SECCO DI ASPERGILLUS ORYZAE

E DI SACCHAROMYCES CEREVISIAE

7.1. ESAME DELLA LETTERATURA

Nutrizionisti e microbiologi hanno largamente esaminato la possibilita di modificare
I’ecosistema microbico ruminale al fine di migliorare la produttivita dei ruminanti domestici
e di stimolare lo sviluppo del rumine nei giovani animali per poter anticipare lo svezzamento
e limitare i disturbi digestivi (Martin e Nisbet, 1992).

I prodotti microbici generalmente utilizzati per migliorare la funzionalita ruminale
si basano sostanzialmente su cellule (vitali o non) di Saccharomyces cerevisiae o su estratti
della fermentazione dell’Aspergillus oryzae, normalmente privo di cellule vitali. L’efficacia
di questi additivi fungini sulla produttivita dei ruminanti e stata oggetto di numerose
ricerche, molte delle quali hanno valutato I'effetto dei lieviti sul consumo di sostanza secca
e sulla produzione lattea nei bovini (Harris e Lobbo, 1988; Erdman e Sharma, 1989;
Arambel e Kent, 1990; Harris e Webb, 1990; Bernard, 1992; Harris et al., 1992; Kim et al.,
1992; Higginbotham et al., 1994). L’utilizzo dei lieviti ha incrementato il numero dei batteri
cellulosolitici (Wiedreiner, 1987; Harrison et al., 1988) e proteolitici (Yoon e Stern, 1996) con
miglioramento della digeribilita delle emicellulose (Wiedreiner, 1987). Tuttavia, le ricerche
condotte sulla digeribilita non sempre hanno fornito risultati univoci (Harrison et al., 1988;
Kim et al., 1992; Yoon e Stern, 1996). Callaway e Martin (1997), in uno studio condotto allo
scopo di determinare 'effetto di una coltura di lievito sull’utilizzazione del lattato e sulla
digestione della cellulosa da parte dei batteri ruminali, hanno riscontrato che 1’aggiunta

del lievito ha fornito fattori di crescita solubili (acidi organici, vitamine del gruppo B e
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aminoacidi) che hanno stimolato la crescita dei batteri ruminali che utilizzano il lattato e
digeriscono la cellulosa, migliorando la fermentazione ruminale.

Williams et al. (1991) hanno evidenziato che ’aggiunta di colture fungine contenenti
cellule vitali di lievito alla dieta per vacche da latte puo aumentare sia l'ingestione,
probabilmente per effetto della riduzione del lattato e di un aumento del pH ruminale, sia
la produzione di latte. Harris e Lobb (1988), Harris e Webb (1990), Bernard (1992) e
Higginbotham et al. (1994) hanno evidenziato, in seguito all'utilizzo di colture di lievito,
un aumento della produzione lattea, anche se le differenze non hanno raggiunto la soglia
della significativita statistica. Un aumento significativo della percentuale di grasso
unitamente ad una significativa riduzione del contenuto in proteine nel latte & stata
osservata da Harris e Lobb (1988) e Harris e Webb (1990) e Kim et al. (1992).

In una prova condotta da Doreau e Jouany (1998) su vacche da latte, sono stati
riscontrati, alcune ore dopo il pasto, dei miglioramenti nella digeribilita della fibra e nella
concentrazione di acidi grassi volatili, mentre la digeribilita della sostanza organica, il
flusso di proteine duodenali, il numero di protozoi ruminali, il pH e la concentrazione di
alcuni metaboliti plasmatici, non sono stati influenzati dall’aggiunta del Saccharomyces.
Secondo Guedes et al. (2007), I'aggiunta di S. cerevisiae alla dieta incrementa il pH ruminale
e la concentrazione di acidi grassi volatili, riduce la concentrazione di lattato e il rapporto
acetato/propinato, ma non ha alcun effetto sulla concentrazione di N ammoniacale.

Pit limitate sono state le ricerche che hanno studiato 'effetto degli additivi fungini
nel vitello pre - ruminante (Wagner et al., 1990; Beharka et al., 1991; Quigley et al., 1992;
Seymour et al., 1995; Kumar et al., 1997; Agarwal et al., 2002; Lesmeister et al., 2004); anche
in questo caso, i risultati sono stati variabili, probabilmente a causa delle diverse
condizioni sperimentali relative, in particolare, al tipo e alla quantita di prodotto

esaminato.

Dott. Maria Luisa Varricchio

106



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

L’efficacia dell’A. oryzae nei vitelli e stato studiato solo da Beharka et al. (1991) che
hanno evidenziato che questo prodotto permette di anticipare lo svezzamento e di migliorare
I’attivita microbica ruminale.

Pitt numerose sono stati gli studi condotti utilizzando il S. cerevisie. Alcuni Autori
(Wagner et al., 1990; Quigley et al., 1992; Seymour et al., 1995; Agarwal et al., 2002) non hanno
evidenziato alcun effetto dell’aggiunta di S. cerevisize su accrescimento, popolazione
microbica ruminale o sui processi fermentativi ruminali nei vitelli giovani.

Al contrario, Kumar et al. (1997) hanno riscontrato un aumento del numero di batteri
ruminali e modifiche negli acidi grassi volatili ruminali.

Lesmeister et al. (2004) hanno rilevato un aumento nell'ingestione di SS e delle
performance di accrescimento di vitelli da latte alimentati con un mangime starter addizionato

con 20 g/kg di SS di una coltura di S. cerevisiae.
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7.2. MATERIALI E METODI

7.2.1. DIETE E ANIMALI

Un mangime pellettato per lo svezzamento dei vitelli (Svezzocotton, Petrini, Bastia
Umbra, Perugia) e stato addizionato (Concentrato Sperimentale — CSper) con 6 g/kg di SS
di estratto secco della fermentazione di Aspergillus oryzae (Seb Diet Dry; AKRON, Arese,
Milan, Italy) e 26 g/kg di SS Saccharomyces cerevisiae (Diamond V XPTM LS, 68 Diamond V
Mills Inc., Cedar Rapids, IA, USA). Entrambi gli additivi contenevano cellule microbiche
non vitali. Il concentrato privo di additivi fungini e stato utilizzato come controllo
(CContr). Il concentrato sperimentale non e disponibile in commercio.

La ricerca e stata condotta nel periodo luglio - settembre 2005 in un’azienda
bufalina in provincia di Caserta.

Quaranta vitelli bufalini (12 maschi e 28 femmine) sono stati separati dalle madri
immediatamente dopo aver ricevuto il colostro e alloggiati in gabbie individuali (1.2 m di
larghezza per 2.4 m di lunghezza) sollevate da terra circa 40 cm e disposte in una stalla
ben ventilata. A circa 5 cm dal fondo grigliato delle gabbie era possibile inserire fogli di
plastica rigida per raccogliere le feci. Le gabbie erano in metallo, provviste di mangiatoia
esterna e di abbeveratoio ed erano pulite quotidianamente.

I vitelli hanno ricevuto per i primi 4 - 5 giorni di vita colostro aziendale e, in seguito,
latte in polvere acidificato (Sloten 79 Italia, Crema), ricostituito in proporzione pari a 180
g/l. 11 latte, era preparato quotidianamente e distribuito (a 18°) due volte al giorno (alle
8:00 e alle 15:00) mediante secchio munito di tettarella. Il latte e stato somministrato in
quantita pari al 10% del peso vivo iniziale (in media 4 1/d), per le prime due settimane, e,
successivamente, e stato distribuito seguendo il seguente schema:

- 51/d dalla 4° alla 10° settimana;
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- 41/d all’11° settimana
- 3l/d alla 12° settimana.
A partire dai 10 giorni di eta, i vitelli sono stati assegnati ad uno dei seguenti

quattro gruppi sperimentali, omogenei per sesso, peso ed eta:

1. CContr = mangime di controllo;

2. CContrF = mangime di controllo e fieno di loietto;
3. CSper = mangime sperimentale;

4. CSper = mangime sperimentale e fieno di loietto.

Il mangime e il fieno di loietto sono stati messi a disposizione degli animali a partire

dal 21° giorno di eta, in funzione del disegno sperimentale.

7.2.2. MISURE SPERIMENTALI

I vitelli sono stati pesati singolarmente al momento della formazione dei gruppi
sperimentali (in media, 46.2, 46.6, 46.1, 46.7 kg per i gruppi CContr, CContrF, CSper,
CSperF, rispettivamente); successivamente, i vitelli sono stati pesati ogni due settimane, al
mattino subito prima della distribuzione della razione. Contemporaneamente, sono stati
raccolti campioni individuali di feci per verificare presenza di parassiti e Salmonella spp.

Due volte a settimana e stata valutata la consistenza delle feci mediante faecal score,
utilizzando la seguente scala

0 = diarrea severa;

1 = diarrea;

2 = semiconsistente;

3 =normale;

4 = duro.
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L’ingestione di SS e stata valutata ogni settimana come differenza tra la quantita di

alimento somministrata e i residui di mangjiatoia.

7.2.3. PROVE DI DIGERIBILITA

Alla fine delle 12 settimane del periodo sperimentale, 5 vitelli per ciascun gruppo
sperimentale sono stati utilizzati per la stima della digeribilita in vivo utilizzando le ceneri
acido insolubili (AIA) come marcatore interno.

I protocollo sperimentale ha previsto un periodo di adattamento di 7 gg, seguito da
un periodo di raccolta feci di 6 gg, durante i quali i vitelli hanno ricevuto il 90% della
quantita di alimento consumata durante il periodo di adattamento. Durante il periodo di
prova, giornalmente e stato misurato il consumo di alimento e sono stati raccolti campioni
rappresentativi sia di feci sia di alimenti su cui e stato immediatamente determinato, in
stufa a ventilazione forzata (65°C), il contenuto in SS. I campioni cosi ottenuti sono stati

conservati per le successive analisi di laboratorio.

7.2.4. DETERMINAZIONI ANALITICHE

Durante il periodo sperimentale sono stati raccolti campioni di alimenti a cadenza
settimanale che sono stati unificati in un unico campione rappresentativo. Quest'ultimo e
stato analizzato secondo le procedure suggerite da Martillotti et al. (1987) per la
determinazione dei contenuti in SS, ceneri e PG come descritto dalle procedure. Il
contenuto in sostanza organica (SO) e stato calcolato come differenza tra il contenuto in SS

e in ceneri, queste ultime determinate per incenerimento in muffola a 550°C per una notte.
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La fibra al detergente neutro (NDF) e la fibra al detergente acido (ADF) sono state
determinate secondo le indicazioni di Van Soest et al. (1991) senza 1'uso di amilasi e sodio
sulfito per I'NDF. Il contenuto in lignina e stato determinato per solubilizzazione della
cellulosa con acido solforico, in accordo con Robertson e Van Soest (1981). Tutte le analisi
sono state eseguite in doppio. I campioni di alimenti, residui e feci raccolti durante la
prova di digeribilita, sono stati sottoposti alle stesse analisi condotte per gli alimenti e alla
determinazione del contenuto in ceneri acido insolubili mediante l'impiego di acido
cloridrico 2N secondo la procedura di Van Keulen e Young (1977).

L’energia lorda e stata determinata mediante calorimetria (IKA C400, Staufen 122

Germany) utilizzando acido benzoico come standard.

7.2.5. ELABORAZIONI STATISTICHE

I dati sono stati analizzati con il pacchetto statistico Statistical Analysis System
(SAS, 1990).

I dati di faecal score, incremento medio giornaliero, ingestione di SS totale e
ingestione di SS del mangime sono stati sottoposti ad analisi della varianza per misure
ripetute utilizzando il trattamento (CContr, CContrF, CSper, CSperF) come fattore non
ripetuto e la settimana di osservazione e l'interazione settimana di osservazione x
trattamento come fattori ripetuti. L'unita sperimentale e stata considerata il singolo vitello.

L’efficienza di conversione alimentare, espressa come la quantita di alimento
consumato divisa per incremento ponderale totale, 1'incremento ponderale totale e i
coefficienti di digeribilita apparente sono stati analizzati mediante analisi della varianza
utilizzando il trattamento come fattore di variazione. Quando sono stati evidenziati effetti
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significativi (P < 0.05), sono stati utilizzati contrasti ortogonali (CContr vs CSper, CContrF
vs CSper e CSper vs CSperF) per determinare le differenze tra i trattamenti.

L’ingestione di SS del fieno e stata analizzata mediante analisi della varianza per
misure ripetute, con il trattamento (CContrF e CSperF) come fattore di variazione e la
settimana di osservazione e l'interazione settimana di osservazione x trattamento come
fattori entro gli animali.

Dove opportuno, e stato usato il  test per identificare le differenze tra le medie. La

significativita e stata stabilita con P < 0.05 e le tendenze con 0.05 <P <0.10.
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7.3. RISULTATI

La composizione chimica degli alimenti e delle diete utilizzate durante il periodo
sperimentale e riportata nella tabella 14.

Il mangime sperimentale e quello di controllo hanno presentato una composizione
chimica molto simile; alcune differenze sono state evidenziate nella percentuale in NDF
del mangime sperimentale che e apparsa piu bassa paragonata a quella del mangime di
controllo, probabilmente a causa della presenza nel mezzo di crescita degli additivi
fungini di zuccheri rapidamente fermentescibili.

Rispetto alle diete a base di solo concentrato, l'integrazione con il fieno ha
determinato un aumento in NDF, ADF e lignina e una riduzione del contenuto in PG delle
diete.

Non e stato registrato nessun decesso tra gli animali dei gruppi sperimentali, né
sono stati trovati campioni di feci positive all’analisi di parassiti o Salmonella spp. nelle 12
settimane di prova.

Per tutte le variabili riportate nella tabella 15, linterazione settimana di

osservazione per trattamento inserita nel modello statistico e risultata non significativa.

7.3.1. FAECAL SCORE

L’inclusione degli additivi fungini nel mangime ha portato ad un migliore faecal
score solo per i vitelli del gruppo CSperF rispetto a quelli del gruppo CContrF (P < 0.001).
Le differenze tra i gruppi CContr e CSper non hanno raggiunto la soglia della
significativita statistica, sebbene sia stata osservata una tendenza (P < 0.125) a valori piu
elevati nei vitelli trattati. I1 gruppo CSperF ha mostrato in assoluto il valore piu alto di

faecal score (1.83). L’effetto della settimana di osservazione e apparso altamente
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significativo (P < 0.001), probabilmente a causa della progressiva diminuzione

dell’incidenza della diarrea tra gli animali (grafico 5).

7.3.2. INGESTIONE DI ALIMENTO

L’ingestione di SS del concentrato, del fieno e totale e aumentata durante il periodo
sperimentale (tabella 15); di conseguenza l’effetto della settimana di osservazione e
sempre stato statisticamente significativo (P < 0.001).

La quantita di latte somministrata e stata stabilita in funzione del peso vivo iniziale
dei vitelli, per le prime due settimane e, in seguito, e stata la stessa per tutti i vitelli; di
conseguenza non puo essere stata influenzata dal trattamento sperimentale.

Non sono state osservate differenze statisticamente significative tra i quattro gruppi
sperimentali durante il periodo di osservazione relativamente all'ingestione di
concentrato. Tuttavia, i vitelli che hanno ricevuto oltre al concentrato anche il fieno hanno
consumato meno mangime (in media, - 20%) paragonati con quelli che hanno ricevuto
esclusivamente concentrato. Queste differenze giustificano la significativita statistica
dell’effetto del trattamento (P < 0.015).

Dalla 9° all’11° settimana l'ingestione di fieno e stata significativamente piu elevata
(P < 0.015) nel gruppo CSperF rispetto al gruppo CContrF; di conseguenza, anche
I'ingestione di SS totale e apparsa significativamente piu elevata per il gruppo CSperF

(grafico 6).

7.3.3. INCREMENTI PONDERALI
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Durante le settimane di osservazione il peso dei vitelli & aumentato linearmente,
senza alcuna perdita di peso. Di conseguenza, I'effetto della settimana di osservazione
sull'incremento ponderale giornaliero e apparso statisticamente significativo (P < 0.001)
(grafico 7).

A partire dalla 7° settimana e fino al termine del periodo sperimentale, il gruppo
CSperF ha mostrato incrementi medi giornalieri piu elevati rispetto al gruppo CContrF
(tabella 15).

Al contrario, le differenze tra i gruppi CContr e CSper non sono apparse
statisticamente significative durante il periodo di osservazione tranne che nella 7° ed 8°
settimana, allorquando i vitelli alimentati con il concentrato sperimentale hanno mostrato

un maggior incremento ponderale medio giornaliero (P <0.02) (grafico 8).

7.3.4. DIGERIBILITA IN VIVO

I vitelli dei gruppi CSper e CSperF hanno evidenziato coefficienti di digeribilita
maggiori rispetto a quelli dei gruppi CContr e CContrF (tabella 16); le differenze piu
elevate sono state osservate per i valori di digeribilita dell’'NDF (grafico 9).

I coefficienti di digeribilita dei vitelli del gruppo CSperF rispetto a quelli del gruppo
CSper sono apparsi piu bassi per SS, SO, PG ed energia (P < 0.001), ma piu elevati per
I'NDF (P < 0.001) (grafico 9).
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7.4. DISCUSSIONE

Nel corso della sperimentazione i vitelli sono apparsi in buono stato di salute e
indenni da infezioni parassitarie. I risultati relativi al faecal score hanno messo in luce un
miglior punteggio nei vitelli del gruppo CSperF. Questi dati, insieme alla tendenza
osservata per il gruppo CSper a mostrare valori piu elevati rispetto al gruppo CContr,
sembrano indicare un effetto positivo del trattamento sperimentale sul faecal score.

L’effetto della somministrazione combinata di S. cerevisine e 1’A. oryzae e stata
esaminata solo nelle vacche da latte (Wiedmeier et al., 1987; Higginbotham et al., 1994;
Yoon e Stern, 1996), mentre nei vitelli questi additivi sono stati testati singolarmente. Ne
consegue che il confronto tra i risultati di questa ricerca con quelli di studi precedenti deve
essere fatto tenendo conto di questa differenza.

Beharka et al. (1991) non hanno trovato nessun effetto dell’A. oryzae sul FS dei vitelli,
mentre risultati contrastanti sono stati evidenziati per il S. cerevisiae. Seymour et al. (1995)
hanno notato una diminuzione della durata dei fenomeni diarroici quando il lievito e stato
aggiunto alla dieta dei vitelli (10 g/kg di SS), attribuendo questo effetto alle sostanze
nutritive, soprattutto vitamine e amminoacidi, apportate dal S. cerevisiae, che possono aver
aiutato lo sviluppo della microflora intestinale benefica e, di conseguenza, ridotto lo stress
e i disturbi digestivi. Agarwal et al. (2002) hanno evidenziato una diarrea di minor durata e
incidenza nei vitelli che avevano ricevuto cellule vive di S. cerevisiage. Al contrario,
Lesmeister et al. (2004) non hanno osservato alcun effetto dell’aggiunta di lievito spento (in
quantita pari a 10 e 20 g/kg di SS) in un mangime per vitelli sulla durata della diarrea.

