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PARTE GENERALE




1. Introduzione

1.1. Qualita della carne

La carne rappresenta un alimento estremamente importante nella dieta della
popolazione mondiale. Per secoli, la carne ¢ stata considerata un cibo nobile che
contribuiva alla forza, alla salute e alla longevita dell’essere umano. Essa
rappresenta, infatti, un’importante fonte di proteine ad elevato valore biologico,
ferro, zinco, fosforo e vitamine del gruppo B (tiamina, riboflavina e cobalamina)

(Tab. 1).

Tabella 1 - Comparazione di alcuni nutrienti contenuti nella carne bovina ed ovina.
Fonte: Vandendriessche (2008)

Carne

Valori per 100g Bovina Ovina
Energia (kJ) 523.0 564.5
Proteine (g) 22.5 20.3
Grasso (g) 3.7 5.8
Niacina (mg) 6.2 6.2
Vitamina B12 (pg) 1.4 1.7
Ferro (mg) 2.0 1.9
Zinco (mg) 4.3 3.5
Selenio (pg) 13.6 9.2

L’attenzione e la considerazione nei confronti di questo prodotto, e piu in
generale nei confronti dei prodotti di origine animale, ¢, pero, molto mutata nel
corso dei tempi. In Italia, in concomitanza con la crescita economica che ha
caratterizzato il secondo dopoguerra, il consumo di carne ¢ cresciuto in modo
esponenziale (Fig. 1) assurgendo a vero e proprio simbolo del benessere di quel

periodo. Tale incremento ¢ bruscamente rallentato alla fine degli anni ‘90 a



seguito di una serie di problemi igienico-sanitari legati all’allevamento degli
animali (encefalopatia spongiforme bovina, febbre catarrale, scrapie, ecc), per poi
riprendere a crescere. Scandali come quello della “mucca pazza”, se da una parte
hanno minato la fiducia dei consumatori nei confronti dell’industria dei prodotti di
origine animale, dall’altra 1i hanno resi piu critici ed interessati alle dinamiche
della filiera agroalimentare. Inoltre, la disponibilita di nuove conoscenze relative
agli effetti dei comportamenti alimentari sulla salute umana che dimostrano, con
sempre maggiore evidenza, la correlazione tra I’eccessivo consumo di carne e
I’insorgenza di una serie di disturbi clinici (malattie cardiovascolari (Xiaosong,
2007), obesita (Liseeau et al., 2004), osteoporosi e diabete (Aggett et al. 2005),
cancro del colon (Norat et al., 2005), ha spostato 1’attenzione dalla quantita alla
qualita della carne consumata nonché cambiato i parametri su cui si basa la

valutazione della qualita della carne.



Figura 1 — Consumo procapite di alimenti di origine animale in Italia — Fonte ISTAT 2009
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La norma ISO 9000 del 2000 definisce la qualita di un prodotto, sistema o
processo, come la sua capacita di soddisfare le richieste implicite ed esplicite del
cliente (consumatore). Nei prodotti alimentari si identificano diversi aspetti
classici della qualita, generalmente raggruppati in aspetti igienico-sanitari,
nutrizionali edonistici e tecnologici (Grunert, 2006). Alcuni di essi, come la
sicurezza igienico-sanitaria di un alimento, ovvero la sua incapacita di provocare
danno, malattia o morte all’individuo che lo assume, sono imprescindibili e
garantiti dalla legge, quindi non risultano determinanti per le scelte del

consumatore al momento dell’acquisto. Parametri come 1’apporto calorico, la
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percentuale di grasso nonché le sua composizione, ’aspetto, I’aroma, la facilita
e/o velocita di cottura sono, invece, in grado di generare differenze fortemente
caratterizzanti fra un prodotto e un altro e di condizionare profondamente le scelte
di acquisto (Bernues et al., 2012). Negli ultimi anni, il consumatore ha posto
I’attenzione anche su aspetti diversi da quelli classici. Oggi si da, infatti, sempre
piu importanza ad aspetti etici, quali ad esempio il rispetto del benessere animale
e dell’ambiente (Sepulveda et al., 2011, Martin-Cerezo et al., 2005) o anche la

valorizzazione dei prodotti del territorio (Luykx et al., 2008).

