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RIASSUNTO - Negli ultimi anni I'attenzione del consumatore si & sempre piu orientata verso
le caratteristiche nutrizionali degli alimenti. Queste proprieta sono di grande importanza
anche per quanto riguarda le produzioni dei piccoli ruminanti. Il presente lavoro ha lo scopo
di riassumere i principali risultati emersi dal progetto di ricerca “Aspetti della produzione
dei piccoli ruminanti con particolare impatto sulla salute umana”. Sono stati analizzati
mediante i metodi descritti in letteratura: 1) i polimorfismi genetici dei biopeptidi del latte
dei piccoli ruminanti; 2) le attivita di alcuni enzimi della membrana del globulo di grasso
e la frazione lipidica del latte ovino; 3) la qualita nutrizionale del latte e del formaggio ovino
in relazione all'intensita di pascolamento; 4) le componenti bioattive di siero e scotta residui
alla produzione dei formaggi ovi-caprini; 5) la resistenza genetica alle encefalopatie
spongiformi trasmissibili e I'efficienza economica e biologica in razze ovine. I risultati
ottenuti evidenziano, da svariati punti di vista, numerose potenzialita legate alle produzioni
dei piccoli ruminanti e alle loro ricadute sulla salute umana.
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SUMMARY — Aspects of small ruminant production with particular impact on human health
— Dairy sheep and goat farming represents a useful tool to utilize those areas that are
characterized by hard climatic and geopedological conditions, such as vast areas of the
Italian territory. In such a context, both consumers and producers request constantly
updated information concerning the main aspects affecting the global quality of products.
The project “Aspects of small ruminant production with particular impact on human health”
aims at studying some elements of small ruminants’ production particularly actual for
implications on human health. Five subjects were chosen: 1) the genetic polymorphisms of
bioactive peptides from milk of small ruminants; 2) the health and nutritional aspects of
the membrane and core of milk fat globules from ewe’s milk; 3) the nutritional quality of
milk and cheese as affected by grazing intensity; 4) the bioactive components recovery of
rennet whey and “scotta” by-products from ovi-caprine cheese production; 5) the relationships
between genetic resistance to transmissible spongiform encephalopathies potential risk for
public health and economic and biological efficiency in sheep breeds. The obtained results
as well as their potential impact on public health are discussed from different point of view.
Keywords: small ruminants, animal productions, human health
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INTRODUZIONE

Negli ultimi anni 'attenzione del consu-
matore si & sempre piu orientata verso le
caratteristiche nutrizionali degli alimenti.
Queste proprieta sono di grande importanza
anche per quanto riguarda le produzioni dei
piccoli ruminanti. Il progetto di ricerca
“Aspetti della produzione dei piccoli rumi-
nanti con particolare impatto sulla salute
umana” (PReSAL) si & occupato di una serie
di tematiche riguardanti la specie ovina e
caprina in relazione ad alcuni elementi nu-
trizionali e salutistici delle loro produzioni.
I risultati dell'intero progetto sono stati
presentati alla comunita scientifica italiana
in occasione del 2° Congresso Nazionale
dell’Associazione Italiana dei Tecnici del
Latte [1] e del XIX Convegno Nazionale della
Societa Italiana di Patologia e Allevamento
degli Ovini e Caprini [2]. Il progetto si &
concentrato, in particolare, su cinque tema-
tiche:

1. Peptidi bioattivi del latte dei piccoli
ruminanti. Le proteine del latte sono precur-
sori di numerosi peptidi biologicamente attivi
[3]. Le attivita di ricerca su tali peptidi
bioattivi si sono concentrate sulla specie
bovina e sulla sequenza amminoacidica pri-
maria senza considerare la variazione gene-
tica ai loci lattoproteici. Si e inteso pertanto
affrontare questa importante tematica dalle
potenziali ricadute nutraceutiche anche per
quanto riguarda il latte dei piccoli ruminanti.

2. Aspetti salutistici e nutrizionali della
membrana e del core del globulo di grasso
del latte ovino. 1 globuli di grasso del latte
sono costituiti da un core di trigliceridi avvolti
da una membrana di origine cellulare
(MFGM) dalle elevate potenzialita nutraceu-
tiche [4]. La MFGM contiene diversi enzimi
per molti dei quali 'enzimologia & ben docu-
mentata, ma il ruolo fisiologico non & del
tutto stato chiarito. Inoltre, solo pochi studi
ne hanno valutato l'attivita nei piccoli rumi-
nanti. Allo scopo di migliorare la conoscenza
riguardo ai globuli di grasso del latte ovino
sono state valutate le variazioni, nel corso
della lattazione, del contenuto delle prote-

ine di membrana (TMP) e delle attivita di
cinque enzimi della MFGM: xantina dei-
drogenasi (XDH), xantina ossidasi (XO),
gamma-glutamitranspeptidasi (GGT), fosfa-
tasi alcalina (AP) ed ecto 5’ nucleotidasi (5’-
N). Inoltre le attivita enzimatiche saggiate
e le TMP sono state correlate alla frazione
lipidica del latte. Infine lo studio ha valutato
la composizione acidica del core e della mem-
brana del globulo di grasso.

3. Qualita nutrizionale del latte ovino e
del formaggio in relazione all'intensita di
pascolamento. L'utilizzo del pascolo puo con-
tribuire al miglioramento dell'immagine del
prodotto ovino sul mercato e delle sue carat-
teristiche qualitative [5]. L'obiettivo della
ricerca in oggetto e stato, in particolare,
verificare il legame tra 1'allevamento delle
pecore da latte al pascolo, a diverse intensita
di carico e su specie botaniche differenti, e
la quantita e la qualita delle produzioni, con
particolare riferimento ad aspetti significa-
tivamente importanti per la salute del con-
sumatore.

