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1. Introduzione

1.1. La Bufala Mediterranea Italiana

Il bufalo appartiene all’ordine degli ungulati, wstiine artiodattili, gruppo
ruminanti, famiglia cavicorni, sottofamiglia bovijdienerebubalus | bufali sono
molto diversi dai bovinima anche tra gli stessi bufali ci sono alcuneedzffize,
soprattutto anatomiche che ne giustificano la s#pa@ne in due generi con
caratteristiche proprie specifichié:bufalo asiatico,Bubalus bubaluse il bufalo
africano,Bubalus syncerufBubalus bubali® a sua volta suddiviso in due gruppi:
Swamp (67%) e River (33%). | bufali Swamp sonovaltesoprattutto nei paesi
del sud-est asiatico, dove sono utilizzati prinkiEnte come animali da lavoro; i
bufali del tipo River includono numerose razze, dua la “Mediterranea”, che é
diffusa in Egitto, Medio Oriente, Sud America e Europa dove il patrimonio
bufalino complessivo € di circa 415000 capi, il 59% quali e in Italia (FAO,
2001), e rappresentano un elemento essenzialéapprdvvigionamento di latte e
di carne per le popolazioni. La razza di bufal@walta in Italia B. bubalis tipo
Rivern), selezionata per la produzione di latte (De Rosa.e2009), ha ricevuto la
denominazione di Bufala Mediterranea lItalianaed e stata riconosciuta con
Decreto Ministeriale 201992 del 5 luglio 2000 qué&leo genetico autoctono,
grazie al lungo isolamento (almeno 16 secoli) dd alancanza di incroci con
bufali appartenenti alla stessa razza o a razzershvallevate in altri Paesi del
mondo.

Diverse sono le ipotesi sulla comparsa bufala déalbin Italia; una di queste,
sostenuta anche da Maymone (1945), e che sia istataotta nel VI secolo
dall’Ungheria durante le invasioni barbariche. Agiizi del XIX secolo, in Italia,
come conseguenza dell'incremento demografico, cbiiogno di nuove terre
coltivabili. L’allevamento bufalino, organizzato sn sistema semiselvatico, venne
sempre piu relegato nelle zone acquitrinose dovengtstimenti zootecnici erano
guasi inesistenti, rappresentando, secondo Maynfiona,vera fortuna per le zone
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paludose che non avrebbero potuto trovare altradadi sfruttamento”. Il bufalo
divenne I'animale tipico di queste zone, poiché@dattava all’allevamento brado,
utilizzando qualsiasi tipo di foraggio, anche secadecome diverse erbe palustri,
richiedeva inoltre poche cure e presentava unavolgaesistenza alle malattie.
Oltre alla produzione di carne e latte, era impiegeome animale da lavoro
(Pugliese, 1998). In ltalia, con l'inizio della olzione industriale, fu avviato un
processo di bonifica di ampie zone paludose parp@@re terre all’agricoltura,
che portd a una drastica riduzione di bufali sudtrmterritorio. Questo processo
portd alla quasi scomparsa di questa specie ddatotér italiano con un minimo
storico di 5500 capi nel 1950. Per rilanciare éadmento bufalino, si ritenne di
dover allevare questa specie in un ambiente cdofiato I'anno, applicando le
stesse tecniche usate per l'allevamento bovino. fvbaye e la sua scuola
iniziarono, nel dopoguerra, una serie di studiye=ificare la possibilita tecnica e
la convenienza economica legata alla conversiofl&alteyamento bufalino da
semiselvatico a intensivo. | risultati positivi djueste sperimentazioni e la
conseguente applicazione sul territorio, sicuramenontribuirono a frenare la
riduzione delle aziende bufaline (Pugliese, 1998patrimonio bufalino italiano
ando cosi incontro a una continua espansione. lAtarde ['ltalia e il Paese con la
maggiore quantita di capi allevati: dati del 20(fériscono la presenza di circa
318158 capi, che rappresentano I'85% dell'interpgb@zione europea. Il 73% dei
bufali allevati in Italia €& attualmente concentratella regione Campania
(Accomando, 2007), sebbene I'allevamento dellalbugastia diffondendo anche
in regioni piu vicine ai mercati europei.

Il bufalo € un animale a triplice attitudine, irtfgbroduce latte, rappresenta una
fonte di carne e lavoro. In Italia & stato effetbuan intenso lavoro di ricerca e di
selezione nell'allevamento bufalino, al fine dirementare la produzione del latte
e migliorarne le caratteristiche qualitative (An&et al., 2001). Negli ultimi trenta
anni la produzione media di latte € aumentata diac600 kg/lattazione, con

aumento anche del contenuto percentuale di grassmteine (Amante et al.,
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2001). Il latte di bufala € utilizzato per la faldazione della rinomata Mozzarella
di Bufala Campana, che ha ricevuto il marchio teluDOP a livello comunitario,
Reg CE n. 1107/96. Questa denominazione offre garasu diversi livelli del
processo produttivo: origine, provenienza delle emat prime, localizzazione e
tradizione del processo produttivo. | prodotti dedti DOP offrono infatti:

- Serieta in quanto sono regolamentati da leggi italiamemunitarie.

- Tracciabilita, semplificata, in quanto provengono da una zonagigdica
delimitata.

- Legame con il territorio, poiché sono il frutto della combinazione tra le
caratteristiche geologiche, agronomiche e climatidéll'areale di produzione.

- Tipicita, ovvero, rispetto del metodo di produzione tramhaie, unico, derivante
da una cultura e da metodiche di lavorazione ckers» consolidate nel tempo.

Il settore latteo-caseario ha da sempre rivestitounlo fondamentale nel nostro
paese, raggiungendo nel 2007 un fatturato di 14liarch di euro su un totale di
110, pari al 13%. Secondo fonti Databank, il fattar della produzione del
comparto‘mozzarelle” (Mozzarella di Bufala Campana DOP, vaccina e de ldt
bufala) in Italia & stato di 1522 milioni di eurelrcorso del 2007. Questo implica
che l'allevamento del bufalo rappresenta un elem@rdamentale nell’economia
delle zone DOP “Mozzarella di Bufala Campana”, mwehdo un indotto di
rilevante impatto socio-economico. Il ritorno ecomoco derivante dalla
trasformazione del latte in mozzarella ha favoiitoontinuo incremento sia della
popolazione bufalina sia delle aziende (Addeo et28107; Menghi et al., 2007).
Attualmente nel settore del DOP, sono impegnataciit5 mila addetti (fonte
ANSAB) con un valore aggiunto complessivo per énat filiera pari a 260 milioni
di euro (Castrillo, 2003).

L'allevamento del bufalo, in questi ultimi anni, sabito notevoli trasformazioni
sia di tipo strutturale sia di organizzazione adada che hanno portato ad una
maggiore razionalizzazione delle tecniche di alleeato e al passaggio da un

allevamento di tipo estensivo a uno di tipo inteasiL’allevamento intensivo o
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allevamento industriale utilizza tecniche induditrea scientifiche per ottenere la
massima quantita di prodotto al minimo costo eizzdgndo il minimo spazio,

tipicamente con l'uso di appositi macchinari e f@rhmveterinari(Estevez et al.

2007). In particolare, I'esigenza di incrementaetoduzione di latte ha indotto
ad analizzare accuratamente i fattori alimentari amdbientali, ad introdurre
tecnologie innovative e ad eseguire controlli fonaili, per comprendere meglio il
potenziale produttivo dei singoli animali. Cio hargntito I'adozione di sistemi di

allevamento consoni alle esigenze nutrizionali biantali della specie.

1.2. Benessere animale e criteri di valutazione

L'allevamento intensivo ha permesso di soddisfaenhentata richiesta di
alimenti di origine animale (soprattutto polli, suie vitelli a carne bianca), di
migliorarne le caratteristiche igienksanitarie e di ridurre i costi di produzione. La
forte spinta verso I'allevamento intensivo, che ponta un maggiore sfruttamento
degli animali, ha suscitato, negli ultimi decennn crescente interesse nei
confronti delle condizioni di allevamento. In padiare, lo sviluppo di una
maggiore sensibilita verso la sofferenza animalée erecenti preoccupazioni
riguardo alla sicurezza alimentare hanno talmertgereaciuto l'interesse del
consumatore sugli alimenti di origine animale e lewd processi produttivi da
porre il problema del benessere animale in prinan@inelle politichegenda Si e
diffusa la consapevolezza che, oltre ad occupagie ccondizioni igieniche e
sanitarie degli animali, € necessario rispettarae esigenze biologiche, le
caratteristiche comportamentali e tutelarne il lseeee. Al fine di migliorare i
sistemi di allevamento, nel rispetto del benesaammale, recentemente sono state
iniziate ricerche, nel settore agro-zootecnico, p@cedere all'individuazione di
indicatori del benessere animale sempre piu vaidsostenibili, in modo da

sviluppare, applicare e migliorare possibili apgrgaratici che siano in grado di



conciliare le esigenze produttive del'uomo cobenhessere degli animali allevati
(De Rosa et al., 2009).

Nel 1976, a Strasburgo, gli Stati membri della Coitégu Europea, con la
Convenzione europea sulla protezione degli animalyli allevamenti, hanno
ritenuto auspicabile adottare disposizioni comuai proteggere gli animali, in
particolare nei sistemi moderni di allevamentonsteo. Successivamente, e stata
proclamata a Parigi, nel 1978, la dichiarazionevensiale dei diritti dell’'animale,
che ha rappresentato il primo passo verso un nomdo di intendere i rapporti tra
'uomo e le altre specie. In passato alcuni ricencahanno sostenuto che la
sofferenza o altre esperienze soggettive non aeatnell'indagine scientifica e
che la scienza puo “misurare” il benessere aninRéEentemente, il concetto di
benessere animale si & profondamente modificatotrenén passato era inteso
sostanzialmente come “I'assenza di malattia”, aggtato sostituito dal concetto
olistico di “benessere totale” con le correlate pomenti biologiche, fisiologiche,
psicologiche e sociali (Terranova e Laviola 200€@pmunque, il “benessere
animale” rimane un argomento complesso ed e seapg@eo il dibattito sia sulla
sua definizione sia sui metodi piu idonei per doteralutare. Si ritiene che |l
benessere (sia fisico sia mentale) dell'animalda&ssere valutato tenendo conto,
da un punto di vista scientifico, anche delle seiosa degli animali, studiandone il
comportamento (Brambell Report, 1965). Infatti, ®@ts sottolineato che |l
benessere € uno stato di salute completa, sia fisie mentale, in cui 'animale é
in armonia con il suo ambiente (Hughes, 1976),&cHeterminato dallo stato in cui
Si trova, in relazione ai tentativi di adattardiashbiente (Broom, 1986), e che fa
riferimento alla qualita della vita dell’animaleceinvolge elementi diversi, come
la salute, la felicita e la longevita, a cui divengersone attribuiscono differenti
gradi di importanza (Tannenbaum, 1991; Fraser, 1999

In generale, il concetto attuale di “stato di beees” € riconducibile alle

cosiddette “cinque liberta” di cui 'animale devedgre (Brambell Report, 1965):



1. Liberta dalla fame, dalla sete e dalla cattiva imigine, mediante facile
accesso all'acqua fresca e a una dieta in grafdwalire lo stato di salute.

2. Liberta dal disagio termico e fisico: 'ambientevdeessere adatto e disporre
di idonei ricoveri e zone per lo stazionamentol e@cubito.

3. Liberta dal dolore e dalle malattie: il sistemallievamento deve essere tale
da minimizzare il rischio di lesioni e di malatteesi devono approntare sistemi di
prevenzione e di rapida diagnosi e cura delle ralsttesse.

4. Liberta dalla paura e dallo stress, assicurandedizoni che evitino
sofferenza mentale.

5. Liberta di espressione del proprio comportamerinale: I'animale deve
disporre di spazio sufficiente, di attrezzaturerappate e della compagnia di altri
animali della stessa specie.

Il problema del benessere animale e diventato gonaento di attualita, affrontato
da allevatori, consumatori e tutti coloro che operael settore delle produzioni
animali. Gli studi, pertanto, non riguardano sddtiévatore (tenuto ad adeguarsi a
norme e direttive in continuo cambiamento ed aggiorento) ma anche |l
consumatore, la cui opinione ed il cui gradimendvaho essere soddisfatti con
soluzioni valide ed economicamente sostenibili (Niggno, 2001). Sebbene siano
stati condotti numerosi studi sul benessere animafeora non esiste una
definizione univoca ed universalmente riconoscip&aché si tratta di un concetto,
che non e puramente scientifico (come il fabbisogutitivo per una determinata
categoria animale o l'ereditabilita di un caratjerma tiene conto anche di
considerazioni etiche su cui si fa sentire il pebsl'opinione pubblica.Le
valutazioni scientifiche relative al benessere ab@npossono essere effettuate in
condizioni sperimentali ben controllate in laborada in pieno campo e prendono
il nome dimisurazionedel benesserelra le variabili pit frequentemente prese in
considerazione, si ricordano quelle di tipo compoktntale (rilevazione del
repertorio comportamentale e di stereotipie, coimhez di open field tese fear

test ecc.), fisiologiche (parametri metabolici, profibormonale, funzionalita del
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sistema immunitario, caratterizzazione dello stassideriduttivo), patologiche
(presenza di malattie latenti o manifeste) (Dawkih880; Mench and Van
Tienhoven, 1986), produttive (velocita di accresmibo, tasso di mortalita,
caratteristiche riproduttive). Tuttavia, quanddfitealita € quella di effettuare un
monitoraggio del benessere a livello aziengalen tutti gli indicatori applicabili a
condizioni rigorosamente sperimentali possono essiifizzati, sia per il loro
costo, in termini economici e di tempo necessagiogondurre le indagini, sia per
la necessita di disporre di personale e di equipaggnti specializzati. Pertanto, si
rendono necessari alcuni aggiustamenti o sempiboadei suddetti indicatori, e
indici di altra natura, poco adatti all’'applicazeom esperimenti su piccola scala,
possono risultare piu appropriati per il monitoiag@ livello aziendale. La
valutazione del benessere a livello aziendale ms&re eseguita seguendo due
diversi approcci. Il primo si avvale déesign criteriaed € basato sulla valutazione
di elementi tecnici e strutturali, quali, ad esempa disponibilitda di spazio, la
facilita di assunzione dell'alimento e dellacqua dbbeverata, il tipo di
pavimentazione, la rumorosita ambientale, la presedi opportuni sistemi di
ventilazione e le condizioni igieniche dell'allevamo. Alcuni studi hanno
evidenziato una stretta relazione tra i criterinteic lo stato di salute e |l
comportamento animale; ad esempio, lo spazio @lenéntazione svolge un ruolo
importante in relazione al comportamento agonistéd@nche ai rischi di eventuali
ferite e lesioni cutanee. Lo spazio alla mangiatmiatti, € importante, sia per il
giusto apporto di alimento e acqua, sia per comrgean buon comportamento
sociale all'interno dell'allevamento (Sundrum, 199ttavia, esiste un secondo
approccio basato sperformance criteriache ricorre all’osservazione diretta degli
animali per giungere alla formulazione di un giualimediante indici affidabili, tra

I quali: mortalita, longevita, morbilita, distandafuga, pulizia corporea, stato di
ingrassamento, lesioni cutanee, zoppie, stereotipigressivita, ecc.. Per la
valutazione del benessere a livello aziendale,dBerf2001) propone iSistema

Diagnostico IntegratdSDI) che fa riferimento:
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« all’alimentazione, vista in termini di alimenti e Kzioni in grado di coprire i
fabbisogni delle diverse categorie di animali senaaprometterne lo stato di
salute;

 all’animale stesso e al suo aspetto (pelo, statlmghassamento, presenza di
ferite, ecc.), alla diffusione di malattie o anomahetaboliche, alla fertilita, alla
quantita e qualita del latte, al comportamento gdae nonché ad alcuni esami
delle feci, delle urine e del sangue;

 all'allevamento nel suo complesso: microclima, iedif attrezzature,
managemenin rapporto al migliore soddisfacimento dellegesize animali.

Da quanto detto, si evince che la valutazione wffetlel benessere dell'animale e
basata sia sulla valutazione clinica di indicidiegici e biochimici, sia sull’analisi
etologica del repertorio comportamentale. L'aspatiportante da considerare €
che la valutazione del benessere animale e effattsm con metodi diretti
(rilevando le risposte adattative dell’animale atbiente in cui vive) sia con
metodi indiretti (analizzando la qualita dell’amiie secondo parametri oggettivi).
Nella selezione dei parametri da analizzare e itapte utilizzare parametri e
criteri di analisi che riflettano lo stato dell’amale, siano riproducibili e ripetibili
nel tempo ed abbiano potere esplicativo.

Il profilo metabolico € un elemento importantissindel sistema integrato di
indicatori oggettivi di benessere, in quanto cotseti caratterizzare lo stato
metabolico-nutrizionale dellanimale, di esamindee funzionalita di organi
specifici, e di rilevare eventuali dismetabolievantari, permettendo di stabilire se
la dieta adottata e corretta per la categoria fitiwducui appartiene I'animale. Gl
indici ematici del metabolismo energetico e praigiatilizzabili anche come
marcatori della funzionalita cellulare, includonolesterolo, acidi grassi non
esterificati (NEFA), trigliceridi, glucosio e ureblella valutazione del benessere
animale assume rilevanza anche la titolazione dellil circolanti delle
transaminasi, quali marcatori della funzionalitatega, e dei livelli di creatinina,
come marcatore della funzionalita renale. L’analigl profilo ormonale e
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indispensabile per “fotografare” lo stato fisiologi dell’'animale, verificare se
I'organismo & esposto a uno stress, stabilire séréss € acuto o cronico e attuare,
eventualmente, interventi correttivi per tutelade benessere. Solitamente e
misurata la concentrazione plasmatica di cortisahsulina, progesterone e
catecolamine, le cui produzioni aumentano in rispogd una perturbazione
dell’equilibrio interno e, pertanto, sono considefarmoni di stress”.