1.1.1. Parametri della qualita della carne

Il grasso e la sua composizione

Il grasso contenuto nella carne rappresenta uno dei principali fattori da tenere
in considerazione quando si valuta la qualita di questo prodotto. D’Amicis e
Turrini (2002) e Bernabéu e Tendero (2005) riportano che, nel corso degli ultimi
anni, questo parametro ha riscosso un sempre maggiore interesse da parte del
consumatore. E, infatti, noto che la quantita del grasso ingerito tramite il consumo
di carne rappresenta un rischio per la salute umana. Il World Cancer Research
Fund/American Institute for Cancer Research (2007) ha osservato come in Nord
America, dove si consuma la piu elevata quantita di carne procapite, ci sia una
netta correlazione tra un eccessivo consumo di carne, obesita, malattie
cardiovascolari e cancro. Anche la qualita del grasso ingerito gioca un ruolo
fondamentale nello sviluppo di queste patologie. Gli acidi grassi saturi (SFA),
specificamente ’acido miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), sono contenuti in

concentrazioni piu elevate nel grasso della carne dei ruminanti e sono anche quelli



per cui ¢ stato dimostrato un ruolo nell’eziologia delle malattie dell’apparato
circolatorio, tipiche della societa occidentale (McAfee et al., 2010; Micha et al.,
2010). Al contrario, il consumo di acidi grassi mono- (MUFA) e polinsaturi
(PUFA), in particolare quelli della serie ®-3, € stato associato a una riduzione dei
livelli di colesterolo, della pressione arteriosa e del diabete di tipo I (McAfee et
al., 2010; Molendi-Coste et al., 2011). In considerazione di questo, la FAO (2010)
afferma che solo il 10% dell’energia totale assunta con la dieta dovrebbe
provenire dagli acidi grassi saturi.

Negli ultimi decenni ¢ stata effettuata un’enorme quantitd di studi per
implementare strategie volte a ridurre I’accumulo di SFA a favore dei PUFA nel
grasso della carne. Una parte degli acidi grassi contenuti nella carne ¢ di origine
endogena, un’altra parte proviene direttamente dall’alimentazione (Fig. 2) e puo

essere modificata dal regime alimentare cui sono sottoposti gli animali.

Figura 2 - Origine degli acidi grassi della carne — Fonte Mapiye et al., 2012
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E stato osservato che una dieta ricca di PUFA basata sull’erba verde (Popova et
al., 2007; Nuernberg et al., 2008) o provenienti da semi oleosi (Jenkins et al.,
2008) ¢ in grado di aumentare il tenore di PUFA nel grasso della carne. Infatti,
oltre ad essere assorbiti e depositati nel grasso muscolare in maggiore quantita,
essi producono anche un feed-back negativo sulla biosintesi de novo degli acidi
grassi saturi. Tuttavia, nei ruminanti I’incremento del trasferimento dei PUFA
dalla dieta al grasso del muscolo non ¢ lineare come nei monogastrici (Jenkins et
al., 2008) a causa della bioidrogenazione ruminale, processo per mezzo del quale,
1 PUFA, tossici per la microflora ruminale, vengono detossificati mediante una
progressiva desaturazione dei doppi legami operata dagli enzimi batterici (Kemp e
Lander, 1984). Il principale prodotto della bioidrogenazione ruminale ¢ I’acido
stearico (C18:0) (Harfoot e Hazelwood, 1997), un acido grasso saturo che
contribuisce ad aumentare la percentuale di SFA nel grasso. Per aumentare
Iefficienza di trasferimento dei PUFA dalla dieta al grasso ¢ necessario
proteggerli dall’attacco dei batteri ruminali. La somministrazione di alimenti
ricchi di tannini condensati, molecole capaci di formare legami molto stabili con
le proteine, si ¢ dimostrato un mezzo efficace per inibire 1’attivita degli enzimi
microbici a livello ruminale in vitro (Vasta et al., 2009a) e in vivo (Vasta et al.,
2009b). Durante il processo di bioidrogenazione vengono prodotti una serie di
intermedi molto importanti per gli effetti che hanno sulla saluta umana; di
particolare interesse ¢ 1’acido linoleico coniugato (cis-9, trans-11 CLA). Questo
acido grasso ¢ 1’unico per cui sia stata dimostrata 1’attivita anticarcinogenica, €
pertanto gli alimenti che lo contengono possono essere definiti alimenti funzionali

(Enser et al, 2001). I CLA viene prodotto sia nel rumine durante la



bioidrogenazione ruminale a partire dall’acido linoleico e linolenico, sia a livello
endogeno nella ghiandola mammaria e nel tessuto muscolare per opera
dell’enzima A’-desaturasi a partire dall’acido trans-vaccenico (C18:1 trans)
precedentemente formatosi nel rumine (Fig. 3). Come per gli altri PUFA, la sua
presenza nella carne ¢ positivamente correlata alla presenza dei suoi precursori
polinsaturi (acido linoleico e linolenico) nella dieta e negativamente correlata ai

fattori che inibiscono la bioidrogenazione ruminale.