4. Recupero delle componenti bioattive di
sieri e scotta residui della produzione dei
formaggi ovi-caprini. 1l siero residuo dalla
lavorazione del Pecorino viene generalmente
utilizzato per la produzione della Ricotta di
pecora. Nonostante il siero di caseificio sia
ricco di componenti bioattive [6], solo una
minima parte di questi sottoprodotti (siero
e scotta) viene recuperata. Il progetto di
ricerca ha inteso valorizzare il siero residuo
alla lavorazione del Pecorino e del Caciori-
cotta mediante il recupero dei componenti
bioattivi che potranno essere impiegati
nell'industria alimentare, farmaceutica o
come integratori a seconda dell'effetto bene-
fico che possono avere sulla salute umana.

5. Resistenza genetica alle encefalopatie
spongiformi trasmissibili ed efficienza econo-
mica e biologica in razze ovine. La scrapie &
un’encefalopatia spongiforme trasmissibile
dei piccoli ruminanti [7]. Nella pecora sono
noti sei alleli del gene del prione (PRNP);
ARR e associato a resistenza alla scrapie,
VRQ & associato a elevata suscettibilita.
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Nelle razze in cui VRQ & raro ARQ & associato
alla maggior suscettibilita. Nei piani di sor-
veglianza 1'Unione Europea ha introdotto
Panalisi di PRNP per la selezione di ovini
resistenti. Tuttavia non si devono ignorare
condizioni limitanti quali la ripartizione delle
frequenze alleliche, la consanguineita e gli
eventuali effetti negativi conseguenti all’azio-
ne selettiva. Allo scopo di valutare i program-
mi di selezione attualmente applicati, di
ipotizzare alcuni scenari evolutivi e di iden-
tificare eventuali punti critici utili a mini-
mizzare I'entita del processo dispersivo, sono
state prese in considerazione due razze ovine
autoctone del Piemonte.

Ciascuna tematica e stata affrontata da
un’unita di ricerca (UR), a volte in collabora-
zione con altre universita e centri di ricerca.
I risultati ottenuti per ciascuna linea di
ricerca saranno sintetizzati nelle prossime
sezioni.

PEPTIDI BIOATTIVI DEL LATTE
DEI PICCOLI RUMINANTI

Per quanto riguarda le ricerche condotte
dall'UR Brescia, va innanzitutto sottolineato
come le interazioni che si sono potute stabilire
tra il progetto PRIN2007, il programma
Vigoni (CRUI) e il Progetto SELMOL (MI-
PAAF) (http://www.selmol.eu/node) siano
state altamente proficue e abbiano portato
a numerosi risultati presentati in occasione
di diversi convegni nazionali e internazionali
e riportati in una serie di pubblicazioni scien-
tifiche. Di grande importanza e risultata,
inoltre, la collaborazione con I'Istituto di
Biologia e Biotecnologia Agraria del CNR.
Verranno di seguito sintetizzate le principali
acquisizioni ottenute dalla UR Brescia, ri-
portando i riferimenti ai prodotti della ricerca
gia disponibili, che possono fornire ulteriori
dettagli sulle diverse tematiche affrontate.

E stato effettuato uno studio in silico e
in vitro per l'identificazione delle differenze
a livello di peptidi bioattivi legate alle se-
quenze lattoproteiche dei piccoli ruminanti
rispetto alla specie bovina, e all’eventuale

presenza di polimorfismo genetico [8-12].

In particolare, sono stati studiati i casei-
nofosfopetidi (CFP), peptidi che derivano
dalle diverse frazioni della caseina (CN) e
possiedono la capacita di legare e solubiliz-
zare minerali come Ca*". Sono stati conside-
rati 3, 2 e 3 CFP derivanti rispettivamente
da alfag;-CN (CSN1S1), beta-CN (CSN2) e
alfag,-CN (CSN1S2). Dal confronto delle
sequenze delle tre specie (bovina, ovina,
caprina) sono state individuate un totale di
30 differenze tra le 3 specie e tra le 52 va-
rianti genetiche considerate in base alla
letteratura. Le differenze osservate coinvol-
gono scambi o delezioni di amminoacidi e la
presenza di serina non fosforilata. E’ stata
messa in luce, in particolare, 'assenza di un
importante CFP con 4 serine fosforilate nella
variante F caprina. Si tratta di una variante
associata a un contenuto debole di alfa,;-CN
e presente con una frequenza alquanto ele-
vata nelle diverse razze caprine. La presenza
di questa variante va quindi considerata non
solo per gli effetti negativi sulla trasforma-
zione casearia del latte ma anche per I'as-
senza di questo CFP [10, 12].

Allo scopo di individuare differenti effetti
biologici, dovuti alla variabilita genetica nella
sequenza amminoacidica, sono stati imple-
mentati modelli sperimentali in vitro per la
valutazione delle attivita biologiche inerenti
il trasporto del calcio. E’ stato analizzato
Peffetto sulla mineralizzazione ossea, valutata
mediante analisi in vitro su osteoblasti mu-
rini, di alcuni caseinofosfopeptidi caratteriz-
zati da differenze genetiche nella loro sequen-
za. | peptidi prescelti sono stati ottenuti
mediante sintesi chimica e sono stati testati
su linee cellulari osteoblastiche murine. I
nostri risultati evidenziano che differenti
peptidi possono avere un effetto differenziale
sulla deposizione del calcio nella matrice
extracellulare e che la variazione genetica e
coinvolta in tale effetto [8, 9, 11].

La distribuzione dei piu interessanti pep-
tidi in alcune razze ovine e caprine e delle
implicazioni selettive & stata valutata nelle
razze caprine Buren [13] e Garfagnina [14]
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e nella specie ovina [15] con particolare
riferimento alle razze Massese, Garfagnina,
Pomarancina e Zerasca [16, 17], Sarda, Co-
misana, Gentile di Puglia e Sopravissana
[18].