La caratterizzazione dello stato ossido-riduttmediante la valutazione dei livelli
di antiossidanti enzimatici e non-enzimatici e diroatori dei danni ossidativi a
proteine e lipidi, e l'analisi della risposta imnmamia, umorale e cellulare,
mediante lo screening periodico di citochine e gire inflammatorie e I'analisi
del profilo di immunoglobuline (IgG e IgM), rappe¥gano, infine, uno strumento
ottimale per integrare il profilo biochimico-clime ormonale. L’analisi dello stato
ossido-riduttivo (redox) nei fluidi biologici (plesa, latte, fluido follicolare
ovarico) fornisce indicazioni sullo stato fisiolagi degli animali ed e utilizzata
come strumento di valutazione del benessere. L’stagbredox del plasma riflette
le alterazioni della risposta adattativa a variedtoioni di stress cui I'organismo
puo essere sottoposto; basti pensare al fattdinfiarhmazione, un’alimentazione
non corretta o0 una consistente spesa energetica deessi di notevole
importanza fisiologica, come l'accrescimento o d#dzione) possono provocare
I'alterazione delle difese antiossidanti in circeld, eventualmente, I'insorgenza di
danni ossidativi con possibili manifestazioni pagithe.ll quadro completo dei
metaboliti del sangue puo essere utilizzato per prentdere le risposte
dellorganismo all’ambiente e al tipo di alimentze, per scegliere il modo di
allevamento o di alimentazione piu adeguata aligeege del bufalo (Bertoni et
al., 1994; Montemurro et al., 1997; Campanile et1&98).L’'omeostasi redox del
fluido follicolare ovarico risente di quella plasica ed influenza la capacita
riproduttiva dell’animale. Infatti, € noto che uffigente sistema di difesa dai
danni ossidativi contribuisce a prevenire o limetadanni cellulari, preservando la

sopravvivenza e la funzione steroidogenica delleleefollicolari (da cui dipende
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anche la qualita dell’ovocita) fino al momento delulazione; 'omeostasi redox
e, inoltre, critica all'approssimarsi dell’ovulane, per il completamento della
maturazione ovocitaria (Dharmarajan et al., 1999gatte e le sue caratteristiche
possono essere considerati uno dei parametri peallgazione del benessere
animale. Il suo contenuto di nutrienti riflette, gran parte, quello della dieta
dellanimale. La presenza di sostanze nocive esometsse danno, invece, un’idea
dellinquinamento delllambiente in cui I'animale sova. || numero di cellule
somatiche (e la qualita e quantita di batteri) @néisin esso, rappresentano un
quadro dello stato di salute o di malattia delfaale in osservazione. La quantita
di latte prodotto e influenzata sia da fattori gstsia da quelli interni, quindi puo
essere un parametro che tiene conto del benesseegate dell’animale (Bettini,
1974).

1.3 Allevamento intensivo e benessere animale

Nell'allevamento intensivo in generale, gli animabno esposti a un ambiente
“artificiale” dove, in caso di gestione non coraettdiversi fattori ambientali
possono diventare nocivi ed intaccare le ‘“liberi@dégli animali stessi. In
particolare, le restrizioni dello spazio possormdume drasticamente lo stato di
benessere negli animali, in quanto sono associatgbeione dei movimenti,
impossibilita di scegliere il giusto microambiergeciale e fisico (Napolitano et
al., 2000), riduzione del tempo di riposo (Haleyagt 2000) e aumento delle
lesioni e infortuni (Sandge et al., 1997). Il séoidamento pud causare anche
stress cronico, alterazione del comportamento éa desposta endocrina e
immunitaria, minore velocita di crescita e maggioneidenza delle malattie
(Maton and Daelemans, 1989; Fisher et al., 199)al@vamenti intensivi, ma
ancor di piu quelli di tipo tradizionali, risentonmegli sbalzi di temperatura
ambientali, che possono inficiare lo stato di beaes degli animali, se le strutture

non sono adeguatamente attrezzate. | ruminantiats@lvpresentano svariati
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adattamenti ai cambiamenti climatici dipendentil'diéérnarsi delle stagioni
(Chilliard et al., 2000). In particolare, i bufglossono acclimatarsi meglio agli
ambienti caldi rispetto a quelli freddi (Zicarekit al., 2005). Attraverso la
selezione naturale, i bufali hanno acquisto dive@atteristiche morfologiche e
comportamentali che hanno favorito il loro adattatoenegli ambienti caldi (De
Rosa et al. 2009), come per esempio I'elevata pigazeone della pelle che le
protegge dai raggi UV, oppure la predilezione, gisasono libere di esprimersi
nel loro ambiente naturale, di bagnarsi nelle poghare ed immergersi nel fango
(de Franciscis, 1992). Inoltre, I'evaporazione nedpria € meno efficace nei
bufali rispetto ai bovini per I'alcalinitd indotteome conseguenza di un rapido
aumento del pH del sangue (Koga, 1991). Per quagt@rda I'esposizione al
freddo, negli animali in generale, causa una repantisposta ormonale con
'aumento della sintesi di ormoni tiroidei, i quak loro volta, aumentano la
produzione di calore nei mitocondri che e assoc#la produzione di specie
reattive dell'ossigeno (ROS) (Ramsey et al., 20Qjeste specie reattive alterano
la struttura e la funzione delle principali macrdewmle con conseguente
instaurarsi di alterazioni della cellula (Halliwell al., 2000).

Altre condizioni di stress e, quindi, riduzione Idedtato di benessere, potrebbero
scaturire dall’elevata produttivita richiesta aginimali di allevamento. In
particolare, gli animali da latte sono costrettuaghi periodi di lattazione, parti
frequenti, riduzione del periodo di interparto edparticolare per le bufale, alla
modulazione del calendario dei parti, che si attamite la destagionalizzazione.
La bufala, infatti, ha una spiccata stagionaligraduttiva (Zicarelli, 1997) e, a
causa della sua origine tropicale, tende a cormentparti nei periodi dell’anno a
giorno breve fotoperiodo negativoZicarelli et al., 1984). Questa caratteristica si
scontra, in Italia, con la maggiore richiesta didaul mercato, che si osserva nel
periodo primaverile-estivo, che €& quello di maggmmsumo del principale
prodotto della filiera bufalina: la mozzarella. pjalicazione della

destagionalizzazione dei parti consente di ottenkrpicco di lattazione in
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primavera-estate, in modo da coincidere soddislarspecifiche richieste del
mercato.

Sebbene sia noto che i bufali hanno un’elevatadit@padattiva, le attuali tecniche
di allevamento che puntano a massimizzare la mies& animale, impongono
marcati stressori ambientali su di loro. Pertaldagazione dei bufali agli stimoli
ambientali dovrebbe essere valutata in modo datifi@me le condizioni di

allevamento piu idonee, tecnicamente ed economicgmeompatibili con il

benessere animale.

1.4 Prodotti Bufalini

Dal benessere animale dipendono la resa e qualit@rddotti bufalini. Com’e
stato gia detto il bufalo € un animale a tripli¢gtedine, latte, carne e lavoro, ma
nel nostro Paese e allevato quasi esclusivamentdaperoduzione del latte

utilizzato per la produzione della mozzarella.

1.4.1. La Carne

In Campania esiste un patrimonio bufalino di oftteecentomila capi e ogni anno
nascono circa 50mila vitelli maschi, di cui solocpe centinaia sono allevate per
essere utilizzati come tori da monta e poche akminaia sono allevate per la
produzione di carne, mentre tutti gli altri songessi. La soppressione dei
maschi é stata ampiamente praticata fino a qualone fa, perché gli allevatori
non ritenevano che la produzione della carne aeretdéito loro un reddito
adeguato. La possibilita di produrre carne bufalmdtalia e stata inizialmente
studiata da Maymone (Maymone, 1945). A oggi € sani@a produzione di carne
di bufalo, per la sola Campania, di circa 300 rkijgl’'anno, con un fatturato di
circa 1,5 milioni di euro. A luglio 2009 é statacamlata alla denominazione
“Carne di bufalo campana IGP” la protezione tram@tnazionale. La presenza di
tale marchio potrebbeappresentare nei prossimi anni una novita assqlertdo
sviluppo economico di ampie aree rurali della Camgpa potrebbe anche creare le
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condizioni per un’adeguata tutela del produttorepex la garanzia verso |
consumatori dei livelli qualitativi del prodotto danmettere sul mercato
(http://www.sito.regione.campania.it/agricoltura/agmicati/comunicato_20_07_09.himl

Le caratteristiche nutrizionali e organolettichdlalecarne bufalina sono state
ampiamente studiateéa carne bufalina, rispetto a quella vaccina, @i meno
grasso d'infiltrazione. Infatti, il bufalo, rispetad altre specie, deposita il grasso al
di fuori del tessuto muscolare e cio limita la ez di grasso nella carne. La
carne di bufalo € piu succosa, grazie alla maggiapacita di ritenzione idrica ed
e piu tenera, per la minore presenza di idrossi@olnoltre, rispetto a quella di
manzo e di vitello, la carne ottenuta da bufalrettamente allevati e alimentati ha
un minore contenuto di colesterolo, € piu riccaddo stearico e di acido oleico,
neutri nei riguardi della colesterolemia umana, anéndi acido linoleico che, in
guanto polinsaturo, pud agire efficacemente netlazione della colesterolemia
stessa. Ulteriore caratteristica € il piu bassaterwuto di lipidi e di residuo secco
ed il maggior contenuto di ferro e proteine (In&Bcet al., 2003). La carne di
bufalo e in assoluto tra le carni piu magre e legge, dal punto di vista

nutrizionale, puo essere considerata di notevoézasse.

1.4.2 Il Latte

Il latte € il prodotto della secrezione delle ghiale mammarie delle femmine dei
mammiferi. Delle circa 3000 specie di MammiferiJosalcune degli Artiodattili
(bovidi, yak, bufali, caprini, ovini, cammelli ermee) e dei Perissodattili (cavalli,
asini) producono latte utilizzato per I'alimentazsoo la trasformazione.

La ghiandola mammaria é simile, nella sua struthaaerale, in tutti i mammiferi
e consiste in un capezzolo, un dotto e alveoliitostda cellule secretorie
epiteliali. La mammella della vacca, per esempidivésa in due meta separate dal
legamento mediano che insieme ai legamenti latesafitiene la mammella
attaccandola al ventre. Gli alveoli sono l'unittutirale secernente; la loro parete
e rivestita da un solo strato di cellule epiteliahe costituiscono l'unita produttiva,

perché prelevano gli elementi nutritivi da un dapd sanguigno posto alla loro
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base, li trasformano in componenti del latte eviensano nell’alveolo per azione
contraente di cellule mio-epiteliali.
Il latte € una miscela complessa composta da:
» soluzione vera (zuccheri, sali, vitamine idrosdiubsostanze azotate non
proteiche);
 stato colloidale (proteine, parte dei fosfati eatitdi calcio);
» emulsione (lipidi, vitamine liposolubili).
Dall'epitelio ghiandolare della ghiandola mammateivano i grassi, le proteine e
gli zuccheri, e dal circolo sanguigno derivano lercgalbumine, gli enzimi, le
immunoglobuline e le vitamine.
La composizione del latte dipende da fattori endogei razza, individuali, stato
di salute, stato di lattazione) e da fattori esogaiimentazione, clima, sistema di
allevamento, stabulazione, tecnica e tempi di murgi modalita di
conservazione). Per esempio, il contenuto in gramsmenta nel corso della
mungitura, quindi con mungiture incomplete si oiieun latte piu povero di
grassi. Minore € lintervallo tra le mungiture, ngggre € la quantita di latte
prodotta ma minore la quantita di grasso e di tesisecco (Jensen et al., 1999).
Lo stress potrebbe abbassare la qualita del lattpianto fa aumentare il rilascio
delle componenti del plasma al latte, perché cdlasanento della permeabilita
delle giunzioni strette delle cellule dell’epitelialveolare della ghiandola
mammaria (Stelwagen et al., 2000). Dallo stadibadlttazione dipende la
concentrazione di diversi antiossidanti nel latite,cui retinolo,a-tocoferolo e-
carotene (Jensen et al., 1999). L’avanzamentoetiel® un importante fattore che
influenza notevolmente la quantita di latte proolotha meno la composizione
(Catillo et al., 2002).
Il latte di bufala possiede caratteristiche gemeradlto simili a quelle del latte
vaccino, ma se ne discosta per il piu alto livello grasso e proteine, che
determinano la piu elevata resa del latte: 25 kgndikzarella, contro i 13 kg

ottenuti mediamente dalla stessa quantita di MiEcino con un incremento di
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circa 1,8 (Zicarelli, 2001). Altro aspetto dellpitita del latte bufalino risiede nella
sua gqualita microbiologica. In condizioni normadil hatte di bufala sono presenti
alcuni ceppi di “lattobacilli” in concentrazioni geriori a quelle contenute nel latte
vaccino. L’attivita metabolica di questi batteri redabe responsabile della
produzione di particolari composti, da cui dipenddrsapore e I'aroma tipici della
mozzarella, e che influenzano il fenomeno di amd#ione della cagliata durante
la trasformazione. Nel latte di bufala il grassostitaoisce, dopo l'acqua, il
componente piu importante, oscillando in mediailtra ed il 10%. La matrice
lipidica del latte di bufala e presente sotto folandi globuli, in dispersione
instabile. | globuli di grasso si presentano etenmy ed essenzialmente costituiti
da una microgoccia di trigliceridi (core), circotidda un involucro complesso (la
membrana), costituito da diverse sostanze traasfolipidi, colesterolo, proteine,
enzimi e micronutrienti. La membrana esterna debyglo contiene lo 0.5-1% dei
lipidi totali, il core contiene il 95-98% dei lipidotali del latte (King, 1955). |
lipidi presenti nelle membrane dei globuli sono m8posti ai processi di
ossidazione rispetto a quelli che si trovano nealecmercio € importante la
concentrazione di antiossidanti nelle membranentidasidante piu abbondante
che si trova nelle membrane dei globuli di latiesetocoferolo (Toc), invece i}-
tocoferolo, ilB-carotene e il retinolo (vitamina A) si trovano relre dei globuli
(Jensen et al., 1996). Altri studi indicano la pre=a di piccole quantita di retinolo
(Ret) anche nella membrana (Zahar et al., 1995Rell € presente in maggiori
quantita nel latte di Bufala rispetto al latte Vaoca differenza del suo precursore,
il B-carotene, presente in quantita minore (Corre&87)L Lo scarso contenuto di
carotenoidi conferisce al latte di bufala e ai sderivati, come il burro e la
mozzarella, un colore bianco opaco, mentre il leétecino e caratterizzato da una
tipica sfumatura giallastra.

Il grasso contenuto nel latte di bufala e di fondatale importanza per I'industria

casearia, in quanto oltre ad essere insieme aldeipe uno dei principali
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componenti che concorre alla resa, pud anche essiirzato come marker di
genuinita della mozzarella.

La produzione di latte, come il ciclo riproduttidella bufala, € generalmente
stagionale, infatti, la maggioranza dei parti sha@ntra nel periodo da luglio a
dicembre poiché l'autunno e la stagione naturaleaaioppiamento. In queste
condizioni, durante un periodo di lattazione stadd@70 giorni) una bufala
italiana produce in media 2100 kg di latte con antenuto percentuale di grassi e
di proteine dell’'8.37% e del 4.80%, rispettivamerifdA, 1999). In seguito
allaumento della rilevanza economica dell'indwstcasearia bufalina, si sono
sviluppati diversi studi per far aumentare i livell produzione e per far slittare la
stagione riproduttiva verso primavera-estate qudadachiesta di mozzarella da

parte del mercato € molto alta (Barile et al., 2999

1.4.3 La Mozzarella

Le prime testimonianze sulla mozzarella di bufadalgono al 1400, quando era
chiamata semplicemente “Mozza”, perché la fasddidal processo di lavorazione
terminava con la mozzatura. La mozzarella, a cdaia deperibilita, era prodotta
in scarsa quantita e consumata localmente. EssmBgurava inizialmente, come
una varieta meno nobile della provola ed era sinarde la scarsa conservabilita a
giustificarne l'assenza, al contrario delle proydelle tavole napoletane (Correale,
1987). In seguito, la diffusione della mozzareliatsrritorio nazionale € andata di
pari passo con lo sviluppo delle vie di comunicagio

La Mozzarella di Bufala Campana & un formaggiodoea pasta filata, con un
elevato contenuto di acqua (da 55 a 62%) e di gré&s45%) (Laurienzo et al.,
2006). Diversi autori hanno riportato in letteratua modalita di produzione
(Coppola et al., 1988; Coppola et al 1990; Ercadinal., 2004). Per ottenere un
prodotto con una qualita organolettica costantessemziale standardizzare Il
rapporto grasso/proteine nel latte di lavorazioihei diversi periodi della
lattazione, si osservano nel latte di bufala angseillazioni nel contenuto di

grasso mentre il contenuto di proteine resta k&atente costante; cio determina
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una grossa variazione nel tempo del rapporto ghasgeine, e gli effetti di tale
fenomeno possono risentirsi in fase di trasformazice il livello del grasso nel
latte di bufala € elevato e non e bilanciato dgppraonali quantita di proteina
caseificabile si hanno sensibili perdite di grasso nel siero (in fase di rottura
della cagliata) sia nell'acqua di filatura. PoidHé&ello medio di proteine nel latte
di bufala e intorno a 4,3-4,7%, il contenuto disy@ nel latte, che assicura una
buona riuscita del prodotto, dovrebbe essere intain7% circa. Il formaggio e
prodotto da latte crudo intero di bufala al qualene addizionato sieroinnesto
naturale, ottenuto dal siero della lavorazione gelrno precedente. La fase
successiva del processo di produzione della motzaralefinita coagulazione ed
e effettuata mediante aggiunta di caglio di vitella fase seguente e lo spurgo che
consiste nella separazione del siero dalla caglibéa rottura della cagliata,
favorisce lo spurgo, che sara tanto maggiore qugnioenergica € l'azione
meccanica. La rottura e effettuata di solito mamesite.