Figura 3 - Origine dell'acido linoleico coniugato (c9 t11). Fonte Chilliard et al., 2007
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La tenerezza

Sebbene essa non possa essere valutata al momento dell’acquisto ma solo al
momento del consumo, la tenerezza rappresenta un altro fattore molto importante
nel determinare la qualita della carne. Essa viene definita come lo sforzo al taglio

misurato in kg/cm” (Warner et al., 2010). Essenzialmente, la tenerezza dipende dai



processi glicolitici post-mortem, dalle modalita di accorciamento del sarcomero
durante il rigor mortis, dalla quantita e dalla solubilita del tessuto connettivo, dai
processi proteolitici che si istaurano dopo la morte dell’animale a carico della
componente fibrillare del muscolo e dalla quantita del grasso di infiltrazione
(Koohmaraie & Geesink, 2006; Hocquette et al., 2010).

I processi metabolici delle cellule muscolari continuano per un certo periodo
anche dopo la morte dell’animale; il catabolismo del glicogeno ¢ uno dei processi
piu importanti nel determinare la tenerezza delle carni (Thompson et al., 2006).
Infatti, I'utilizzo del glicogeno come fonte di energia per la respirazione cellulare
determina un abbassamento del pH a seguito dell’accumulo di acido lattico e per
la liberazione di ioni H™ dall’ATP. L’ambiente acido che ne deriva determina il
rilascio degli iono Ca++ dal reticolo endoplasmatico e I’instaurarsi del rigor
mortis (Thompson et al., 2006).

Hwang et al. (2003) studiando I’effetto dell’abbassamento di temperatura della
carcassa sulla tenerezza della carne, hanno osservato che un abbassamento troppo
rapido della temperatura dopo la morte dell’animale determina una repentina
contrazione delle fibre muscolari e al contempo una glicolisi troppo lenta,
causando vere e proprie contratture che contribuiscono a ridurre la tenerezza della
carne; anche un abbassamento troppo lento della temperatura determina
I’indurimento della carne. Infatti, in questo caso, la glicolisi, consuma troppo
rapidamente il glicogeno contenuto nel muscolo andando a inficiare il
proseguimento dei processi di frollatura. Le variazioni di pH e la concentrazione
di ioni Ca™ sono responsabili anche dell’attivazione del sistema calpaine-

calpastatine, enzimi proteolitici in grado di risolvere il rigor mortis e denaturare le



proteine mio fibrillari e sarcoplasmatiche favorendo I’intenerimento della carne
(Weaver et al., 2008). Gli enzimi proteolitici non hanno, perd nessun effetto sul
tessuto connettivo, la cui quantita dipende essenzialmente dall’eta dell’animale,
dall’alimentazione e dal sistema di allevamento (Knee et al., 2007).

La quantita di glicogeno ¢ quindi determinante per 1 processi di frollatura della
carne; fattori come lo stress che precedono la macellazione, la tipologia di
allevamento e il tipo di alimentazione influiscono sulla quantita di glicogeno nel
muscolo. E noto, infatti, che un elevato stress poco prima della macellazione
determina un elevato consumo di glicogeno nel muscolo, causando un
insufficiente calo del pH e una ridotta attivita degli enzimi proteolitici (Channon
et al,, 2000). E dimostrato che il sistema di allevamento e 1’alimentazione
influiscono sulla tenerezza delle carni (Knee et al., 2007); I’alimentazione
influisce anche sullo stato di ingrassamento degli animali e di conseguenza sulla
quantita di grassi di infiltrazione presente nel muscolo. Hocquette et al. (2010)
riportano che il grasso di infiltrazione aumenta la tenerezza e la succosita della

carne grazie alla sua azione di seperazione fisica delle fibre di collagene.