Nella nostra indagine non e stata rilevata alcuna influenza dell’aggiunta degli
additivi fungini sul consumo di concentrato. Del resto, anche Beharka et al. (1991) in una
prova su 112 vitelli non hanno evidenziato alcun effetto dell’aggiunta di A. oryzae
sull'ingestione di SS, anche se e stata osservata una maggiore ingestione di SS in un

gruppo di 40 giovenche della stessa prova, dovuta forse ad una minor variabilita in questo
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sottogruppo. Le ricerche che hanno preso in considerazione l'effetto del S. cerevisiae
sull’ingestione di SS non hanno fornito risultati univoci. Alcuni Autori hanno osservato
una riduzione dell’ingestione di SS in risposta all’aggiunta di lievito (Wagner et al., 1990;
Seymour et al., 1995) alla dieta per vitelli. Quigley et al. (1992) hanno osservato che
quantita ridotte di lievito incluse nel concentrato (2 g/kg di SS) non hanno effetto
sull'ingestione di SS, mentre Lesmeister et al. (2004) utilizzando una dose di 20 g/kg di SS,
hanno rilevato un aumento dell’ingestione di SS del mangime da parte dei vitelli. In
quest’utima ricerca i vitelli non ricevevano alcun tipo di foraggio ed il tipo di lievito e la
quantita di prodotto addizionato al mangime sono stati simili a quelli utilizzati nella
nostra prova. Tuttavia nella nostra ricerca, i vitelli sono stati alimentati con latte
ricostituito per tutto il periodo sperimentale, mentre nello studio di Lesmeister et al. (2004)
i vitelli sono stati svezzati a cinque settimane di eta. Di conseguenza, I'ingestione di SS del
mangime nella fase post svezzamento riportata da Lesmeister et al. (2004) e stata
approssimativamente quattro volte piu elevata rispetto a quella osservata alla stessa eta
nella nostra prova per i vitelli che ricevevano la dieta CSper (in media 1538 g/d vs 402 g/d,
rispettivamente, che corrispondono a circa 31 g/d vs 10 g/d di lievito spento).
Sembrerebbe, quindi, che I'effetto del S. cerevisiae sull’ingestione di SS sia influenzata dalla
quantita somministrata.

L’impiego degli additivi fungini ha determinato una maggiore ingestione di fieno e,
quindi, un aumento dell’ingestione di SS totale nei vitelli del gruppo CSperF rispetto ai
vitelli del gruppo CContrF. E” possibile che I'impiego del lievito abbia positivamente
influenzato 1'azione dei microrganismi cellulosolitici (Williams et al., 1991), aumentando,
di conseguenza, la velocita di transito degli alimenti nel reticolo- rumine e, quindi,

I'ingestione di fieno.

Nella nostra ricerca il gruppo CSperF dalla 7° settimana e fino al termine del
periodo sperimentale ha fatto registrare incrementi ponderali giornalieri statisticamente

piu elevati.
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Analogamente, Lesmeister et al. (2004) hanno osservato una maggiore ingestione di
SS e un aumento degli incrementi ponderali nei vitelli alimentati con un concentrato
arricchiti di lievito spento. Al contrario, altre ricerche hanno evidenziato un effetto del
Saccharomices sull'ingestione di SS e sugli incrementi ponderali lieve, o addirittura
negativo, (Wagner et al., 1990; Quigley et al., 1992; Seymour et al., 1995). Nella nostra
ricerca i vitelli del gruppo CSperF hanno fatto registrare un maggiore consumo di fieno
che, tuttavia, non e sufficiente per se a spiegare i maggiori incrementi ponderali osservati.
Tuttavia, la maggiore digeribilita della fibra del gruppo CSperF, che sembra indicare una
maggiore attivita metabolica della microflora cellulosolitica ruminale e, quindi, una
maggiore disponibilita di acidi grassi volatili, puo aver contribuito ad incrementare
I'accrescimento dei vitelli. Infine, anche fattori quali idratazione, ingestione di acqua,
escrezioni fecali, contenuto ruminale e incidenza di diarrea possono aver influenzato
I'incremento ponderale.

I trattamento sperimentale ha positivamente influenzato la digeribilita in vivo degli
animali. A nostra conoscenza non sono state condotte in precedenza ricerche volte a
valutare l'influenza del Saccharomyces e dell’Aspergillus sulla digeribilita dei vitelli. Le
ricerche condotte sui ruminanti adulti non hanno fornito risultati univoci. Miglioramenti
nella digeribilita in seguito all'impiego del Saccharomyces sono stati riportati da Dawson et
al. (1990), Williams et al. (1991), Zinn e Borquez, (1993), e Yoon e Stern (1996). Tuttavia, in
altre ricerche non e stato riscontrato alcun effetto del Saccharomyces sulla digeribilita
ruminale o totale (Adams et al., 1981; Dawson et al., 1990; Malcolm e Kiesling, 1990;
Doreau e Jouany, 1998; Zinn et al., 1999).

Le modalita attraverso le quali gli estratti fungini migliorerebbero la digeribilita
della fibra nei ruminanti adulti sono da ricondurre, per I'estratto di A. oryzae, alla presenza
nel mezzo di coltura di enzimi extracellulari, e per il Saccharomyces, alla presenza di fattori
di crescita (acidi organici, vitamine del gruppo B, aminoacidi) o intermedi metabolici che
stimolano lo sviluppo dei batteri ruminali che utilizzano il lattato e digeriscono la cellulosa
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(Dawson et al., 1990; Varel e Kreikemeier, 1993; Callaway e Martin, 1996). Questa ipotesi e
supportata anche dai risultati ottenuti da Kumar et al. (1994, 1997), che hanno osservato
(con diete sia ad alto sia a basso contenuto in foraggio) un notevole aumento della
concentrazione di batteri totali e di batteri cellulosolitici nel fluido ruminale di vitelli
bufalini alimentati con cellule spente di S. cerevisiae.

La somministrazione di fieno ha influenzato la digeribilita delle diverse frazioni
analitiche. Tuttavia, se la minore digeribilita di SS, SO, PG ed energia nei vitelli alimentati
con il fieno e un risultato in qualche misura prevedibile, lo stesso non puo dirsi per la
maggiore digeribilita dell’NDF. Probabilmente, la presenza del fieno nella dieta ha
stimolato la crescita dei microrganismi cellulosolitici ruminali in misura maggiore rispetto

ai vitelli che non hanno ricevuto il fieno.
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7.5. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

I risultati relativi all’inclusione di S. cerevisiae e dell’estratto della fermentazione di A.

oryzae in un concentrato del commercio possono essere cosi riassunti:

— i vitelli del gruppo CSperF hanno evidenziato una migliore consistenza delle feci.
Questo risultato, insieme alla tendenza per un miglior FS osservata nei vitelli CSper
rispetto a quelli del gruppo CCont, sembra indicare un effetto positivo dell'impiego

degli additivi fungini testati sulla consistenza delle feci;

— non sono state evidenziate differenze relativamente al consumo di concentrato,
mentre quello del fieno e apparso significativamente piu elevato nel gruppo trattato
rispetto al controllo dalla 9° all’11° settimana di sperimentazione;

— 1ivitelli del gruppo CSperF hanno evidenziato migliori incrementi ponderali medi a
partire dalla 7° settimana e fino al termine della sperimentazione;

— la digeribilita dei vitelli e stata positivamente influenzata dal trattamento

sperimentale

L’insieme dei risultati ottenuti indica che nelle condizioni sperimentali testate, la
somministrazione di Saccaromyces cerevisiae ed Aspergillus oryzae, ha migliorato 1'efficienza
digestiva dei vitelli bufalini. In presenza di fieno nella dieta, i vitelli trattati hanno
evidenziato anche un significativo miglioramento del FS, del consumo di fieno,
dell'incremento ponderale giornaliero e della digeribilita dell’NDF. In definitiva gli
additivi fungini testati sembrano agire stimolando la crescita dei batteri cellulosolitici, con

conseguente incremento dell’ingestione di fieno e digeribilita della fibra.
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8. CONCLUSIONI

L’indagine condotta sull'impiego degli additivi microbici durante la fase di
alimentazione lattea dei vitelli bufalini ha evidenziato che sia il probiotico a base di
Enterococcus faecium sia gli estratti Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae hanno
migliorato la consistenza delle feci. L'utilizzo degli estratti di Saccharomyces cerevisiae e
Aspergillus oryzae, ha incrementato anche I'efficienza digestiva dei vitelli.

Un miglioramento del faecal score rappresenta un risultato di particolare importanza
in considerazione del fatto che l’allevamento bufalino, nonostante i notevoli progressi
registrati negli ultimi decenni nelle tecniche di svezzamento adottate, € ancora
caratterizzato da elevati tassi di mortalita dei vitelli per diarrea, con ripercussioni negative
a livello sia economico (perdita di vitelli) sia genetico (i vitelli morti possono essere figli di
bufale molto produttive, con conseguente riduzione del differenziale selettivo).

In accordo con Krehbiel et al. (2003), un miglioramento delle performance di crescita
nelle prime fasi della vita dei vitelli, quando prevalgono le malattie enteriche, non risulta
particolarmente utile; molto piu rilevante, invece, e il miglioramento dello stato di salute e
la riduzione dell’incidenza della severita della diarrea.

In conclusione, i nostri risultati indicano che entrambi i prodotti testati possono migliorare
lo stato di salute dei vitelli durante la fase di alimentazione lattea. Gli estratti di
Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae migliorando anche la funzionalita ruminale,
possono contribuire maggiormente a ridurre i problemi che si manifestano durante la fase

di transizione dall’alimentazione liquida a quella solida.
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Tabella 14. Composizione chimica del mangime sperimentale e di controllo, del fieno di loietto e delle diete usate nella prova di digeribilita.

Mangime! Fieno di loietto Diete”

Sperimentale>  Controllo Con fieno di loietto Senza fieno di loietto
Sostanza secca (g/kg) 862 872 898 908 907
Sostanza organica  (g/kg) 915.9 921.8 901.9 915.1 919.5
Proteina grezza 180.4 177.2 100.0 176.9 200.7
Grassi 44.8 45.2 22.3 99.0 117.2
NDF 267.9 279.2 577.0 265.6 170.7
ADF 111.4 118.9 328.7 133.6 71.8
Lignina 29.2 25.7 38.1 21.6 17.1
Calcio 111 11.0 4.7 8.9 104
Fosforo 6.5 6.5 2.1 59 7.1
Sodio 2.6 25 1.2 3.1 3.7
Cloro 52 51 5.7 59 59
Potassio 10.8 10.8 15.2 12.3 11.3
Magnesio 5.3 5.4 22 5.3 6.3
Ferro (mg/kg) 121 12.0 612.0 417.0 312.0
Zinco 40.4 40.2 21.2 231.5 276.9
Manganese 254 25.2 83.0 176.5 190.1
Energia lorda (M]/kg DM) 19.04 19.32 18.18 20.08 20.57

! Composizione mangime: farina estr. di soia, orzo, farina di frumento, melassa, mais fioccato, semi di cotone intero, soia fioccata ,
bicarbonato di sodio, carbonato di calcio, cloruro di sodio, vitamine e minerali

2 Dieta con fieno: a base di concentrato, latte ricostituito e fieno di loietto; Dieta senza fieno: a base di concentrato, latte ricostituito
senza fieno di loietto.
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3 Concentrato sperimentale con additivi microbici
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Tabella 15. Faecal score, incremento giornaliero medio, peso finale ed efficienza alimentare dei vitelli sottoposti ai diversi

trattamenti.

Trattamento! Probabilita?

ES Setti

CCont CContrF  CSper CSper ettimana CContr vs CContrF vs CSper vs

r F CSper CSperF CSperF
Faecal score 1.37 1.32 1.56 1.83 0.112  0.0003 0.125 0.0018 0.048
Ingestione di SS
g/d
mangime 517 403 527 434 17.2 0.0001 0.67 0.204 0.0002
fieno di loietto - 252 - 290 8.3 0.0001 - 0.047 -
totale 1307 1407 1320 1478 18.0  0.0001 0.60 0.0057 0.0001
IGM?, g/d
Settimana 1 - 12 451 464 502 529 13.6  0.0001 0.009 0.001 0.16
Peso finale, kg 88.7 90.1 93.2 95.9 236 -
Eificienza 025 026 022 024 0009 -
alimentare*

1 CContr = mangime di controllo; CContrF = mangime di controllo e fieno di loietto; CSper = mangime sperimentale; CSper = mangime
sperimentale e fieno di loietto.

2 Probabilita dell’effetto della settimana. Quando l'effetto del trattamento e stato significativo (P<0.05), sono stati utilizzati i contrasti
ortogonali per individuare le differenze

3 Incremento medio giornaliero

4 kg di SS/kg di incremento
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Tabella 16. Coefficienti di digeribilita apparente dei vitelli alimentati con i diversi trattamenti.

Trattamento! Probabilita?
ES
CContr CContrF CSper  CSperF CContr vs. CSper CContrF vs. CSperF CSper vs. CSperF
Sostanza secca 0.79 0.69 0.81 0.71 0.008 0.04 0.046 0.0001
Sostanza organica (.81 0.72 0.83 0.74 0.008 0.034 0.045 0.0001
Proteine grezze 0.82 0.60 0.85 0.64 0.010 0.031 0.01 0.0001
NDF 0.32 0.47 0.41 0.56 0.027 0.029 0.028 0.0008
Energia 0.82 0.74 0.84 0.76 0.007 0.037 0.045 0.0001

ICContr = mangime di controllo; CContrF = mangime di controllo e fieno di loietto; CSper = mangime sperimentale; CSper = mangime
sperimentale e fieno di loietto.
2Probabilita dell’effetto della settimana. Quando l'effetto del trattamento e stato significativo (P’<0.05), sono stati utilizzati i contrasti ortogonali per

individuare le differenze

Dott. Maria Luisa Varricchio

125



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA

- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA

- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

2,50

2,25

2,00 ’

1175 -— o /N
1,50

gruppi
sperimentali

+—CConfr

1,25 -

Faecal score

1,00

0,75

0,50 . . | |

periododi osservazione

——CContrF
== CSper

=== CSperF
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Grafico 6. Ingestione di fieno nei gruppi CContrF e CSperF nel periodo di osservazione
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Grafico 7. Andamento del peso corporeo dei vitelli nel periodo di osservazione
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Grafico 8. Incremento medio giornaliero dei gruppi sperimentali durante il periodo di
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1. INTRODUZIONE

1.1. IL LATTE DI BUFALA

Il latte di bufala si presenta di colore bianco neve per 1'assenza di carotenoidi, senza
odore caratteristico e con un sapore piuttosto delicato. Rispetto al latte vaccino, infatti, nel
latte bufalino si riscontra anche una maggior quantita di vitamina A ma non del suo
precursore, il B-carotene (Sciancalepore, 1998). Ha una composizione chimica molto simile
a quella del latte di vacca da cui si differenzia per i contenuti proteici e lipidici (e ricco di
oleina) piu elevati rispetto a quello bovino (tabella AGl) e che, in media, risultano
rispettivamente dell’8,3% e 4,7% nel latte bufalino e il 3,5% e 3,3% nel latte vaccino; per
tale motivo e utilizzato quasi esclusivamente nell'industria casearia per la produzione
delle caratteristiche mozzarelle, con una resa che risulta superiore di circa 1.8 volte di
quella del latte vaccino: 25 kg di mozzarella di bufala, contro i 13 kg ottenuti mediamente
dalla stessa quantita di latte vaccino (Salvadori del Prato, 1998; Sciancalepore, 1998;
Zicarelli, 2001; Romano et al., 2003).

Alla componente lipidica sono attribuite la maggior parte delle caratteristiche
organolettiche del latte e dei suoi derivati. Essa e, inoltre, utilizzata come marker di

genuinita per il burro e per la mozzarella (Contarini, 1997).
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Tabella AG1. Valori minimi, massimi e medi per singolo parametro del latte bufalino e
bovino (solo valori medi) (Proto, 1995 — modificata 2002).

Componenti Bufala (%) Vacca (%)
min max media media
Residuo secco 15.15 24.70 18.50 12.20
Residuo magro 9.15 11.70 10.20 8.70
Lipidi 6.00 13.00 8.30 3.50
Protidi totali 3.80 5.50 473 3.30
Lattosio 4.60 5.30 4.90 4.70
Ceneri 0.75 0.90 0.80 0.70
Calcio 0.18 0.21 0.20 0.12
Fosforo 0.10 0.13 1.12 0.09
Magnesio 0.14 0.16 0.15 1.10

Contenuto calorico:
Kcal 950 1720 1210 690
MJ] 4.00 7.20 5.10 2.90
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Tabella AG2. Confronto tra la composizione del latte di vacca e di bufala

Composizione chimica Latte di bufala Latte di vacca
Acqua 81.5 87.5
Caseina 3.6 2.8
Lattoalbumina e lattoglobulina 0.7 0.6
Calcio (Ca2+) mg/100g 180 - 240 120 - 160
Fosforo (P) mg/100g 120 - 140 65 - 110
Rapporto Ca/P 1.61 1.31
Ceneri 0,8 0,75

pH 6.5-6.7 6.6 - 6.7
Acidita (SH) 42-5.0 33-35
Densita (15°C) 1.031 - 1.034 1.028 — 1.035
Punto crioscopico (-°C) 0.56 - 0.59 0.52-0.55
Diametro globuli (micron) 1.0-6.0 1.0-10.0
Azione al caglio +HHH+ +++

Fonte: Istituto Nazionale di ricerca per gli alimenti e la Nutrizione (2003)

Il latte di bufala, come quello di tutti i ruminanti, si distingue non solo per
un’elevata proporzione di caseina nel totale azotato, ma anche per un altissimo tenore in
acidi organici con basso peso molecolare (acidi volatili), conseguenza di una particolare
modalita di sintesi (tabella AG2) (Alais, 2001).

Altro aspetto della tipicita del latte di bufala e legato alla sua qualita microbiologica
e, quindi, alle attivita metaboliche di alcuni ceppi di batteri lattici, presenti in
concentrazioni superiori a quelle contenute dal latte vaccino che, oltre ad influire sul
fenomeno di acidificazione della cagliata durante la trasformazione, sono responsabili, per
la maggior parte, della produzione del sapore e dell’aroma tipici di questo formaggio

(Contarini, 1993).
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In Italia, dalla trasformazione del latte bufalino, si ottengono anche prodotti quali
ricotta, burro, yogurt e provola; in letteratura non sono riportati dati relativi al consumo
diretto del latte. Nel resto del mondo sono diffuse anche altre tipologie di preparazioni

(Renaud, 1996).