Per quanto riguarda la specie caprina &
stata condotta, in collaborazione con 1'Uni-
versita di Giessen (Germania), la caratteriz-
zazione genetica ai loci caseinici della razza
Buren, razza conosciuta anche come capra
Boer, di origine sud-africana. Negli anni 1970
& stata importata in Germania dove rappre-
senta attualmente la terza razza dal punto
di vista della consistenza numerica. E’ spe-
cializzata per la produzione di carne. La
struttura lattoproteica della razza e stata
paragonata a quella di razze da latte e a
duplice attitudine, osservando un’interessan-
te divergenza della capra Buren dalle altre
razze. Ad esempio, 'aplotipo caseinico B-A-
A-B (CSN1S1-CSN2-CSN1S2-CSN3), consi-
derato ancestrale nella specie caprina, pre-
vale nettamente nella capra Buren, con una
frequenza superiore al 80% [13]. La variante
F di alfa,;-CN presenta una frequenza molto
bassa (0,033), a indicare quindi nella razza
una frequenza molto elevata (0,967) del CFP
con 4 serine fosforilate.

In collaborazione con la UR Pisa e stato
inoltre effettuato un ampio studio zootecnico
sulla capra Garfagnina [19]. Si tratta di una
razza autoctona italiana a rischio di estin-
zione, allevata in Toscana e per la quale ¢ in
corso un’opera di valorizzazione basata su
alcuni prodotti tipici sia di latte che di carne.
Per quanto riguarda la variabilita lattopro-
teica della razza, si & osservato come l'elevata
frequenza degli alleli di alfa,;-CN, associati
ad un elevato livello di questa proteina,
potrebbe facilitare la selezione a favore di
queste varianti, pit favorevoli dal punto di
vista dell’attitudine del latte alla caseifica-
zione. D’altra parte, la presenza di alleli
associati a un contenuto nullo e debole ri-
spettivamente di beta-CN e alfa,;-CN, po-
trebbe essere sfruttata per la produzione di
latte con particolari proprieta nutrizionali,
ad esempio in caso di specifiche allergie di

pazienti verso alfay,,-CN o beta-CN.

In uno studio condotto sull’idoneita del
latte di capra per 'alimentazione di individui
intolleranti al latte vaccino, sono stati ana-
lizzati per la loro allergenicita campioni
individuali di latte caprino caratterizzati da
differenti genotipi di alfa,,-CN. E stata os-
servata una reazione inferiore a 2 campioni.
Questo fatto suggerisce la possibilita di de-
stinare il latte caprino prodotto da animali
con particolari genotipi all’alimentazione di
pazienti selezionati per la loro intolleranza
a specifiche frazioni di caseina [20].

E’ stato, infine, messo a punto un micro-
array per I'analisi dei polimorfismi lattopro-
teici caprini, che permettera un’analisi si-
multanea di numerosi Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), particolarmente utile
per le diverse implicazioni selettive [21]. Il
metodo, basato sulla combinazione di PCR
multipla (mPCR), reazione di ligazione (LDR)
e ibridazione su un array universale (UA),
e stato messo a punto per analizzare, in una
prima versione, un totale di 20 importanti
SNP che caratterizzano le principali varianti
genetiche delle caseine caprine.

Per quanto riguarda la specie ovina, &
stata identificata a livello di beta-CN una
mutazione silente nella tripletta che codifica
per Gln,g, e una transversione C—A respon-
sabile della sostituzione amminoacidica
Leujgs—Ile g [17]. Una variante di alfa,-CN
é stata inoltre caratterizzata identificando
due mutazioni tra loro associate: una tran-
sversione C—G, responsabile della sostitu-
zione amminoacidica Asngy—Lyss, € una
transversione T—A a livello del 14° nucleotide
del 16° esone [17]. In particolare, le mutazioni
associate a scambi amminoacidici vanno
attentamente considerate per il potenziale
effetto sui peptidi bioattivi che da tali prote-
ine possono avere origine e sugli epitopi
responsabili di allergie con ripercussioni
sulla salute umana [22]. L'analisi delle se-
quenze ha messo inoltre in luce numerosi
polimorfismi sia negli esoni, sia nelle regioni
introniche ad essi strettamente adiacenti.
In particolare nella variante CSN2*X sono

8 Caroli et al (2011) Scienza e Tecnica Lattiero-Casearia, 62 (1), 5-18



state identificate diverse inserzioni/delezioni,
e alcune delle mutazioni che la distinguono
dalle varianti CSN2*A e CSN2*G sono le
stesse che si riscontrano nel confronto fra la
sequenze delle specie caprina ed ovina [19].

Si & infine collaborato, a corollario del
progetto, a uno studio sulla differenziazione
mioblastica e sulla deficienza di miostatina,
proteina che ha il compito di regolare
l'accrescimento della massa muscolare [23].

ASPETTI SALUTISTICI E NUTRIZIONALI DELLA
MEMBRANA E DEL CORE DEL GLOBULO DI GRASSO
DEL LATTE OVINO

La linea di ricerca e stata portata avanti
dall’UR Pisa. Lobiettivo e stato quello di
investigare le caratteristiche fisico-chimiche,
nutrizionali e salutistiche del latte ovino,
ponendo particolare attenzione alla frazione
lipidica. Lo scopo & stato raggiunto sia
tramite lo studio della valutazione fisica del
grasso andando ad indagare la morfometria
dei globuli, sia valutando la composizione
acidica del latte in toto, quella del core e
quella della membrana dei globuli di grasso.
Inoltre, & stata dosata l'attivita di alcuni
enzimi di membrana al fine di studiare le
relazioni che legano questultimi alla materia
grassa del latte.

Sono state individuate 14 pecore di razza
Massese, provenienti da un unico
allevamento, omogenee per ordine di parto
(pluripare), fase di lattazione e dieta. Un
prelievo di latte individuale, proveniente
dalla mungitura del mattino & stato
effettuato a 15 giorni dal parto. Da un unico
allevamento sono state inoltre scelte 7 pecore
pluripare di razza Massese che avevano
partorito nell’arco di una settimana e
stabulate 10 giorni prima del parto. Le pecore
usufruivano della stessa razione alimentare
e 1 campionamenti individuali di latte
provenivano dalla mungitura del mattino
secondo il seguente schema: momento 0 (12
ore dal parto), 3°,6°,10°, 15°, 20°, 30°, 45°,60°,
90°, 120° giorno dal parto. In totale i campioni
prelevati sono stati 91.