Dopo aver lasciato la cagliata a maturare nel statdo (per 4h a 35-37°C) ed
acido (pH 4.9-5.1), si ottiene la solubilizzaziodei sali di calcio e quindi la
demineralizzazione della pasta di mozzarella chanec risultato, acquista
plasticita. Successivamente la pasta di mozzaredlae manipolata in acqua calda
(90-95°C) e ridotta a filamenti dai quali si otteerh formato desiderato, mediante
la cosiddetta “mozzatura”. Infine, la mozzarellamémersa nella salamoia, per la
salatura e poi nel liquido di governo che e coititin genere da acqua di filatura
cui e aggiunto sale e siero acido diluito. La covedeilita del prodotto e
strettamente legata al tipo di materia utilizzdsdt€ crudo o pastorizzato) e alla
tecnologia di trasformazione. Il prodotto ottenuta latte crudo e sieroinnesto
naturale si conserva, immerso nel liquido di goeeper 3-4 giorni a temperatura
di 4-10°C senza perdere le sue caratteristicheerfioe esterna lucida, colore
bianco, pasta morbida ed elastica, sapore pamealalatte fresco con punte di

selvatico (Paonessa et al., 2004).
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La carta vincente delle aziende bufaline attuadiata la creazione, o per meglio
dire, I'eredita di un formaggio, che per le sueati@ristiche peculiari e stato ed e
molto gradito dai consumatori sia a livello naziensia internazionale. In origine
la mozzarella era prodotta esclusivamente con W@ittbufala ma, con il forte
sviluppo del settore, si € diffusa la pratica dodarrre latticini contenenti anche
latte di vacca, attribuendogli la dicitura di “Ma@ella di Bufala”. Nel maggio del
1993 é stato riconosciuto il marchio nazionale B.(nssia la Denominazione di
Origine Protetta, che limita I'adozione improprial chome Mozzarella di Bufala
Campana per prodotti che non si attengono al disang studiato e proposto
(sulla scorta delle notizie storiche del prodotta) consorzio fondato per la tutela
di questo prodotto. Nel 1996 con il Regolamental7Lsi giunge all’attribuzione
della certificazione Europea del DOP per il prodotMozzarella di Bufala
Campana”. | produttori di mozzarelle per riceveee,mantenere, il marchio
"Mozzarella di Bufala Campana" devono impiegareo datte di bufala allevate
nella zona di riferimento e trasformato in loco @®to le regole dettate dal
disciplinare. Sono state quindi definite le cargtehe della materia prima (latte)
e del prodotto finito, nonché le aree di produzi®@P che in un primo momento,
fino al 2003, comprendevano le province di Cas&tderno, Latina e Frosinone
ed alcuni comuni della provincia di Napoli, Rom&enevento. Nel 2003, con |l
Reg CE n. 1107/96 é stata ampliata la zona DORybhagdo anche la provincia di
Foggia e di Isernia. Solo le mozzarelle prodotigusedo quanto specificato dal
disciplinare, sono effigiate con il simbolo del sorzio. || marchio del consorzio
di tutela, con l'indicazione degli estremi di leggedel numero di autorizzazione
rilasciato dallo stesso e apposto sull'incartoaéagzia di autenticita, sia rispetto

alla tipicita del prodotto che alla provenienzagyadica.
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1.5 Omeostasi ossido-riduttiva

| radicali liberi sono specie chimiche con elettrepaiati, instabili ed altamente
reattive, che vengono prodotte nel corso di reazemezimatiche basate sul
trasferimento di elettroni (Machlin and Bendich8I9 Gli intermedi parzialmente
ridotti dell’ossigeno, definiti anche specie readtidell’ossigeno (ROS) sono
mediatori di reazioni ossidative, e rappresentaraalicali o le fonti di radicali piu
diffusi. Sono prodotti dagli enzimi associati alt@mbrana mitocondriale, dal
metabolismo delle cellule endoteliali, da monocttacrofagi e neutrofili attivati,
dagli ioni di metalli di transizione, nonché da ewdle introdotte per scopi clinici
0 per contaminazione ambientale. Esempi tipici d@roone superossido (O2),

il radicale ossidrilico (OF, ed il perossinitrito (ONOO ) (Halliwell, 1994).
radicali liberi attaccano siti specifici di lipidproteine e acidi nucleici, formando
addotti o rompendo legami: i danni ossidativi atte@cromolecole biologiche
provocano alterazione o perdita della loro funzienpossono portare alla morte
cellulare (Rice Evans et al., 1993; Buttke, 19%Br esempio, I'attacco radicalico
dei lipidi, che sono costituenti delle membraneluwtati e delle lipoproteine
circolanti, causa la perossidazione, un procestxatalitico di degradazione; tale
evento & associato alla comparsa di alteraziore gebprieta fisiologiche delle
membrane stesse e, di conseguenza, di tutta lalacelle proteine, in seguito
all'attacco dei ROS, subiscono alterazioni stratfiurche consistono, di solito,
nella trasformazione delle catene laterali degliinmacidi in addotti che
modificano la conformazione e, di conseguenzayihaibne delle proteine stesse.
Infine, le alterazioni ossidative del DNA provocadanni strutturali che, se non
riparati velocemente e adeguatamente, comportapertita della funzione genica
e l'avvio di programmi di morte cellulare. Dunguiesposizione ai radicali liberi
induce una serie di modificazioni ossidative (anahearico di componenti extra-
cellulari), che possono provocare patologie, seint@rvengono sistemi di difesa

fisiologici.
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| sistemi biologici sono protetti contro gli atthcossidativi dei radicali liberi da
vari tipi di sostanze antiossidanti, che, contriimee alla cattura dei radicali o
all'inattivazione delle reazioni ossidative, cagtono un efficace sistema di
difesa. In condizioni normali, sia le cellule sidessuti hanno adeguate difese
antiossidanti, intracellulari ed extracellulari,cai corrispondono categorie sia
enzimatiche che non enzimatiche. Gli antiossidamzimatici includono la
superossido dismutasi, la catalasi e la glutatperessidasi. Gli antiossidanti non
enzimatici, definiti scavengér (spazzini), reagiscono con i radicali liberi per
formare prodotti chimicamente stabili e prevengandanni ossidativi. Essi
rappresentano una linea di difesa primaria confsoocessi ossidativi e, spesso,
intervengono laddove [I'antiossidante enzimatico stato inefficace o
insufficiente. Gli antiossidanti stavengéer differiscono tra loro in base alle
differenti proprieta chimico-fisiche che possiedprabcuni sono idrofilici (ad
esempio l'acido ascorbico), mentre altri sono lilpf(come il tocoferolo ed il
retinolo). Un’eccessiva produzione di ROS e/o unanirdiita capacita
antiossidante creano uno spostamento dell'equliproossidanti/antiossidanti a
favore dei primi. Questa condizione, definita dess ossidativpuo determinare
notevoli danni a DNA, lipidi, proteine, enzimi erbaidrati con conseguente
instaurarsi di alterazioni funzionali e strutturddilla cellula (Halliwell, 1994).
L'omeostasi redox del plasma riflette le alterazidella risposta adattativa a
varie condizioni di stress cui I'organismo puo esssottoposto; basti pensare al
fatto che I'inflammazione, un’alimentazione nonretta 0 una consistente spesa
energetica (per processi fisiologici, come la lAatBae, l'accrescimento, la
gravidanza o il mantenimento della temperatura @@ nella stagione fredda)
possono provocare l'alterazione delle difese asiiasti in circolo ed,
eventualmente, l'insorgenza di danni ossidativi quussibili manifestazioni
patologiche. La lattazione, essendo una fase d@wtesforzo produttivo, e
associata ad un intensificarsi dei processi mei@ba@ ad un’aumentata

produzione di ROS. Molto spesso, per animali inalabne, si ricorre alla
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supplementazione delle diete con antiossidanti, @datare l'instaurarsi di
condizioni di stress ossidativo. Inoltre, I'espamne degli organismi al freddo
causa un repentino aumento della sintesi di orriamdei, i quali aumentano la
produzione di calore nei mitocondri. Questa risppatuta a mantenere costante
la temperatura corporea negli omeotermi. Il conswinenergia e di ossigeno,
necessari per la produzione di calore, € assoc@tola dissipazione di protoni
continua da parte dei mitocondri, la quale €& cateelpositivamente con la
produzione di ROS (Ramsey et al., 2000).

Nell'ovario, gli ovociti e le cellule della grangla possono essere esposti, come
tutte le altre cellule, all’'azione dannosa dei rbet#i dell’ossigeno. L'omeostasi
redox del fluido follicolare ovarico risente di diaeplasmatica ed influenza la
capacita riproduttiva dellanimale. La parete dadllidolo nel momento
dellovulazione rappresenta un sito attivo di gezeme di radicali liberi per la
presenza di un’intensa attivita metabolica dellugedella granulosa e un elevato
numero di macrofagi, neutrofili e granulociti. luido follicolare sembra essere
ben protetto, anche piu del plasma, dagli antiesgidscavenger (Jozwik et al.,
1999). E noto che un efficiente sistema di difesiadédnni ossidativi contribuisce a
prevenire o limitare i danni cellulari, preservandasopravvivenza e la funzione
steroidogenica delle cellule follicolari (da cui pdnde anche la qualita
dell’ovocita) fino al momento dell'ovulazione (Thams et al., 2001); 'omeostasi
redox e, inoltre, critica, all'approssimarsi dellidazione, per il completamento
della maturazione ovocitaria (Ikeda et al., 2005).

Gli animali appena nati sono particolarmente esg@iigt infezioni e il latte, ricco
di antiossidanti liposolubili, rappresenta per dssiica fonte di Toc e di Ret. In
questo modo, la bufala durante I'allattamento feaial vitello non solo lipidi, ma
anche una sufficiente quantita di antiossidanti atisalvaguardare la qualita del
latte stesso e a prevenire I'ossidazione nei tegsatcrescimento. L'analisi dello

stato ossido-riduttivo del latte € importante petedminare le caratteristiche
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qualitative del prodotto, in quanto gli antiossitlaoontribuiscono a preservare |l
latte stesso dai danni ossidativi a lipidi e proei

Gli antiossidanti non enzimatici

In questa sezione descriveremo essenzialmentaticssidanti: acido ascorbico,
a-tocoferolo e retinolo.

L'acido L-ascorbico (Asc), itamina C, € un composto idrofilico che, oltre a
“ridurre” i ROS direttamente, ricicla la vitaminadssidata (cioé diventa radicale
in seguito alla cessione di un atomo di idrogemmrtandola allo stato “ridotto”;
a sua volta, 'Asc ossidato puo essere rigeneratardiossidanti tiolici (come |l
glutatione o la cisteina) o rimpiazzato da fontdegene (cellule specializzate,
presenti in alcuni animali) o esogene (alimentagjprse non riciclato, I'Asc
ossidato (acido deidroascorbico) e eliminato parenale.

L’Asc € tra le prime difese antiossidanti ad agie sistemi biologici, perché il
suo potenziale di ossidazione, cioe la sua tendemza&edere elettroni,
trasformandosi nel radicale dell’ascorbato, € malito. Tale radicale e il piu
stabile tra tutte le specie reattive che si formaeiosistemi biologici, avendo una
bassissima affinita per gli elettroni, quindi € assidante “terminatore”, cioe
'ultimo composto ad accettare gli elettroni in upnatena di reazioni redox
(Sharma, 1993). Oltre ad essere presente nel pldam@amina C € concentrata
anche in altri fluidi corporei, quali il latte e fluido follicolare, all'interno dei
quali svolge funzioni antiossidanti. L'Asc, che if@hdamentale importanza per
la protezione dai danni ossidativi, in alcune speciintetizzato endogenamente
(Chatterjee, 1970), in altre & assunto esclusivéenatiraverso la dieta. La
capacita di sintetizzare Asc dipende dalla presendall’attivita dell’enzima L-
gulonov-lattone ossidasi (GLO, EC 1.1.3.8). | ruminantpahdono quasi
esclusivamente dall’Asc endogeno, perché quellodatto con la dieta € subito
distrutto dai microrganismi del rumine (Nockels88% Per le vacche da latte, la
sintesi di Asc, che avviene nel fegato o nei r@ui) essere compromessa in

condizioni che portano alla diminuzione dei preotrslisponibili di Asc, cioé
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glucosio e galattosio. Per esempio, durante ladathe c’e@ una maggior richiesta
di glucosio nella ghiandola mammaria per produattosio (Lindsay, 1959),
quindi, in questo periodo questi animali produconeno Asc (Macleod et al.,
1999).

La vitamina E € l'antiossidante piu ampiamente distribuito inuna. 1l termine
generico vitamina E si riferisce ad almeno ottaniea strutturali, a seconda della
presenza di una catena satura o insatura. Quespasti vengono divisi in due
gruppi: i tocoferoli &, B, v, 8) ed i tocotrienoli ¢, B, vy, ). La disposizione dei
gruppi metilici sull'anello fenolico permette distinguere i singoli composti delle
due classi. Fra questi,afTocoferolo (Toc) € l'isomero che possiede attivita
antiossidante piu potente (Burton, 1989). Il Taene vitamina liposolubile che si
concentra nei siti idrofobici delle membrane. Agisome antiossidante in quanto
e in grado di donare un suo atomo di idrogeno (@aymppo ossidrilico di un
anello fenolico della struttura) ai radicali libeprevenendo l'insorgere della
reazione a catena di trasformazione della strutticteca dei lipidi. Questo implica
che la vitamina E rimanga con un elettrone spagatpertanto, si comporti essa
stessa come un radicale. Il radicale della vitanitna@ scarsamente reattivo, si
degrada con lentezza ed &, d'altra parte, ricoibilerta vitamina E mediante
I'intervento dell’acido ascorbico. Il tocoferolo @ssenziale per alcune funzioni
corporee quali accrescimento, attivita riproduttvanantenimento dell’integrita
dei tessuti. Inoltre, il tocoferolo stimola la fuoze immunitaria (in particolare
agisce sui neutrofili), conferisce protezione dadlorgenza della mastite, ha
un’azione protettiva sui lipidi e contribuisce aBitabilizzazione del colore della
carne. La vitamina E € veicolata nel plasma dafiepkroteine a bassa densita
(LDL); queste lipoproteine assorbono la vitamina kvello intestinale e la cedono
alle cellule dei vari tessuti tramite I'azione @dsi che, scindendo i trigliceridi,
permettono anche la liberazione del tocoferolo. Kglato viene attuata una
selezione preferenziale del Toc che viene incotpanalle lipoproteine epatiche.

Questo processo avviene grazie ad una specificeeipgoche lega il Toc, la
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proteina epatica-TTP (proteina che trasportaiiTocoferolo) che € fondamentale
per la secrezione di-Toc dal fegato al plasma e per il mantenimentdadel
concentrazione normale @diToc nel plasma e nei tessuti extraepatici (Marei.e
2004).

Con il termine divitamina A sono indicati sia il retinolo che i suoi analogietti
retinoidi, di cui sono noti almeno 1500 tipi divietsa naturali e sintetici. Anche i
carotenoidi posseggono l'attivita biologica delitamina A in quanto possono
fungere da provitamine. Gli alimenti di origine @wile contengono soprattutto
retinolo e suoi esteri, mentre nei vegetali si &y soprattutto carotenoidi. |
retinoidi svolgono importanti ruoli in diverse fuoai fisiologiche, come nella
vista, nella proliferazione e differenziamento akaie, nella risposta immunitaria
cellulo-mediata e nella riproduzione, in quanto of@scono la maturazione
dell’oocita (nel bovino; Ikeda et al ., 2005) edailuppo del feto (Gudas et al.,
1994 e Jialal et al., 2001). Queste funzioni sonediate da sei fattori di
trascrizione ligando dipendente: tre recettori’'deitio retinoico (RAR, RARp,
and RAR) e tre recettori x dei retinoidi (RXRRXRp, and RXR), (Mangelsdorf
et al., 1994).

La funzione “antiossidante” dei carotenoidi neitesisi biologici consiste nel
comportarsi da uenchet (lett.. “spegnitore”) dell’ossigeno singolettona dei
piu reattivi tra i radicali liberi dell’ossigenon Ipratica, essi assorbono I'energia
che si libera dal passaggio di una molecola diges& singoletto dallo stato
eccitato a quello fondamentale.

Gli esteri del retinolo e i carotenoidi provenieddlla dieta vengono incorporati
nei chilomicroni e da essi vengono trasportatifaghto. A questo punto gli esteri
del retinolo sono idrolizzati mentre i carotenombssono essere trasformati in
retinolo o essere secreti dalla cellula all'interdelle VLDL. Il retinolo
intracellulare viene portato nel reticolo endoplasoo dove si lega ad una
proteina legante il Ret (retinol binding proteirBM. 1| complesso Ret-proteina &

trasportato nelle cisterne del complesso di Goliad viene espulso dall’epatocita
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e trasferito alle cellule deputate allimmagazzieata dei lipidi, le quali
trattengono il Ret, dopo averlo esterificato, neplasma. In caso di necessita, Il
Ret € rilasciato dagli epatociti legato alla RBP dalle cellule di
immagazzinamento, dopo idrolisi del legame esteridel plasma retinolo-PRB
forma un complesso piu grande legandosi alla tiratista, deputata anche al
trasporto degli ormoni tiroidei, mentre il Ret vigg coniugato a varie proteine
plasmatiche. | carotenoidi sono trasportati trarfigeproteine. L'ingresso del Ret
nelle cellule € un fenomeno ancora poco chiaro. i entrato nella cellula, il
Ret si lega alla proteina legante il Ret cellul@@RBP) e parte di esso viene
esterificato, al fine d'immagazzinarlo, o convéatinelle due forme attive: acido
retinoico e retinaldeide. La maggior parte del patetrato non subisce modifiche
e ritorna nel plasma (O’'Byrne et al., 2005). Nalho si conoscono tre CRBP, due
delle quali sono tessuto-specifiche; anche se doas@ismo non € ben conosciuto,
si sa che CRBP favorisce I'esterificazione del Retonversione di Ret ad acido
retinoico, e se nel plasma c’e una carenza di IRgtp-CRBP contribuisce alla

mobilitazione di esteri del Ret (Jero"nimo et 2004).