1.2. LA FRAZIONE LIPIDICA DEL LATTE DI BUFALA

Nel latte di bufala, come e noto, il grasso costituisce, dopo l'acqua, il componente
pitt importante, oscillando in media tra il 7 ed il 10%. Il tenore lipidico del latte bufalino, a
differenza di quello bovino, puo subire oscillazioni molto ampie (dal 6,0 al 13%) nel corso
della lattazione, mentre la variazione del contenuto proteico (dal 3,8 al 5.5%) e piu
modesta (Proto, 1995).

La frazione lipidica del latte e costituita principalmente (97%) da trigliceridi (TG) e,
in percentuale minore, da digliceridi, monogliceridi, steroli (<0,5%) (colesterolo
soprattutto), fosfolipidi (<1%), vitamine liposolubili e (-carotene (Christie e Clapperton,
1982; Jensen et al., 1991).

Pochi sono gli studi sulla composizione lipidica del grasso del latte bufalino
(Polidori et al., 1997; Bergamo et al., 2003), ma si puo fare riferimento a quella bovina che e
stata approfonditamente studiata, risultando estremamente complessa e costituita da
almeno 400 diversi acidi grassi (AG) di cui soltanto 14 presenti in concentrazione
superiore all'1% (Christie e Clapperton, 1982; Parodi, 1983; Timmen e Patton, 1988; Jensen
et al., 1991).

La matrice lipidica del latte di bufala e presente sotto formula di globuli in
dispersione instabile: questi ultimi si presentano eterogenei ed essenzialmente costituiti da
una microgoccia di trigliceridi, circondati da un involucro complesso (membrana o film di

adsorbimento). La membrana esterna del globulo, formata dallo 0.5 - 1% dei lipidi totali,

Dott. Maria Luisa Varricchio

163



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

racchiude il core di trigliceridi che e formato dal 95 - 98% dei lipidi totali del latte (King,
1955; Alais, 2001).

Come nel latte bovino, anche in quello bufalino le dimensioni dei globuli di grasso
variano ampiamente, ma il valore medio del loro diametro si attesta tra 4,1 e 4,8 um contro
i3,0 - 3,5 um di quelli del latte bovino. In ambedue le specie il diametro medio dei globuli
di grasso e lievemente piu elevato in estate che in inverno. I meccanismi biologici di
formazione e di secrezione dei globuli di grasso da parte della cellula mammaria, nonché
la struttura dei globuli stessi, sono stati oggetto di ampie indagini (Stemberg e Patton,
1981; MacPerson e Kitchen, 1983). In particolare, e stato sottolineato che i globuli di piccole
dimensioni prevalgono numericamente su quelli di grandi dimensioni, ma e in
quest’ultimi che sono contenuti i maggiori quantitativi di grasso (Timmen et al., 1988)
perché il rapporto volume/superficie decresce con il decrescere del diametro dei globuli.
Tale differenza si riflette in una diversa distribuzione della componente acidica nelle due
tipologie di globuli (Cavaliere et al., 1994).

I lipidi si trovano nel latte sotto forma globulare in dispersione instabile e
comprendono 3 tipi di sostanze associate:

v lipidi polari: fosfolipidi di natura complessa che costituiscono circa 1'1% del
totale;

v sostanze lipoidiche o insaponificabile: steroli (principalmente colesterolo
0.3%) alcoli e vitamine (A, E, D e K), rappresentanti 1'1.2 % del totale;

v lipidi neutri: sostanza grassa propriamente detta, costituita da gliceridi per
circa il 97-98% del totale.

La vitamina A e presente in maggiori quantita nel latte di bufala rispetto al latte
vaccino a differenza del suo precursore, il [-carotene, presente in quantita minore
(Correale, 1987).

Infine, non puo essere trascurato un altro aspetto fondamentale della frazione
lipidica del latte di bufala, ovvero quello nutrizionale, dato I'alto contenuto percentuale di
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acidi grassi monoisaturi (MUFA) e polinsaturi (PUFA) essenziali. Tra questi particolare
importanza e stata attribuita negli ultimi anni ai CLA (coniugated linoleic acid) (McGuire e

McGuire, 1999; Bauman ef al. 1999).

1.2.1. I TRIGLICERIDI (TG)

Il grasso presente nel latte e costituito per la quasi totalita da trigliceridi, che sono
triesteri degli AG alifatici e del glicerolo. La distribuzione degli AG sulle tre posizioni
della glicerina non e casuale e l'esistenza di siti preferenziali di esterificazione permette di
limitare il numero di possibili famiglie trigliceridiche. Sono stati identificati 43 tipi di TG
presenti in quantita superiore allo 0.5%. Inoltre, la concentrazione dei vari AG muta in
base a diversi fattori quali stadio di lattazione, alimentazione, stagione, animale stesso
(Norum, 1992; Gurr, 1995).

Per il latte di vacca la distribuzione stereospecifica degli AG nei TG e la seguente:
I'acido butirrico (BA) e esterificato quasi esclusivamente in posizione 3, I'acido palmitico
(PA) in ugual misura in posizione 1 e 2, 'acido oleico (OA) preferibilmente in posizione 1
e l'acido linoleico (LA) prevalentemente in posizione 2. Pertanto, sebbene siano stati
condotti numerosi studi al fine di identificare i tipi e le proporzioni dei TG presenti nel
grasso del latte, non e possibile determinare la composizione in maniera definitiva
(Palmquist et al., 1993).

Composizione e struttura dei TG sono molto importanti poiché si ripercuotono sulle
proprieta fisiche e nutrizionali del grasso del latte e, quindi, sulle caratteristiche dei prodotti
di trasformazione a base di grasso, come il burro (MacGibbon, 1994; Precht, 1997). La
struttura dei TG, infatti, e responsabile delle proprieta fisiche, quali cristallizzazione e punto
di fusione, che hanno un importante effetto sulla consistenza e sul sapore dei prodotti a base
di grasso. La composizione in AG dei TG e la loro posizione sul glicerolo all'interno del TG
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influisce sulla digeribilita e sulle proprieta nutritive degli stessi e dei singoli AG che li

compongono (Norum, 1992; Gurr, 1995).

1.2.2. GLI ACIDI GRASSI (AG)

Dall'idrolisi dei TG si ottengono il 90 % degli AG della frazione lipidica del grasso
del latte (Jensen ef al, 1991).

Gli AG possono essere classificati in funzione del numero di atomi di carbonio in:

4 infissi (C>10);
volatili (C<10);

basso peso molecolare (Cs - Co);

NSERNERN

medio peso molecolare (Ci1 - Cis);
alto peso molecolare (Ci7 - Czs)

Da un punto di visto chimico, essi sono distinti in saturi (SFA), monoinsaturi e
polinsaturi a seconda della presenza del doppio legame che conferisce loro tipiche
caratteristiche e, a seconda della lunghezza della catena, in AG a catena corta, media e
lunga.

Studi sulle diverse proprieta fisiche dei SFA hanno evidenziato relazioni tra la
catena lunga e il punto di fusione: il maggior numero di doppi legami negli AG comporta,
infatti, un pit basso punto di fusione, come dimostra la serie OA, LA e LNA. Oltre ai
fattori stagionali, anche I’alimentazione puo influire sulla composizione acidica del grasso
anche se in misura minore rispetto ai monogastrici (Christie, 1979; Hawke e Taylor, 1995).

Il grasso del latte, rispetto ad altre fonti di grasso animale (carne di suino e manzo),
e caratterizzato da un elevato contenuto in AG a catena corta e un piu basso tenore in AG
Cis (Kennelly, 1996); e, inoltre, una fonte relativamente povera di PUFA, con
concentrazioni del 3% di Cis2e dell’1% di Ciss.
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Tra gli SFA sono piu abbondanti I’AP con il 30% e acido stearico (SA) con il 21%,
mentre tra gli insaturi (UFA) I'OA con il 12,5%. Studi effettuati sul latte bufalino con
tecnica gas - cromatografica hanno confermato che circa il 98% degli AG e costituito da un
numero pari di atomi di carbonio compresi tra il Cs e il C20 mentre i dispari sono presenti
solo in tracce(Addeo et al, 1981).

Rispetto ad un latte vaccino e pecorino, il latte di bufala riporta un minor contenuto
in AG a basso peso molecolare e un maggior contenuto in AG ad alto peso molecolare
MUFA e PUFA, tra cui ws e CLA, che lo rendono un alimento ad alto valore nutrizionale
(Addeo et al., 1981).

Nella categoria dei PUFA sono racchiuse due importanti sottoclassi di AG:

gli AG wsche comprendono:

v I’acido a-linolenico (LNA) C18:3 ws;

v I"acido eicosapentaenoico (EPA) C20:5 ws;

v I"acido docosapentaenoico (DPA) C22:5 ws;

v I"acido docosaesaenoico (DHA) C22:6 ws.

AG wsche comprendono:

v I’acido linoleico (LA) C18:2 we;

v l'acido y-linolenico (GLA) C18:3 ws

v l'acido arachidonico (AA) C20:4 ws.

I primi sono caratterizzati dall’avere il 1° doppio legame in posizione 3, mentre i
secondi in posizione 6.

I meccanismi con cui gli AG di queste due famiglie agiscono sulla salute dell’'uomo
sono stati negli ultimi anni oggetto di numerosi studi, mentre risulta essere gia nota
I'importanza del loro apporto attraverso la dieta.

1.2.2.1. ACIDO LINOLEICO CONIUGATO (CLA)
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Il termine CLA e utilizzato per indicare una serie di isomeri posizionali e geometrici
dell’'LA (Bessa et al., 2000). Essi appartengono agli AG aventi conformazione geometrica di
tipo trans, e sono tipicamente sintetizzati dai ruminanti, nei cui prodotti (latte e carne) si
ritrovano in misura variabile tra le specie, ma sempre, in ogni caso, piu rilevante rispetto
ai monogastrici. Nel latte e nella carne dei ruminanti sono presenti molti isomeri CLA,
anche se quello maggiormente rappresentato (oltre 1'80%) e il Cisz2 cis-9, trans-11, detto
anche acido rumenico (RA) (Kepler et al., 1966, Bauman et al., 1999; Buccioni et al., 2002;
Lock et al., 2003; Khanal et al., 2004).

La struttura dei due isomeri piui rappresentativi e mostrata in figura AGI.

HOOK W/\V/’\/

07 127 -Octadecadienoic Acid (9c]2c-C18:2, Linoleic Acid)

”“m/\/\/\/\_/—/\/\/\

0L 1 1 E-Octadecadienoic Acid (9el 11-C15:2)

[0FE.127-Octacecadienoic Acid (101 2¢-C18:2)

Figura AG1. Struttura chimica dell’acido linoleico e dei CLA (Lock et al., 2003)

Se il RA e il pit rappresentato tra i CLA resta comunque inteso che questi AG sono
un gruppo ampio. Gli isomeri posizionali fino a questo momento noti e caratterizzati sono:
7/9; 8/10; 9/11; 10/12; 11/13 e 12/14; la loro geometria pero, puo essere sia cis-cis, sia cis-
trans, sia trans-cis o trans-trans, per un totale di 24 combinazioni. I piti importanti isomeri
sono il RA e il Cis2 trans 10 - cis 12 (Kepler et al., 1966; Bauman et al., 1999; Buccioni et al.,
2002; Lock et al., 2003; Khanal et al., 2004).
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I CLA e i suoi isomeri sono conosciuti da lungo tempo, ma l'interesse per queste
molecole & relativamente recente. Infatti, diversi studi, sia in vivo sia in vitro, hanno
evidenziato, oltre alle proprieta anticancerogene, anche attivita anti-aterogene, anti-
diabetiche e la capacita di stimolare le proprieta immunologiche (figura AG1) (Banni et al.,
1999; Bertoni e Trevisi, 1999; McGuire e McGuire, 1999). Inoltre, alcuni ricercatori
affermano che i CLA possiedono anche interessanti proprieta nutrizionali in quanto la loro
presenza nella dieta, sia in animali giovani sia in animali adulti, sembra indurre un
aumento della massa magra a scapito di quella grassa (Banni et al., 1999). Infine, sembra

che esercitino un effetto protettivo nell'insorgenza della malattia arterosclerotica (Cannella

e Giusti, 2000).

anticarcinogenic antidiabetic

«-— CLA —_—

/l\

influence on

L immuno-modulating
body composition

antiatherosclerotic

Figura AG1. Effetti fisiologici dei CLA (McGuire e McGuire, 1999).
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1.3. ORIGINE DEGLI ACIDI GRASSI NEL LATTE

Il grasso del latte e sintetizzato in parte direttamente dagli AG provenienti dai lipidi
circolanti nel sangue (ca. 60%), dagli AG a lunga catena della dieta, da sintesi microbiche
di AG o dalle riserve corporee di grasso, in parte sono sintetizzati ex novo dalla ghiandola
mammaria (ca. 40%) a partire dagli AG plasmatici non esterificati (NEFA) o dalle
lipoproteine ricche in trigliceridi (lipoproteine a bassa densita, VLDL). I NEFA assorbiti
sono direttamente connessi con la loro concentrazione nel plasma, che e essa stessa
correlata principalmente con la mobilizzazione del grasso corporeo (Chilliard et al., 1984).

La sintesi ex novo degli AG deriva per meta direttamente dal 3-idrossibutirrato (3-
HB) che contribuisce alla formazione di circa il 15% degli AG fino a 4C (Chilliard et al.,
2000) e per l'altra meta (da Cs a Cico e circa una meta dei Cieo) dalla via dell’acetato
(Palmquist et al., 1969; Demeyer et al., 1995). Una parte dei Ciso e parecchi degli AG a lunga
catena pare derivino dalla seconda fonte lipidica, quella dei lipidi circolanti nel sangue
(Bauman e Davis, 1974).

Le principali vie metaboliche che portano alla formazione degli AG coinvolgono
due enzimi chiave: 'acetil-CoA-carbossilasi (ACC) e il FA-sintetasi (FAS) (Barber et al.,
1997). Tuttavia, ancora non sono stati identificati i fattori cellulari e molecolari che
regolano i differenti AG a corta e media catena del latte fra e all'interno delle specie
ruminanti (Chilliard et al., 2000).

La capacita del tessuto mammario di utilizzare gli AG dei TG provenienti dalle
lipoproteine plasmatiche e determinata dall’attivita dell’enzima lipoproteina-lipasi (LPL)
che e elevata nella ghiandola mammaria dei ruminanti in lattazione (Chilliard et al., 1986).
Di conseguenza, l'assorbimento dei TG nella ghiandola mammaria e generalmente
direttamente correlata con la loro concentrazione nel plasma (Gagliostro et al., 1991), ma
per concentrazione molto alte (> ca. 0.4 mM) (Baldwin et al., 1980) l'attivita della LPL

comincia ad essere limitata.

Dott. Maria Luisa Varricchio

170



L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA
- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

Contrariamente ad altri tessuti nei ruminanti, la ghiandola mammaria in lattazione
non e in grado di convertire il Cieo in Ciso mediante 1’allungamento della catena (Moore e
Christie, 1981). Tuttavia, le cellule mammarie secernenti completamente differenziate
esprimono un’alta attivita della A° desaturasi che converte lo SA(Ciso) in OA (Cisa cis-9)
(Kinsella, 1972).

Circa il 40% dello SA originato dalla ghiandola mammaria, e desaturato
contribuendo cosi a piu del 50% dell’lOA secreto nel grasso del latte (Bickerstaffe et al.,
1974; Enjalbert et al., 1998). Inoltre, 'acido vaccenico (VA) (Cisa trans-11) formato nel
rumine e assorbito dall’intestino, puo essere desaturato per formare 1'acido rumenico (RA)
(Cus2cis-9, trans-11) che e il principale isomero dei CLA nel latte dei ruminanti (Chilliard et
al., 2000).

L’attivita della A° desaturasi puo essere inibita dai PUFA (Sessler e Ntambi, 1998)
cosi come dall’AG ciclopropenoico (per esempio proveniente dai semi di cotone) (Yang et
al., 1999).

La sintesi, l'assorbimento e la desaturazione degli AG contribuiscono alla
formazione di un pool di AG esterificati con il glicerolo per formare principalmente i TG
del latte.

Le sintesi microbiche nel rumine di AG a catena ramificata o a numero dispari di
atomi di carbonio, provenienti dalla fermentazione microbica dei carboidrati, e gli
intermedi della bio-idrogenazione ruminale dei PUFA (es. Cis2 trans-11) contribuiscono
alla grande variabilita degli AG nel grasso del latte. Il bilancio tra la sintesi ex novo di AG a
corta e media catena nella mammella e gli AG di origine microbica ed alimentare a lunga
catena presenti nella ghiandola mammaria possono essere sostanzialmente modificati
attraverso la dieta (Stegeman et al., 1981; Christensen et al., 1994; Khorasani et al., 1991;
Kennelly e Khorasani, 1992).
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1.3.1. BIOSINTESI DEI CLA NEI RUMINANTI

La sintesi dei CLA, piuttosto complessa, ha origine nel rumine con la
bioidrogenazione del LA e si completa a livello tissutale (ghiandola mammaria) attraverso la
desaturazione dell’acido vaccenico (VA) proveniente dal rumine.

I lipidi che raggiungono il rumine vengono idrolizzati dai batteri liberando AG dai TG
e dai fosfolipidi. L’idrolisi e la reazione necessaria per la successiva insaturazione degli UFA.
In passato si credeva che l'unico batterio responsabile della bioidrogenazione fosse il
Butyrivibrio fibrisolvens (Kepler et al., 1966), ma recenti studi (Harfoot e Hazlewood, 1988)
condotti su colture cellulari pure hanno evidenziato che il processo di idrogenazione e
coordinato da una serie di batteri responsabili delle varie fasi, divisi in due gruppi: quelli che
saturano gli acidi LA e LNA con formazione di intermedi quali il RA e il VA e quelli che
completano la bioidrogenazione riducendo il VA a SA. (Kepler et al., 1966, Bauman et al.,
1999; Buccioni et al., 2002; Lock et al., 2003; Khanal et al., 2004). I1 VA, diretto precursore del
RA alivello tissutale, tende ad accumularsi nel liquido ruminale, in quanto la sua riduzione a
SA rappresenta la fase piu lenta del processo di bioidrogenazione; pertanto puo essere in
larga parte assorbito a livello intestinale e trasportato ai tessuti, dove puo essere ossidato a
livello dei microsomi cellulari. La reazione di ossidazione e catalizzata dall’enzima stearoil
coa-desaturasi (SCD), che inserisce un doppio legame di tipo cis in posizione 9 (Heinemam et
al., 2003; Ntambi et al., 2004) e converte cosi il VA in RA.