Il diametro dei globuli di grasso risulta

statisticamente maggiore nella fase
colostrale, mentre il numero di globuli/mL
tende a variare in maniera opposta al
diametro. Il profilo acidico mostra un
contenuto statisticamente minore di acidi
grassi a corta catena nel colostro, in
particolare C4:0, C6:0, C8:0, C10:0
aumentano nel corso della lattazione per poi
diminuire a 120 giorni. Andamento opposto
si registra per le lunghe catene ed in
particolare per C20:4 e C22:6. Nel colostro
sono presenti in minore quantita gli acidi
grassi saturi (61,67%), mentre maggiore ¢ il
contenuto di monoinsaturi (36,16%). I1 C12:0
tende ad aumentare nel corso della
lattazione, mentre C14:0 e C16:0 mostrano
i valori maggiori sia nel colostro che a 120
giorni; andamento inverso e stato registrato
per il C18:0. Il contenuto di C18:1t9 e CLA
¢9,t11 mostra valori stabili durante 1’arco
della lattazione e tende ad aumentare in
maniera significativa nell’'ultima fase.

Nella membrana dei globuli di grasso non
e presente 'acido butirrico (C4:0). Inoltre,
per tutto il periodo di lattazione, il C8:0, il
C20:3 omega 6, il C20:5, i1 C24:0 ed il C24:1
non subiscono modificazioni. Per quanto
riguarda le corte catene, gli acidi grassi C6:0
e C10:0 mostrano un andamento inverso: il
primo presenta valori massimi nel colostro
e minimi nell’ultima fase di lattazione. I1
contenuto di acidi grassi saturi € minore
nella membrana dei globuli di grasso
rinvenuti nel colostro (67,42 vs 72,88) rispetto
alle fasi di lattazione successive. I1 C12:0,
C14:0, C16:0 e C18:0 presentano lo stesso
andamento rilevato nella latte in toto. Il
contenuto di C22:6 si presenta inferiore nel
colostro (0,096 vs 0,163); di contro, ’acido
arachidonico C20:4 ha un andamento opposto
(0,191 vs 0,126)

Lo studio del profilo acidico del core
mostra quantita maggiori di acidi grassi a
corta catena rispetto alla membrana (10,95
vs 1,55). In particolare, il C4:0, il C6:0 e il
C8:0 tendono ad avere il valore minimo nella
fase colostrale e in quella finale; il C10:0,
pur essendo presente in quantita minime
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nel colostro, presenta andamento stabile a
partire dal 45° giorno di lattazione. Gli acidi
grassi C12:0, C14:0, C16:0 e C18:0 del core
presentano lo stesso andamento rilevato sia
nel latte in toto che nella membrana. Il CLA
¢9,t11 mostra i valori maggiori nella fase
colostrale e a 120 giorni di lattazione (0,28-
0,30). Come per la membrana anche nel core
il C20:4 mostra i valori maggiori nel colostro
e raggiunge il picco tra i 30 e i 45 giorni di
lattazione. Il C22:6 presenta i valori maggiori
nella prima settimana di lattazione.

Tutte le attivita enzimatiche specifiche,
eccetto quella della XDH, mostrano variazioni
significative nel corso della lattazione.
Lattivita della GGT & risultata massima nei
primi 20 giorni di lattazione come riportato
anche in studi su latte bovino [24]. La XO
ha mostrato un picco massimo di attivita a
45 giorni post partum, mentre la 5-N
aumenta successivamente. L’attivita della
AP aumenta al progredire della lattazione.
Le TMP sono risultate in quantita maggiore
a 12 ore post partum. Sono state evidenziate
relazioni positive tra attivita della AP e il
numero dei globuli e negative tra le attivita
di XO e XDH e le dimensioni dei globuli. Lo
studio ha messo in luce relazioni significative
tra attivita enzimatiche e alcuni acidi grassi
del latte [25].

A corollario della linea di ricerca, si &
collaborato con la UR Brescia alla valutazione
morfo-funzionale sulla popolazione caprina
Garfagnina [14, 20] silla quale e stata inoltre
condotta una valutazione sanitaria [26].

QUALITA NUTRIZIONALE DEL LATTE OVINO
E DEL FORMAGGIO IN RELAZIONE ALL’INTENSITA
DI PASCOLAMENTO

La linea di ricerca e stata portata avanti
dall’'UR Perugia in collaborazione con I'Uni-
versita di Palermo. Le sperimentazioni sono
state effettuate su pecore di razza Comisana
allevate al pascolo, differenziando le prove
in base alle condizioni pedoclimatiche
dell'Umbria e della Sicilia.

La prima prova condotta dalla UR Peru-
gia ha considerato due gruppi di 8 pecore

pluripare di razza Comisana. Gli animali
sono stati fatti pascolare su un appezzamento
di 4,5 ha per un periodo di 4 settimane se-
condo due diverse strategie di pascolamento:
continuo (EST) con un carico pari ad 8 capi
per 1,5 ha e continuo intensivo (INT) con un
carico di 1 capo/40 m?/d che prevedeva I'im-
piego di recinzioni elettrificate. La strategia
di pascolamento non ha influenzato le per-
formance produttive e le caratteristiche qua-
litative del latte fatta eccezione per il livello
di urea, piu elevato (P<0,01) nel latte dei
soggetti sottoposti ad una strategia di pasco-
lamento estensivo. La composizione acidica
della frazione lipidica del formaggio non
mette in evidenza sostanziali differenze fra
i due gruppi sperimentali.