1.6 Indicatori di qualita dei prodotti

L'analisi dello stato ossido-riduttivo nei fluididdogici fornisce indicazioni sullo

stato fisiologico degli animali ed e utilizzata e®rstrumento di valutazione del
benessere

L’analisi dello stato ossido-riduttivo del latteigportante per determinare le

caratteristichgualitativedel prodotto.

La qualita dei prodotti animali dipende dalle Ignmprieta organolettiche (gusto,
odore, aspetto), dal valore nutrizionale e dal@rgizza sanitaria. Questi fattori
sono influenzati negativamente dai processi ogsidadd esempio, l'attacco

radicalico dei lipidi, che sono costituenti delleemmorane cellulari e delle

lipoproteine circolanti, causa la perossidazione, processo autocatalitico di
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degradazione, che influenza la qualita del lattdee suoi derivati, soprattutto
durante lunghi periodi di conservazione. L'ossidaei lipidica comporta la
produzione di idroperossidi, i quali, a loro voltéeterminano la formazione di
composti carbonilici altamente reattivi e volatitesponsabili del cattivo odore dei
prodotti conservati. La formazione dei lipopeross&l anche responsabile
dell'irrancidimento della carne fresca e del detenmento del colore, della
consistenza e dell’aroma della carne sia fresoa,comgelata o cotta. Inoltre, per
qguanto riguarda il colore della carne, & probabiie i lipoperossidi promuovano
direttamente I'ossidazione dei pigmenti e/o agiscadirettamente, danneggiando
i sistemi deputati alla riduzione di tali pigmerfi.importante sottolineare che le
proprieta sensoriali, in base alle quali viene ritfila qualita della carne, sono
aspetto, consistenza e odore. L'aspetto visivoundi la stabilita del colore,
rappresentano i fattori piu importanti, dal puntovista commerciale, perché
influenzano la scelta del consumatore; il color#adearne deve essere brillante,
rosso e dimostrare che il prodotto e fresco. Gibaeidanti presenti negli alimenti
hanno un ruolo cruciale nel prevenire le degradazassidative dei lipidi. In
particolare, il Toc, che e il principale antiossitialipofilico presente nella carne e
nel latte, protegge dalla perossidazione lipidicdanni ossidativi ai lipidi sono
associati all'ossidazione del Toc e alla produziatiea-tocoferilchinone. E
possibile stabilire il consumo di Toc, indotto demomeni ossidativi e determinare
il rapporto tra concentrazione di Toc e concentnaei di tocoferilchinone: |l
suddetto rapporto puo essere usato come indicertdh dei danni ossidativi ai
lipidi (Fustman et al., 1999).

Un altro bersaglio dei danni ossidativi, nei praidabhimali, € rappresentato dalla
matrice proteica. Durante la perossidazione ligidiengono prodotti intermedi
reattivi, quali malondialdeide e 4-idrossinonenalee possono reagire con i gruppi
tiolici o i gruppi amminici delle proteine, detemaindo la formazione di legami
crociati interproteici. In aggiunta, sia nel pradotresco sia durante i processi di

trasformazione e conservazione puo aver luogodaioee di Maillard, che causa
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alterazioni ossidative delle proteine. Gli intermedicarbonilici, prodotti
dall'ossidazione degli zuccheri nelle fasi inizialella reazione di Maillard,
comportano la formazione di legami crociati tratpmee. Altre modificazioni
ossidative possono essere indotte da reazioniizzttd da metalli, che possono
portare alla formazione di dimeri di tirosina e,irgli di ponti inter- o intra-
molecolari. Infine, il perossinitrito, un potentsstdante prodotto dalla reazione tra
superossido e ossido nitrico, pu0 causare la mmazdei residui di tirosina delle
proteine (Halliwell, 1997).

Le modificazioni ossidative delle proteine posspnavocare la diminuzione della
digeribilita delle proteine stesse e, di consegagnana riduzione della
disponibilita di aminoacidi assorbibili a livellmtestinale (Umetsu e Chuyen,
1998). Infatti, non sono state descritte fino ad proteasi, plasmatiche o dei
succhi gastrici, in grado di degradare i polipaptiohtenenti aminoacidi ossidati;
inoltre, non sono noti sistemi di trasporto assoa#la membrana plasmatica
deputati al trasferimento di aminoacidi modificagsidativamente all'interno degli
enterociti. Quindi gli aminoacidi delle proteinesmkate vengono presumibilmente
inviati al fegato ed eliminati, anziché essere dsp con riduzione del valore
nutrizionale del prodotto. Gli aminoacidi ossidatiin generale, i prodotti della
degradazione ossidativa delle proteine, potrebbguttare tossici per I'organismo,
riducendo la sicurezza dei prodotti alimentariifef la formazione di aggregati
proteici potrebbe comportare l'alterazione dellansistenza e delle proprieta
organolettiche dei prodotti alimentari. L'analigli® degradazioni molecolari puo,
quindi, essere utilizzata oltre che per la caraizarzione qualitativa del prodotto,
anche per stabilire I'effetto dei processi di tomsfazione e conservazione, nonché

I'influenza delle condizioni fisiologiche dell’aniate sulle proprieta del prodotto.

30



2. Scopo

Questo progetto di dottorato ha puntato a valoreeacaratterizzare prodotti
tipici della regione Campania sviluppando tre dipindagini:
1. un’analisi € stata condotta su proteine che legantossidanti
nell’epitelio alveolare della ghiandola mammaridlaléufala. Questo tipo
di indagine ha mirato all'individuazione e caratteazione di una proteina

citosolica che lega il retinolo e permette il stasporto dal plasma al latte;

2. un‘analisi del benessere animale in differenti doiodi di
allevamento, per identificare condizioni economieate in grado di
garantire contemporaneamente il benessere anialal. fine sono stati
valutati alcuni parametri dello stato ossido-ridkattnei fluidi biologici, la
produzione di latte e lperformanceriproduttiva delle bufale stabulate a

diverse densita o a diversa temperatura ambientale;

3. un’analisi qualitativa del latte di bufale e debsarincipale prodotto
di trasformazione, la Mozzarella di Bufala Campapar identificare
marcatori di “tipicita” utili alla caratterizzaziene alla valutazione della
qgualita della mozzarella di bufala. L'uso di taliamatori potrebbe
consentire di distinguere la Mozzarella di Bufalantpana da quella
prodotta con il latte bovino, suo principale comeate sul mercato. A tal

fine €& stata valutata l'entitd dei danni ossidatsia a carico della
componente lipidica sia della componente proteica.

31



3. Materiali

Per i saggi ELISA, sono state utilizzate micropmasta 96 pozzetti (del tipo easy
wash) della Nunc. Sono stati acquistati dalla Sidyalich i seguenti prodotti:
albumina di siero bovino (BSA); dicloruro di o-fEandiammina (OPD); perossido
di idrogeno; anticorpi contro la regione Fc degitieorpi di coniglio, coniugati
con perossidasi di rafano (IgG policlonali di capta ora indicati come Ab GAR-
HRP); anti-dinitrophenylhydrazine (anti-DNP) sviluppatodoniglio. Gli anticorpi
anti-nitrotirosine sviluppati in coniglio sono statquistati presso la Calbiochem.
Le resine Sephacryl S-200 e Superdex 75 sono atgigstate dalla Pharmacia. |
reattivi per i dosaggi colorimetrici delle proteiseno stati acquistati dalla BioRad.
L’albumina nitrata (Nitrotirosina-BSA) € stata adgata dalla Cayman (Ann
Arbor, MI, USA). | solventi organici della massinurezza per i dosaggi
cromatografici (HPLC) sono stati forniti dalla Deimica (agenzia di Napoli).
Tutti gli standard per I'analisi mediante HPLC sastati acquistati dalla Sigma.
Sono state usate colonne Nucleosil 100-NH2 (5 pBQ 2 4.6 mm) della
Macherey-Nagel (Duren, Germany). La colonna NovekRal8 (4 um, 150 x 3,9
mm) & stata acquistata dalla Waters [Milford, MASA]. EN°H-ANCE Spray e
[11,122H]-all trans Retinolo (45pCi/mmol) sono stati actiati dalla NEN Life
Science (Boston, USA). Materiale monouso, salile@ sostanze chimiche per la
preparazione e la manipolazione di reattivi e 3ohiz sono stati acquistati da

rivenditori di Napoli.
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4. Metodi

4.1. Animali (prima sperimentazione)

Per la sperimentazione della stabulazione a diviensgeratura sono state usate
bufale pluripare (eta media: 7.1 + 2.7) allevatauimiazienda del salernitano. Le
bufale sono state divise in quattro gruppi: dugpgrun asciutta (non in lattazione,
gravide), uno stabulato in estate (n = 9; tempesiadnbientale minima: +24°C) e
uno in inverno (n = 9; temperatura minima ester2xC), e due gruppi in
lattazione (40-170 ggostpartum uno stabulato in estate (n = 13) e uno in inverno
(n = 17). Le bufale sono state nutriael libitunt le bufale in asciutta hanno
ricevuto una dieta contenete 53.3 g di protidi ge265.8 g di frazione fibrosa
neutro detersa (NFU) e 0.59 Unita Foraggere L&t £ 1.700 Kcal o 7.11 MJ)
(INRA, 1988) per kg di materia secca. Gli animaliattazione hanno ricevuto una
dieta contenete 155.4 di protidi grezzi, 402.3 §NBU, e 0.84 FU Latte per Kg di
materiale secco. La dieta degli animali in lattaeioma non degli animali in
asciutta, era supplementata con Vitasol complerfer®te una miscela di sali
minerali e vitamine A, D, E. La concentrazione @tR di Toc nella razione era di
12 e 13.5 mg/Kg di cibo, rispettivamente. Il consuth cibo era 18-20 Kg al
giorno, per cui la quantita di Ret e di Toc assuquatidianamente era di circa 450
e 520 mg, rispettivamente, per gli animali in latbae, e di circa di 200 e di 240
mg rispettivamente per le bufale in asciutta. lhggge degli animali & stato
prelevato di mattina presto (dopo la prima mungitwtalla vena giugulare ed il
plasma é stato ottenuto per centrifugazione (50Q5y;min; 4°C). | livelli di
creatinina, urea, acidi grassi non esterificati I acido p-idrossibutirrico
(BHB) bilirubina, transaminasi glutammato-ossalatet (GOT), y-glutamil
transferasi (GGT), colesterolo, trigliceridi, glsom Insulina e T sono stati
misurati mediante saggi spettrofotometrici, utdimdo specifici Kit.
Somministrazione di T;: A due bufale in lattazione in estate (temperatstaraa:
+24°C), di 650 kg di peso corporeo, e stato inieftamel muscolo dell’anca,

I'ormone tiroideo & (2.6 mg) in 10 mL di NaCl 0.9%. Il sangue e itéatnecessari
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per la titolazione degli antiossidanti, sono gtaticolti prima dell'iniezione e 6 ore
dopo. Gli esperimenti sono stati eseguiti in acoardn le direttivenazionali. Gl

animali non hanno sofferto in nessuno stadio degperimenti.

4.2. Rilevamento della proteina citosolica che lega il Retinolo

Sono stati macellati tre bufali in lattazione ina#s e tre in inverno. Campioni di
sangue e di latte sono stati raccolti da ciascumala prima della macellazione,
uguali aliquote di campioni omologhi sono statigagppati per titolare 3 Toc e
Ret. Le ghiandole mammarie dei tre animali sondest®zionate e processate
separatamente. Le cellule dell'epitelio alveolarecsstate accuratamente raschiate
e omogeneizzate a 4°C in 20mM Tris-HCI, pH 7.3,tenate 0.32 M saccarosio e
1mM fenilmetilsulfonil floruoride (PMSF). | tre ong@nati sono stati centrifugati
(11000 g; 15 min; 4°C) e i pellet sono stati saartaguali aliquote di surnatanti
sono state unite e poi centrifugate (105000 g; &9 h °C). Il surnatante finale,
rappresentante l'estratto citosolico, € stato amato per misurare la
concentrazione proteica. Alle proteine citoplasoiei(4 mg) e stato aggiunto 0.25
nmol di Toc e 45.Ci/nmol di*H-Ret in 1 mL di TBS (20 mM Tris-HCI, 130 mM
NaCl, 10 mMp-mercaptoetanolo, pH 7.3) contenente 0.5 mM di PM®Fig/mL
leupeptina, 1@ug/mL di aprotinina, 5 mM EDTA. Dopo 4 ore di incui@ene a 4°C

in agitazione al buio, un’aliquota di questa miacl.3mL) e stata caricata su una
colonna Superdex 75 (1 x 85 cm) equilibrata con TBSproteina e stata eluita
con lo stesso tampone a un flusso di 7 mL/ora. Staie raccolte frazioni da 0.5
mL ed e stata misurata la radioattivita e I'assorbaallo spettrofotometro a 280
nm. Le frazioni sono state, infine, analizzate raath HPLC per titolare Ret e
Toc, secondo la procedura descritta di seguitarelsa degli antiossidanti raccolti
dai campioni preparati per l'analisi allHPLC e tstadeterminata misurando la
radioattivita prima e dopo la deprotinizzazioneaecéntrifugazione delle frazioni

eluite.
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L’eluizione delle forme micellari delle vitamine delle forme libere e stata
analizzata in esperimenti di controllo, median®ilmazione di 0.25 nmol di Toc e
45 uCi/nmol di®H-Ret in TBS, in assenza di proteine citoplasmatiehsuccessiva
cromatografia (come sopra). In ulteriori esperimdntontrollo, ciascuna vitamina
e stata incubata ad una concentrazione tre volperguwe rispetto all’altro
antiossidante in presenza delle proteine citopléshe per controllare se si
verificavano variazioni nella concentrazione dinfier di Ret e Toc legati alle
proteine.

Elettroforesi: La frazione proteica con il piu alto contenuto didioattivita,
ottenuta dalla cromatografia descritta sopra, ta sinalizzata per elettroforesi su
un gel discontinuo di poliacrilammide. Con la prdgea non denaturante e stata
usata una fase superiore di 5% di poliacrilammidé25 mM Tris-HCI pH 6.8,
una fase inferiore di 12.5% di poliacrilammide if53mM Tris-HCI pH 8.8, e un
tampone di corsa di 25 mM Tris-192 mM glicina a ®H. Un’aliquota di 3QL di
frazione proteica e stata miscelata cornullsi sample buffe(188 mM Tris-HCI
pH 6.8, 30% glicerolo, e 0.1% di blu di bromofenol® sottoposta ad elettroforesi.
Dopo l'elettroforesi (50 V; 4 h) il gel e statogato e colorato, oppure processato
direttamente per autoradiografia. La soluzione [issare € costituita da
isopropanolo:acido acetico:acqua (25:10:65 risgatiente, v/viv). Per la
colorazione e stato usato Coomassie brillant bik5® (0.02% in fissativo). La
decolorazione é stata eseguita in agitazione pe&4l@re in 10% acido acetico.
L'autoradiografia dei gel non fissati & stata esagprevio trattamento con EN-
ANCE solution, mediante esposizione ad una lasaarpggi X (Fuji, Tokio,
Japan) per 48 ore a -80°C.

L’elettroforesi in condizioni denaturanti e ridutiere stata eseguita su gel
discontinuo, sostanzialmente in accordo al metodoLaemmli (1970). Per
preparare il gel, &€ stata utilizzata una soluziomedre di acrilammide e bis-
acrilammide (N,N’-metilene-bisacrilammide), rispedimente al 30% ed allo

0,8%. Il gel di separazione era costituito da unlazone di poliacrilammide al
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15%, contenente 300 mM Tris-HCI a pH 8.8 e 0,1% SbStrato superiore di gel
(stacking) era costituito da una soluzione di pollammide al 6%, contenente 137
mM Tris-HCl a pH 6.8 e 0.1% SDS. | campioni soratighcubati a 100°C per 5
min in un tampone riducente e denaturante (62,3 8tHCI a pH 8.6, 10% di
glicerolo, 5%p-mercaptoetanolo, 0.3% blu di bromofenolo, 5% SZ)-arrell,
1975), e, poi sottoposti ad elettroforesi. La caekattroforetica € avvenuta a 30
mA per 90 min con un tampone di corsa di 25 mM, Tk mM glicina, 1% SDS
a pH 8.4. Le proteine frazionate sono state fiseatelorate come sopra, oppure
processate per il legame®#-Ret. Nell'ultimo caso il gel & stato abbondantatee
lavato con il tampone di trasferimento (25 mM Tri92 mM glicina, 15%
metanolo) per rimuovere I'SDS e poi le proteinecsstate trasferite sotto campo
elettrico su una membrana di nitrocellulosa (Schiei-Schuell, Dassel,
Germania). Le membrane sono state incubate copM.®H-Ret in TBS (16 ore,
10°C), lavate abbondantemente con lo stesso tam@sofigate a temperatura
ambiente, trattate con EN-ANCE Spray e, infine, esposte alle lastre pegrag
(-80°C, 192 ore).