Schematizzando, la sintesi di CLA nel rumine avviene in due fasi. La prima fase,
catalizzata dall’enzima linoleico-isomerasi che agisce sui doppi legami al centro della catena
carbossilica, consiste nell'isomerizzazione del Cis2 cis-9, cis-12 (LA) a Cis2cis-9, trans-11 (RA),
uno degli isomeri del CLA. L’enzima utilizzato in questa fase si trova sulle membrane
batteriche ed € molto selettivo in quanto riconosce solo i dieni cis-9, cis-12 sulla catena
carbossilica di AG con una funzione carbossilica libera. La seconda fase, piuttosto rapida, e
rappresentata dalla saturazione che converte il RA in VA (Cisa trans-11). La successiva
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saturazione del VA a SA e molto piu lenta per consentire I'accumulo di SA nel rumine e il
passaggio nel plasma sanguigno (stadio limitante).

Variazioni della microflora, dovute a cambiamenti delle fermentazioni (es.
abbassamento del pH), possono causare cambiamenti nel profilo acidico del grasso del latte;
nel caso del CLA, razioni per bovini da carne caratterizzate da un alto tenore di concentrato,
possono cambiare il grado di saturazione del LA con la sintesi di altri isomeri trans decenoici
come, ad esempio, il Cis1 trans-10 al posto del VA (Griinari et al., 1998). Il meccanismo
ipotizzato coinvolge I'enzima cis-9, trans-10 isomerasi che porta alla formazione di CLA trans-
10, cis-12 come primo intermedio della conversione del LA, poi la successiva saturazione del
legame in posizione 12 porta al Cis1 trans-10 (Griinari, 2001). I CLA trans-10, cis-12 e
sintetizzato esclusivamente nel rumine, dove e presente la A2 desaturasi. La saturazione del
LNA avviene in modo molto simile alla bioidrogenazione del LA. Il principale isomero Ciss
presente nel cibo ¢ 'LNA. La sua isomerizzazione produce Ciss cis-9, trans-11, cis-15, dal
quale, attraverso la saturazione, si ottiene il Cisstrans-11. La fermentazione del meno comune
a-LNA e molto simile (Griinari e Bauman, 1999). Buccioni (2002), studiando la
concentrazione dei principali isomeri del Cisse del CLA nel liquido ruminale, ha confermato
lo stretto legame esistente tra LA, RA e VA durante i processi di fermentazione,
sottolineando che I'isomero cis-9, trans-11, non solo e quello predominante, ma e anche il pit

rapido ad essere formato e saturato.

1.3.2. METABOLISMO MICROBICO DEI LIPIDI NEL RUMINE

Lo studio del metabolismo lipidico nel rumine della vacca da latte, e quindi della
bufala, e molto importante per due motivi fondamentali:

- controllare gli effetti antimicrobici degli AG al fine di arricchire le razioni con
fonti di grasso senza interferire con le fermentazioni ruminali e i processi digestivi;
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- regolare la bioidrogenazione per controllare 1’assorbimento di AG specifici in
grado di migliorare le caratteristiche del latte prodotto.

Il rumine e, infatti, il sito di un intenso metabolismo lipidico microbico. La lipolisi
dei glicolipidi, fosfolipidi e TG provenienti dalla dieta, porta alla formazione di AG liberi
che sono in larga misura idrogenati (Chilliard et al., 2000).

I PUFA sono dapprima isomerizzati e poi idrogenati attraverso vie biochimiche
numerose e dipendenti dall’ecosistema microbico. La loro concentrazione nel latte e,
quindi, dipendente dalla quantita che ne esce dal rumine. Questa quantita puo essere
aumentata attraverso l'uso di alimenti ricchi in PUFA e attraverso i fattori che
diminuiscono la loro bioidrogenazione, includendo la naturale protezione dovuta, per
esempio, al tegumento dei semi.

Studi sul metabolismo lipidico nel rumine (Harfoot e Hazlewood, 1997; Doreau e
Ferlay, 1994; Doreau e Chilliard, 1997) hanno dimostrato che i lipidi provenienti dalla
dieta, a contatto con i microbi, sono sottoposti a due principali processi: lipolisi e

bioidrogenazione.
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1.3.3. LIPOLISI

Nelle diete tradizionali gli AG sono esterificati e, in genere, idrolizzati velocemente nel
rumine dai batteri lipolitici (Hawke e Silcock, 1970); i protozoi, invece, non hanno attivita
lipolitica.

La lipolisi e la produzione di AG liberi a partire dagli esteri della frazione lipidica di
origine alimentare, in modo da permettere la successiva bioidrogenazione (riduzione dei
doppi legami presenti nella catena carboniosa) (Hawke e Silcock, 1969).

Gli esteri lipidici provenienti dalla dieta sono idrolizzati, poco dopo 1'assunzione,
dalle lipasi microbiche con rilascio di AG. Uno dei batteri pit noti per la sua azione
lipolitica e 1"Anaerovibrio lipolyticus, che produce un’esterasi di membrana e una lipasi
(Harfoot, 1978), che e un enzima extra cellulare, che idrolizza completamente i TG ad acidi
grassi volatili (AGV) e glicerolo, lasciando una piccola parte di mono e di-gliceridi. Il
glicerolo e poi fermentato ad acido propionico. Sebbene I'attivita lipasica dell’ Anaerovibrio
lipolyticus sia intensa, se paragonata a quella degli altri microbi non lipolitici, la sua attivita
esterasica e debole.

Gli AG, oltre che dall’idrolisi enzimatica dei TG, possono provenire anche dall’idrolisi
dei galattolipidi e dei fosfolipidi ad opera di diverse galattosidasi e fosfolipasi di origine
microbica (fosfolipasi A, fosfolipasi C, lisofosfolipasi e fosfodiesterasi). Sono stati identificati
(Kemp et al., 1975) almeno 5 microrganismi, tra cui il Ruminococcus albus, in grado di

isomerizzare gli AG con pitu di un doppio legame.

1.3.4. BIOIDROGENAZIONE

La permanenza degli UFA nel liquido ruminale e molto breve a causa della rapida
idrogenazione a grassi saturi operata dai microbi ruminali. La percentuale di PUFA
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idrogenati e stata stimata tra il 60 e il 90% (Antongiovanni et al., 2003). Sebbene sia ancora
oggetto di dibattito, pare che questo processo e utilizzato dai microbi per proteggere se
stessi dagli effetti tossici degli UFA. Nel caso degli UFA con uno dei doppi legami in
posizione cis-12 (es. LA e LNA), la prima tappa del processo di bioidrogenazione consiste
in una reazione di isomerizzazione enzimatica che converte il legame cis-12 in trans-11. In
generale, questa isomerasi dovrebbe avvenire solo in presenza di funzioni carbossiliche
libere e, nel caso particolare dei PUFA, in presenza di un diene isolato cis-9, cis-12. La
presenza di un carbossile libero rende la lipolisi una tappa obbligatoria per la successiva
riduzione, e rappresenta, pertanto, il fattore limitante di tutto il processo. Sono influenzati
anche i prodotti della bioidrogenazione a seconda che i precursori siano AG esterificati o
meno (Moore et al., 1969; Noble et al., 1974). Dopo che il legame trans-11 si e formato, una
riduttasi microbica opera I'idrogenazione in posizione cis-9. La quantita di VA ridotta a SA
dipende sia dalle condizioni del rumine sia dalla concentrazione di LA sia inibisce il
processo (Harfoot et al., 1973). Moore et al. (1969), sostengono che una grande quantita di
LA non esterificato puo bloccare la seconda tappa della bioidrogenazione, ma questo non

avviene quando il LA e in forma esterificata.

1.3.5. SINTESI MICROBICA DEGLI ACIDI GRASSI

La frazione lipidica dei batteri ruminali (10 - 15% SS) deriva, in parte, dalla
degradazione degli alimenti e in parte, da sintesi ex novo all’interno della cellula microbica,
e dipende dal contenuto di grasso della dieta e dalle specie di batteri presenti nel liquido
ruminale (Jenkins, 1993). Se I'apporto di lipidi della dieta e alto, il trasferimento di questi
nelle cellule microbiche e facilitato e si formano minuscole gocce di grasso nel citoplasma.

La sintesi ex novo di AG, invece, porta alla formazione di SA e palmitoleico nel rapporto
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2,1:1 (Bauchart et al., 1990). Bisogna ricordare, poi, che i microbi non hanno riserve di TG,
ma gli AG predominanti sono i fosfolipidi di membrana e i NEFA (Viviani, 1970).

Sia i batteri sia i protozoi sono in grado di sintetizzare AG a lunga catena a partire
da catene ramificate o a numero dispari di atomi di carbonio. Per questo motivo, Keeney et
al. (1962) sostengono che i microbi ruminali costituiscono un’importante fonte di lipidi per
i ruminanti ospiti, grazie al loro alto contenuto di acidi con numero dispari di atomi di C o

a catena ramificata.
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1.3.6. EFFETTO DEI LIPIDI SULLE FERMENTAZIONI RUMINALI

L’aggiunta dei lipidi alla dieta dei ruminanti puo esplicare effetti negativi sulle
fermentazioni ruminali con la riduzione della digeribilita delle fonti di energia non
lipidiche. Un apporto di grasso nella razione tra il 10% e il 50% puo ridurre la
degradabilita ruminale dei carboidrati strutturali (Ikwuegbu e Sutton, 1982; Jenkins e
Palmquist, 1984). I grassi si distinguono, infatti, in due tipi: quelli inerti (by-pass), che non
sono intaccati nel rumine e non interferiscono con le fermentazioni ruminali, e quelli
(PUFA) che sono degradati e hanno effetto antimicrobico, con riduzione della digeribilita
della fibra e del rapporto acetato/propionato. Questi effetti sono dovuti a caratteristiche
riconoscibili dei grassi (gruppo funzionale, grado di saturazione) per cui possono essere
scelti in modo opportuno nella razione per modificare le caratteristiche del latte
desiderate.

Anche il metabolismo proteico puo essere influenzato da aggiunte di grassi alla
dieta. E stato osservato che integrazioni lipidiche nella dieta causano la riduzione del
contenuto proteico del latte con riduzione della sintesi di caseine e aumento del contenuto
in azoto e in azoto non proteico (Palmquist e Jenkins, 1980; De Peters e Cant, 1992).
L’apporto di olio di semi di lino nel rumine della pecora o I’aggiunta di olio di mais o di
lecitina alla razione di pecore da latte ha evidenziato una riduzione della degradabilita
delle proteine, una piu bassa concentrazione di ammoniaca e un aumento del flusso di
azoto nel duodeno (Jenkins, 1993).

L’effetto dei grassi sul metabolismo ruminale dipende dalla struttura dei lipidi: (a)
il grado di insaturazione (i PUFA inibiscono le fermentazioni piu dei SFA); (b) la presenza
di gruppi carbossilici liberi; (c) livello di saturazione e di esterificazione.

Devendra e Lewis (1975) hanno ipotizzato quattro teorie per spiegare come
I'aggiunta di grassi alle razioni per ruminanti possa interferire con le fermentazioni
ruminali e con la digeribilita della fibra: (a) la barriera fisica costituita da fibra e grasso
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impedisce 1’attacco microbico; (b) la modificazione della popolazione ruminale a causa
dell’effetto tossico del grasso su alcuni microrganismi; (c) I'inibizione dell’attivita
microbica dall’effetto superficie esplicato dagli AG sulla membrana cellulare dei batteri;
(d) la riduzione di cationi disponibili per la formazione di complessi insolubili con AG a
lunga catena.

Le prime due teorie sono le piu accreditate. Riguardo la prima ipotesi, il
rallentamento delle fermentazioni viene spiegato con la formazione di uno strato lipidico
che inibirebbe la degradazione della cellulosa coprendo le particelle di alimento e
impedendo il contatto fisico tra microbi e alimento necessario perché gli enzimi
cellulosolitici siano attivi (Jenkins, 1993). La seconda ipotesi, invece, € supportata dal fatto
che I'aggiunta a colture pure di batteri ruminali di AG ne inibisce la crescita, confermando

I’effetto antimicrobico diretto dei lipidi.

1.3.7. IL PROFILO ACIDICO IDEALE DEL GRASSO DEL LATTE

In passato, il grasso del latte e stato oggetto di critiche per il suo profilo acidico meno
salubre rispetto a quello dei vegetali e dell’olio di pesce. Il grasso del latte € molto ricco di
Cuoe Ciso, ma ha un basso contenuto di MUFA e PUFA.

Il profilo ideale del grasso del latte dovrebbe contenere meno del 10% di PUFA piu
dell’'8% di SFA e 1'82% di MUFA (O’Donnell, 1993), tuttavia il normale profilo acidico del
latte contiene piu del 70% di SFA e, quindj, si discosta molto dal profilo suggerito. Sebbene le
prove scientifiche delle relazioni tra grassi saturi e malattie cardiovascolari siano ancora
ambigue, ci sono numerosi dati che indicano che non ¢ necessario apportare cambiamenti
cosl radicali al profilo acidico del grasso. Molti AG precedentemente ritenuti dannosi, sono
oggi considerati indifferenti o positivi per la salute umana: gli AG Ciso e Cis1, ad esempio,
svolgono un ruolo importante nella riduzione del colesterolo nel sangue (Jensen et al., 1991).
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Poiché elevati contenuti nel latte di Ciso e Ciso creano preoccupazioni in campo medico, si
tende a modificare con la dieta il profilo acidico, con un aumento di Ciso e Cis1 e una
riduzione di Cieoe Ciso, ottenendo un latte con caratteristiche migliori per la salute umana e
ed anche piu adatto alla produzione di un burro piu soffice. La possibilita di aggiungere
diverse integrazioni di grasso nella razione dei ruminanti da latte consente di modificare
opportunamente la composizione acidica del latte attraverso la scelta del grasso col profilo
acidico piu vicino a quello desiderato, evitando quei grassi che causano un incremento di

Ciseo.
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2. IL CONTENUTO LIPIDICO DEGLI ALIMENTI PER IL BESTIAME

Il tenore lipidico di un alimento e espresso attraverso la frazione analitica
dell’Estratto Etereo (EE), che comprende oltre ai lipidi, anche altre sostanze (cere,
clorofilla, vitamine liposolubili e sostanze insaponificabili) che rappresentano nei foraggi
fino al 50% e nei concentrati fino al 20% dell’EE.

I lipidi presenti nei foraggi e nei semi sono generalmente sotto forma di TG e
tfosfolipidi. Gli alimenti per ruminanti contengono, in media, circa il 3,5% SS di EE e, di
questo, gli AG costituiscono solo il 40% nei foraggi e il 70%, nei concentrati. Gli AG piu
rappresentati sono quelli a 18 atomi di C di cui il LA e il piu rappresentato (mediamente il
60%).

Tra gli AG nei semi oleosi il LA (Cis2) e la frazione predominante, 'LNA (Ciss),
invece, e quella piu alta nei foraggi (Palmquist e Jenkins, 1980). I foraggi freschi delle
regioni temperate contengo circa 1'1-3% di AG, soprattutto nel periodo primaverile ed
autunnale. Piu della meta di questi AG sono rappresentati da a-LA. Nelle regioni tropicali,
invece, i foraggi presentano una percentuale di LNA variabile dal 15 al 40% degli AG totali
(Chilliard et al., 2001). La composizione acidica dei foraggi ¢, comunque, influenzata dalla
specie e, anche, dalla frequenza di utilizzo del pascolo (Dewhurst et al., 2001). Il profilo
acidico e funzione anche del tipo di foraggio: foraggi provenienti da erbai di alta collina,
rispetto a quelli di pianura, presentano un piu alto contenuto in Cis1, un contenuto doppio
di CLA, lo stesso contenuto di acido miristico (MA), ma molto piu basso di quello dei
concentrati (Kelly et al., 1998; Chilliard et al., 2001; Collomb et al., 2001; Onetti et al., 2001).

La qualita superiore dei foraggi freschi rispetto agli insilati di erba, relativamente al
rapporto AG UFA/SFA, e riconducibile alle probabili alterazioni, causate da fermentazioni
indesiderate all'interno della massa in fase di maturazione (Chilliard et al., 2001). Tra gli

insilati, quello di mais e caratterizzato da un’elevata concentrazione in LA, in quanto, i
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semi, normalmente presenti per piu del 30% nella massa di insilato, ne contengono piut del
60%.

Anche la tecnica di conservazione incide sul contenuto in AG dei foraggi: nel fieno
si nota, infatti, un calo della concentrazione degli AG a lunga catena e, in particolare, del
LNA, con una conseguente riduzione del contenuto degli acidi ws nel latte (Chilliard et al.,
2001).

Per quanto riguarda i concentrati, invece, si distinguono in base al tenore lipidico in
due gruppi: (a) alimenti a basso tenore lipidico dal 2 al 10% SS (cereali, crusche, farine di
estrazione, panelli di semi oleosi, trebbie di birra, distillers, melasso, pastazzo di agrumi);
(b) alimenti ad alto tenore lipidico al 10 al 45% SS (semi oleosi, germe di mais). Nei semi e
derivati la maggior parte degli AG e rappresentata da acidi a 18 atomi di carbonio e, in
particolare, il LA e 'OA.

I grassi di origine animale (sego e strutto), invece, sono ricchi di SFA (PA e SA,
rispettivamente 26 - 27% e 15 - 20%) e MUFA. I grassi dei pesci, invece, sono ricchi di AG a

catena molto lunga (>20C).
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3. ESAME DELLA LETTERATURA

I profilo degli AG del grasso del latte e stato oggetto di numerosi studi poiché il
rapporto fra SFA, MUFA e PUFA e un aspetto di fondamentale importanza per il controllo
di alcune malattie nell’'uomo.

Il latte vaccino contiene una quantita eccessiva di AG a corta catena e SFA rispetto a
quello che e definito come profilo ideale, mentre e carente in MUFA e PUFA (Buccioni,
2002).

L'integrazione nella razione di alimenti contenenti oli vegetali, ricchi di MUFA e di
PUFA, rappresenta una strategia per modificare il profilo dei TG del latte ed avvicinare il
profilo degli AG a quello indicato come salubre per 1’alimentazione umana (Ashes et al.,
1997).

Particolare interesse ha inoltre suscitato la possibilita di aumentare il contenuto
degli AG della serie ws, considerato il loro ruolo chiave nel controllo di alcune malattie.

L’aggiunta di olio di pesce nella dieta, ad esempio, determina un aumento
significativo di PUFA della serie ws (Jones et al., 1998), ma puo avere delle
controindicazioni per quanto riguarda il sapore del latte. In alternativa, un aumento
significativo del contenuto di ws nel latte puo essere ottenuto con la somministrazione di
olio di semi di lino (Ward et al., 2002). In entrambi i casi, il coefficiente di trasferimento
degli AG a lunga catena nel latte e piuttosto modesto, probabilmente a causa del processo
di biosaturazione che avviene nel rumine e della mancanza di lipoprotein-liapsi specifiche
per idrolizzare i trigliceridi vegetali o animali (Chilliard et al., 2000).