La seconda sperimentazione & stata effet-
tuata impiegando 20 pecore pluripare di
razza Comisana omogenee per peso e lun-
ghezza di lattazione. Gli animali sono stati
ripartiti in 4 gruppi sperimentali corrispon-
denti ad altrettanti trattamenti alimentari.
Il gruppo controllo era caratterizzato da una
bassa percentuale lipidica ed un elevato
contenuto in carboidrati non strutturali, gli
altri gruppi ricevevano tre mangimi speri-
mentali costituiti da due fonti lipidiche: lino,
sansa denocciolata essiccata miscelata ad
erba medica disidratata (20%), ed un mix
delle due fonti. Non si sono evidenziate dif-
ferenze statisticamente significative fra i
trattamenti alimentari per le caratteristiche
del latte (composizione centesimale in latto-
sio, grasso, proteine totali, caseine, parametri
lattodinamografici e cellule somatiche). La
minore intensita di colore giallo evidenziata
nel formaggio ottenuto da latte di animali
che avevano consumato sansa come tale o
miscelata con lino, evidenzierebbe la proba-
bile attivita antiossidante determinata dai
polifenoli presenti in essa. Interessanti sono
irisultati relativi alle variazioni riscontrabili
nei parametri colorimetrici dei formaggi
durante la conservazione in cella a 4 °C
senza illuminazione, misurati su campioni
presi nella porzione interna delle forme.
Significativo e risultato I'effetto dell’intera-
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zione tra trattamento alimentare e tempo
di conservazione (P < 0,05).

Al fine di valutare il bilancio ossidativo
del latte ovino, sia nella frazione idrosolubile
che in quella liposolubile, ¢ stata effettuata
un’analisi su campioni di latte di pecore
Comisane a inizio lattazione. Su tali campio-
ni, frazionati come latte “intero”, “scremato”,
“siero” e “siero deproteinato”, sono stati de-
terminati composizione centesimale, conta
cellulare, capacita antiossidante, carbonili,
sostanze che reagiscono con I’acido tiobarbi-
turico (TBARS), metaboliti reattivi dell’ossi-
geno, gruppi sulfidrile, acido ascorbico, tenore
in colesterolo e grado di protezione antiossi-
dante (DAP) del colesterolo stesso. La meto-
dica TAC (Total Antioxidant Capacity o Tro-
lox Equivalent Antioxidant Capacity) e
risultata facilmente applicabile per la stima
della capacita antiossidante del latte, sia
nella frazione idrosolubile che in quella lipo-
solubile, a patto di effettuare alcune mani-
polazioni preparative preliminari. La mag-
gior parte della capacita antiossidante del
latte e attribuibile alle proteine e, in parti-
colare, alle caseine, sebbene virtualmente
prive di gruppi sulfidrile disponibili. Nel
complesso, la dotazione di antiossidanti pre-
senti nel latte di soggetti in buono stato
sanitario e risultata sufficiente a limitare
lossidazione della materia grassa e delle
proteine [27, 28].

Nella prima prova sperimentale condotta
dall’Universita di Palermo sono state utiliz-
zate 24 pecore Comisane suddivise in 3 grup-
pi omogenei, ciascuno dei quali ha utilizzato
con pascolamento continuo uno di tre appez-
zamenti di 0,5 ha coltivati rispettivamente
con un erbaio di avena (Avena sativa) e
trifoglio alessandrino (Trifolium alexandri-
num) in consociazione, un prato di sulla
(Hedysarum coronarium) di secondo anno e
un prato di cicoria (Cichorium intybus). La
disponibilita di fitomassa e risultata inferiore
per la cicoria rispetto alla consociazione e
alla sulla (1242 vs 1911 e 2532 kg/ha SS). 11
tempo dedicato dagli animali a pascolare, &
stato inversamente proporzionale alla dispo-

nibilita di biomassa presente nei settori,
quindi ha seguito un andamento decrescente
passando dalla cicoria alla consociazione e
alla sulla. Nel complesso si e rilevata una
maggiore produzione di latte negli animali
che pascolavano la cicoria rispetto alla con-
sociazione (1243 vs 1003 g/d; P<0,01), mentre
valori intermedi sono risultati con la sulla
(1136 g/d). Sono emerse maggiori produzioni
di latte nel primo periodo di pascolamento
(aprile), corrispondente ad una maggiore
disponibilita del pascolo. La superiorita pro-
duttiva dei gruppi che pascolavano la cicoria
e la sulla rispetto alla consociazione é risul-
tata significativa nel primo periodo; nel
secondo periodo (maggio), la cicoria ha con-
sentito di contenere la riduzione della pro-
duzione di latte, pit marcata per le altre
specie foraggere. Le percentuali in grasso,
proteina e caseina del latte hanno subito un
effetto di diluizione che ne ha provocato la
diminuzione all’aumento della quantita di
latte prodotto. L'urea e risultata superiore,
anche se con differenze non significative, nel
latte delle pecore che pascolavano la sulla e
la cicoria (39,1 e 40,6 vs 33,1 mg/dL), essendo
tali specie piu proteiche rispetto alla conso-
ciazione (14,1 e 14,2 vs 9,8 % SS), e nel primo
periodo rispetto al secondo, quando gli ani-
mali pascolavano erbe piu giovani. I para-
metri di attitudine alla coagulazione del latte
non hanno mostrato differenze fra i gruppi
sperimentali. I risultati emersi confermano
la notevole produttivita della sulla e il suo
effetto positivo sulla produzione di latte.
Sono state evidenziate, inoltre, le interessanti
potenzialita della cicoria, ottima foraggera
in grado di assicurare nel tempo una buona
qualita dell’erba e di incrementare le perfor-
mance produttive delle pecore da latte [29].

La seconda prova sperimentale condotta
in Sicilia ha riguardato 32 pecore Comisane
suddivise in 4 gruppi omogenei che sono stati
assegnati ai seguenti trattamenti: pascola-
mento continuo su 0,5 ha di sulla; pascola-
mento continuo su 0,5 ha di consociazione
avena-trifoglio alessandrino; pascolamento
turnato su 0,5 ha di sulla; pascolamento
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turnato su 0,5 ha di consociazione. Il pasco-
lamento turnato ha determinato una mag-
giore produzione di foraggio rispetto al pa-
scolamento continuo. Le pecore al pascolo
continuo hanno dedicato un tempo maggiore
ad alimentarsi rispetto a quelle al pascolo
turnato (180 vs 161 min/d; P<0,05), proba-
bilmente a causa della minore quantita di
erba che avevano a disposizione, ed hanno
prodotto una maggiore quantita di latte
(1070 vs 951 g/d; P<0,05), indipendentemente
dalla specie pascolata. I risultati ottenuti
contribuiscono ad avvalorare la tesi secondo
la quale il pascolamento turnato, sebbene
consenta alle colture una maggiore possibilita
di ricaccio che si traduce in una maggiore
produzione di biomassa per unita di super-
ficie, non sempre determina incrementi della
produzione di latte degli animali, e questo
a causa del minore valore nutritivo del fo-
raggio utilizzato in fasi di sviluppo piu avan-
zate [30].