1.2. 1l colore

A fronte della molteplicita di aspetti qualitativi da valutare nel prodotto carne,
al momento dell’acquisto, lo strumento piu importante, se non ’unico, di cui
dispone il consumatore per scegliere un prodotto piuttosto che un altro ¢ la vista.
Da piu di 40 anni, infatti, il colore ¢ ritenuto in assoluto I’attributo piu importante
di un alimento e della carne in particolare; infatti, un prodotto, il cui colore sia

inaccettabile per il consumatore, non verra acquistato e ogni suo altro attributo



perdera importanza (Clydesdale, 1978). Anche studi piu recenti confermano che il
colore della carne riveste un ruolo fondamentale nelle preferenze espresse dal
consumatore (Liu et al., 1995; Smith et al., 2000; Bernues et al., 2012)

Il colore della carne ¢ dovuto ai pigmenti presenti nel muscolo e principalmente
alla mioglobina (Fox, 1987). Esso pud variare dal rosso-rosa al rosso-mattone
spento in funzione dello stato chimico in cui si trova la mioglobina; 1’intensita del
colore ¢, invece, direttamente proporzionale alla concentrazione del pigmento nel
muscolo. Lo stato chimico della mioglobina dipende dal ferro presente nel suo
gruppo eme, il quale ¢ deputato a consentire gli scambi gassosi (ossigeno -
anidride carbonica) nel muscolo. In condizioni fisiologiche, cinque dei sei
potenziali siti di legame del ferro sono occupati, mentre il sesto rimane
disponibile per il legame reversibile con 1’ossigeno (Mancini e Hunt, 2005). In
funzione dello stato di ossidazione dell’atomo di ferro e della pressione parziale di
ossigeno, la mioglobina pud trovarsi in tre diverse forme: deossimioglobina
(rosso-rosa), ossimioglobina (rosso-ciliegia) e metamioglobina (rosso-mattone
spento). La prima, che conferisce alla carne un color rosso-rosa tipico della carne
appena tagliata, si ha quando il ferro si trova nello stato ferroso (Fe™) e non vi &
presenza di ossigeno nel sesto sito di legame; 1’ossimioglobina determina il color
rosso-ciliegia tanto apprezzato dal consumatore e si origina quando, in presenza di
un’adeguata pressione di ossigeno, questo si lega al ferro del gruppo eme
mantenendo pero lo stato di ossidazione ferroso; I'ulteriore ossidazione del ferro
ne determina la transizione a stato ferrico (Fe™" ), responsabile del colore rosso

mattone spento (Fig. 4). Quindi, il colore rosso brillante ¢ indice di una carne
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fresca dove 1 processi ossidativi non si sono ancora istaurati o sono solo nella loro

fase iniziale.

Figura 4 - Effetto dell'ossidazione sul colore della carne

Se lo stato di ossidazione della mioglobina influisce sul cambiamento di colore
durante la fase di stoccaggio del prodotto, il regime alimentare cui sono stati
sottoposti gli animali contribuisce a determinare il colore iniziale della carne
nonché I’andamento dei processi ossidativi. Un’alimentazione basata sul pascolo
verde rende le carni piu scure rispetto ai concentrati (Realini et al., 2004) e
influisce positivamente sulla stabilitd del colore (Luciano et al., 2009). La
maggiore stabilita del colore deriverebbe dall’elevata quantita di antiossidanti,
quali la vitamina E, acidi grassi polinsaturi, ecc, forniti con la dieta, che sarebbero
in grado di proteggere piu a lungo la mioglobina dai processi ossidativi (Luciano

etal., 2011).
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2. 1l Flavour

In ordine di importanza, il flavour viene immediatamente dopo il colore nel
determinare le scelte del consumatore (Bernues et al., 2012). Sebbene sia stato
dimostrato che nelle carni rosse, il colore e il flavour sono negativamente correlate
all’avanzare dei processi ossidativi (Greene, 1969) e che, in particolare, 1 prodotti
dell’ossidazione della porzione lipidica possono dare origine ai cosiddetti off-
flavours, ¢ altrettanto vero che aromi e sapori indesiderabili possono essere
presenti in una carne freschissima.