Il contenuto in Cico nel grasso del latte puo essere diminuito attraverso tutti quei
fattori che inibiscono la sintesi di AG, cosi come attraverso l’alimentazione povera in acido
palmitico (PA), come seme di ravizzone o di girasole. Per contro, 'addizione di sali di
calcio dell’olio di palma (770 g/d in 6 prove) incrementa il contenuto in Cieo del grasso del

latte con 1'uso di 21 mg/g. (Chilliard et al., 2000).
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Un altro obiettivo potrebbe essere quello di diminuire il rapporto Ciso/Cis: cis-9 che
inciderebbe sia sulla salute dell’'uomo sia sulle caratteristiche organolettiche dei prodotti a
base di latte (ad esempio, aumenterebbe la morbidezza del grasso).

La somministrazione di oleamide con 1l’alimentazione, o di oli sufficientemente
protetti, o ancora, di semi ricchi in OA (ad esempio, semi di soia e ravizzone) sono mezzi
utili per raggiungere questo obiettivo (Chilliard et al., 2000). Tuttavia, somministrando
grassi ricchi in SA, come grassi animali o AG idrogenati, il rapporto Ciso/Cis1 non aumenta
poiché una grossa parte di SA e desaturata ad OA attraverso la ghiandola mammaria.

L’alimentazione con oli non protetti incrementa gli isomeri del Cis: sia cis sia trans
(Banks et al., 1990), che provengono dal metabolismo ruminale (Cis1 trans) e dalla
desaturazione mammaria del Ciso prodotto nel rumine. II rapporto Ciso/Cis1 nel latte di
capre e aumentato notevolmente attraverso l'impiego, nell’alimentazione, di semi di
cotone protetti probabilmente a causa dell'inibizione della A° desaturasi mammaria
dovuta all’AG ciclopropenoico proveniente dai semi del cotone (Gulati et al., 1997).

L’impiego di una grossa quantita di olio di cartamo incapsulato produce un grasso
del latte ricco in LA (+ del 35% del grasso del latte). L’alimentazione con semi incapsulati
di ravizzone, di girasole, di soia o olio di semi di cotone, in prove condotte da diversi
Autori, ha provocato un aumento di LA nel grasso totale tra il 15 e il 20% (Kuzdzal-Savoie
et al., 1975; McDonald e Scott, 1977; Gulati et al., 1997).

Con la maggior parte delle diete a base di foraggi e prive di qualsiasi supplemento
lipidico, la % di LA nel grasso del latte si aggira tra il 2 e il 3%. (Chilliard et al., 2000).

Wu et al. (1994) riportano un incremento del LA nel grasso del latte di quasi il 3%
utilizzando una miscela di semi di cotone e olio di cartamo (4% della SS della dieta).

In alcune prove e stato evidenziato che la somministrazione di soia sotto forma di
seme integrale provoca un incremento dell’1% del LA rispetto alla somministrazione sotto
forma di olio (Steele et al., 1971). Questo effetto e chiaramente da ascriversi all’azione
protettiva dei tegumenti del seme. D’altra parte pero Masucci et al. (2006) in una prova su
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ovini alimentati con semi integrali di lupino non hanno evidenziato alcun effetto
protettivo dei tegumenti sul grasso contenuto all’interno del seme.

I sali di calcio dell’olio di ravizzone e di soia non comportano un incremento
proporzionale del LA nel latte (Ferlay et al., 1992; Enjalbert et al., 1997; Chouinard et al.,
1998; Kowalski et al., 1999), poiché i sali si dissociano nel rumine quando il pH scende. Di
conseguenza, si avra un’intensa idrogenazione ruminale.

Il contenuto in LNA, cosi come quello in LA, puo essere modificato da trattamenti
alimentari.

Il foraggio fresco e la principale fonte alimentare di LNA, mentre la fienagione
determina una notevole riduzione della concentrazione di Ciss, a causa della concomitante
riduzione del contenuto in AG totali e della percentuale di Cis:s (Chilliard et al., 2000).

Il contenuto in Ciss nel latte puo essere 4 volte piu basso all’inizio del periodo di
utilizzazione del pascolo rispetto alla fine del periodo (Decaen e Ghadaki, 1970). Tuttavia,
poiché, il contenuto in AG e in LNA dell’erba e funzione della composizione floristica,
dello stadio vegetativo, dell’andamento stagionale e delle modalita di pascolamento non
sempre si osserva un incremento del contenuto in LNA nel latte in seguito all’utilizzo del
pascolo (Kelly et al., 1998; Lawless et al., 1998).

Tra gli alimenti non-forage, il seme di lino ¢ il solo che ha una significativa quantita
di Cis3 (in media, piu del 50% degli AG) (Chilliard et al., 2000).

In prove condotte somministrando olio di semi di lino protetto, € stato osservato
che l'assunzione di grosse quantita (20% della dieta) ha determinato un notevole
incremento (piu del 20% del totale) di LNA nel grasso del latte (McDonald e Scott, 1977).
Utilizzando quantita inferiori di olio di lino protetto (410 g/d), la proporzione di LN nel
grasso del latte e aumentata fino al 6.4% (Goodridge e Ingalls, 1998). Questi risultati

suggeriscono un’elevata efficienza di trasferimento di tale AG dal duodeno al latte.
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Significativi incrementi del contenuto in LNA nel grasso del latte in seguito
all'utilizzo di semi di lino sono stati osservati da Kennely (1996), Mansbridge et al. (2000) e
da Brunschwig et al. (1996).

Risultati contraddittori sono stati ottenuti con utilizzando sali di calcio dell’olio di
semi di lino: Chouinard et al. (1998) non ha osservato alcun effetto, mentre Brzoska et al.
(1999) hanno evidenziato un significativo incremento in Cis2 e Ciss nel latte. Un fattore
importante che limita I'uso del seme di lino nell’alimentazione delle vacche da latte ¢ il suo
ben noto effetto negativo sulla digestione della fibra (Broudiscou et al., 1994), dovuto ad
una grande riduzione della popolazione protozoica (Doreau e Ferlay, 1995) accompagnato
da una modifica delle fermentazioni ruminali verso la produzione di propionato (Jouany
et al., 2000).

L'isomero Cis2 trans-10, cis-12 e il precursore, nella sintesi ruminale, dell'acido
monoenico Cis1 trans-10 (Bauman e Griinari, 2001), il cui effetto si esplicherebbe in una
inibizione dell'attivita della steroil-CoA desaturasi, e quindi in un rallentamento della
sintesi ex novo degli acidi grassi nella ghiandola mammaria.

Il contenuto di CLA nel latte dipende dalla produzione ruminale di VA e
dall’attivita della A? desaturasi, enzima che e in grado di trasformare il primo isomero in
Cis2 cis-9, trans-11. Diete con elevate quantita di LA, che comprendono quindi oli vegetali,
o concentrati amilacei che riducono il pH ruminale, causano un aumento nel latte di CLA
(Jones et al., 2000; Secchiari et al., 2001). Nel primo caso, infatti, si limita la riduzione del
VA nel rumine, che e pertanto trasferito in maggiore quantita nella ghiandola mammaria
dove e desaturato. La diminuzione del pH causerebbe invece una diminuzione della
sintesi del VA nel rumine, a causa probabilmente di una variazione della microflora
ruminale, ed un aumento dell’isomero Cis:1 trans-10 (Griinari et al., 1998). Infine, altri fattori
interessanti che determinano una variazione del contenuto di CLA nel grasso del latte

sono il pascolo, la maturazione del foraggio e la stagione, condizioni che comportano una
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variazione del contenuto di glicolipidi e di fosfolipidi delle piante (Buccioni, 2002) e quindi
di UFA nell’alimento.

Dal momento che i TG costituiscono la principale frazione dei lipidi nel latte, essi
sono stati ampiamente studiati per caratterizzare la frazione trigliceridica del grasso del
latte e gli AG che la compongono (Bracco et al., 1972; Taylor e Hawke, 1975; Parodi, 1980,
1981; Weber et al, 1988a, 1988b). Le procedure per determinare la distribuzione
stereospecifica degli AG nello scheletro del glicerolo sono state oggetto di numerosi studi
tin dagli anni ‘70 (Litchfield, 1972; Breckenridge, 1978; Kuksis, 1984; Christie, 1986).

La relativa posizione degli AG nei TG & molto importante poiché influenza le
proprieta fisiche e nutrizionali del grasso del latte (Creamer e MacGibbon, 1996), influenza
I'azione lipolitica degli enzimi e, di conseguenza, 1’assorbimento, ¢ responsabile delle
proprieta reologiche del grasso del latte (Gresti et al., 1993). Ad esempio, quando gli AG in
posizione sn-1 e sn-3 sono differenti, la molecola e asimmetrica e ha 2 possibili
stereoisomeri (Creamer e MacGibbon, 1996). Studi condotti da diversi Autori hanno messo
in evidenza che gli AG Cs e Cs sono esterificati in posizione sn-3, mentre gli AG Cioo, Ci20 €
Cuo sono esterificati per lo pitt in posizione sn-2 e, ancora, il Cieo € esterificato
preferibilmente nelle posizioni sn-1 e sn-2. Il Ciso e esterificato in posizione sn-1, mentre il
Cis1 si € mostrato esterificato in preferenza in posizione sn-1 e sn-3 (Hawke e Taylor, 1995).

La determinazione della distribuzione degli AG in ciascun TG e estremamente
difficoltosa e richiede tecniche particolareggiate che possano differenziare sia i TG sia le
posizioni degli AG sulla molecola di glicerolo.

I TG del grasso del latte bovino contengono 13 principali AG (> 1%) a corta, media e
lunga catena, oltre ad AG a lunga catena insaturi che in totale risultano pari a 95
mol/100mol. I restanti 5 mol/100mol corrispondono ad AG minori a numero dispari di
atomi di C (Gresti et al., 1993).

I risultati di una prova condotta da Blasi et al. (2008) su campioni di latte di asina,
vacca, pecora, capra e bufala hanno messo in evidenza che tutti i campioni di latte
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contengono TG con una elevata percentuale di SFA, in particolare quelli provenienti da
ruminanti (circa il 70%) paragonati al latte d’asina (circa il 60%); inoltre, il latte di queste
ultime ¢ apparso piu ricco in PUFA (14.6% vs 2.3% di vacca, bufala e capra e 3.9% per la
pecora) per cui sembra essere piu indicato nella prevenzione delle malattie cardiovascolari
rispetto agli altri tipi di latte. Le analisi stereospecifiche della prova condotta da Blasi et al.
(2008) hanno messo in evidenza delle differenze nella composizione percentuale degli AG
che compongono i TG delle differenti specie di mammiferi. In tutti ii campioni, i SFA sono
prevalentemente esterificati in posizione sn-1 e sn-2, mentre 1'OA, il piu abbondante
MUFA e generalmente esterificato nelle tre posizioni del TG in contenuti percentuali

simili.
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4, SCOPO DELL'INDAGINE

L’allevamento della bufala negli ultimi anni e stato interessato da profondi
mutamenti che hanno riguardato, in particolare, gli aspetti alimentari che rivestono
notevole importanza nel determinare sia i risultati tecnici ed economici dell’azienda
zootecnica sia le caratteristiche organolettiche e nutrizionali del principale prodotto, il
latte.

La produzione media di latte del bufalo italiano e notevolmente aumentata negli
ultimi decenni, fino a diventare la piu alta a mondo con una percentuale di grasso che si
aggira intorno all’8.3%, ma che, in condizioni particolarmente favorevoli, puo raggiungere
anche il 15%.

In questo scenario, sono sempre piu diffuse le aziende che adottano moderne
tecniche di alimentazione, come ad esempio, l'unifeed, e utilizzano specifici standard di
razionamento, come quelli proposti dalla Commissione tecnico — scientifica del Consorzio
Mozzarella di Bufala Campana (CMBC, 2000).

Inoltre, al fine di incrementare la concentrazione energetica della razione e
migliorare, quindi, le performance produttive degli animali si sta diffondendo, anche negli
allevamenti bufalini, I'utilizzo alimentare di grassi rumino-protetti o semi oleosi. E
risaputo, infatti, che anche nella bufala, durante la prima fase della lattazione, € necessario
fornire diete con una maggiore densita energetica al fine di bilanciare gli effetti
dell’inappetenza. L'utilizzo di un tale tipo di integrazione, inoltre, risulta utile in quanto il
rapporto costo dell’integrazione/costo per litro di latte, € molto pit1 favorevole che nella
vacca. D’altra parte pero, l'utilizzo di questi prodotti pud comportare modifiche
abbastanza rilevanti sul profilo acidico del grasso del latte e, di conseguenza sulle
caratteristiche dei prodotti caseari, peraltro ampiamente studiate per il latte bovino, ovino

e caprino, mentre mancano studi specifici relativi alla bufala.
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Le caratteristiche quanti — qualitative del latte sono, tuttavia, condizionate anche da
altri fattori che riguardano sia ’animale in senso stretto sia I’ambiente che lo circonda ed,
in particolare, e la frazione lipidica il costituente del latte che subisce in maniera marcata
queste influenze. Nel corso dell’anno, infatti, la composizione chimica del latte, in
particolare quello di bufala, e soggetto a continue modifiche legate alla stagionalita
riproduttiva e alla distribuzione dei parti.

Lo studio della composizione trigliceridica e acidica del grasso del latte di bufala,
della sua variabilita e dei fattori che la influenzano costituisce, inoltre, il presupposto
indispensabile per la messa a punto di un profilo standard di riferimento.

Negli ultimi anni, la qualita dei prodotti alimentari, con particolare riferimento alla
composizione acidica del grasso del latte e dei suoi derivati, sta suscitando notevole
interesse giacché influenza i processi di caseificazione e la qualita del prodotto finito
(consistenza, aroma, odore e colore). Inoltre, le caratteristiche degli acidi grassi quali,
lunghezza della catena, grado di saturazione, tipo e percentuale di acidi grassi insaturi e
polinsaturi, possono incidere, positivamente o negativamente, sulla salute umana.

Il grasso del latte, come altre fonti lipidiche di origine animale, e stato criticato dai
dietisti dal momento che contiene considerevoli concentrazioni di acidi grassi saturi Cuoe
Cis0 e relativamente basse concentrazioni di MUFA e PUFA (Kennelly, 1996). Tuttavia ci
sono numerosi componenti del grasso del latte che possono influire positivamente sulla
salute umana.

Sono ben documentati, infatti, gli effetti benefici degli ws sulle malattie cardiache,
gli effetti anticancerogenici dei CLA e dell’acido butirrico (Cs:0) (Molkentin, 2000). Gli
studi sulla composizione in acidi grassi del latte del bufalo italiano sono limitati e
discontinui (Polidori et al., 1997; Bergamo et al., 2003).

Scopo della ricerca e stato indagare le variazioni nel corso dell’anno della

composizione acidica e trigliceridica del grasso del latte di bufala con particolare
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riferimento al contenuto in: acidi grassi a media catena, acidi grassi polinsaturi, acido

linoleico coniugato (CLA).
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5. MATERIALI E METODI

La prova, della durata di 1 anno (maggio 2004 — aprile 2005), e stata condotta in
quattro aziende bufaline da latte (A, B, C, e D) della provincia di Salerno individuate, a
seguito di un’accurata indagine preliminare, tra quelle rappresentative delle tipologie
aziendali diffuse in Campania.

In ciascuna azienda sono stati raccolti, a cadenza settimanale, campioni di latte di
massa rappresentativi delle due mungiture, che, immediatamente congelati a — 16°C sono
stati successivamente analizzati per la determinazione e del profilo acidico e trigliceridico.

Sono stati, inoltre, eseguiti rilievi aziendali mensili al fine di rilevare la produzione
lattea media (kg/capo) e I'alimentazione praticata. Sono stati, inoltre raccolti campioni di
latte di massa rappresentativi delle due mungiture che sono stati immediatamente
analizzati, presso llIstituto Zooprofilattico Sperimentale del Mezzogiorno, per la
determinazione dei contenuti in grasso, proteine, lattosio, residuo secco magro (Milkoscan
605, Foss Electric, Sweden) e urea (pH — metria differenziale, EUROCHEM CL 10), carica
batterica totale (WASP Spiral System), numero di cellule somatiche (SCC - Fossomatic 250,

Foss Electric, Sweden).

5.1. ANALISI CHIMICHE

5.1.1. DETERMINAZIONE DEGLI ACIDI GRASSI

La determinazione della composizione acidica del grasso e stata eseguita attraverso

I'analisi degli esteri metilici degli acidi grassi come previsto dalla metodica ufficiale
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(AOAC - UPAC 936.22). Al momento dell’analisi, il latte e stato scongelato lentamente,
omogeneizzato e una quantita pari a 120 ml e stata centrifugata per I’estrazione del grasso.

La percentuale di grasso estratta e stata calcolata con la seguente formula:

P/L*100 = Grasso % (p/v)

dove:

P = peso in grammi del grasso estratto
L = volume di campione utilizzato
p/v = peso/volume

L’analisi degli acidi grassi e stata ottenuta attraverso la reazione di trans-
esterificazione: 1 ml di esano e 0,2 ml di KOH (2N) sono stati aggiunti a 50 ml di estratto
lipidico. Dopo 2 min di centrifugazione a 2000 giri/min e stato raccolta la fase esanica, che
e stata subito iniettata nel Dani GC-FID, mod. 8521A, utilizzando i seguenti parametri: fase
stazionaria 50% cianopropil metil silicone; colonna di 50 m (i.d 0,25 mm, f.t. 0,25 om)
(Quadrex 007-23).

Parametri operativi: carrier Elio 2 ml/min, split rapporto 1/60 (v/v), FID temperatura
260°C.

Programma temperatura PTV: 50°C per 10 min, 400°C/min fino a 260°; 260°C per 3
min.

Programma temperatura riscaldamento: 50°C per 3 min, 7°C/min fino a 230°; 230°C per
10 min.

L’identificazione dei picchi e stata effettuata confrontando, nelle medesime
condizioni operative, i tempi di ritenzione di standard puri esterni a concentrazione nota,
con quelli dei campioni in analisi.

L’area percentuale di ciascun composto, riportata sul report d’integrazione, e stata

quantificata con il metodo dello standard esterno con calcolo del fattore di correzione.
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5.1.2. ANALISI DEI TRIGLICERIDI

La determinazione della composizione trigliceridica e stata eseguita attraverso la
metodica ufficiale (AOAC-UPAC 986.1). E stata preparata una soluzione al 4 % di grasso
in esano, centrifugata ed iniettata al gas cromatografo. L’identificazione e stata condotta
attraverso l'utilizzo di uno standard esterno BCR (CRM) contenente, in concentrazione
nota, i gliceridi con atomi di carbonio compresi tra 26 e 54.

La quantificazione e stata eseguita con il calcolo dei fattori di correzione.

5.1.3. ELABORAZIONE STATISTICA

L’analisi descrittiva della composizione acidica e trigliceridica del grasso del latte e
stata effettuata utilizzando i principali indicatori statistici (media, deviazione standard,
mediana ecc.).

I dati della composizione acidica e trigliceridica sono stati, inoltre, analizzati
mediante analisi della varianza utilizzando 1’azienda e il mese di prelievo quali fattori di
variazione.