Per entrambe le prove, ¢ in fase di com-
pletamento la determinazione della compo-
sizione acidica del latte ovino prodotto nelle
diverse tesi sperimentali; la definizione del
profilo acidico del latte, e in particolare dei
livelli di CLA, PUFA e acidi omega 3, fornira
utili elementi per valutare quanto la specie
foraggera e la tecnica di pascolamento pos-
sano incidere sulle proprieta salutistiche dei
prodotti lattiero caseari ovini.

COMPONENTI BIOATTIVE DEL LATTE
E DEI SIERI RESIDUI DALLA PRODUZIONE
DEI FORMAGGI OVI-CAPRINI

Nel latte delle quattro specie ruminanti
il 5% dell’azoto totale (NT) & azoto non pro-
teico (NPN), costituito, oltre che da urea, da
peptidi generati dall’azione di proteasi endo-
gene sulle frazioni caseiniche. A tal riguardo
uno studio condotto sul latte umano ha messo
in evidenza la presenza di peptidi per la
maggior parte derivanti dalla beta-CN, tra
cui beta-casomorfine [31]. Anche nel latte
bovino & stata evidenziata la presenza di
peptidi derivanti dalla stessa frazione casei-
nica, tra cui il peptide beta-CN f(190-209),

precursore anti-ACE (Chianese, risultati
personali).

Nella presente ricerca ¢ stata determinata
la quantita e la qualita dei peptidi presenti
nel latte di capra in funzione degli alleli al
locus alfa,-CN. Contrariamente al contenuto
in NT, 'NPN estratto dal latte alfa,;-CN FF
e risultato piu elevato rispetto al latte alfag;-
CN AA e BB (0,060 % vs 0,036 e 0,049 rispet-
tivamente). I peptidi originati dalla alfag;-
CN AA e BB derivano da due zone della
proteina, rispettivamente comprese tra i
residui Leuyy-Alag, e Proigg-Met s, mentre la
sola sequenza alfa,;(46-62) e derivata dalla
alfa,;-CN FF. La alfa,,-CN risulta piu inerte
all’azione delle proteasi endogene del latte
dando origine a due sole specie peptidiche
identiche per i quattro fenotipi considerati.
Dalla beta-CN si origina il maggior numero
di peptidi, in particolare dalla sequenza C-
terminale (f 182-207). Nel caso del latte alfag;-
CN FF sono stati trovati anche peptidi deri-
vanti dalla beta-CN (f 123-143). Solo in que-
sto latte sono stati trovati peptidi derivanti
dalla sequenza C-terminale (CMP) della
kappa-CN, piu o meno glicosilati. Il pattern
peptidico derivante dalla zona C-terminale
di beta-CN e stato identificato anche in
campioni di latte crudo ovino a partire dalla
beta-CN (f 191-207).

Come proseguimento del precedente
PRIN (prot. 2005075887_005), & stato valu-
tato il livello quantitativo e la composizione
peptidica dei sieri residui dalla lavorazione
di due latti massali contenenti gli alleli “forti”
(stero 1) o gli alleli “deboli” (siero 2) di alfag;-
CN. Il contenuto di NT (%) in entrambi i
campioni e risultato inferiore a quello ripor-
tato da Casper et al [32] (0,48 e 0,61 vs 0,77)
per I'inglobamento delle sieroproteine nel
coagulo caseoso [33], mentre il livello di
NPN e risultato sempre maggiore (0,41 e
0,31 vs 0,05).

I peptidi identificati in entrambi i cam-
pioni derivano quasi esclusivamente dell’idro-
lisi delle caseine. In particolare nel siero 1
sono stati identificati 16 peptidi con PM
compreso tra 713 e 8566 Da, di cui 14 di
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origine caseinica e due sieroproteica. Tra i
peptidi di origine caseinica sei derivano dalla
alfag,-CN, cinque dalla alfa,;-CN, due dalla
beta-CN e uno dalla kappa-CN. Tra questi
sono stati trovati i tre peptidi fosforilati
alfa,;-CN f(84-154)1P, alfa,-CN f(57-71)2P,
alfa,,-CN f(127-161)2P carrier di calcio, in-
fluenzandone positivamente ’'assorbimento
[34]. E stato dimostrato che il legame tra
calcio e fosfopeptidi porta alla formazione di
un complesso con effetti anticariogenici [35,
36] . Tra i peptidi identificati vi sono precur-
sori di bioattivita come quella anti-ACE
[alfag,-CN f(173-180), beta-CN (106-113)],
oppioide alfa,;-CNf(84-154), alfa,;-CNf(91-
104), alfa,;-CNf(95-103)] e antimicrobica
[alfa,;-CN B f(84-154)]. I peptidi di origine
sieroproteica derivano entrambi dalla alfa-
lattoalbumina (LA) [f(60-78) e f{104-113)] di
cui il secondo precursore del peptide anti-
ACEf(104-108).