4.3. Animali (seconda sperimentazione)

La sperimentazione sulla stabulazione a diversaitiea stata condotta tra gennaio
ed aprile. Sono stati analizzati gruppi di aninoafiogenei per la data del parto, per
il peso, per I'alimentazione e per le condizionmetiche, ma che differiscono per
le condizioni di stabulazione. Gli animali sonotistttoposti a visita veterinaria
per mezzo della palpazione trans-rettale, e aivardli eventuali patologie del
puerperio. Al fine di valutare I'effetto della stdbzione sui livelli plasmatici di
Ret e Toc, sono stati analizzati solo animali clo@ manifestavano fenomeni
inflammatori transienti, in modo da essere ceré chalori di questi antiossidanti

non fossero influenzati da fenomeni ossidativi asgpall’ inflammazione.
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Le bufale sono state suddivise in due gruppi, iseballa densita di stabulazione:
gruppo S (stressate, n = 50, densita = 13/8apo) e gruppo NS (non stressate, n
= 50, densita = 27.0 #itapo).

Le bovine, primipare di razza Frisona, sono statidivise nei gruppi S(n = 6;
densita = 13.3 fcapo) e N§ (n = 6; densita = 27.07icapo).

Dopo 60 giorni di stabulazione nelle condizioniadte, I'ovulazione delle bufale
e stata sincronizzata con il programma Ovsynch-TAE prevede il trattamento
con un agonista del GnRH. Successivamente, 40ébdfabgni gruppo sono state
fecondate con l'inseminazione atrtificiale (Al). émascun gruppo, le dieci bufale
non fecondate, sono state sottoposte a prelievsatigue e ad aspirazione
transvaginale del fluido follicolare al momento lasiulazione. Al ventiseiesimo
giorno dopo Al, la presenza della gravidanza eastaicertata monitorando le
bufale con gli ultrasuoni. Lo stadio del ciclo aeare la funzione luteale sono stati
valutati misurando, tramite RIA, la concentraziomi estradiolo (B e
progesterone @ in campioni di sangue prelevati dopo 10, 20 eyi@ibni dall’Al.
Valori plasmatici di P >1.5 ng/mL sono stati considerati come indicateila
presenza di un corpo luteo. La diagnosi della glaavia € stata confermata dopo
45 giorni dall’Al con l'ultrasonografia.

Campioni di sangue sono stati prelevati dalle leutattoposte ad Al (45 giorni
dopo il trattamento); campioni di sangue e fluidtli¢olare sono stati prelevati
dalle bufale non fecondate (al momento dell'ovidagi). In tali campioni sono
stati titolati gli antiossidanti liposolubili (Ret Toc), gli antiossidanti idrofilici
(Asc), e alcuni marcatori di ossidazione protem&@tirosine, N-Tyre carbonili
legati a proteine, PC).

Anche nel caso della sperimentazione sulle bovaiecampioni di plasma sono
stati titolati gli antiossidanti liposolubili (Ret Toc), gli antiossidanti idrofilici

(Asc), e i marcatori di ossidazione proteica (N-&yC).
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Il latte raccolto dalle bufale e dalle bovine ittd@ione e stato analizzato per |l
contenuto di grasso, di lattosio, di proteine, @lule somatiche; nel latte bovino

sono stati titolati anche il Ret e il Toc.

4.4. Titolazione di estradiolo e progesterone

Le concentrazioni di progesterong)(Bd estradiolo (B sono state determinate nel
plasma mediante 'uso di specifici kit, in accom le metodiche suggerite dalla
ditta produttrice (Linco, Millipore).

4.5. Preparazione dei campioni di mozzarella

La Mozzarella di Bufala Campana, DOP, e stata atapai presso dodici caseifici
della provincia di Salerno, e la mozzarella praalaon il latte bovino, da dieci
differenti industrie italiane, e stata acquistataspo supermercati locali.

Campioni di 2gr sono stati prelevati da ogni moelar(a 2 cm o0 a 0.3 cm dalla
superficie) e frammentati attraverso siringa (seag@). Una parte dei campioni €
stata sottoposta a omogeneizzazione e un’altrae part saponificazione.
L’'omogeneizzazione e stata eseguita in tamponeatait{0.2 M, pH 8, 1/1
peso/volume) a temperatura ambiente; il materiat@t® poi centrifugato (a 10000
g per 10 min., 4°C) per separare il sedimento cwplato dalle due fasi liquide:
una densa e gialla, solubile solo in solventi oigjard un surnatante opalescente,
liberamente miscibile con soluzioni acquose. Qukistia fase e stata sottoposta
ad analisi (titolazione di Asc, di PC, di DT, digaggati proteici e TAC).
L’estrazione delle vitamine liposolubili necessapier la titolazione con HPLC é
stata eseguita incubando il campione con piroga#tdKkOH + etanolo + NaCl 1%,
a 70°C per 1 ora. Alla miscela e stato aggiunto aCl 1% e dopo vigorosa
agitazione (su vortex per 2 min) sono state esedrgtestrazioni successive con 2

mL di etere:etilacetato 9:1. Il surnatante cosiupecato € stato essiccato sotto
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flusso di N e poi risospeso in 200 puL di metanolo, per la ssswa analisi
allHPLC.

4.6. Titolazione dei gruppi Carbonili

La titolazione dei carbonili, tramite ELISA, e stadffettuata sfruttando la reazione
di questi gruppi con il 2,4-Dinitrophenylhydrazin®NP), formando il 2,4-
Dinitrophenylhydrazone, che € stato rilevato trananticorpo IgG anti-DNP, in
accordo con la metodica pubblicata (Buss et a@719l campione (plasma, fluido
follicolare 0 omogeneizzato di mozzarella) e stai@liminarmente, diluito (1:1)
in tampone PBS (12.5 mM Sodio-Fosfato a pH 7.4,mi0NaCl). Un’aliquota di
campione (15ul) e stata incubata con 4B di DNP (10 mM in 6 M Guanidina-
HCI, 0.5 M Potassio-Fosfato a pH 2.5) per 45 miautemperatura ambiente. La
miscela e stata poi diluita (1:500, 1:1.000, 1:0,00:5.000 e 1:10.000) con
tampone dicoating (10 mM Sodio-Fosfato a pH 7.0, 140 mM NaCl). Aliteiali
ciascuna diluizione (200Ql) sono state depositate nei pozzetti della micestpa
ELISA ed incubate per tutta la notte a 4°C. Dopoclibazione, le piastre sono
state lavate 5 volte con tampone PBS. Successivanestata saturata la capacita
legante della plastica (fase diocking con un tampone contenente 0.1% BSA
ridotta (con NaBH in 2% BSA), in PBS, incubando per 1.5 h a tempeaatu
ambiente; dopo iblocking le piastre sono state lavate come precedentemente
descritto. A questo punto, si € proceduto all'irezibne con I'anticorpo primario
(IgG di coniglio anti-DNP) diluito 1:3000, in 200 pon il tampone DB modificato
(0.1% BSA ridotta, 20 mM Tris-HCI a pH 7.3, 130 niN&ClI, 0.1% Tween-20).
L'incubazione & stata effettuata a 37° C per 1 &astato, quindi, ripetuto il
lavaggio delle piastre e, poi, si € preceduto dondbazione di 200 ul di anticorpo
secondario (GAR 1gG), diluito 1:2000 nel tampone.DBiche in questo caso
'incubazione é stata di 1 h a 37°C. Dopo il laviagdelle piastre, sono stati
aggiunti 200 ul di substrato per la perossid@28img di OPD e 120 ul di 3%,8,
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in 50 ml di una soluzione costituita da 30 mM aaddco e 75 mM NaHP®Qa pH

5). Dopo 60 minuti di incubazione a 37°C, sonoi stggiunti ad ogni pozzetto 100
ul di 2,5 M HSQ,, per bloccare la reazione. In seguito all'incubagi con il
substrato, si € sviluppato colore in misura projpoae alla concentrazione di
enzima (legato all'anticorpo secondario), rispeaotd la concentrazione degli
immunocomplessi formati tra anticorpo primario etigane: la misura
spettrofotometrica dell’assorbanza a 492 nm ha essm quindi, di determinare
indirettamente la quantita di antigene presenteoetetto, che é stata espressa in

nmol di carbonili/mg di proteina.

4.7. Titolazione di dimeri di tirosina

| DT sono stati saggiati allo spettofluorimetrogisgrando lo spettro di emissione a
410 nm dopo I'eccitazione a 325 nm (Huggins etl&193

4.8. Titolazione di nitrotirosine

La concentrazione delle proteine nitrate € statardenata mediante un saggio
ELISA di tipo competitivo (Khan et al.,, 1998). Laormcentrazione delle
nitrotirosine (N-Tyr), in soluzioni standard di BS#itrata (nitro-BSA), e stata
determinata misurando I'assorbanza a 430 nm, usihdedefficiente di estinzione
molare 4500 M cmi' a pH 9.6 (Ye et al., 1996). | campioni (plasmajditu
follicolare) sono stati diluiti con tampone doating (7,3 mM NaCGs;, 17 mM
NaHCO; e 1,5 mM NaNl, pH 9,6). Per ciascun campione sono state utikzlea
seguenti diluizioni: 1:500, 1:2.000, 1:4.000, 168001:8.000, 1:20.000. Aliquote
(50 ul) di ciascuna diluizione sono state depasitiait duplicato, nei pozzetti della
micropiastra, che é stata successivamente incyleattutta la notte a 4°C. Dopo
I'incubazione, le piastre sono state lavate (dwadgi con T-TBS tampone: 130
mM NaCl, 0.05 % Tween 20, 20 mM Tris-HCI, pH 7.3dee con TBS: 0.5 M
NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.3) ed incubate con ump@ne diblocking
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contenente BSA (0.5% BSA, 20 mM Tris-HCI a pH 73® InM NacCl,) per 1 ora
a 37°C. Al termine della fase dilocking le piastre sono state lavate e si e
proceduto all'incubazione con anticorpi di conigéati-N-Tyr, diluiti 1:4000 (in
DB: T-TBS supplementato con 0.25% BSA). L’incuba&soce stata effettuata a
37°C per 1 ora. E stato, quindi, ripetuto il laviagdelle piastre e si & proceduto
all'incubazione con GAR-HRP IgG (anticorpi di capcantro la regione Fc degli
anticorpi di coniglio, legati a perossidasi), dilui:5000 come sopra. Anche in
qguesto caso, l'incubazione e stata di 1 ora a 3DWpo il lavaggio delle piastre,
sono stati aggiunti 100 pl della soluzione di skgistper la perossidasi. Dopo 50
minuti di incubazione a 37°C, sono stati aggiudtiogni pozzetto 50 pl di 2,5 M
H,SQ,, per bloccare la reazione. La misura spettrofotanse (A9 ha permesso,

quindi, di determinare indirettamente la quantitardigene presente nel pozzetto.

4.9. Saggio TAC

La misura della Capacita Antiossidante Totale (TAQ)asata sull’aggiunta di un
sistema di produzione di specie reattive dell'assig(Metamioglobina e perossido
di idrogeno) in un campione contenente un bersa@hBTS) che, una volta
ossidato, puo essere rivelato spettrofotometricéenan734 nm. In campioni di
controllo, la formazione del bersaglio ossidatmei@revenuta dalla presenza di un
antiossidante scavanger standard (Trolox): la ¢&paatiossidante del campione

viene, cosi, espressa in terminudita Trolox(Rice-Evans et al., 1994).

4.10. Valutazione degli aggregati di alattoalbumina

Le proteine delle mozzarelle sono state separatemenatografia in condizioni
denaturanti e riducenti. | campioni di proteineusdizzate (100 pL cui sono stati
aggiunti 0.1% dB-mercaptoetanolo) sono stati caricati su una ca@ddephacryl

S-200 (1.5 x 12 cm), equilibrata in 15 mM Tris-H60Q mM NacCl, 0.02% SDS,

pH 7.3 a 0.9 mL/min. Le proteine di ciascun omogers®no state separate in due
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picchi le cui eluizioni sono state seguite misuiidssorbanza a 280nm delle
frazioni raccolte. La quantita dilattoalbumina in ogni frazione e stata misurata
mediante ELISA. In dettaglio: alle frazioni e staggiunto 1/9 di volume di
tampone dicoating 10X e aliquote (50 pl) di ciascuna frazione dilstano state
incubate, in triplicato, nei pozzetti della micragira, per tutta la notte a 4°C. Dopo
I'incubazione, le piastre sono state lavate (duadgi con T-TBS e due con TBS)
ed incubate con il tampone bliockingper 1 ora a 37°C. Al termine della fase di
blocking le piastre sono state lavate e si e proceduincibazione con anticorpi
anti-alattoalbumina, diluiti 1:3000 (in DB). L’'incubaziere stata effettuata a 37°C
per 1 ora. E stato, quindi, ripetuto il lavaggiollelepiastre e si & proceduto
all'incubazione con GAR-HRP IgG (anticorpi di capcantro la regione Fc degli
anticorpi di coniglio, legati a perossidasi), dilui:4000 come sopra. Anche in
questo caso, l'incubazione e stata di 1 ora a 3DWpo il lavaggio delle piastre,
sono stati aggiunti 100 pl della soluzione di skdistper la perossidasi. Dopo 60
minuti di incubazione a 37°C, sono stati aggiudtiogni pozzetto 50 pl di 2,5 M
H,SO,, per bloccare la reazione. La misura spettrofotao®e(Asgy) ha permesso,

quindi, di determinare indirettamente la quantitardigene presente nel pozzetto.

4.11. Titolazione di antiossidanti idrosolubili

| campioni usati per la titolazione di Asc sonaigtaeparati aggiungendo 120

di etanolo freddo a 30L di latte o di plasma. La soluzione etanolicaaashgitata
su vortex per 5 min, centrifugata (12000 g; 1 MitC) ed é stato scartato il pellet
proteico. Il surnatante (20 uL) € stato iniettatauna colonna per scambio ionico
(Nucleosil 100-NH2, 250 x 4.6 mm, particelle di Smu per HPLC. La
cromatografia € stata eseguita a 0.7 mL/min comBDNaH,PO,:CH;CN (35:65,
viv) come fase mobile. La rivelazione dell’eluatostata ottenuta mediante
spettrofotometria codiode array(intervallo di scansione 200-300 nm; lunghezza

d'onda selezionata per il rilevamento quantitatn@’5 nm). Per le analisi
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quantitative & stata costruita una retta di tagafdr> 0.9997) ottenuta iniettando

diverse (12) quantita di standard.

4.12. Titolazione di antiossidanti liposolubili

Per la titolazione di Ret, di Toc e di TQ, i campi@¢l5 ulL) sono stati miscelati
con 100uL di isopropanolo:metanolo freddo (1:1, v/v). Laspela e stata agitata
vigorosamente su vortex per 5 min, centrifugate®dQ0g; 1min; 4°C) e 2QL di
surnatante é stato analizzato mediante HPLC. Giossidanti liposolubili sono
stati frazionati su colonna di octadecilsilano, BdRack C18 (150 x 3.9 mm, 4um)
usando come fase mobile isopropanolo:metanolo:a@¢e@5:46.25:7.5; viviv).
La cromatografia € stata eseguita a 0.8 mL/min €C3Ret & stato analizzato
impostandd\ex = 325 nm é\gy = 465 nm da 0 a 5 min, invece per il Tag =
295 n"'m ey = 335 nm da 5 a 8 min. Il TQ e stato rivelato
spettrofotometricamente alla lunghezza d’'onda &i 2@. | dati sono stati ottenuti
mediante integrazione dei picchi di eluato a tendlipritenzione cromatografica
corrispondenti a quelli degiicavengeranalizzati; i tempi di ritenzione sono stati
previamente determinati con accuratezza medianiso I'di marcatori puri.
Soluzioni stock di Ret, di Toc e di TQ sono stateparate in etanolo e il titolo €
stato analizzato mediante spettrofotometria. Laauli calibrazione = 0.9998),
ottenuta mediante I'iniezione di diverse (12) guiandi standard, e stata usata per

le analisi quantitative.

4.13. Saggio colorimetrico per la determinazione della concentrazione proteica

totale.

La concentrazione proteica di campioni o standanqgr@teine sciolte in soluzioni
fisiologiche € stata determinata mediante microisagprimetrici, secondo una
metodica pubblicata (Bradford, 1976). E stata prapauna retta di taratura, in

base a soluzioni con concentrazione nota di BSAEB: sono state utilizzate otto
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soluzioni standard a concentrazione crescentemipiai da titolare sono stati
diluiti 1:100 con TBS e da queste diluizioni sonates prelevate un’aliquota di 10
ML ed una di 5 pL cui sono stati aggiunti, rispttnente, 390 uL e 395 pL di
TBS (V; = 400 pL). Ogni aliquota e stata analizzata iplitato. Infine, sia alle
soluzioni standard, sia ai campioni, sono statiilagg 100 pL di soluzione
colorante a base di Coomassie (Bio-rad). Il cotbrtale reattivo passa dal rosso al
blu in maniera proporzionale alla concentrazionetgica di ogni campione:
intensita del cambiamento di colore e stata alv misurando
spettrofotometricamente I'assorbanza a 595 nm.valairi di assorbanza ottenuti,
grazie alla retta di taratura (costruita esprimefidssorbanza degli standard in
funzione della concentrazione) e tenendo conte aklilizioni, &€ stata calcolata la

concentrazione proteica dei campioni, espressaimin

4.14. Analisi statistica

Ciascun campione € stato analizzato in triplichttati sono espressi come media
+ errore standard. Per I'analisi statistica e staato il programma “Graph Pad
Prism 3” (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).
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5. Risultati

5.1. Effetto della temperatura sulla stabulazione delle bufale

Uno degli obiettivi del mio progetto e stato loditudell’effetto della temperatura

sul metabolismo animale, sullo stato redox plassoae sulle caratteristiche
qualitative del latte. Va, infatti, ricordato che Variazioni della temperatura
influenzano lo stato fisiologico degli animali eeckesposizione al freddo causa un
repentino aumento della sintesi di ormoni tiroid@uesti, a loro volta, aumentano
la produzione di calore nei mitocondri (in modo dwantenere costante la
temperatura corporea) che e, a sua volta, assoal#aproduzione di ROS

(Ramsey, 2000).