Allorquando e stata evidenziata la significativita statistica del fattore di variazione,

sono stati utilizzati contrasti ortogonali per evidenziare le differenze tra le medie.
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6. RISULTATI E DISCUSSIONE

Nella tabella AG2 e riportata la produzione di latte delle diverse aziende. L’azienda
B ha mostrato la piu alta produzione di latte normalizzato (9.3 kg/d + 0.29), mentre il
valore piu basso e stato osservato nell’azienda C (7.6 kg/d + 0.31). La produzione di latte e
le percentuali di grasso e proteine nelle quattro aziende sono apparse simili o leggermente
inferiori rispetto ai valori registrati per le bufale in lattazione in Italia (ANASB, 2003). La
conta batterica e apparsa sempre al di sotto del limite europeo di 500.000 ufc/ml. Il numero
di cellule somatiche e apparso inferiore alla soglia di 200.000/ml, eccetto che per I'azienda
C.

La legislazione italiana relativa alle caratteristiche igienico — sanitarie del latte crudo
di bufala stabilisce un limite solo per la conta batterica totale, mentre non ha fissato il
valore massimo relativo al contenuto di cellule somatiche. Al contrario, le norme europee
hanno stabilito il valore limite per le cellule somatiche pari a 400.000c/ml per il latte di
bufala destinato alla produzione di derivati a base di latte crudo. Tuttavia, secondo
Terramoccia et al. (2001) le cellule somatiche sono in grado di degradare alcune caseine con
ripercussioni negative sul processo di caseificazione. Essi hanno anche individuato come
limite critico, al di sopra del quale il latte bufalino presenta difficolta di coagulazione, il
numero di 400.000 cellule somatiche/ml. Secondo Terramoccia et al (2001), un latte bufalino
con un contenuto di 200.000 cellule somatiche/ml ha wuna buona attitudine alla
coagulazione mentre se raggiunge o addirittura supera il valore massimo, non coagula.

Per quanto riguarda l’alimentazione, in tre aziende (A, B, C) e stato adottato il
sistema unifeed. Nell’azienda D e stato utilizzato, invece, il sistema di alimentazione
tradizionale con distribuzione del concentrato in sala mungitura e dei foraggi (fieno di
erba medica o di prato, paglia di frumento) in stalla.

Inoltre:
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v nell’azienda A sono stati utilizzati per tutto ’anno in media 0.15 + 0.05 kg/d
di un prodotto commerciale contenente sali di calcio dell’olio di palma (EE 84% DM; 46%
Ci60; 38% Cis1; 11% Cisz2; 7% altri AG);

v nell’azienda B sono stati utilizzati per tutto ’anno in media 0.19 + 0.05 kg/d
dello stesso prodotto commerciale insieme a circa 1,5 di semi di cotone (in media, 1.53 +
0.21 kg/d; EE 22% DM; 28% Cie0; 20% Cis1; 46% Cis);

v nell’azienda C non sono stati usati né semi oleosi né grassi protetti.

Nella tabella AG3 sono riportate le caratteristiche chimiche e nutrizionali delle
razioni usate nelle quattro aziende durante I’anno. Nell’azienda B, la razione utilizzata
mostra i valori piu alti di PG (2767 g/d + 478) e grasso (614 g/d + 59) e un piu basso

rapporto foraggio/concentrato.

6.1. CARATTERISTICHE DEL PROFILO ACIDICO DEL GRASSO DEL LATTE DI

BUFALA

Sono stati complessivamente analizzati 203 campioni di latte con individuazione di
21 AG.
Di questi, i piu importanti, in termini quantitativi, sono stati:
Cie0 (in media, 30.5% + 3.0);
Cisic (21.5% £ 2.0);
Cis0(12.0% * 2.5);
Ci40(10.7% £ 1.2);
Cu0 (3.4% = 0.5).
Questa gerarchia e stata rispettata per tutti i campioni e la somma di questi AG ha

rappresentato, in media, il 78% degli AG totali. I valori osservati sono paragonabili a quelli
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riportati per il latte bovino (Kennelly, 1996) e bufalino (Polidori et al., 1997; Bergamo et al.,
2003) (tabella AG4).

Gli AG a corta catena (Cs - Ci) sono stati in media pari all’8.10% + 1.27, con valori
compresi tra il 4.70% e il 9.81%. Il Cs e 'AG a catena corta meno rappresentato (0.96%),
mentre il Ci, che rappresenta uno dei principali AG influenzanti le caratteristiche
aromatiche dei prodotti caseari, quello piu abbondante (3.40 + 0.5) (tabella AG5; grafico
AGI).

Nei ruminanti la sintesi degli AG a catena corta avviene direttamente nella
ghiandola mammaria a partire dai nutrienti veicolati dal flusso circolatorio (acetato e [3-
idrossibutirrato), —quindi essi risentono in misura attenuata dell'influenza
dell’alimentazione (Palmquist et al., 1969; Demeyer et al., 1995; Chilliard et al., 2000).

Il contenuto in acidi grassi a media catena (Ci2 — Cis) € stato in media pari al 48.74 +
4.17, con valori compresi tra il 45.93 e il 56.94 (tabella AG5; grafico AG2). Tra di essi, il Ciso
e stato il componente quantitativamente pit abbondante (in media, il 30%) (tabella AG5;
grafico AG2) ed e apparso meno variabile rapportato agli altri AG della stessa categoria,
oscillando tra un minimo 27.48% e un massimo del 37.16%. Il Cis1 e il Cie1 t sono stati gli
AG a media catena meno rappresentati (rispettivamente in media 0.32 + 0.05 e 0.39 + 0.10).
Molti degli AG di nuova sintesi (da Cs a Cis) sono saturi poiché 'enzima A? desaturasi ha
un’attivita piuttosto bassa sugli AG a catena con meno di 18 atomi di C, per cui solo una
minima quota di Cuoe il Cieo € desaturata a Cusa e il C'%! (Massart-Leén et al., 1974). Per di
pit, gli AG a lunga catena (con 16 o piu atomi di C) sono potenti inibitori della sintesi
mammaria di AG attraverso un effetto inibitorio diretto sull’attivita dell’acetil-CoA-
carbossilasi (Barber et al., 1997). Quindi, quando si rende disponibile un’elevata quantita di
AG a lunga catena provenienti dalla dieta o dalla mobilizzazione di grasso corporeo, si
assiste ad una diminuzione della quantita di AG a corta e media catena (da Cs a Cis 0 Cis)
nel grasso del latte (Chilliard et al., 1986a; Chilliard et al., 1986b), dovuta ad un’elevata
secrezione di AG a lunga catena provenienti dal sangue (effetto diluizione) e una minore
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sintesi di AG ex novo (Chilliard, 1993). L’effetto inibitorio tende ad essere maggiore
all’aumentare del numero di atomi di C che compongono gli AG e/o al grado di
insaturazione (Chilliard et al., 2000).

Un altro fattore che puo accentuare questi cambiamenti nella composizione acidica
e la riduzione della disponibilita di acetato e di 3 - idrossibutirrato per la sintesi
mammaria di AG, determinata, ad esempio, da una diminuzione volontaria del livello di
ingestione alimentare, cosi come da una diminuzione del rapporto acetato/propinato nel
rumine, determinato dall’aumento di ingestione di UFA non protetti che comportano
cambiamenti della popolazione batterica ruminale e, di conseguenza, variazione nei
rapporti tra gli AGV (Doreau e Ferlay, 1995; Chilliard et al., 2000). Da tutto cio si puo
dedurre come sia estremamente complesso stabilire gli effetti dei grassi provenienti dalla
dieta dovuti sia alla natura stessa del grasso aggiunto alla razione (per la sua
composizione in AG), sia alla modalita di inserimento (sotto forma di semi oleosi, oli,
grassi protetti e non) e, ancora, alla quantita di grasso nella dieta, oltre che all’interazione
con i foraggi e/o i concentrati della razione che possono influenzare la bioidrogenazione
ruminale (Chilliard et al., 2000).

Dai risultati di numerose ricerche possono essere dedotte alcune osservazioni. In
primo luogo, la proporzione di Cs nel grasso del latte e stata influenzata solo in parte dal
contenuto lipidico della razione (Palmquist e Jenkins, 1980; Palmquist et al., 1993; Enjalbert
et al., 1998); in secondo luogo la proporzione di AG a corta catena diminuisce solo quando
si somministrano oli non protetti che influiscono sulla funzione ruminale (Chilliard et al.,
1986; Chilliard et al., 1993). Inoltre, la proporzione di AG Cs, Cs e Cs cambia in seguito
all’aggiunta di grassi protetti o in seguito all’infusione duodenale di grasso (Drackley et
al., 1992; Christensen et al., 1994). Tutto questo e in accordo con l'osservazione di alcuni
ricercatori, secondo cui la mobilizzazione di grasso corporeo aumenta le quote di Ciso e
Cis1nel grasso del latte a spese di AG da Ciw a Ciso senza diminuire significativamente gli
AG da Ci a Cs (Decaen e Adda, 1970; Storry et al. 1980; Chilliard et al., 1986; Chilliard,
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1997). Si puo ancora osservare che la proporzione di PA diminuisce in seguito all'infusione
duodenale di olio di pesce, mentre aumenta notevolmente quando sono aggiunti alla dieta
grassi con elevati contenuti di olio di palma (Parodi, 1992).

Come si puo dedurre da queste osservazioni, il bilancio tra la sintesi ex novo di AG
a corta e media catena nella mammella e gli AG di origine microbica ed alimentare a lunga
catena presenti nella ghiandola mammaria possono essere sostanzialmente modificati
attraverso la dieta (Christensen et al., 1994; Stageman et al., 1981, Khorasani et al., 1991;
Kennelly e Khorasani, 1992).

Gli AG a lunga catena (Cis — C22) sono apparsi in media pari al 40.82% + 4.86, con i
valori piu elevati registrati per il Ciso (11.94 + 2.53) e per il Cisac (21.50 + 2.12) (tabella AG5;
grafico AG3). I valori minimi sono stati osservati, invece, per il per il Cis:3(1.17 £ 0.32) e per
il Cis1t (1.96 £ 0.53) (tabella AG5; grafico AG3).

Gli AG a lunga catena della famiglia ws hanno effetti fisio-metabolici differenti tra
cui i pitt importanti sono:

v modificazione del metabolismo delle lipoproteine con riduzione dei
trigliceridi (-30%), sia di quelli a digiuno che di quelli postprandiali; regressione del
processo arterosclerotico grazie alla riduzione della sintesi di citochine e interleuchina;

v prevenzione della trombosi grazie all'inibizione della sintesi, nelle piastrine,
del trombossano A2;

v riduzione della risposta infiammatoria;

4 inibizione della risposta immune (Berra et al., 2003).

Negli ultimi anni e stato osservato che nel latte sono presenti due isomeri
posizionali dell’acido linoleico coniugato, il Cis2 trans-10, cis-12 e il Cis2 cis-9, trans-11
(CLA) che hanno effetti positivi sulla salute dell'uomo (Contato, 2004). Questi isomeri
hanno evidenziato, in prove in vivo su animali da esperimento, effetti anticancerogeni,
soprattutto sui tumori della mammella, dell’intestino e della prostata (Ip et al., 1997;
McGuire et al., 1999; Parodi, 1999; Pariza et al., 2001; Secchiari et al., 2005). Svolgono,
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inoltre, attivita anticolesterolemica e di protezione delle coronaropatie (CHD), hanno
effetti antidiabetici, nei confronti del diabete di tipo II, e immunomodulanti, cioe sono in
grado di aumentare le difese aspecifiche e, infine, sono attivi nel ridurre 1’obesita. E
comunque ritenuto che le specifiche attivita biologiche siano da attribuirsi ai singoli
isomeri (McGuire et al., 1999, Parodi, 1999).

Il contenuto in CLA e apparso, in media pari a 0.76 + 0.33 con un minimo che ha
raggiunto lo 0.2% ed un massimo pari al 2.81% (tabella AG5; graficoAG3); la variabilita
registrata potrebbe essere dovuta al grado di bioidrogenazione ruminale degli UFA o alla
conversione endogena di acido transvaccenico (TVA) ad opera della A’ desaturasi nella
ghiandola mammaria e nei tessuti adiposi (Kennelly, 1996) o, ancora, a fattori legati
soprattutto all’alimentazione (utilizzo o meno di foraggi freschi, semi oleosi integrali,
grassi protetti).

Il CLA e un intermediario dell’idrogenazione ruminale del LA, mentre il Cis1 trans-
11 (VA) e un intermediario comune nella bioidrogenazione degli acidi linoleico e ot e 'y
linolenico. Poiché la riduzione del Cis: trans e generalmente il fattore che limita la
completa idrogenazione dell’AG Cis insaturo, si ha spesso un accumulo ruminale di Cisa
trans, ma raramente di CLA, come suggerito dal basso rapporto (1:40) CLA/Cis1 trans
(Griinari e Bauman (2001).

Allo stesso modo, poiché in altri studi il CLA nel latte ¢ notevolmente aumentato
con diete a basso livello di Cis2, ad esempio con I’alimentazione al pascolo (Stanton et al.,
1997; Kelly et al., 1998; Lawless et al., 1998) o con diete arricchite di olio di pesce, si puo
dedurre che e possibile che una certa quota di CLA possa essere sintetizzata dai tessuti.

Questa ipotesi e stata discussa in dettaglio da Griinari e Bauman (1999),
riesaminando dati sperimentali in vivo ed in vitro in differenti specie animali. Essi hanno
suggerito che le cellule mammarie dei ruminanti (e quelle adipose) possono sintetizzare
CLA cis-9, trans-11 da Cis:1 trans-11 ed altri isomeri dei CLA da altri isomeri del Cisa trans,
attraverso 1’azione della A° desaturasi sul Cis1 trans. In particolare, € stato mostrato nelle
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pecore che l'espressione (mRNA)della A’ desaturasi diminuisce nel tessuto adiposo ed
aumenta nel tessuto mammario con l'inizio di lattazione (Ward et al., 1998).

Un’alta attivita mammaria della desaturasi potrebbe spiegare perché il rapporto
CLA (prodotto)/Cisatrans-11 (precursore) e rimasto ragionevolmente costante in parecchie
prove, anche se e variato al variare delle condizioni sperimentali e di laboratorio (Griinari
e Bauman, 1999). Griinari e Bauman (1999) suggeriscono che circa il 33% del Cis1 trans-11
proveniente dalla ghiandola mammaria e desaturato a CLA cis-9, trans-11, cioe (piu di
90%) l'isomero principale del CLA trovato nel grasso del latte. La presenza di Cis:1 trans-11
nel grasso del latte dei ruminanti potrebbe aumentare il relativo valore per i consumatori,
poiché puo essere convertito in CLA (Santora et al.,, 2000). Tuttavia, nella ghiandola
mammaria umana non e stata messa in evidenza la desaturazione di Ciso a Cis1 (Jensen,
1999) malgrado siano stati identificati, nei tessuti umani, i geni che codificano per la A’
desaturasi (Tocher et al., 1998). Oltre a questo, un certo contenuto in CLA e probabilmente
assorbito dal tratto digestivo e dalla ghiandola mammaria dei ruminanti. Da prove
condotte da diversi Autori e emerso che gli isomeri dei CLA infusi nell'abomaso delle
vacche sono stati trasferiti nel latte con un'efficienza compreso tra 10 e 26% (Chouinard et
al., 1999a) o da 21 a 33% (Chouinard et al., 1999b)

Per quanto riguarda i SFA, mediamente presenti in percentuale pari a 66.24 + 2.86,
le componenti quantitativamente piu basse sono rappresentate dagli acidi Cs (1,83 + 0.44),
Cs (0,96% = 0.23) e Cio (1,91% = 0.42) mentre il Ciso (10,67 + 1.15), il Cieo e il Ciso (11,94 +
2.53) sono gli AG presenti in maggiore quantita (tabella AG5; grafico AG4). Proprio per
questo elevato contenuto in SFA e relativamente basse concentrazioni di MUFA e PUFA, il
grasso del latte e stato criticato dai nutrizionisti (Kennelly, 1996); il Wisconsin Milk
Marketing Board, in accordo con l'Universita del Wisconsin, nel tentativo di definire il
profilo acidico del latte ideale, sono giunti alla conclusione che esso doveva contenere
meno del 10% di PUFA, fino a 1'8% di SFA e 1'82% MUFA. Tuttavia, questa definizione
molto restrittiva non tiene conto del fatto che AG come il Ciso e il Cisa1 sono indifferenti o
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addirittura positivi per la salute umana. Infatti, € stato dimostrato che il Ciso e efficace
quanto il Cis:1 nel ridurre il livello di colesterolo nel sangue (Kennelly, 1996).

Tra gli UFA, le quote quantitativamente piu basse sono rappresentate dagli acidi
Cua1 (1.42 + 0.84), palmitoleico (Cie1, 2.08 + 0.42), LA (Cis2, 2.53 + 0.70) e LNA (Ciss, 1.17 +
0.32) (tabella AG5; grafico AG4). Questi ultimi due AG, sia come tali sia come precursori,
sono considerati di notevole importanza nell’alimentazione umana, poiché in grado di
svolgere un ruolo metabolico, funzionale e strutturale essenziale in diversi processi
biometabolici basilari per il mantenimento di un ottimo stato di salute (Cocchi e,
Turchetto, 1999).

Il contenuto in UFA e stato pari al 31.42 + 2.68, con un rapporto SFA/UFA uguale a
2.13 +0.27 e PUFA/SFA pari a 0.07% + 0.02 (tabella AG5; grafico AG5).

All'interno degli AG insaturi, il rapporto tra MUFA e PUFA e risultato pari al 6.38%
+ 1.63. I rapporti di saturazione piu dettagliati (Ci4:1/Cis0; Ci61/Cieo; Cisiacis-9/Ciso; CLA/Cusa
trans-11) sono riportati nella tabella AG5.

Per quanto riguarda i trigliceridi, i piu rappresentativi, dal punto di vista
quantitativo, sono stati il Css (15.09 + 0.90), il Css (14.28 + 1.56) e il Cso (10.07 + 1.14), mentre
gli altri hanno mostrato valori medi compresi tra 9.78% (Ca0) e 0.10% (Czs) (tabella AG6).

I trigliceridi a basso numero di atomi di carbonio (Cz: — Cs2) sono risultati presenti in
quantita minore (4.96% + 1.02) rispetto agli altri, con valori compresi tra 3.53% e 6.57%,
seguiti da quelli ad alto numero di atomi di carbonio (Cso — Css) (21.11% =+ 3.52), i cui valori
sono oscillati tra 15.76% e 27.58% (tabella AG?7).

I trigliceridi a medio numero di atomi di carbonio sono risultati i piti importanti in
termini quantitativi, rappresentando, da soli, il 73.42 + 4.06 dei trigliceridi presenti nel latte
di bufala, con valore minimo di 65.18% fino a un massimo di 78.76% (tabella AG7).