Nel siero 2 sono stati identificati 36 pep-
tidi con PM compreso tra 505 e 2749 Da, di
cui 29 di origine caseinica. Tra questi, 15
provengono dall’idrolisi della alfa,-CN tra
cui sei fosfopeptidi [alfa,-CN f{1-21)2P, alfag,-
CN 1(54-71)3P, alfa,,-CN f(121-153)3P, alfa,,-
CN f(127-150)2P, alfa,-CN f(139-151)1P, as2-
CN f(154-167)1P] e tre precursori anti-ACE
[alfa-CN f{172-194), f{175-182) e f{190-194)].
Dei sei peptidi originati dalla beta-CN, tre
derivano dalla regione N-terminale, di cui
uno fosforilato [f(13-31)4P], due dalla porzio-
ne centrale della proteina [f(88-107), f(116-
133)] e uno dalla regione C-terminale [f(192-
200)], precursore anti-ACE. I peptidi identi-
ficati della kappa-CN sono costituiti dal
frammento kappa-CN f(14-30) e dai suoi
derivati f(19-25), f(18-24) e f(14-18). Dei
quattro peptidi derivanti dalla alfa,;-CN, tre
si originano dalla regione N-terminale,
alfas1-CN f(1-23); in particolare, derivano
dal frammento che si forma per azione della
chimosina sul legame Phe*-Phe? della pro-
teina durante la coagulazione del latte. I
peptidi derivanti dalla alfa-LLA sono costituiti
dai frammenti f(104-117) e f{104-113), que-
st’ultimo presente anche nel siero 1, e dai

frammenti f(98-107) e f(6-26). A differenza
del siero 1, nel siero 2 sono stai rinvenuti
anche frammenti della beta-lattoglobulina
(LG) come f(13-17), f(21-42) e f(78-101), que-
st’ultimo precursore “oppioide”.

Il siero ovino, a differenza di quello capri-
no, rappresenta un’importante refluo dell’in-
dustria lattiero-casearia sarda, produttrice
della maggiore quantita di formaggio ovino
in Italia, tra cui tre DOP (Pecorino Romano,
Fiore Sardo e Pecorino Sardo). Il siero residuo
alla trasformazione viene, per la maggior
parte, trasformato in Ricotta producendo
come refluo da smaltire la scotta. Nel pre-
sente progetto di ricerca e stata determinata
la composizione chimica e peptidica di un
siero ovino residuo dalla lavorazione del
formaggio Pecorino e della scotta derivante
dalla sua trasformazione in Ricotta. In en-
trambi i casi il componente pitu abbondante
e il lattosio, come era da attendersi, seguito
dalle proteine (contenuto minore nella scotta
per il processo di ricottazione).

Mediante spettrometria di massa, si e
evidenziato un numero maggiore di peptidi
nel siero ovino (n = 85) rispetto alla scotta
(n = 56). La maggior parte dei peptidi deriva
dalla beta-CN tra cui molti bioattivi, sulla
base della loro omologia di sequenza con noti
biopeptidi bovini (oppioidi, immunomodula-
tori, carriers di minerali ed antipertensivi).
Nella scotta, diversamente dal siero, sono
presenti anche peptidi derivanti dalla beta-
LG. Questo risultato & da mettere in relazione
al trattamento termico subito dal siero nel
processo di produzione della Ricotta. E’ noto,
infatti, che le sieroproteine, a differenza delle
caseine, non sono suscettibili all’azione delle
proteasi batteriche allo stato nativo ma solo
in quello “destrutturato” in seguito al tratta-
mento termico come durante la ricottazione.

Questi risultati indicano che sia il latte
dei piccoli ruminanti che i sieri residui della
lavorazione dei loro formaggi hanno una
peculiare composizione peptidica caratteriz-
zata da potenziali interessanti bioattivita,
che costituiscono un valore aggiunto ad en-
trambe le produzioni.
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RESISTENZA GENETICA ALLE ENCEFALOPATIE
SPONGIFORMI TRASMISSIBILI ED EFFICIENZA
ECONOMICA E BIOLOGICA IN RAZZE OVINE

Il lavoro di ricerca portato avanti dall’lUR
Torino si proponeva due obiettivi: 1) analiz-
zare le relazioni fra genotipo PRNP e alcune
caratteristiche connesse ad aspetti produttivi
negli ovini delle razze Biellese e Sambucana,
2) valutare 'evoluzione della variabilita
complessiva delle razze considerate mediante
Panalisi di alcuni loci microsatelliti associati
e non al locus PRNP.

Per quanto concerne il primo obiettivo, &
stato adottato 'approccio basato sull’analisi
delle eventuali differenze fra i portatori di
ARR e tutti gli altri soggetti. L'ipotesi nulla
era quindi 'assenza di un effetto pleiotropico
di PRNP o di una stretta associazione con
un economic trait locus (ETL) di effetto rela-
tivamente ampio. Si sono considerati due
greggi, uno di pecore Biellesi e uno di pecore
Sambucane gia tipizzate per il locus PRNP
dal laboratorio di Genetica e neuropatologia
dell'Istituto Zooprofilattico Sperimentale del
Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta, per un
totale di 112 e 104 animali rispettivamente.
Su ogni animale sono state rilevate le se-
guenti misure biometriche: altezza al garrese,
lunghezza del tronco, dimensioni bisiliaca e
bisischiatica del bacino, circonferenza dello
stinco. Sono quindi stati calcolati due indici
somatici: l'indice di compattezza (altezza al
garrese/lunghezza del tronco) e le proporzioni
del bacino (larghezza bisischiatica/ larghezza
bisiliaca). Le misure dirette sono state rile-
vate su immagini ottenute da riprese effet-
tuate con videocamera digitale in condizioni
standardizzate (metodo VIA, Video Image
Analysis). Un lavoro preliminare e stato
realizzato per convalidare l'impiego del me-
todo VIA rispetto al classico bastone di
Lydtin, che consente una misurazione diretta
e fornisce quindi valori reali. I due metodi
forniscono risultati altamente correlati (co-
efficiente di correlazione > 0,9). Il metodo
VIA & sembrato comunque l'approccio in
grado di offrire maggiore ripetibilita e affi-
dabilita. I dati rilevati sono quindi stati

sottoposti all’analisi statistica considerando
tre differenti ripartizioni dei campioni in
base ai genotipi: ARR/ARR, ARR/monARR,
nonARR/nonARR; ARQ/ARQ, ARQ/nonARQ),
nonARQ/nonARQ e ARR/ARR, ARR/ARQ,
ARQ/ARQ. I confronto fra animali che pos-
sedevano l'allele ARR e tutti gli altri non ha
evidenziato differenze significative per nes-
suna delle misure rilevate: 1a "dose" di gene
che una pecora ha ricevuto non sembra in-
fluenzare le sue caratteristiche morfologiche.
I risultati ottenuti non evidenziano effetti
maggiori né per l'allele ARR né per 1'allele
ARQ sulle caratteristiche morfologiche delle
due razze: qualunque via si voglia adottare
per la lotta alla scrapie, la selezione volta
ad aumentare la frequenza dell'allele ARR
non sembra in conflitto con gli obiettivi del
miglioramento genetico per i caratteri di
conformazione legati alla produzione della
carne.