Il flavour viene definito come la caratteristica sensoriale data da un cibo, o da
un'altra sostanza, derivante dalla combinazione di odore, sapore ¢ dalla sensazione
che esso da in bocca (Farmer, 1994). Le sostanze chimiche responsabili del sapore
stimolano specifici recettori posti sulla lingua (Fig. 5) dando vita ai cinque sapori:
aspro, dolce, amaro, salto e umami (Maughan e Martini, 2012). Tuttavia, il senso
del gusto da solo non ¢ in grado di far percepire tutti gli aromi della carne. Nel
caso specifico della carne, i composti volatili che si formano con la cottura e che
vengono percepiti dall’epitelio olfattorio durante la masticazione contribuiscono
alla percezione del suo tipico flavour (McCabe et al., 2007). Essi sono considerati
1 maggiori responsabili della formazione del flavour poiché I’olfatto ¢ circa 10

mila volte piu sensibile del gusto (Oddy et al., 2001).
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Figura 5 - Senso del gusto. Fonte: Morini 2012.
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Come per gli aspetti qualitativi brevemente riportati nei paragrafi precedenti,
anche per il flavour della carne esiste una vasta letteratura che ha investigato i
meccanismi e i1 fattori che ne influenzano la formazione (Elmore e Mottram,
20006), 1 gusti dei diversi consumatori nel mondo (Bernues et al., 2012) e il modo
per avvicinare il sapore della carne alle richieste dei consumatori (Calkins e
Hodgen, 2007; Young et al., 2006). Ford e Park (1980) distinguevano il flavour
della carne dei ruminanti in tre categorie: normale, sgradevole (off-flavours) ed
estraneo. La stessa classificazione ¢ stata utilizzata anche in lavori piu recenti da
Jenschke et al. (2006) e Hodgen et al. (2006). Il sapore normale ¢ associato al
prodotto e puod essere genericamente descritto come sapore di carne e a questo
possono affiancarsi degli aromi tipici dovuti alla specie (Maughan e Martini,
2012) o alla razza (Utrilla et al., 2010) o al sesso (Resconi et al.,2009). Gli off-
flavour si originano, invece, durante la conservazione o come risultato del

deterioramento del prodotto, in particolare dall’irrancidimento della porzione
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lipidica (Hoquette et al., 2010). Infine, 1 flavour estranei possono derivare da
sostanze assunte con la dieta e/o derivanti dal metabolismo animale e che vengono
depositate nel grasso e nei muscoli; il termine “estraneo” non ¢ legato a
un’accezione negativa del termine, ma al fatto che esso non dipende da fattori
intrinseci (specie, razza, eta, sesso, ecc.), ma da fattori estrinseci quali il sistema di
allevamento e 1’alimentazione (Vaste e Priolo, 2006). Pertanto, un flavour
estraneo pud allo stesso modo rappresentare sia una caratteristica normale o,
comunque, accettabile per certi consumatori, sia un aroma troppo intenso o non
accettabile per altri consumatori (Prescott et al., 2001). E, infatti, ben noto che
I’aroma della carne viene giudicato in maniera diversa a secondo degli usi, delle
tradizioni e della cultura popolare. Lo stesso flavour apprezzato o esaltato in una
certa zona del mondo, puo essere percepito come sgradevole e rifiutato in un’altra
parte del mondo. Un esempio tipico ¢ dato dai consumatori australiani 1 quali,
essendo abituati a mangiare ovini allevati al pascolo, risultano meno sensibili al
“sapore di pascolo” rispetto a quelli statunitensi, che consumano abitualmente

ovini alimentati con concentrati (Singh et al., 2011).

2.1. Formazione del flavour: ruolo della cottura

Se si esclude un leggero odore simile a quello del sangue, la carne cruda ¢
quasi priva di aroma. In essa, per0o, sono presenti i precursori necessari a
sviluppare il tipico aroma. Questi composti possono essere raggruppati in due
grandi categorie: lipidi e sostanze idrosolubili. L’aumento della temperatura
dovuta alla cottura produce effetti differenti su queste due classi di molecole. |

lipidi vengono degradati a composti piu semplici; le sostanze idrosolubili, in

14



particolare gli zuccheri riducenti, a causa della riduzione della disponibilita di

acqua entrano in contatto con il gruppo amminico degli aminoacidi dei composti

proteici, e I’elevata temperatura catalizza la formazione dei prodotti della reazione

di Maillard. Piu di 1000 composti volatili (alcuni riportati in tabella 2) tra cui

idrocarburi, aldeidi, chetoni alcoli, furani, composti pirrolici, piridine, pirazine

tiazoli composti sulfurei e molti altri derivano da queste reazioni e sono

responsabili del tipico aroma di carne (Calkins e Hodgen, 2007).

Tabella 2 - Composti volatili nella carne - Fonte Calkins ¢ Hodgen 2007.