Il valore medio del colesterolo e stato pari a 0.20% + 0.05 con valori compresi tra

0.11% e 0.34% (tabella AG?7).
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Rispetto ai dati riportati da Kaylegian e Lindsay (1995) relativi alla composizione
trigliceridica del latte bovino non si evidenziano differenze di grande rilievo. Inoltre,
analogamente a quanto si osserva per il latte di altre specie, la composizione trigliceridica
tende a riflettere quella degli AG. Il contenuto in trigliceridi compresi tra 32 e 38 atomi di
carbonio (medium chain triglycerides- MCT) e stato di 39.27 + 3.71. Dal punto di vista
nutrizionale i MTC si differenziano dai trigliceridi a catena lunga in quanto sono assorbiti
direttamente nella circolazione portale e trasportati al fegato dove sono rapidamente
ossidati senza seguire il normale meccanismo di trasporto dei lipidi attraverso il sistema
linfatico (Babayan e Rosenau, 1991). I MCT possono fornire energia rapidamente
disponibile senza incrementare i depositi adiposi e sono particolarmente utili in presenza
di by pass coronarici, epilessia infatile e fibrosi cistica, oltre a costituire un importante
componente del latte per neonati (Bach e Babayan, 1982; Babayan, 1987).

Gli studi che hanno preso in considerazione la composizione trigliceridica del
grasso del latte sono stati piu limitatati se confrontati con quelli che hanno riguardato la
composizione acidica totale. Molte ricerche hanno esaminato l'effetto della struttura dei
trigliceridi sull’azione degli enzimi lipolitici e, di conseguenza, sull’assorbimento dei
grassi e sulle caratteristiche aromatiche dei formaggi (Jensen e Newberg, 1995; Jensen,
2002). E stato, inoltre, rilevato che la struttura trigliceridica influenza il punto di fusione, il
tipo di cristallizazione e le caratteristiche reologiche dei globuli dei globuli di grasso
(Jiminez-Flores, 1997; Keenan e Patton, 1995; Hawke e Taylor, 1995; Walstra, 1995; Walstra
et al., 1995).

Banks et al. (1989) e Precht (1991) hanno messo in luce che il profilo trigliceridico e
influenzato dalla dieta, e che le modifiche indotte dalla dieta sul profilo acidico non
bastano da sole a spiegare le differenze che si rilevano nelle caratteristiche fisiche del
grasso del latte (Banks et al.,1989).

La distribuzione dei trigliceridi C52 e C54 nel grasso del latte e influenzata
dall’aggiunta di grasso alla dieta e, in misura maggiore, da una severa restrizione
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alimentare (Precht, 1991). In seguito alla somministrazione di vari tipi di olio Banks et al.
(1989) hanno rilevato una riduzione dei trigliceridi compresi tra 30 - 36 C e 42 -46 C a
vantaggio di quelli compresi tra 50 - 54 C. Tuttavia, il tipo di olio, pur influenzando
significativamente = la composizione acidica, non hanno avuto effetto su quella
trigliceridica.

De Peters et al. (2001) hanno evidenziato che la somministrazione di olio di canola
determina un incremento degli AG a catena lunga e una riduzione di quelli a catena media

che si riflette sulla struttura dei trigliceridi

6.2. VARIAZIONE DELLA COMPOSIZIONE ACIDICA NEL CORSO DELL’ANNO

Nella tabella AG9 sono riportati i valori medi della composizione acidica del grasso
del latte di bufala nel corso dell’anno. Tutti gli AG identificati sono stati significativamente
influenzati dal mese di prelievo (P<0.001) (tabella AGY).

Gli AG a corta catena hanno avuto un andamento piuttosto lineare nel corso
dell’anno con un valore minimo pari al 7.35% ad agosto ed un massimo che ha raggiunto il
9.01% a settembre (tabella AGY; grafico AG6). Piu in dettaglio, il Cs (0.81 — 1.10%) e il Cuo
(1.67 — 2.06%) hanno mostrato un andamento abbastanza costante rispetto al Cs (3.14 —
3.81) e al Cs (1.45 —2.19%), come si puo osservare nel grafico AG7.

Il contenuto in AG a media catena e apparso crescente da gennaio ad aprile, mese in
cui e stato registrato il valore massimo (53.13%) e, successivamente, decrescente fino a
settembre quando e stato osservato il valore minimo (46.95%) (tabella AG9; grafico AGS).
In particolare, gli AG Cizo, Ciso, Cieo € Cieat hanno evidenziato degli andamenti simili tra
loro e piuttosto irregolari rispetto ai corrispettivi desaturati Cis1, Cuat, Ciea cis. Il valore
minimo e stato registrato a dicembre e gennaio rispettivamente per il Ciso(28.74%) e il Ciso

(10.05%), mentre per il Ci20(2.17%) e il Cieat (0.27%) e stato osservato a maggio; il massimo
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valore e stato registrato nei primi mesi dell’anno, da gennaio ad aprile, rispettivamente per
Cieat (0.45%), Ci20 (2.96), Ciso (11.41%) e Ciso (33.75%) (tabella AGY; grafici AGY, AGI0,
AG11, AG12).

Per quel che riguarda gli AG a lunga catena, 'andamento e apparso opposto
rispetto a quello degli AG a media catena, con il valore minimo registrato ad aprile
(35.74%) ed il massimo ad agosto (42.66%) (tabella AGY; grafico AG13). I singoli AG
all'interno di questo gruppo hanno avuto un andamento piuttosto simile tra loro e in linea
con quello della serie, facendo registrare il valore minimo ad aprile e il massimo tra luglio
e ottobre (grafici AG14, AG15).

Il contenuto in Cisoha mostrato differenze statisticamente significative (P < 0.05) tra
il mese di agosto (22.30%) e i mesi di marzo (20.59%), aprile (19.48%), ottobre (20.49%),
novembre (20.88%) e dicembre (21.29%) (tabella AG9; grafico AG15).

Il contenuto in Cisit e risultato piu elevato in estate, da maggio (2.08%) ad agosto
(2.13%) in cui ha raggiunto il massimo, e rimasto piuttosto costante fino a febbraio, per poi
raggiungere il valore minimo ad aprile (1.44%) (tabella AG9; grafico AG14).

L’acido linoleico (Cis:2) e oscillato nel corso dell’anno seguendo lo stesso andamento
del Cisat, con la piu alta concentrazione riscontrata tra maggio (2.95%) e dicembre (2.51%)
con il massimo valore registrato a settembre (2.96%). Dal mese di gennaio (2.16%)
I’andamento e stato discendente fino a raggiungere il valore minimo ad aprile (1.97%)
(tabella AGY; grafico AG14).

L’acido linolenico (Ciss) ha avuto lo stesso comportamento, con valori compresi tra
1.40% di ottobre e 0.85% di aprile (tabella AGY; grafico AG14).

La maggiore variazione nel profilo acidico del grasso del latte nel corso dell’anno e
stata osservata per i CLA, con le concentrazioni significativamente piu elevate (P < 0.05)
rispetto al valore del mese di ottobre, registrate tra gennaio e marzo (0.89% — 0.84%). Tra
marzo ed aprile (0.67%) e stata osservata una brusca diminuzione del contenuto in CLA
che si ¢ poi mantenuto su valori compresi tra 0.79% di giugno e 0.63%, valore minimo
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registrato ad ottobre. Nel complesso, e stata evidenziata una differenza dello 0.26% tra
gennaio e ottobre (tabella AG9; grafico AG16).

In generale, il contenuto in AG saturi (SFA) e apparso piu elevato a fine primavera,
con il valore massimo ad aprile (68.81%) e piu basso in inverno, con il minimo a dicembre
(63.56%) (tabella AGY; grafico AG17).

Gli AG monoinsaturi (MUFA) hanno mostrato un andamento discendente da
gennaio, in cui e stato osservato il valore piu elevato (28.22%) ad aprile, in cui la
percentuale riscontrata per questi AG e stata minima (24.44%) rispetto ai valori osservati
nel resto dell’anno (tabella AG9; grafico AG18).

L’andamento degli AG polinsaturi (PUFA) e apparso piu lineare nel corso dell’anno
rispetto a quella dei MUFA, mostrando il valore minimo ad aprile (3.49%) e il massimo a

settembre (5.01%) (tabella AGY; grafico AG19).

6.3. VARIAZIONE DELLA COMPOSIZIONE ACIDICA NELLE QUATTRO AZIENDE

Le differenze, tra le aziende, nella composizione acidica del grasso del latte sono
apparse statisticamente significative tranne che per il Cso (3.48, 3.30, 3.44, 3.36%
rispettivamente per le aziende A, B, C e D), mentre le maggiori differenze sono state
riscontrate per il Cioo (1.78, 1.66, 2.35, 1.84% rispettivamente per le aziende A, B, C e D)
(tabella AGS).

Nel complesso, un significativo maggior contenuto in AG a corta catena e stato
osservato nell’azienda C (8.82%), mentre nell’azienda B e stato osservato un valore
statisticamente piut basso (7.63%) (tabella AGS).

Per quanto riguarda gli acidi grassi a media catena, sono state evidenziate

differenze statisticamente significative tra le aziende e, in particolare 'azienda A ha
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mostrato il valore piu elevato (51.05%) e l'azienda B il valore piut basso (45.99%) (tabella
AGS).

Entrando nel dettaglio degli AG a media catena, la maggior percentuale di Cisoe
stata osservata nell’azienda C (11.45%), mentre nell’azienda B e stato riscontrato il valore
statisticamente piu basso (9.97%) (tabella AGS).

La massima concentrazione di Cieo € stata rilevata nell’azienda A (32.39%) in cui
sono stati somministrati alle bufale, per tutto 1'anno, grassi protetti con alto contenuto in
PA, mentre il valore osservato nell’azienda B, che ha utilizzato la stessa integrazione
dietetica, non e apparso differente da quello osservato nelle altre aziende in cui non sono
stati usati grassi protetti (29.36%, 29.99%, 30.16%, rispettivamente nelle aziende B, C e D)
(tabella AG8). Questo risultato sembra indicare un effetto del prodotto commerciale usato
che e stato attenuato dalla presenza dei semi di cotone nella razione dell’azienda B.

Per quanto riguarda gli AG a lunga catena (da Cis a C24) e PUFA, i valori medi piu
alti sono stati osservati nell’azienda B. Piu in dettaglio, le differenze nel contenuto in Ciso
sono apparse statisticamente significative tra le aziende; in particolare, il valore
statisticamente piu elevato e stato registrato nell’azienda B (14.00%), il piu basso
nell’azienda A (10.34%). I valori riscontrati nelle aziende C e D sono apparsi simili tra loro
(C 11.49%; D 12.16%) e le differenze non sono apparse statisticamente significative (tabella
AGS).

Differenze statisticamente significative tra le aziende sono state osservate per i
contenuti in Cis:1, Cis2e Ciss che riflettono le differenze di integrazione di grassi nella dieta.
In particolare, i livelli piu elevati di Cisa (cis, 21.26% vs 22.54%; trans, 1.79% vs 1.98%,
rispettivamente per le aziende A e B) e Cis2(2.34% vs 2.90%, rispettivamente per le aziende
A e B) sono stati ottenuti nell’azienda B che ha utilizzato oltre ai sali di calcio dell’olio di
palma anche i semi di cotone (1.38% wvs 1.15%, rispettivamente per le aziende A e B)

nell’azienda A che ha utilizzato i soli sali di calcio (tabella AGS).
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Riguardo al contenuto in CLA i valori piu alti sono stati osservati nell’azienda B
(1.06%) dove la concentrazione e aumentata da novembre a gennaio, quando e stata
aggiunta alla razione una maggiore quantita di semi di cotone (tabella AGS).

Alti livelli di CLA sono stati ancora osservati nel latte prodotto nell’azienda A
(0.80%). I1 contenuto in CLA delle aziende C e D (0.64% e 0.51%, rispettivamente), sebbene
molto basso rispetto ai valori riportati per le aziende A e B, risulta piu alto rispetto ai
valori generalmente riportati per le vacche da latte.

Giacche il profilo acidico del grasso del latte desta sempre maggiore attenzione,
qualsiasi manipolazione della razione che consenta di ottenere aumenti di AG
desiderabili, ad esempio il Cisze il Cisse relative diminuzioni del contenuto in Ciso e il Ciso,
e considerato di rilevante importanza per i suoi risvolti sulla salute umana. La conoscenza
delle fonti lipidiche da inserire nelle razioni dei ruminanti in lattazione in grado di
migliorare il rapporto SFA/UFA a favore di questi ultimi, e da ritenere fondamentale per
modificare in positivo il profilo acidico del latte. Dovrebbero essere, quindi, evitate le fonti
lipidiche che aumentano, ad esempio, i livelli di Cieo.

La somministrazione di saponi di calcio degli AG dell'olio d’oliva o di grassi
provenienti dalla soia estrusa, causa il cambiamento della composizione acidica del liquido
ruminale a favore delle frazioni sature, inducendo un aumento della frazione MUFA in
entrambi i casi, e un incremento dei PUFA solo nel caso della soia. Questo fenomeno puo
essere ricondotto alla piu alta concentrazione di OA e LA nel liquido ruminale nel caso di
diete arricchite in grassi: infatti, mentre la soia e ricca in LA che nel rumine e parzialmente
saturato producendo intermedi monoinsaturi, i saponi di calcio dell’olio d’oliva sono
naturalmente ricchi in OA. Questi ultimi sarebbero trasformati in altri isomeri Cis1 piuttosto
che essere saturati a SA, confermando I'incremento di acidi Cis1 trans nel grasso del latte di
animali alimentati con OA puro (Selner e Schultz, 1980).

La composizione e la proporzione dei lipidi ruminali sono influenzate anche da
numerosi fattori di origine alimentare. In primo luogo, la percentuale di cereali ha una
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netta influenza sul processo di bioidrogenazione. Diete a basso contenuto di fibra, infatti,
causano un calo dei processi di riduzione di LA e LNA (59 e 63%, rispettivamente) rispetto
a diete caratterizzate da un alto rapporto foraggio/concentrato. Gerson e King (1985)
hanno osservato, nella pecora, che il rapporto fibra/amido puo influenzare il ritmo di
lipolisi e di bioidrogenazione, probabilmente perché riduce I'attivita dei batteri
cellulosolitici responsabili del processo di lipolisi, requisito necessario della
bioidrogenazione (Chilliard et al., 2000).

Altri fattori di origine alimentare che deprimono la lipolisi e la bioidrogenazione
sono: (a) basso livello di azoto della dieta; (b) foraggi troppo maturi; (c) uso di alimenti
finemente macinati. La dimensione delle particelle degli alimenti somministrati, infatti, e
molto importante, in quanto influenza I’aderenza dei batteri alla superficie ed aumenta la
velocita di transito attraverso il rumine, riducendo i tempi di esposizione all’attivita
microbica.

Infine, quantita e tipo di grassi somministrati nella razione sono altri fattori che
possono influenzare le trasformazioni dei lipidi nel rumine. Grassi ad alto contenuto di LA
(olio di soia), soprattutto se libero, inibiscono il processo di riduzione a SA, favorendo
I"accumulo di composti intermedi come gli isomeri trans del Cisae del VA (Moore et al.,
1969). Uno degli accorgimenti adottati e quello di lasciar passare gli UFA intatti
direttamente nel duodeno proteggendo i grassi. Tra le tecnologie piut applicate
l'incapsulazione con proteine trattate con formaldeide provoca un significativo aumento
degli UFA a livello del duodeno e, quindi, nel latte. Altra strategia adottata e 1'aggiunta
nella dieta di semi oleosi interi ricchi di grasso, in modo tale che il tegumento ne protegga
I’olio contenuto all'interno. Tuttavia, in seguito alla rottura del tegumento con la
masticazione, gli oli diventano accessibili ai microrganismi (Murphy et al., 1987; White et
al., 1987; Keele et al., 1989). Questo non accade utilizzando, invece, i sali di calcio che sono
resistenti alla bioidrogenazione perché riducono la disponibilita di gruppi carbossilici
liberi. I sali dell’olio di palma mostrano una piu alta resistenza alle trasformazioni
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ruminali rispetto agli altri saponi (calcio linoleato) (Klusmeyer e Clark, 1991; Wu et al.,
1991; Wu e Palmquist, 1991; Fotouhi e Jenkins, 1992). Infine, un’altra tecnica per limitare la
produzione di gruppi carbossilici liberi € quella di trasformarli in aminoacidi, in questo
caso la resistenza sarebbe dovuta all'ingombro sterico della sostituzione dei gruppi legati

all’idrogeno (Jenkins, 1993).
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7. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Dall’analisi dei dati raccolti nel corso della sperimentazione e stato possibile
delineare un profilo acidico del grasso del latte di bufala caratterizzato dalla rilevante
incidenza di C16:0, C18:1c, C18:0, C14:0 e C4:0, che insieme rappresentano circa il 78% del
totale.

La composizione acidica e apparsa diversa nelle quattro aziende. Anche se alcune
delle differenze evidenziate possono essere state determinate da fattori quali il livello
produttivo e lo stadio di lattazione, l'effetto piu rilevante sembra essere dovuto a
variazioni nella composizione della razione, con particolare riferimento all'integrazione
con semi oleosi o grassi protetti.

In particolare, i semi di cotone interi hanno influenzato positivamente il profilo
acidico, con aumento del grado di insaturazione e del contenuto in CLA, mentre i grassi
protetti hanno incrementato il contenuto di C16:0.

Il profilo trigliceridico ha tendenzialmente riflesso la composizione acidica. I
trigliceridi con un numero di atomi di carbonio compresi tra 34 e 48 C sono apparsi
percentualmente i piu rilevanti. Non sono state, inoltre, evidenziate differenze
considerevoli rispetto alla composizione trigliceridica riportata per il latte bovino, anche se
sono necessarie ulteriori elaborazioni ai fini della messa a punto di un profilo trigliceridico
di riferimento.

In conclusione la ricerca ha permesso di evidenziare I'influenza dell’alimentazione
sul profilo acidico e, di conseguenza trigliceridico del grasso del latte di bufala fornendo
utili indicazioni per la scelta della fonte di grasso con un profilo desiderabile per la salute

umana.
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Tabella AG3. Produzione di latte e caratteristiche delle diete nelle quattro aziende.

A B C D

Medi Medi Medi Medi
DS DS DS

Capi in lattazione (n) 110 10 106 17 287 48 57 17

Produzione di latte
8.1 0.5 9.0 1.3 7.8 1.4 8.5 09

(kg/d/azienda)

LN! (kg/d/azienda) 8.5 024 93 029 76 031 78 0.34
Grasso (%) 885 038 88 030 804 024 745 027
Proteine (%) 4.69 0.02 470 005 466 003 430 0.07
Cellule Somatiche (g0 517 420 520 440 534 452 515 426

Caratteristiche della dieta

Ingestione di SS (kg/d) 169 0.8 153 09 181 09 186 0.8
Proteina grezza (g/d) 2532 454 2767 614 2527 478 2389 545
ENL MJ)y 100 29 101 40 115 96 103 10
Grasso (g/d) 454 38 614 59 478 79 546 86

"Latte Normalizzato = Grasso (8.3%) e Proteine (4.73%) (Bartocci et al., 2002).
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Tabella AG4. Principali acidi grassi, in termini quantitativi, nell'anno.