Per quanto concerne il secondo obiettivo
sono stati scelti due gruppi di giovani maschi
di razza Sambucana: 80 nati nel 2004, prima
dell’avvio del programma selettivo e 67 nati
dopo il 2005. La variabilita genetica e stata
stimata mediante I'analisi di 15 loci micro-
satelliti distribuiti su cromosomi diversi da
0OAR13, su cui mappa PRNP; in tal modo si
¢ inteso considerare il complesso del genoma
esente da effetti diretti della selezione per
la resistenza alla scrapie. I prodotti di PCR
sono stati separati con analizzatore genetico.
I1 tasso di errore e stato determinato repli-
cando a caso il 10% dei campioni. Informa-
zioni sulla struttura demografica della razza,
raccolte sia direttamente in 13 aziende (1362
animali) sia sul sito dell’Assonapa (ht-
tp://www.assonapa.com/), hanno permesso
di stimare I'intervallo tra generazioni e la
grandezza effettiva della popolazione. Lete-
rozigosi residua dopo 50 anni di applicazione
del piano selettivo e stata stimata come Ht
= HO(1 — 1/2Ne)”"t, dove t & il numero di
generazioni che si succedono in 50 anni, HO
= H ante 2005 e Ht I'eterozigosi prevista alla
t-esima generazione. Un locus ¢ stato elimi-
nato perché non ha fornito prodotti di PCR
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in gran parte dei campioni. Sui 14 loci re-
stanti il tasso di errore e risultato inferiore
all’1%. I due gruppi (ante e post 2005) non
si sono differenziati in modo significativo
per eterozigosi attesa secondo HW, numero
di alleli e ricchezza allelica [37]. Lindice Fst
e risultato eguale a 0,005 e non significativo:
solo lo 0,5% della variabilita dipende dal
fatto che sono stati confrontati due gruppi
diversi di animali. Pertanto le differenze di
frequenze alleliche sono da considerarsi
casuali. I due gruppi si differenziano invece
in modo significativo per le frequenze alleli-
che al locus PRNP (F'st=0,073, P<0,001) [38].
Cio indica che la selezione per la resistenza
alla scrapie sta ottenendo risposta. Le infor-
mazioni demografiche raccolte hanno per-
messo di stimare un intervallo tra genera-
zioni di circa 5 anni ed una Ne=645 (2005).
La perdita di eterozigosi che la popolazione
potrebbe subire nei prossimi 50 anni in fun-
zione di tale valore di Ne, costante nel tempo,
e risultata pari circa al 1%, una previsione
che deve essere interpretata con cautela:
poiché non e stato possibile tenere conto
della varianza della numerosita della proge-
nie, 'approccio usato per calcolare Ne potreb-
be aver sovrastimato la grandezza effettiva
della popolazione e sottostimato la successiva
perdita di eterozigosi.

I risultati evidenziano che la popolazione
ha conservato la propria variabilita genetica
nonostante la pressione selettiva alla quale
& sottoposta. Una frequenza dell’allele ARR
simile a quella riscontrata nella Sambucana
prima dell'inizio del programma di selezione
e quindi da considerarsi sufficiente per
ottenere una risposta significativa senza
eccessivi rischi per la conservazione della
variabilita della popolazione. Ai fini della
conservazione sara comunque fondamentale
evitare in futuro riduzioni di grandezza,
reale ed effettiva.

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti evidenziano, da
svariati punti di vista, numerose poten-
zialita legate alle produzioni dei piccoli

ruminanti e alle loro ricadute sulla salute
pubblica. Tra le principali indicazioni
emerse dal progetto, vanno sottolineate
in particolare:

— la potenziale presenza di numerosi
peptidi bioattivi nel latte dei piccoli rumi-
nanti e la notevole variabilita che tali peptidi
presentano per effetto del polimorfismo ge-
netico lattoproteico;

— lavariabilita delle attivita enzima-
tiche della membrana del globulo di grasso
del latte ovino nel corso della lattazione e le
correlazioni con la dimensione e il numero
dei globuli di grasso e con la componente
acidica;

— la necessita di considerare atten-
tamente le possibili relazioni tra qualita
nutrizionale del latte ovino e del formag-
gio e tipologia di pascolamento nel defi-
nire le strategie di allevamento estensi-
vo;

— la peculiare composizione peptidica

del latte dei piccoli ruminanti e dei sieri
residui dalla lavorazione casearia, con bioat-
tivita latente che potrebbe conferire valore
aggiunto alle produzioni;

—  Tlassenza di conflitto tra la selezione
volta ad aumentare la frequenza dell'allele
PRNP*ARR e il miglioramento genetico per
i caratteri di conformazione legati alla pro-
duzione della carne nell’ovino.

Perché I'allevamento dei piccoli ruminanti
venga salvaguardato e valorizzato, occorre
una sempre maggior attenzione alle esigenze
del consumatore e, in particolare, al crescente
interesse per gli aspetti salutistici e nutra-
ceutici dei prodotti di origine animale. 11
progetto PReSAL ha dimostrato I'importanza
di un approccio integrato, non solo tra diffe-
renti competenze ma anche tra diverse espe-
rienze di ricerca nazionali e internazionali,
per rispondere efficacemente agli interessi
e alle problematiche emergenti nel settore
agroalimentare delle produzioni ovine e ca-
prine.
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