5.1.1. Analisi delle condizioni fisiologiche

Sono stati esaminati quattro gruppi di bufale pluripare (eta media: 7.1+2.7):

1) in asciutta (non in lattazione, gravide; N = 9) in inverno

2) in lattazione (40-170 gg postpartum; N = 17) in inverno (temperatura

esterna -2°C)

3) einasciutta (N =9) in estate

4) in lattazione (N = 13) in estate (temperatura esterna + 24°C).
Da ciascun animale é stato prelevato un campione di sangue, dopo la mungitura
del mattino, ed il plasma e stato utilizzato per le analisi. Per verificare che gli
animali fossero in buone condizioni fisiologiche sono stati misurati i livelli di
creatinina, urea, acidi grassi non esterificati (NEFA), acido B-idrossibutirrico (BHB),
bilirubina, transaminasi glutammato-ossalacetato (GOT), y-glutamil transferasi
(GGT), colesterolo, trigliceridi, glucosio, insulina e T;. Come si evince dalla Tabella
1, sono state rilevate variazioni stagionali dei livelli plasmatici di Ts, creatinina,

urea, NEFA, BHB e glucosio, sia nelle bufale in lattazione che in quelle in asciutta.
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Inoltre, sia in inverno sia in estate, i livelli plasmatici di urea, colesterolo, glucosio,
GOT e BHB sono stati piu alti nelle bufale in lattazione rispetto a quelle in asciutta,
mentre i livelli di creatinina, bilirubina e trigliceridi sono risultati piu elevati nelle
bufale in asciutta. | livelli di NEFA delle bufale in lattazione sono risultati piu alti in
inverno che in estate. La concentrazione di insulina, nelle bufale in lattazione in
estate, e risultata significativamente piu alta rispetto a quella delle bufale in

asciutta nella stessa stagione.

Bufale in asciutta Bufale in lattazione

Estate Inverno Estate Inverno
Albumina (g/L) 31.03+1.54 30.76+1.12 [33.97+1.59° 32.46+1.51*°
Bilirubina (1M) 10.71 + 2.56 9.58+3.87 | 6.81+1.41% 549+1.20"°
GOT (U/L) 118.61+9.38 119.43+9.7 140+26.4° 143.3+26.5°
GGT (U/L) |26.11+5.84 21.74+6.31 30+10.1 24.99 +5.35
Creatinina  (uM) 196 + 18.8 149.4+13.7% | 51.6£17.4° 127.6+13.4%¢
Urea (mM)  |1.04£0.25 34+1.04°% |548+159° 6.9+0.95"¢
NEFA (mM)  [0.35+0.09 0.13+0.05% |0.13+0.06 0.21+0.09*°¢
BHB (mM)  [0.22 £0.04 0.15+0.04¢ |0.41+0.1° 0.21+0.04 ¢
Glucosio (mM) [3.36+0.31 3.91+0.21° |3.56+0.32 4.44 +0.20 > ¢
Colesterolo  (mM) |[1.85+0.28 1.6+0.14°¢ 33+0.9° 3.0£0.58°
Trigliceridi  (mM) |0.29+0.14 0.2+0.04 0.12+0.08° 0.12+0.04°
Insulina (U/mL) |7.42 £1.17 10.57 +2.34° |12.54+4.83* 10.25+3.81
T3 (ng/mL) |1.00 +0.18 1.47+0.21% |117+0.12"  1.52+0.26°

Tabella 1: livelli stagionali di analiti plasmatici

a = P<0.01 vs in asciutta nella stessa stagione

b = P <0.001 vs in asciutta nella stessa stagione

f = P<0.05 vs in asciutta nella stessa stagione

c = P<0.01 vs in estate nello stesso stato fisiologico
d = P<0.001 vs in estate nello stesso stato fisiologico
e = P<0.05 vs in estate nello stesso stato fisiologico

5.1.2. Titolazione di ascorbato, retinolo e tocoferolo nel plasma e nel latte

| livelli plasmatici di Ret, Toc ed Asc, in inverned in estate, sono risultati
paragonabili nelle bufale in lattazione; confromtare bufale in lattazione con

quelle in asciutta, invece, si € notato che i liwail antiossidanti sono piu alti nel
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plasma delle bufale in lattazione, sia in estate ichinverno (Figura 1). Questi
risultati erano prevedibili poiché solo le bufatelattazione sono state nutrite con

una dieta arricchita in vitamine liposolubili.

2.5 2.5

2.0 A 2.0 A
1.5 1.5
1.0 1 1.0 1
0.5 1 ’__I 0.5 1 ’__I
0 0
Ret Toc Ret Toc

Asc

Plasma level (Lig/ml)

Asc

Figura 1: Livelli plasmatici stagionali di Ret, Toc e di Asc in bufale in lattazione o in
asciutta. | livelli di Ret, Toc e Asc sono stati determinati tramite HPLC in campioni di
plasma provenienti da bufale in asciutta (barra bianca) o in lattazione (barra nera).
Pannello A: bufale in estate (temperatura esterna +24°C). Pannello B: bufale in
inverno (temperatura esterna -2°C).

Come si nota nella Tabella 2, i livelli dei dueiassidanti liposolubili nel latte
sono piu elevati in inverno che in estate, mentrievelli di ascorbato non
differiscono tra estate ed inverno. La produziondatle invernale (9.77 + 2.52
Kg/d) non é risultata significativamente differerta quella estiva (7.87 + 4.28
Kg/d) e non sono stati riscontrati cambiamenti ista@ji dei grassi nel latte (8.59 +
1.71% in inverno contro 896 + 0.72% in estate). eSu risultati,
complessivamente, suggeriscono che le differenz®mitentrazione di Toc e Ret
nel latte tra estate e inverno non dipendono daitaluzione di latte, né dal suo
contenuto in grassi. Una correlazione positivaagastrovata fra i livelli di Toc e
quelli di Ret nel latte nelle due stagioni (in inve r = 0.839, P < 0.01e in estate r
= 0.897, P< 0.01). Per contro, i livelli di questitiossidanti nel plasma non erano
correlati. Questi dati suggeriscono che potreblesistere meccanismi di trasporto,

dal sangue al latte, diversi per i due antiossidant
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Estate Inverno
p

Retinolo in plasma (ug/mL) | 0.67£0.04 [ 0.76 £0.03 N.S.
a-tocoferol in plasma  (ug/mL) | 1.95+0.01 | 1.77+0.10 N.S.
Ascorbato in plasma (ug/mL) | 1.81+0.02 [ 1.80+0.03 N.S.
Retinolo in latte (ug/mL) | 0.76 £0.07 | 1.60+0.10 |<0.0001
a-tocoferolo in latte (ug/mL) | 0.71+0.07 | 1.20+0.06 |<0.0001
Ascorbato in latte (ug/mlL) | 10.37 £0.37 | 10.27 £ 0.40 N.S.
Retinolo (latte/plasma) 1.29+0.22 2.10+0.14 0.001
a-tocoferolo (latte/plasma) 0.38 £ 0.05 0.70+0.06 | 0.0006

Tabella 2: Concentrazione di antiossidanti nel plasma o nel latte delle bufale in
lattazione.

5.1.3. Effetto di T; sul trasporto di Ret e Toc nella ghiandola mammaria

Gli effetti di Ts sul trasporto di Ret e di Toc nella ghiandola mamansono stati
studiatinelle bufale in lattazione considerando come gruppoo quelle in estate
e quelle in invernoN = 30). Sono stati analizzati i livelli plasmatdii Toc, Ret e
T3, e le concentrazioni, nel latte, dei due anticasid liposolubili. | livelli
plasmatici di §E sono stati trovati correlati positivamente conlljuie Ret e di Toc
misurati nel latte (r = 0.385 e r = 0.406, rispettnente,P < 0.05), ma non nel
plasma. Questi dati suggeriscono chedtrebbe stimolare 'accumulo di entrambi
gli antiossidanti nel latte. Questa possibile stammne e stata verificata
inducendo sperimentalmente un aumento della coramone di § nel plasma di
due bufale in lattazione durante l'estate (+24°8).ciascun animale € stato
somministrato 7(4.0 ug/Kg), ed e stata misurata la concentrazione dieR€bc
nel latte e nel plasma, prima e dopo il trattameht@apporto tra i livelli di Ret e di
Toc nel latte e quelli nel plasma é stato utilibzabme indice del trasporto di
antiossidanti dal plasma al latte. Il trattamentoma@nale non ha causato
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cambiamenti significativi nella quantita di Ret ieTdc nel plasma, ma ha indotto
un aumento significativo del trasporto di entrambiantiossidanti nel latt€77%
per Ret e 57% per Toc; Tabella 3)

Animale 1 Aminale 2
Trasporto verso il latte Ret Toc Ret Toc
Prima del trattamento |1.42+0.10 0.42+0.2 |136+0.11 0.40+0.03
Dopo il trattamento 248+0.11 0.69+0.04 |2.44+0.16 0.59%0.04
Aumento% 74.60 64.3 79.4 47.5

Tabella 3: Effetto della somministrazione dell’ormone T3 sul trasporto di Ret e Toc al
latte. Aumento percentuale = (trasporto dopo il trattamento — trasporto prima del
trattamento) / trasporto prima del trattamento * 100.

Successivamente, per cercare di caratterizzanetaipa citosolica che trasporta il
Ret attraverso I'epitelio alveolare della ghiandolammariasono state macellate
tre bufale in lattazione in estate (T = +24°C) e in inverno (T = -2°C)Le
ghiandole mammarie sono state sezionate e le ealkll’epitelio alveolare sono
state raschiate accuratamente e omogeneizzateatiarfe citoplasmatica é stata
incubata con Toc &H-Ret e poi sottoposte a gel filtrazione, utilizdana resina
Superdex 75, per separare la frazione di vitanmagate a proteine dalla frazione di
vitaminefree, non legate a materiale proteico. Il materialetelgistato raccolto in
frazioni, che sono state poi analizzate medianteCHper misurare il contenuto di
Ret e di Toc. Il frazionamento cromatografico heaelato che entrambi gli
antiossidanti migrano, per la maggior parte, ingieanproteine di circa 33 kD
(Figura 2). E stato individuato anche un picco piiccolo e pil lento,
probabilmente costituito da forme micellari degitiassidanti, che si sovrappone
al materiale citosolico di basso peso molecolara. esa di antiossidante
recuperato dal picco maggiore, dopo la rimoziongrdieine per I'analisi mediante
HPLC, & del 95% peH-Ret.
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Figura 2: Cromatografia per gel-filtrazione delle proteine citosoliche dell’epitelio
alveolare della ghiandola mammaria. Alle proteine citoplasmatiche (4 mg) e stato
aggiunto 0.25 nmol di Toc e 45 pCi/nmol di 3H-Ret in 1 mL di TBS (20 mM Tris-HClI,
130 mM NacCl, 10 mM B-mercaptoetanolo, pH 7.3). Dopo incubazione, un’aliquota di
guesta miscela (0.3mL) e stata caricata su una colonna Superdex 75 (1 x 85 cm)
equilibrata con TBS. La proteina e stata eluita con lo stesso tampone ad un flusso di 7
mL/ora. Sono state raccolte frazioni da 0.5 mL e misurata la radioattivita (area grigia)
e l'assorbanza allo spettrofotometro a 280 nm (linea continua), e infine passate
all’HPLC per titolare Ret (quadrati neri) e Toc (quadrati bianchi). Per calibrare la
cromatografia sono stati usati aloumina bovina (PM = 66 kD), albumina di uovo (PM =
45 kD), mioglobina (PM = 17 kD) e citocromo C (PM = 12 kD).

La quantita delle forme di Ret e di Toc legate @tgine € stata trovata piu elevata
nel citoplasma delle cellule mammarie di animal dwelli plasmatici di & piu
elevati (Tabella 4). In particolare, negli anim@nuti a -2°C, I'accumulo di Ret
nel latte (determinato dal trasporto di antiossidatal plasma al latte) € risultato
circa 2.2 volte piu elevato rispetto a quello degiimali analizzati in estate; allo
stesso modo, la quantita Hi-Ret legato a proteine era circa 2.3 volte pi@ alt

negli animali macellati in inverno, rispetto a duedacellati in estate.

estate inverno
T3 nel plasma (ng/mL) 0.84£0.01 1.53+0.01
Trasporto di Toc (livelli nel latte / livelli nel plasma) 0.69+0.11 0.95+0.12
Toc legato a proteine (mg/mg di proteine) 0.56+0.01 0.86+0.01
Trasporto di Ret (livelli nel latte / livelli nel plasma) 2.75+0.02 5.99+0.15
3H-Ret legato a proteine  (mg/mg di proteine) 0.26 +0.00 0.59+0.01
3H-Ret legato a proteine (dpm/mg di proteine) 848300 + 5900 | 1918400 + 45100

Tabella 4: Cambiamenti stagionali dei livelli di T3, Toc, Ret e di proteine che legano il Ret

eil Toc.
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Le frazioni cromatografiche contenenti livelli deRradioattivo piu elevati sono
state analizzate tramite elettroforesi anodicarsgal al 12.5% di poliacrilammide
a pH 8.4, e le bande sono state rivelate mediapi@azione con Coomassie
(Figura 3, pannello A, tracciato 1). Dopo avertatat il gel per l'autoradiografia, e
stata rivelata una banda radioattiva appena peaeteh gel (Figura 3, Pannello A
linea 2) che rappresenta il complesso protéifidRet.In un ulteriore esperimento,
le frazioni proteiche sono state analizzate perttreferesi su gel di
poliacrilammide al 15% in condizioni denaturanticucenti. Dopo I'elettroforesi,
le proteine sono state colorate con Coomassie 1@&i@u Pannello B, linea 2)
oppure trasferite su una membrana di nitrocelluldsa membrane sono state
incubate corfH-Ret e trattate per rivelare la radioattivitd ass@m a esse. Sono
state trovate due bande proteiche radioattive ob&rano un peso molecolare di
33 e di 16 kD (Figura 3, Pannello B, linea 3). Qadascia supporre che gli estratti
citosolici delle cellule epiteliali della ghiandolmammaria contengano due
proteine in grado di legare il Ret. Ulteriori edp@nti sono in corso per
identificare inequivocabilmente le suddette pradnasportatrici.

| risultati ottenuti, complessivamente, suggerigcohe I'aumento dei livelli di
nel plasma delle bufale in lattazione (che si veifin inverno come risposta
all’'abbassamento della temperatura esterna) e iags@d un aumento dei livelli
nelle proteine che legano Ret e Toc nel citoplasieie cellule epiteliali
mammarie. Queste proteine hanno un peso molecafgarente di 33 kD, e la
proteina che lega il Ret potrebbe essere costitiaitdue polipeptidi con MW di 16
kD.
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Figura 3: Elettroforesi delle proteine che legano Ret. In pannello A: Le proteine delle
frazioni cromatografiche sono state separate per elettroforesi anodica (gel da 12.5% di
poliacrilamide, pH 8.4) e rivelate o con colorazione con Coomassie (linea 1) o per
autoradiografia (linea 2). Pannello B: Le frazioni proteiche sono state analizzate per
elettroforesi su gel di poliacrilamide al 15% in condizioni denaturanti e riducenti. Dopo
I'elettroforesi, le proteine sono state colorate con Coomassie (linea 2) oppure trasferite su
una membrana di nitrocellulosa, poi incubate con *H-Ret e trattate per la rivelazione con
autoradiografia (linea 3). In linea 1 e 4 marcatori di peso molecolare. In linea 4: albumina
bovina, albumina di uovo e anidrasi carbonica bovina marcati con **C.

5.2. Effetto della densita di stabulazione sul benessere animale

Un ulteriore obiettivo della mia ricerca € statelm di valutare se la variazione
della densita di stabulazione influenza lo statbehessere delle bufale. A tale
scopo € stata studiata l'influenza delle condizidinstabulazione sull’omeostasi
redox, plasmatica e follicolare, supp@rformanceiproduttiva delle bufale e sulla
produzione di latte. Lo stato redox nei fluidi lmgici & stato caratterizzato
mediante la misurazione della concentrazione dossitanti esogeni (Ret, Toc e
Asc), come indicatori del sistema di difesa antdmste, e mediante la titolazione
dei residui di Nitro-tirosina (N-Tyr), indice dellstress ossidativo indotto dal
perossinitrito (Halliwell B. 1997), e dei gruppirbanilici legati alle proteine
(protein-bound carbony)s PC), come marcatori del danno ossidativo alle

proteine.
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5.2.1. Caratterizzazione dello stato ossidoriduttivo in plasma e fluidi follicolari

La sperimentazione € stata condotta su due grugnifdle: gruppo S (stressate, n
= 50, densita = 13.3 #itapo) e gruppo NS (non stressate, n = 50, ders¥a0
mf/capo). In ciascun gruppo, quaranta bufale sonde sfecondate con
inseminazione artificiale (Al). Nei campioni plasica prelevati da ciascuna
bufala sono stati titolati Asc, Ret, Toc, N-Tyr €. FDal confronto tra i due gruppi
di bufale € emerso che non ci sono differenze sogive per quanto riguarda i
livelli plasmatici di Ret e Toc, i due antiossiddigosolubili introdotti con la dieta
(tabella 5); parimenti, la concentrazione plasnaatidi Asc, il principale
antiossidante idrofilico endogeno, non differiscgnsicativamente tra i gruppi
esaminati. Un altro modo per caratterizzare loostatlox € la stima dell'entita dei
danni ossidativi alle proteine, che é stata efégtiuitolando la concentrazione di
N-Tyr e di PC. Dalla tabella 5 si deduce che nosocio differenze tra i due gruppi
di bufale per quanto riguarda la concentraziond-diyr e di PC. Questo risultato
suggerisce che la densita di stabulazione nonanfa i parametri ematici usati

come indicatori dello stato redox plasmatico.