AG Media Dev. St

C16:0 30,48

C18:1c 21,50

C18:0 11,94
C14:0 10,67
C4:0 3,40

2,91
2,12
2,53
1,15

0,52
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Tabella AG5. Composizione in acidi grassi del grasso del latte di bufala
Media Devst Min Max Mediana CV

C4:0 3,40 0,52 1,72 4,59 3,45 15,15
Cé6:0 1,83 0,44 0,82 2,42 1,83 24,18
C8:0 0,96 0,23 0,61 1,23 0,92 23,72
C10:0 1,91 0,42 1,41 2,28 1,85 22,16
C12:0 2,50 0,55 1,94 3,10 2,43 22,03
C14:0 10,67 1,15 9,05 12,73 10,58 10,77
C14:1 0,32 0,05 0,27 0,47 0,31 14,52
C14:1t 1,10 0,25 0,52 1,69 1,11 23,10
C16:0 30,48 291 27,48 37,16 30,40 9,56
Cle6:1t 0,39 0,10 0,20 0,58 041 25,73
Cl6:1c 1,68 0,41 1,30 2,71 1,58 24,25
C18:0 11,94 2,53 8,81 15,13 11,36 21,17
C18:1t 1,96 0,53 1,19 2,23 1,88 26,89
C18:1c 21,50 2,12 16,06 25,43 21,58 9,85
C18:2 2,53 0,70 1,39 3,38 2,42 27,77
C18:3 1,17 0,32 0,75 2,28 1,18 27,12
CLA 0,76 0,33 0,02 2,18 0,72 43,81
AG CORTA C 8,10 1,27 4,70 9,81 8,01 15,73
AG MEDIA 48,74 4,17 45,93 56,94 48,90 8,56
AGLUNGA C 40,82 4,86 34,51 47,00 40,72 11,89
SFA 66,24 2,86 62,23 74,43 66,08 4,32
MUFA 26,96 2,31 20,77 32,15 27,16 8,55
PUFA 4,46 1,04 2,87 6,85 4,27 23,29
UFA 31,42 2,68 23,64 35,71 31,47 8,54
C18 tot 39,10 4,77 32,71 44,81 39,06 12,20
SFA/UFA 2,13 0,27 1,74 3,15 2,09 12,81
MUFA/PUFA 6,38 1,63 4,01 9,02 6,10 25,58
PUFA/SFA 0,07 0,02 0,04 0,11 0,07 25,15
w3/w6 0,48 0,13 0,32 1,04 0,47 27,89
A9 DESATURASE

INDEX 41,98 0,76 41,06 43,53 41,90 1,81
C14:1/C14:0 0,03 0,00 0,03 0,05 0,03 16,11
C16:1/C16:0 0,07 0,01 0,05 0,11 0,07 20,13
cis9 C18:1/C18:0 2,09 1,20 1,35 2,71 1,99 57,42
CLA/trans11 C18:1 0,03 0,01 0,00 0,06 0,03 41,17
C16:0/C18:0 tot 0,80 0,15 0,68 1,12 0,78 19,39
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Tabella AG6. Principali trigliceridi in termini quantitativi.

C38

C36

C50

C40

C48

C52

C34

C46

C42

C44

C54

C32

C30

C28

C26

COL

C24

Media Dev. St

15,09
14,28
10,07
9,78
8,78
7,94
7,25
6,75
5,93
5,56
3,10
2,65
1,16
0,72
0,32
0,20

0,10

0,90
1,56
1,14
0,86
0,89
1,65
1,14
0,76
0,59
0,66
0,97
0,55
0,28
0,17
0,08
0,05

0,05
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Tabella AG7. Composizione in trigliceridi del grasso del latte di bufala.

Media Dev st Min Max Ccv
C24 0,10 0,05 0,02 0,25 51,91
COL 0,20 0,05 0,11 0,34 24,05
C26 0,32 0,08 0,21 0,55 24,43
C28 0,72 0,17 0,50 1,05 23,53
C30 1,16 0,28 0,78 1,53 23,83
C32 2,65 0,55 1,87 3,60 20,57
BASSO PM 4,96 1,02 3,53 6,57 20,56
C34 7,25 1,14 5,36 9,09 15,68
C36 14,28 1,56 10,60 17,00 10,93
C38 15,09 0,90 11,46 16,60 5,99
C40 9,78 0,86 7,27 11,09 8,78
C42 5,93 0,59 4,08 7,70 9,95
C44 5,56 0,66 4,31 7,18 11,84
C46 6,75 0,76 5,18 10,53 11,33
C48 8,78 0,89 6,22 13,44 10,13
MEDIO PM 73,42 4,06 65,18 78,67 5,54
C50 10,07 1,14 8,43 12,98 11,29
C52 7,94 1,65 5,59 11,17 20,79
C54 3,10 0,97 0,22 4,53 31,20
ALTO PM 21,11 3,52 15,76 27,58 16,70
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Tabella AG8. Composizione acidica del grasso del latte nelle quattro aziende.

A B C D ES P

C4 3.48 3.30 3.44 3.36 0.073 0.133
Cé6 1.93a 1.78ab  1.92a 1.65b 0.061 0.0005
C8 0.97a 0.88b 1.10c 0.88b 0.030 0.0001
C10 1.78ac  1.66a 2.35b 1.84c 0.047 0.0001
C12 2.48a 2.26b 2.90c 2.34ab  0.070 0.0001
C14:0 10.77a  9.97b 11.45¢ 10.48a 0.144 0.0001
C14:1t 1.15a 0.93b 1.10a 1.23ac  0.033 0.0001
C15 1.11a 0.93b 1.00c 1.16a 0.021 0.0001
C16:0 32.39a 29.36b 29.99b 30.16b  0.382 0.0001
Cl6:1cisl 1.88a 1.43b 1.63c 1.80a 0.053 0.0001
C18:0 10.34a 14.00b 11.49c 12.16c 0.287 0.0001
C18:1t 1.79a 1.98ab  2.00b 2.09b 0.073 0.0116
C18:1c 21.26a 22.54b 20.20c 22.02a 0.274 0.0001
CLA 0.80a 1.06b 0.64c 0.51d  0.038 0.0001
C18:2 2.34a 2.90b 291b 1.97c 0.083 0.0001
C18:3 1.38a 1.15b 1.17b 0.96¢ 0.040 0.0001
AG CORTA C 8.17a 7.63d 8.82¢ 7.76ab  0.169 0.0001
AG MEDIA 51.05a 4599b 49.26c 48.48c 0.532 0.0001
AGLUNGAC 38.13a 43.81b 38.62ac 39.94c 0.615 0.0001
SFA 65.99a 64.78b 66.34a 64.84b 0.387 0.0039
MUFA 26.84a 27.54a 25.63b 27.86b 0.305 0.0001
PUFA 4.52a 5.11ab 4.71c 3.45¢ 0.119 0.0001
INDICE ATEROGENICITA 2.46ab 2.15c 2.6la 2.34b 0.055 0.0001
a,b P<0.05
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Tabella AG9. Andamento delle medie degli acidi grassi nell'anno

Cc4

Coé

C8

C10

C12

C14:0

C14:1

C14:1t

C16:0

Cle:1t

Cle6:1c

C18:0

C18:1t

C18:1c

C18:2

CLA

C18:3
AGCORTAC
AG MEDIA C
AGLUNGAC
SFA

MUFA

PUFA
C14:1¢9/C14:0
C16:1¢9/C16:0
C18:1¢9/C18:0

GENNAIO FEBBRAIO MARZO APRILE MAGGIO GIUGNO LUGLIO AGOSTO SETTEMBRE OTTOBRE NOVEMBRE DICEMBRE P MIN MAX
3,43 3,26 3,22 3,14 3,48 3,63 3,25 3,27 3,81 3,53 3,45 3,36 e 3,14 3,81
1,79 1,77 1,79 1,73 1,56 1,65 1,63 1,45 2,19 2,16 2,14 2,03 1,45 2,19
091 0,94 1,03 0,99 0,85 0,81 0,90 0,83 1,04 1,10 1,05 1,07 0,81 1,10
1,67 1,84 2,06 2,03 1,81 1,86 1,89 1,84 1,96 2,01 1,96 2,02 e 1,67 2,06
2,38 2,70 2,96 2,95 2,17 2,25 2,37 2,49 2,40 2,43 2,41 2,48 e 2,17 2,96
10,05 10,78 11,33 11,41 10,43 10,52 10,67 10,57 10,77 10,74 10,44 10,49 10,06 11,41
0,33 0,32 0,32 0,31 0,32 0,31 0,31 0,31 0,32 0,32 0,33 0,33 0,31 0,33
1,17 1,09 1,15 1,17 1,07 1,11 1,07 1,06 0,81 1,15 1,19 1,19 0,81 1,19

30,42 30,86 31,85 33,75 30,91 30,99 30,79 30,18 29,26 29,23 29,16 28,74 e 28,74 33,75
0,45 0,45 0,43 0,41 0,27 0,33 0,33 0,36 0,40 0,42 0,43 0,44 wE0,27 0,45
1,73 1,51 1,58 1,62 1,81 1,74 1,78 1,65 1,52 1,68 1,81 1,82 1,51 1,82
11,88 12,14 11,54 11,14 12,43 12,78 12,31 13,17 12,15 11,59 11,21 11,51 E11,14 0 13,17
2,00 1,98 1,76 1,44 2,08 1,98 2,00 2,13 1,99 2,09 2,05 1,97 e 1,44 2,13

22,56 21,63 20,59 19,48 22,60 22,41 22,64 22,30 21,04 20,49 20,88 21,29 19,48 22,64
2,16 2,08 2,03 1,97 2,95 2,84 2,91 2,91 2,96 2,70 2,38 2,51 wE1,97 2,96
0,89 0,84 0,88 0,67 0,73 0,79 0,68 0,73 0,70 0,63 0,78 0,74 0,63 0,89
1,05 0,96 0,88 0,85 1,21 1,19 1,18 1,24 1,36 1,40 1,31 1,34 0,85 1,40
7,80 7,83 8,09 7,88 7,71 7,96 7,65 7,35 9,01 8,80 8,64 8,49 e 7,35 9,01

48,07 49,26 51,08 53,13 48,55 48,83 48,91 48,10 46,95 47,50 47,45 47,09 46,95 53,13

40,73 39,82 37,88 35,74 42,19 42,20 41,93 42,66 40,41 39,10 38,92 39,58 #3574 42,66

64,25 66,04 67,43 68,81 65,41 66,22 65,57 65,49 65,26 64,56 63,83 63,56 63,56 68,81

28,22 27,00 25,79 24,44 28,13 27,91 28,13 27,76 26,11 26,11 26,71 27,01 w2444 28,22
4,12 3,87 3,80 3,49 4,88 4,83 4,78 4,86 5,01 4,72 4,47 4,59 3,49 5,01

0,027 0,025 0,022 0,022 0,025 0,024 0,022 0,022 0,024 0,024 0,027 0,026 0,02 0,03

0,051 0,044 0,045 0,044 0,052 0,050 0,053 0,051 0,047 0,052 0,057 0,058 0,04 0,06
1,96 1,81 1,82 1,78 1,90 1,84 1,89 1,74 1,78 1,80 1,92 1,93 E1,74 1,96
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CLA/C18:1t 0,48 0,46 0,52 0,47 0,35 0,40 0,35 0,34 0,35 0,30 0,38 0,37 0,30 0,52
C12:0/C10:0 1,40 1,43 1,41 1,45 1,16 1,14 1,21 1,31 1,18 1,17 1,19 1,19 E1,14 1,45
C15:0/C14:1 0,67 0,68 0,66 0,66 0,74 0,69 0,73 0,71 0,88 0,71 0,72 0,70 0,66 0,88
INDICE ATER. 2,23 2,50 2,70 2,93 2,23 2,26 2,28 2,27 2,36 2,39 2,31 2,29 e 2,23 2,93
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Confronti significativi degli acidi grassi nell’anno

C4

Gennaio

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Gennaio

*

Febbraio

*%

Marzo

*%

Aprile

*3%

A

Maggio

Giugno

*%

Luglio

*%

Agosto

*%

Settembre

*%

*%

*%

*3%

Ottobre

Novembre

Dicembre

Coé

Gennaio

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Gennaio

*%

*%

*%

*%

+

Febbraio

*%

*%

*3%

Marzo

*%

*%

*%

*%

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

*3%

*%

Settembre

*%

*%

*%

Ead

A%

b

*%%

Ottobre

*%

*%

*%

*%%

Novembre

*3%

*%

*%

*%%

4%

*%%

H4%

Dicembre

*%4%

*3%

*3%

Dott. Maria Luisa Varricchio

220




L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA

- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

C8

Gennaio

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Gennaio

+

*%

*

*

Febbraio

Marzo

*3%

*%

Aprile

Maggio

*%

Giugno

*%

*%

*3%

Luglio

Agosto

*%

*%

*%

Settembre

*3%

*%

Ottobre

*%

*%%

H%%

*%

%%

Novembre

*%

*%

*%

Dicembre

*%

%A

L

C10

Gennaio

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Gennaio

*%

*

*

*

*

Febbraio

Marzo

*%

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Dott. Maria Luisa Varricchio

221




L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA

- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

C12

Gennaio

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Gennaio

*%%

*%

Febbraio

*%

Marzo

A

*%%

*3%

*%

*%

*%

*3%

%%

Aprile

*%

*%

A%

A%

*%

*%

Maggio

*%

Giugno

*3%

Luglio

*%

*%

Agosto

*%

*%

Settembre

*%

*3%

Ottobre

*%

*%

Novembre

*%

*%

Dicembre

*%

C14:0

Gennaio

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Gennaio

+

*%%

*%%

+

+

Febbraio

Marzo

Aprile

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre

Novembre

Dicembre

Dott. Maria Luisa Varricchio

222




L’ALIMENTAZIONE DELLA SPECIE BUFALINA

- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
- COMPOSIZIONE ACIDICA DEL GRASSO DEL LATTE

C14:1
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Cle6:1 ¢

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio

Febbraio * *

Marzo

Aprile

Maggio * +

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre + * *

Ottobre

Novembre * *

Dicembre

C18:0

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio

Febbraio

Marzo *

Aprile + *

Maggio

Giugno +

Luglio

Agosto * * * * *

Settembre

Ottobre *

Novembre *

Dicembre *
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CLA

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio * *

Febbraio +

Marzo

Aprile *

Maggio

Giugno

Luglio

Agosto

Settembre

Ottobre * + *

Novembre

Dicembre

C18:2

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Genl’lalO *%% *3% %A 4% *%% *%

Febbraio %% 4% 4% 4% P *% *

MaI‘ZO *%% %% %% H%% *%% *3% *

*4% %A A %A *%% 4% *

Aprile

Magglo %A *%% *%% *%% * +

Giugno *% *%% *%% *%% *

kA ke 4 ke *

Luglio

Agosto A *%% *%% *%% * +

Settembre %% *%% *%% *%% *% *

OttObI‘e *3% *% *% *%%

Novembre

Dicembre * * * + + *
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C18:3
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PUFA
Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio * * * * *x *

Febbraio *% *% *% *% Aok *3% *
Marzo *% *% *% *% *%% *% * *
Aprile + *%% *%% %% %% b A% *3% *3%
Maggio * *% *% *%%

GlugnO * *% *% *%%

Luglio * *% *% *%%

Agosto * *% *% *%%

Settembre *3% A A *%%

Ottobre * *% *% *%%

Novembre * *

Dicembre * * **
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C14:1 ¢/C14:0

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio ok *k ok o* N

Febbraio

Marzo ** * *

Aprile w* * *

Maggio

Giugno

Luglio x* * *

Agosto *% *% *

Settembre

Ottobre +

Novembre * * * **

Dicembre

C16:1 ¢/C16:0

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio

Febbraio * + ** **

Marzo x* i

Aprile + ** *

Maggio

Giugno

Luglio * +

Agosto

Settembre * *

Ottobre +

Novembre x* ** ** *

Dicembre ** ** ** *
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IND ATER
Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Gennaio * *%% %%
Febbraio * ** *
Marzo A A *3% *% %A * * %% *%
Aprile %% *% H%% A%% %% *%% A% Exad *%% Aok
Maggio * *%% %%
GlugnO *% A
Luglio *% %%
Agosto *%% %%
Settembre * o
Ottobre * ot
Novembre * o
Dicembre * o

C12:0/C10:0

Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre

Genl’lalO %A A *% 4% *%% H34% *%%
Febbraio H%% H%% H%% * A% b %% b
MaI‘ZO %% %% *% H%% *%% %% b
Aprlle kA %A A *% 4% *%% H4% *%%
Magglo %A %A *%% H34% *
Giugno %% A% *%% A% *3%
LugllO *3% %A *% A
Agosto * *3% * *3% * *3% * *
Settembre %% A% *%% A% *
OttObI‘e A b *%% H4% *%
NOVEmbI‘e %A A *%% 4% *
Dicembre %% %% *%% *%% *
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C15:0/C14:1
Gennaio | Febbraio | Marzo | Aprile | Maggio | Giugno | Luglio | Agosto | Settembre | Ottobre | Novembre | Dicembre
Gennaio * hokok
Febbraio *%%
Marzo * —
Aprile * ok
Maggio * * * ok
Giugno —
Luglio ok
Agosto okt
Settembre %A *%% *%% 4% 4% *%% *%% e EE T e PRy
Ottobre *%%
Novembre *ot
Dicembre —
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Grafico AG1. Contenuto medio in acidi grassi a corta catena
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Grafico AG2. Contenuto medio in acidi grassi a media catena
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Grafico AG3. Contenuto medio in acidi grassi a lunga catena
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Grafico AG4. Contenuto medio in acidi grassi saturi, monoinsaturi e polinsaturi
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Grafico AG5. Rapporto tra gli acidi grassi saturi, monoinsaturi e polinsaturi
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Grafico AG6. Contenuto medio degli acidi grassi a corta catena nell’anno
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Grafico 1. Andamento degli AG a corta catena nell'anno
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Grafico AG7. Andamento degli acidi grassi a corta catena nell’anno
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Grafico AGS8. Contenuto medio in acidi grassi a media catena nell’anno
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Grafico AG9. Andamento degli acidi grassi a media catena nell’anno
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Grafico AG10. Andamento degli acidi grassi a media catena nell’anno
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Grafico AG11. Andamento degli acidi grassi a media catena nell’anno
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Grafico AG12. Andamento degli acidi grassi a media catena nell’anno
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- UTILIZZO DI INTEGRATORI MICROBICI DURANTE LA FASE DI ALIMENTAZIONE LATTEA
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