Compound name

Aromatic taste

Benzaldehyde
Benzene

Butenal

n-Caprioc acid
3-Carene
Cyclobutanol

2, 4-Decadienal
Decanal

2-Decenal

2, 3-Dimethyloxirane
2-Pentylfuran

2, 4-Heptadienal
5-Methyl 2-heptanamine
1-Heptanol
2-Heptanone
6-Methyl 2-heptanone
3-Ethyl-2-methyl 1, 3-
hexadiene

Hexanal

Hexane

Hexanol

2-Ethyl 1-hexanol
3-Methylbutanal

Pleasant, distinct

Seafood, green, onion

Goaty

Sweet and pungent odor, orange peel, lemon, resin
Roasted

Mint, acetone

Powerful, waxy, aldehydic, orange, citrus peel

Tallow, orange

Cooked beef

Ammonia

Nut, fat

Oily, fatty, rancid, unpleasant, penetrating fruity odor in liquid
Fragrant, woody, oily, green, fatty, winey, sap, herb
Fruity, spicy, cinnamon, penetrating fruity odor in liquid
Cloves, menthol, eugenol

Soapy, fatty, almond, fishy, unpleasant

Fatty-green, grassy, strong green, tallow, fat,

Faint peculiar odor

Woody, cut grass, chemical-winey, fatty, fruity, weak metallic
Resin, flower, green

Green, sharp, leafy, fruity, unripe banana

Cooling sensation, wintergreen, gaultheria
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Methyl salicylate Fat, wax, green, watermelon, geranium, pungent

2, 4-Nonadienal Floral, citrus, fatty, grassy, waxy, green

Nonanal Hot milk, soap, green, fruity, floral

2-Nonanone Cardboardy, orris, fat, cucumber, paper

2-Nonenal Oil

Octanal Penetrating aromatic odor, fatty, citrus, oily, walnut, chemical,
metal

1-Octanol Herb, butter, resin, gasoline

2-Methyl 3-octanone Green, nut, fat

2-Octenal Fruity, old apples

Pentanal Very slight warmed-over flavor, oxidized

Pentane Mild odor, fusel oil, fruit, balsamic

1-Pentanol Mild

Propanol Penetrating odor, sweet smell

Tridecane Sweet, strong, spicy

Gia da circa 50 anni si sa che dalla porzione magra della carne si originano quei
composti che conferiscono tratti di aroma comune a tutte le carni, invece dalla
porzione lipidica si sprigionano i1 composti responsabili dell’aroma specie-
specifico (Hornstein e Crowe, 1960; Kramlich e Pearson, 1960; Macy et al., 1964;
Wasserman e Gray, 1965: citati da Schreuers et al., 2008)

I principali composti idrosolubili precursori di sostanze aromatiche sono zuccheri
liberi e fosfatati, zuccheri legati ai nucleotidi, amino acidi, peptidi e a basso poeso
molecolare. Durante la cottura ¢ stata osservata la contemporanea diminuzione di
carboidrati e amino acidi come conseguenza della su citata reazione di Maillard.
La reazione prende avvio per condensazione (legame con conseguente
eliminazione di una molecola d’acqua) tra il gruppo carbonilico di uno zucchero
riducente e un composto contenente un gruppo amminico (amino acido);
successivamente, la glicosilammina formatasi si riarrangia (riarrangiamento di

Amadori) e si disidrata dando vita a prodotti in grado di continuare a reagire con
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altre molecole reattive (aldeidi, chetoni, ammine, amino acidi, ecc) originando una
molteplicita di sostanze aromatiche tra cui amino chetoni, amino alcol e composti
bicarbonilici. Quando questi ultimi reagiscono con la cisteina, alla reazione di
Maillard si associa quella di Streker che porta alla formazione di solfuro di
idrogeno, ammoniaca e acetaldeide. Tutte queste molecole costituiscono gli
intermedi della formazione di importanti classi di aromi quali i furani, le pirazine,
1 pirroli, tiazoli ed altri composti aromatici. I composti sulfurei, derivati dalla
cisteina, sembrano avere una grande importanza nella formazione dell’aroma della
carne. Questo ¢ confermato dal fatto che durante la reazione di Maillard, nel
muscolo si ha una notevole diminuzione del contenuto di ribosio e cisteina (Fay et
al., 2005).