NS (n =50) S (n=50)
Retinolo (ng/ml) 0.509 £ 0.013 0.492 £ 0.015
a-Tocoferolo (ug/ml) 1.627 £ 0.088 1.819 £ 0.119
Ascorbato  (uM) 5.643 £ 0.286 5.623 + 0.304
PC (nmol/mgP) 7.594 £ 0.671 8.125+0.718
N-Tyr (nmol/mgP) 1.269 £ 0.097 1.322 £ 0.089

Tabella 5: Livelli di antiossidanti e marcatori di danno ossidativo alle proteine, in
plasma di bufale stabulate a 13.3 m?/capo (S) e a 27.0 m?*/capo (NS).

Come descritto in Metodi, 10 bufale di ciascun gaumon sono state fecondate,
ma trattate per indurre la superovulazione. Al maimalell'ovulazione sono stati
prelevati plasma e fluido follicolare da ogni anieal uttavia, solo da alcune delle
10 bufale non fecondate di ogni gruppo e statoibibessttenere un campione di
fluido follicolare ovarico. Anche in questi campipnon € stata rilevata nessuna
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differenza significativa tra i due gruppi stabulatidiverse densita per quanto

riguarda i parametri considerati (Tabella 6).

S(n=7) NS (n=4)
Retinolo (ug/ml) 0.105 +£0.026 | 0.156 + 0.050
a-Tocoferolo (pg/ml) 0.337+£0.088 | 0.302 +0.105
Ascorbato (uMm) 4,774 £0.200 | 4.303 £0.048
PC (nmol/mgP)| 20.02 £5.977 | 7.591 + 3.905
N-Tyr (nmol/mgP) | 16.11+£6.176 | 6.035+2.173

Tabella 6: Livelli di antiossidanti e marcatori di danno ossidativo alle proteine, in
fluidi follicolari ovarici di bufale stabulate a 13.3 m*/capo (S) e a 27.0 m*/capo (NS).

5.2.2. Influenza della densita di stabulazione sulla produzione di latte

Dalle bufale in lattazione, nelle due condizionistibulazione, & stato raccolto e

analizzato il latte giornaliero. Dalla tabella 7dginota che non ci sono differenze

tra i due gruppi per quanto riguarda la quantitdadie prodotto. | parametri

comunemente utilizzati come indici della qualitd lkdé¢te (contenuto di grasso, di

lattosio, di proteine e di cellule somatiche) s@mzh’essi paragonabili tra i due

gruppi di bufale in lattazione. Questi dati suggerno che la densita di

stabulazione non influenza la produzione e la tudel latte.

LATTE S (n=40) NS (n=40)
Kg latte 9.689 + 0.502 10.36 £ 0.408
% grasso 8.302 £ 0.274 8.376 £ 0.195
Proteine (mg/mL) 46.78 + 0.829 46.74 £+ 0.817
% Lattosio 5.03+0.90 4.92 £0.05
Urea (mg/dL) 46.87 £ 2.012 50.36 £ 1.594

Cell somatiche (- 1000)

65.13 + 10.051

60.95 + 12.565

Tabella 7: Analiti in latte di bufale stabulate a 13.3 m?/capo (S) e a 27.0 m*/capo (NS).
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5.2.3. Influenza della densita di stabulazione sulla riproduzione

Poiché i dati raccolti dai due gruppi di bufalebstiate a diversa densita non
mostrano differenze, le bufale del gruppo S e N&ridate con Al sono state
considerate come gruppo unico e suddivise in twpmr bufale gravide (P), non
gravide (NP) e con mortalitd embrionale (EM), valdire le bufale gravide al 26°
giorno, ma non al 45°. | livelli plasmatici dei @@atiossidanti considerati Ret, Toc
e Asc, come quelli dei marcatori di ossidazionetggoa (N-Tyr and PC), non
differiscono tra le bufale del gruppo P e NP, e memo tra i gruppi P e EM (dati
non rappresentati). | livelli plasmatici di progasine (B), 'ormone steroideo le

Cui concentrazioni aumentano durante la gravidanzgno risultati

significativamente piu alti nelle bufale P rispetitte NP e EM (20 e 25 giorni
dopo Al). Invece non e stata trovata nessuna diffea significativa nei valori

plasmatici di R tra i gruppi NP e EM. L’'estradiolo ¢ ormone estrogeno
prodotto dalle cellule della granulosa delle ovaiestato titolato per verificare la
funzionalita dell'ovario e dell’asse ipotalamo-igofjonadi. La concentrazione
plasmatica di E non mostra differenza significativa tra i tre gpuesaminati, alle

quattro distanze dall'Al analizzate (Tabella 8).

P (n=50) NP (n=22) EM (n=8)
E, O 21.9+0.9 20.6£0.9 189+1.2
E; 10 18.9+0.7 18.1+0.9 17.0+£1.5
E; 20 16.6 £ 0.5 16.4 +0.706 171114
E; 25 155+0.1 15.8+0.1 16.0+0.2
P, 10 3.0+0.1 24103 2.0x0.7
P4 20 3.7+0.1 Aa 1.8+048B 20+0.7b
P, 25 40+0.1A 1.0+£0.38B 22+0.78B

Avs. B=P<0.01; avs.b=P<0.05

Tabella 8: Livelli di estradiolo (E,) e di progesterone (P;) dopo 0, 10, 20 e 25 giorni
dall’Al in bufale gravide (P), non gravide (NP) e con mortalita embrionale (EM).
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5.2.4. Influenza della densita di stabulazione in bovine

L'influenza della densita di stabulazione e stalutata anche sulle bovine. Sono
stati analizzati due gruppi di bovine di razzadna che differiscono solo per la
densita di stabulazione: gruppg &tressate, n = 6, densita = 13.8aapo) e
gruppo N$ (non stressate, n = 6, densitd = 27%capo). Nella sperimentazione
condotta sulle bovine e stato riscontrato cheélliplasmatici di Ret e Toc sono
significativamente piu alti nel gruppo a piu badsasita di stabulazione (lNSe
che, nello stesso gruppo, i livelli plasmatici dityd sono significativamente piu
bassi (tabella 9). Le analisi sul latte prodotttiedaovine dei due gruppi hanno
dimostrato (tabella 10) che non ci sono differepee quanto riguarda la quantita
prodotta, il contenuto di grasso, di lattosio, dotpine e di urea. Al contrario, il
contenuto di tocoferolo (espresso come pg/g disglas il numero di cellule
somatiche, nel latte, € significativamente piu akbgruppo N&.

Questi dati preliminari suggeriscono che la denditatabulazione nei bovini, a
differenza delle bufale, influenza lo stato rede! dlasma e del latte. Questo
conferma la grande versatilita dei bufali rispetidovini, data la loro capacita di
mantenere costanti alcuni parametri nonostanteo sgati sottoposti a condizioni

di stabulazione piu restrittive.

SB (n=6) NSB (n=6)
Ret plasma (ug/mL) 0.360 £ 0.022 0.453 £ 0.032 P=0.03
Toc plasma (ug/mL) 2.377 £0.139 2.885 £ 0.330 P=0.04

N-tyr plasma (uM) 13.250 + 3.005 4.742 £ 1.066 P=0.04
Ret latte (pug/mL) 1.950+0.298 ([1.551+0.137
Toc latte (png/mL) 1.884 £ 0.182 2.699+0.391 P <0.05

Tabella 9: Livelli di antiossidanti e marcatori di danno ossidativo alle proteine, in
plasma di bovini stabulate a 13.3 m?/capo (Sg) e a 27.0 m?*/capo (NSg).
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Sg(n=6) NSg (n =6)
kg latte 29.400 £ 1.321 30.400 £ 1.691
% Grasso 3.374 £0.103 3.242 £0.112
Proteine (g/L) 31.030+1.022 | 30.920+0.525
% Lattosio 4921 +£0.038 4.815 + 0.057

Ret (ug/g grasso)

51.980 + 8.964

47.880 + 3.908

Toc (ug/g grasso)

52.170+6.334

82.630+11.160 P=0.02

Urea (mg/dL)

28.430 + 0.989

28.750 + 2.436

Cell somatiche (*1000)

60.800 +17.870

316.600 + 160.200 P =0.02

Tabella 10: Analiti in latte di bovine stabulate a 13.3 m?/capo (Sg) e a 27.0 m*/capo
(NSg).

5.3. Analisi qualitativa della Mozzarella di Bufala Campana

La mozzarella prodotta con latte bovino e il pnrade concorrente della
mozzarella di bufala sul mercato. Dopo aver vatytahediante le precedenti
indagini, il benessere degli animali e la quali& ktte, alcuni esperimenti sono
stati effettuati per valutare la qualita del pradatella lavorazione del latte, e cioe
la mozzarella. In particolare uno degli obiettielld mia ricerca & stato comparare
le proprieta organolettiche e nutrizionali dellazzarella di bufala campana e della
mozzarella prodotta con latte bovino. A tal finstata valutata I'entita dei danni

ossidativi a carico della componente lipidica et@ica dei due prodotti.

5.3.1. Valutazione dell’ossidazione proteica

Le Mozzarelle di Bufala Campana (N = 12) sono stéatguistate presso differenti
caseifici della provincia di Salerno; le mozzarelielatte bovino (N = 10) sono
state acquistate presso supermercati locali. Ldisarsono state condotte su
campioni di 2g prelevati da ciascuna mozzarella.

L’'ossidazione a carico delle proteine é stata a#dutitolando i dimeri di tirosine

(DT) e i gruppi carbonilici legati alle proteine @ e valutando la presenza di
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aggregati proteici in campioni di mozzarella omagjemati in tampone citrato (pH
8).

Non e stata trovata nessuna differenza signifiaatiglla quantita dei DT tra i due
tipi di mozzarelle. | livelli di PC nella mozzaralbovina oscillano in un ampio
intervallo, ma il valore medio e risultato signdtocvamente piu alto (P <0.05) di

quello della mozzarella di bufala (tabella 11).

Mozzarella di Bufala Campana Mozzarella di latte bovino

DT (ug/mg di proteine) 0.123 £ 0.056 0.126 £ 0.015

PC (nmol/mg di proteine) 1.953+0.334 5.563 + 4.624*

Tabella 11: Livelli di marcatori di ossidazione proteica in estratti di mozzarella. * P <0.05

La presenza di aggregati proteici € stata valutateaampioni prelevati da due
diverse zone di ogni mozzarella, cioe dalla zonariva (2 cm dalla superficie) e
dalla zona esterna (0.3 cm dalla superficie). Vello di alattoalbumina e di
possibili aggregati dalattoalbumina (aggregati che potrebbero essersidtrin
condizioni di stress ossidativi) e stato deternurmaediante una cromatografia per
gel filtrazione con Sephacryl S-200. Le proteineidscun omogenato sono state
separate in due picchi la cui eluizione e stataitomata misurando I'assorbanza a
280nm nelle frazioni raccolte. Ogni frazione e atahalizzata mediante ELISA
con anticorpi antélattoalbumina per rivelare la presenzaothttoalbumina o di
antigeni a piu elevato peso molecolare contertdatioalbumina. Nella figura 4 e
mostrato un tipico profilo di separazione delletpiwe estratte e la rivelazione
degli antigeni eluiti, comuni a entrambe le zonesirazione e a entrambi i tipi di

mozzarella.
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Figura 4: Cromatografia delle proteine solubilizzate dalle mozzarelle. Le proteine
sono state separate mediante gel filtrazione su una colonna di Sehpacryl S-200 in
condizioni denaturanti e riducenti. Pannello A: L’assorbanza delle frazione eluite &
stata misurata a 280nm (linea punteggiata). Gli epitopi di alattoalbumina contenuti
nelle frazioni sono stati rivelati con ELISA a 492nm (linea continua). La figura mostra
un tipico cromatogramma in cui le proteine sono eluite in due picchi: uno veloce
(frazioni 5-8, picco F) e uno lento (frazioni 10-15, picco S). Pannello B: Le proteine
delle frazioni cromatografiche, con assorbanza maggiore, sono state separate per
elettroforesi e poi trasferite su membrana di PVDF, incubata con anticorpi anti
alattoalbumina

Dall'analisi di Western blottingsi vede che gli epitopi dulattoaloumina sono
presenti nelle frazioni cromatografiche eluite &k picco piu veloce (Fas) che

in quello pit lento (Sslow) (Figura 4, pannello B). E stata calcolata la djtzarnli

F, in termini di resa percentuale di modificazignetativa di S, cioe conarea F/
area F+area S] x 100Le proteine eluite nel picco F, contenente material
aggregato a piu alto peso molecolare, sono piu rad#dbdi nei campioni di
mozzarella bovina che in quelli di mozzarella dfdba, (P <0.02). Inoltre € stata
trovata una correlazione tra la quantita di F ®Tj sia nella mozzarella di bufala
(zona interna = -0.701; P < 0.05; zona esterna —0.743; P < 0.05), che in
guella bovina (zona interma= 0.903; P < 0.05; zona estema 0.869; P < 0.05),

sia per gli estratti preparati dalla zona centchle per quella marginale (figura 5).
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Figura 5: Correlazione tra la concentrazione di DT e la quantita di proteine nel picco F
(espresse come percento sul totale), in estratti di Mozzarella di Bufala Campana
(pannello A) e di mozzarella prodotta da latte bovino (pannello B).

Una correlazione tra PC e la quantita di F e statantrata solo all’interno degli
estratti di mozzarella di bufala. Questi dati fanpotizzare che gli aggregati
proteici sono probabilmente dovuti alla presenz&@i per quanto riguarda la
mozzarella prodotta con il latte bufalino, e allegenza di DT per la mozzarella

prodotta con il latte bovino.

5.3.2. Valutazione dell’ossidazione lipidica

L’'ossidazione lipidica e stata valutata misurandccépacita antiossidante totale
(TAC), e la quantita di Toc e di TQ in estratti bzzarella saponificati. Dalla
tabella 12, si puo riscontrare che la TAC negliastdi mozzarella di bufala e piu
alta che negli estratti di mozzarella bovina (PO4).invece non ci sono differenze
significative nei valori di Ret, Toc e TQ tra i dgeuppi di mozzarelle. D’altro
canto il rapporto TQ/Toc, che puo essere assunteam indice dell’ossidazione
lipidica (e percio usato per valutare il consumardc nelle mozzarelle stesse), e
risultato significativamente piu alto negli estrait mozzarella di bufala che in

quelli di mozzarella bovina (P <0.001).
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Mozzarella di| Mozzarella di
Bufala Campana |latte bovino

TAC (nmol/mg di proteine) 0.80+0.15 0.59+0.16*
Ret (ug/100g di campione) 210+ 34.7 253 +59.7
Toc (ug/100g di campione) 163+71.9 245 +97.8
TQ/Toc 6.32+2.53 1.34 £ 0.80**

Tabella 12: Titolazione di antiossidanti liposolubli in estratti di mozzarella.
*P <0.04; ** P <0.001.



7. Discussione

Durante la lattazione avvengono degli adattamasiolbgici che coinvolgono
numerosi tessuti e riguardano il metabolismo detlé classi di nutrienti (Bauman
e Elliot, 1983; McNamara, 1995). L’analisi del plofmetabolico di bufale in
asciutta e in lattazione, in estate ed in invehlmdimostrato che nelle bufale in
lattazione i livelli plasmatici di creatinina somitu bassi, mentre quelli di urea
sono piu alti rispetto alle bufale in asciutta, gnanto c’e una mobilizzazione
di proteine per la gluconeogenesi. La gluconeodgemessostenuta anche
dall’ossidazione degli acidi grassi, il che spiegtatto che le concentrazioni di
BHB sono piu alte nel plasma delle bufale in lattae, sia in estate sia in inverno.
In accordo con questi risultati, sono stati trovatelli di trigliceridi piu bassi,
rispetto a quelli delle bufale in asciutta, chéettbno un ridotto rilascio da parte
del fegato. Il piu alto livello di colesterolo phaatico, infine, dipende dal fatto che
esso e sintetizzato dai residui acetilici, chewder dallaumentato catabolismo
degli acidi grassi. In questo contesto € utile reotehe il recupero epatico di
colesterolo e il rilascio di trigliceridi potreblmediminuire, durante la lattazione,
anche come conseguenza della risposta attenuatfegetb all’insulina (Bell,
1997;Vernon, 1998; Williamson, 1994). | ruminanti seleapresentano svariati
adattamenti ai cambiamenti ambientali dipendenti’altezrnarsi delle stagioni
(Chilliard et al.,, 2000). L'estate e l'inverno diffiscono essenzialmente nel
fotoperiodo e nella temperatura. Il fotoperiodo remmbra avere influenza, nei
ruminanti, sui livelli di creatinina, urea e BHBdBquier et al., 1998); al contrario
e stato osservato un aumento indotto dalla lucgjideho sull’attivita degli enzimi
lipogenici (Chilliard et al., 2000). Di conseguerezaoncepibile che, nei bufali, le
differenze stagionali da noi osservate nei livdiicreatinina, di urea, BHB, NEFA
e glucosio possano dipendere da differenti esigehzgluconeogenesi per la

termogenesi.
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Lo studio effettuato ha dimostrato che i livellapiatici di Ret e di Toc sono piu
alti nelle bufale in lattazione che in quelle irtiaga (P< 0.001), mentre il livello
di Asc é simile nei due gruppi. Questi risultatispono essere spiegati dalle
differenze di alimentazione tra bufale in lattaaa@d in asciutta, in quanto la dieta
delle bufale in lattazione €& supplementata con moeagguantita di vitamine
liposolubili rispetto a quella delle bufale in agta. Negli animali in lattazione non
sono stati trovati cambiamenti stagionali nei lival Asc, Ret e di Toc. Questo
suggerisce che le condizioni redox del sangue nono sinfluenzate da
cambiamenti della temperatura ambientale. Poiclpédduzione di ROS associata
alla termogenesi comporta un consumo di antiossidhanlascio in circolo di Ret,
Toc e Asc assunti con la dieta, come pure la sieledogena di Asc, potrebbe
aumentare in inverno, come risposta all’abbassameella temperatura esterna,
garantendo che i livelli plasmatici rimangano costa

Le nostre indagini hanno inoltre mostrato che ellivdi ciascun antiossidante
liposolubile nel latte sono piu alti in inverno clre estate. Questa differenza
potrebbe dipendere da tre eventi: 1) in estateéqiio meno latte che in inverno;
2) nel corso della stagione estiva entrambe lemiita sono ossidate piu
facilmente; 3) le due vitamine sono trasportate gfficientemente attraverso la
barriera emato-mammaria in inverno. La prima poalésitdeve essere esclusa in
guanto, nel periodo di lattazione preso in esaror,30n0 state rilevate variazioni
stagionali nella produzione di latte e nel suo epato in grasso. Inoltre, poiché la
concentrazione nel latte di Asc, che é I'antiossidaesponsabile del riciclo di Toc
dalla forma ossidata a quella ridotta (HalliwelD99), non mostra variazioni
stagionali, anche la seconda ipotesi pud essef@sascl nostri dati, quindi,
sembrano suggerire che il trasporto dal sanguatt ti Ret e di Toc aumenta
durante l'inverno. L'aumento delle concentrazionRet e di Toc nel latte, ma non
nel plasma, suggerisce che entrambi gli antiossidsono trasportati nella
ghiandola mammaria attraverso un meccanismo gidrés facilitato, come e stato

precedentemente riportato (Jensen et al., 199®)elli di Toc sono correlati a
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quelli di Ret nel latte; ma non nel plasma. Quesoltato permette di ipotizzare
che entrambi gli antiossidanti non diffondono leo@ente attraverso la barriera
emato-mammaria e che differenti meccanismi di espfacilitato attraverso le
cellule epiteliali della mammella sono responsateliloro passaggio dal plasma al
latte.

Durante l'inverno, le richieste dell'organismo p& termogenesi inducono
'aumento dei livelli di & nel plasma. Quest’aumento € stato trovato coaelan

I livelli di Ret e di Toc nel latte ma non nel phkas; questo suggerisce che
I'ormone T; possa regolare il trasporto delle due vitaminesighabili attraverso le
cellule mammarie. Livelli aumentati diszTpotrebbero anche far aumentare la
quantita di Ret circolante, poiché quest’'ormondtiriimmagazzinamento di Ret
nel fegato (Ross et al., 1997). Durante la lattaziona ridotta internalizzazione di
Ret nel fegato potrebbe avere il ruolo fisiologdiancrementare 'ingresso di Ret
nella ghiandola mammaria. Uno degli esperimentortgti ha mostrato che la
somministrazione di i alle bufale in lattazione, effettivamente, € ass@Ci
allaumento dei livelli sia di Ret sia di Toc nedtie. Questi dati sembrano
suggerire l'esistenza di una relazione tra i liveil T; ed il trasporto di questi
antiossidanti dal plasma nel latte.

La risposta delle cellule a ;Tconsiste in uno specifico cambiamento
dell’espressione genica. Infatti, nel citoplasmdledeellule mammarie degli
animali cui é stato somministrat@, Bbbiamo trovato maggiori quantita di proteine
che legano Ret e Toc. | due antiossidanti non ctanpeper le stesse proteine, in
accordo con dati precedentemente pubblicati riguard specifici carrier
citoplasmatici per ciascuna di essi (Sundaram gt1#98; Dutta-Roy, 1999).
L’mRNA per una proteina che lega Toc e stato trovatlle cellule della ghiandola
mammaria nell'uomo (Zimmer et al., 2000), ma firc @a non & stata descritta
nessuna proteina solubile che agisca da carrieflfper Allo stesso modo non ci
sono informazioni riguardanti proteine che legarmd fell’'epitelio della ghiandola
mammaria (Napoli, 1999). Nellambito di questo petig di dottorato abbiamo
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riportato, per la prima volta, che sia Toc sia petsono essere legati da proteine
presenti nel citoplasma di cellule mammarie di lfaQuesti carrier hanno
apparentemente lo stesso peso molecolare (33 kB)e compatibile con quello di
proteine citoplasmatiche, gia conosciute, che legast (Dutta-Roy et al., 1999) o
Ret (Napoli et al., 1999) in altri tessuti. Le \amibni nei livelli di questi carrier
solubili sono associate a variazioni del traspdgbdue antiossidanti attraverso le
cellule mammarie, il che ci permette di ipotizzahe almeno una parte di questi
carrier sia coinvolta nella traslocazione del lidarfRet o Toc) dal dominio basale

della cellula ai siti di escrezione nel lume dgllaandola mammaria.

Sebbene sia noto che i bufali abbiano un’elevatadta adattiva, le attuali
tecniche di allevamento, che puntano a massimiziarerestazione animale
possono causare i “stress” dell’animale. Per fantlr alla crescente richiesta del
mercato di prodotti di origine animale, gli allesattendono a ridurre gli spazi
destinati alla stabulazione, il che puo influire dwersi aspetti del benessere
dellanimale (De Rosa et al. 2009). Pertanto, kaziene dei bufali agli stimoli
ambientali dovrebbe essere valutata in modo datiftbame condizioni di
allevamento idonee tecnicamente ed economicamemneatibili con il benessere
animale.

La nostra sperimentazione é stata effettuata sdympi di bufale e su due gruppi
di bovine. Tra i due gruppi di bufale, stabulatigerse densita, non € stata trovata
nessuna differenza significativa nei livelli plagmiadi Ret, Toc e Asc, il che
suggerisce che la maggiore densita di stabulazimme danneggi il sistema di
difesa antiossidante nel sangue. Per avere uneindiet danno ossidativo alle
proteine, sono stati misurati i livelli plasmatitiN-Tyr e PC. E utile menzionare
che la concentrazione dei residui di N-Tyr € ampgiai@ usata come marcatore di
stress ossidativo indotto dal perossinitrito (Hadlil, 1997), una specie reattiva
dell'azoto che viene prodotta dalla reazione deibae superossido con radicali

nitrosilici (Halliwell, 1997). La presenza di grupgarbonilici nelle proteine € a sua
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volta usata come marcatore dell'ossidazione prateediata dai ROS (Berlett e
Stadtman, 1997). | gruppi carbonilici possono essetrodotti nelle proteine in
seguito alla reazione delle stesse con aldeididgite durante la perossidazione
lipidica (Esterbauer et al., 1991; Uchida e Stadtni®93), o con derivati reattivi
carbonilici generati derivanti dagli zuccheri (Meenet al., 1995; Kristal e Yu,
1992). Abbiamo osservato che [l'entita dei danniidadvi alle proteine
plasmatiche e simile nei due gruppi di bufale hé suggerisce che le condizioni
sperimentali usate non influenzano significativateefossidazione proteica nel
plasma.

Uno studio sulle pecore ha dimostrato che piccadeizioni dello spazio di
stabulazione comportano una riduzione della guarditdella qualita del latte
prodotto, nonché una maggiore incidenza di aniaidditti da mastite (Sevi et al.
1999). Studi precedenti condotti sulle bufale itial@one hanno dimostrato una
correlazione positiva tra disponibilita di spazipmduzione di latte (Zicarelli et
al., 2005). Le analisi effettuate sul latte prodottalle bufale, nelle nostre
condizioni sperimentali, hanno dimostrato che niaspao differenze, in termini di
produzione e marcatori della “qualita” tra i dueugpi. Questo risultato € di
notevole interesse per gli allevatori perché sigaithe la riduzione dello spazio di
stabulazione non influenza la produzione e la taali latte. Anche il numero
delle cellule somatiche nel latte e risultato parapile tra i due gruppi,
suggerendo che 'aumento della densita di stabaaznon fa aumentare il rischio
di inflammazione alla ghiandola mammaria (Cero"naMoz et al., 2002).

Un risultato interessante é stato ottenuto anchie deudio sui fluidi follicolari
ovarici dei due gruppi di bufale stabulate a ddéfge densita. Infatti, anche in
guesto caso gli indici dello stato redox analizzmno risultati simili tra 1 due
gruppi, suggerendo che la riduzione dello spazistdbulazione non dovrebbe
alterare I'omeostasi redox follicolare. Ricordianohe il sistema di difesa

antiossidante, nell’'ovario, svolge un ruolo fondamé& nella prevenzione
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dell’apoptosi e atresia preservando cosi le funzsteroidogeniche delle cellule
della granulosa (Cassano et al., 1999).

| dati ottenuti dallo studio sulle bufale fecondaeno stati analizzati anche
tenendo conto del fatto che alcune bufale eranadggP), altre non gravide (NP)
e in altre si era verificato riassorbimento embaien(EM) dopo l'inseminazione
artificiale, per verificare se il diverso statoidi®gico fosse associato a differenze
nei livelli dei marcatori plasmatici da noi selazai come indicatori dello stato
redox. L’elaborazione statistica dei dati ha dimatst che non ci sono differenze
significative, per quanto riguarda i livelli di ToRet, Asc, e di N-Tyr e PC. Questo
suggerisce che i vari processi metabolici e i camleinti endocrini associati con la
gravidanza non influenzano i parametri dello statiox qui analizzati, e inoltre, il
risultato della fecondazione potrebbe non dipendele dai valori ematici valutati
da noi in questo lavoro.

E noto che la mortalita embrionale, nelle bufal@loguta principalmente ad una
ridotta secrezione di progesterone da parte dg@ochurteo insieme ad una ridotta
capacita del’embrione di secernere l'interferoRbBItl a valori soglia per prevenire
la luteolisi (Campanile, 2005). In accordo con tid#ella letteratura, abbiamo
riscontrato che i valori plasmatici di progester¢Rg aumentano nel tempo solo
nelle bufale gravide e che sono significativamemtealti delle bufale NP e EM.
Da questi dati, sembra che la mortalita embriondenda dai livelli plasmatici
del progesterone e non dallo stress ossidativo.

Le nostre indagini hanno mostrato che le due camdizdi stabulazione non
influenzano lo stato redox del plasma né quellolidaido follicolare, suggerendo
cosi che la stabulazione delle bufale a 13°Rapo possa essere utilizzata senza
compromettere il benessere dell’'animale e lo spdugel follicolo ovarico.

Recenti studi hanno esaminato I'effetto delle distemi delle stalle sullo stato di
salute delle bovine da latte. E'stato dimostrate tdddove le dimensioni delle
stalle sono piu piccole di quelle raccomandateyesificano numerose carenze

igieniche ed é maggiore la percentuale di aninli ferite (Zurbrigg et al., 2005).
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La sperimentazione da noi condotta con le bovin@lih@strato che la quota di
Toc nel latte del gruppo NSa piu bassa densita di stabulazione) e piu isipeito
al gruppo $§, in accordo col fatto che anche i livelli plasroati Toc sono piu alti.

Il piu basso numero di cellule somatiche nel ldigkegruppo § potrebbe dipendere
dal fatto che la stalla di questo gruppo ha condizigieniche ottimizzate, invece
nel gruppo N§ sono state trovate condizioni igieniche standagu alti livelli
plasmatici di N-tyr e i piu bassi livelli di RetTec, nel gruppo a maggiore densita
di stabulazione (§, potrebbero dipendere da fattori di stress osismlassociati al
tipo di stabulazione.

Dai dati complessivi ottenuti si puo dedurre chentrenelle bovine la riduzione
dello spazio di stabulazione e associata ad altgr@zdello stato redox, nelle
bufale, la riduzione dello spazio di stabulazioran nnfluenza lo stato redox
plasmatico né quello del fluido follicolare, a cemha dell’elevata capacita
adattiva delle bufale.

Possiamo inoltre suggerire che I'analisi di margadello stato redox (PC, N-Tyr,
Asc, Toc e Ret) nei fluidi biologici puo esserdintiata come ulteriore parametro

per valutare I'effetto della stabulazione suglinaaii “sani”.

Il latte e i prodotti caseari sono una buona fatit@roteine di alta qualita e di
antiossidanti liposolubili come Top;carotene e Ret.

| tocoferoli inibiscono la catena di reazione deléaossidazione lipidica andando a
bloccare diversi radicali liberi che catalizzanioi¥io delle reazioni a catena. Toc
ossidandosi, da luogo a diversi intermedi tra ‘@stbcoferilchinone (TQ) (Bieri et
al., 1981), la produzione di TQ riflette, quindi,consumo di Toc nelle reazioni
antiossidanti (Faustman et al., 1999). Un elevapporto TQ/Toc e atteso quando
sono presenti alti livelli di lipidi e bassi liveltli antiossidanti liposolubili. Tale
risultato € stato ottenuto negli estratti di moe#lardi bufala dove, effettivamente,
sono presenti elevate concentrazioni di grasstdairdoppio di quella bovina) e

bassi livelli dip-carotene (Addeo et al., 1995). Gli eventi ossulatssociati alla
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produzione di mozzarella (come I'esposizione ad edtnperature e all’ossigeno),
determinano la formazione di grandi quantita diofiprossidi, che possono
consumare grandi quantita di Toc. Questo spiegberpbrché nella Mozzarella di
bufala Campana e stato trovato un elevato rapg@td oc.

PC e DT sono markers di due eventi di ossidaziaoéejga diversi: i PC sono
prodotti da reazioni di ossidazione dei carboidiadiotte dal calore (reazione di
Maillard), i DT si formano da reazioni di ossidazocatalizzata da metalli che
favoriscono la formazione di radicali idrossilicaidperossidi d’'idrogeno o dai
lipoperossidi (reazione di Fenton). L’aver trovatbe i valori di DT sono
paragonabili nei due gruppi di mozzarella suggerisbe i DT non sono la
principale causa delle elevate quantita di aggrelyatlattoalbumina trovate nella
mozzarella bovina. E probabile, pertanto, cheatgdjregati derivino da altro tipo di
legami crociati tra due o piu molecole dattoalbumina oppure tra una molecola
di alattoalbumina e altre proteine (o frammenti di pno¢). Gli alti livelli di PC
riscontrati nella mozzarella bovina possono essEspgonsabili della formazione di
legami intramolecolari e avere un ruolo nella foxrroae di aggregati proteici
stabili, legati covalentemente, che si sono rittoaache dopo l'elettroforesi in
condizioni denaturanti e riducenti. Inoltre, laiahilita osservata tra i valori di PC
nella mozzarella bovina puo riflettere I'eterogéaelei meccanismi di produzione
adottati nelle diverse industrie (il che non accaela produzione della mozzarella
di bufala). Tuttavia, non € stata riscontrata umiaietazione positiva tra i livelli di
PC e la quantita di aggregati g@liattoaloumina, come nella mozzarella di bufala,
quindi é possibile che anche altri fattori fisicichimici possano concorrere alla
formazione di aggregati proteici.

Gli eventi ossidativi inducono la formazione di eggati proteici che abbassano la
qualita della mozzarella in termini di consiste(Rarris et al., 1993) e di perdita di
amminoacidi assimilabili (Naranjo et al., 1998).gdunesto contesto la qualita della
Mozzarella di Bufala Campana pud essere ritenutpersare rispetto alla
mozzarella bovina. Per di piu, il fatto che la marztla bovina contenga maggiori
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livelli di antigeni pesanti dialattoalbumina puo essere considerato un criterio
oggettivo di distinzione tra mozzarella bovina ezmarella di bufala. Resta da
indagare se le differenze riscontrate tra i duiediipnozzarella dipendono soltanto
da differenze nella modalita di produzione o ddiféerenze biochimiche esistenti

tra latte bovino e bufalino.
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8. Conclusione

| risultati ottenuti dalle ricerche effettuate harpermesso di dimostrare che:
1. Sia Toc sia Ret sono legati da proteine presentcib@lasma di cellule
mammarie. Come emerso dalle nostre analisi, qyesteine, che agiscono da
“carriers” intracellulari, hanno apparentementestesso peso molecolare (33
kD). Le variazioni nelle concentrazioni di quesdirers solubili sono associate
alle variazioni del trasporto dei due antiossidatttiaverso le cellule mammarie.
2. L’aumento dei livelli plasmatici di T3, nelle buéain lattazione, in inverno e
associato all'incremento dei livelli di proteine ecHegano Ret e Toc nel
citoplasma delle cellule epiteliali delle mamme#a]i conseguenza all’aumento
dei livelli di Ret e Toc nel latte.
3. L’analisi di specifici marcatori dello stato redowei fluidi biologici pud
essere utilizzata come ulteriore parametro per tawdu l'effetto della
stabulazione sugli animali.
4. L’aumento della densita di stabulazione non infageho stato redox del
plasma né quello del liquido follicolare, il cherpette di ipotizzare che la
stabulazione delle bufale a 13.3%capo possa essere utlizzata senza
compromettere il benessere dell’animale e lo sptuplel follicolo ovarico.
Inoltre, € stata confermata la maggiore capacit@itaiiva delle bufale alle
variazioni di condizioni esterne rispetto alle bwaui
5. La qualita della Mozzarella di Bufala Campana pessere ritenuta
superiore rispetto a quella bovina, da un punto viita organolettico
(consistenza del prodotto) e da un punto di vistaizionale (disponibilita di
amminoacidi assimilabili). Nel prodotto di bufalmfatti, I'entita dei danni
ossidativi alla matrice proteica € minore rispedtajuello di origine bovina.
Inoltre, la mozzarella bovina contiene maggiorieliv di antigeni pesanti

contenentio-lattoalbumina. La presenza di questi specificiraggti proteici

71



puo essere utilizzata come criterio oggettivo dtidzione tra mozzarella bovina

e Mozzarella di Bufala Campana.
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