Per quel che riguarda la componente lipidica, idrocarburi alifatici, aldeidi,
chetoni, alcol e acidi carbossilici, sono alcuni dei composti di derivazione lipidica
responsabili del flavour della carne cotta. Oltre agli idrocarburi alifatici, anche
quelli aromatici (eterociclici € non) forniscono un notevole contributo nel
caratterizzare 1’aroma della carne. Normalmente questi composti sono il risultato
dell’ossidazione che avviene a carico dei lipidi durante la conservazione e
conferiscono alla carne un cattivo aroma di rancido Gatellier et al., (2005).
Durante 1 processi di cottura, questi processi avvengono molto rapidamente e
contribuiscono allo sviluppo di un aroma privo di off-flavours. Gli acidi grassi
polinsaturi sono piu suscettibili all’ossidazione rispetto a quelli saturi, a causa
della minore energia necessaria per rompere 1 doppi legami (Elmor et al., 2002).11
livello di insaturazione dei fosfolipidi strutturali che costituiscono la membrana

cellulare ¢ piu elevato rispetto a quello degli acidi grassi che costituiscono 1
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trigliceridi. Per questo motivo anche I’aroma delle carni piu magre, dove il
contenuto di grasso intramuscolare ¢ molto basso, e cotte senza il grasso
sottocutaneo, € ricco di composti volatili derivati dai lipidi. Il valore soglia oltre il
quale I’aroma di queste sostanze puo essere rilevato ¢ generalmente molto piu
elevato rispetto al valore soglia dei composti sulfurei ed azotati derivanti dai
precursori idrosolubili. Rispetto a questi ultimi, perd, aldeidi sature e insature
derivanti dai precursori lipidici sono piu abbondanti percido svolgono un ruolo

predominante nella formazione del flavour.

2.2. Formazione del flavour: ruolo dei fattori intrinseci e dell’alimentazione
animale

Le sostanze che danno vita alle reazioni chimiche su descritte sono presenti nel
muscolo gia prima della cottura. L’accumulo di queste sostanze dipende sia da
fattori intrinseci (eta, sesso, specie, ecc.) sia da fattori estrinseci (alimentazione,
sistema di allevamento), nonché¢ dalla loro interazione.

Alcuni fattori intrinseci hanno effetti comuni su tutte le specie. Ne ¢ un
esempio il raggiungimento della maturita sessuale, il quale rappresenta un grave
problema per la produzione di carne. Il testosterone e 1’androsterone, ormoni
steroidei prodotti dagli organi sessuali dei maschi interi maturi, si accumulano nel
tessuto adiposo degli animali conferendogli il tipico odore di verro o selvatico
(Sellier et al. 2000; Quintanilla et al. 2003). La quantita di ormoni che si
depositano nel grasso aumenta con 1’eta dell’animale fino a renderne la carne

inaccettabile per il consumatore (Schoenfeldt et al., 2011).
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Altri fattori sono, invece, peculiari di ogni specie e contribuiscono a sviluppare
aromi ed odori specie-specifici. E il caso della composizione acidica della carne
ovina. Tra gli acidi grassi responsabili del tipico aroma della carne ovina, un ruolo
fondamentale ¢ giocato da quelli a catena ramificata (Branched Chain Fatty Acids,
BCFA), in particolare dall’acido 4-metilottanoico e dall’acido 4-metilnonanoico
(Wong et al., 1975; Mottram, 1998). I carboidrati ingeriti con la dieta vengono
metabolizzati dalla flora ruminale fino alla formazione di acidi grassi volatili a
catena corta (acido propionico, acetico e butirrico). Nei piccoli ruminanti piu che
nei bovini, 1’acido propionico promuove la biosintesi e 1’accumulo di BCFA nel
grasso corporeo (Vlaemink et al., 2006).

Altri fattori intraspecifici sembrano essere importanti nell’accumulo di BCFA nei
tessuti, tra cui eta e sesso. Agnelli macellati a 215 giorni di eta presentavano una
concentrazione di acido 4-metilottanoico e 1’acido 4-metilnonanoico nel grasso
significativamente maggiore rispetto a quella riscontrata in agnelli di 100 giorni di
eta e che avevano ricevuto la stessa dieta (Rousset-Akrim et al.,1997). Allo stesso
modo, agnelli castrati e interi presentavano livelli diversi di BCFA con valori piu
elevati negli animali interi (Young et al., 2006).

Il processo di biosintesi endogeno degli acidi grassi a catena ramificata
rappresenta un esempio interessante dell’interazione che, talvolta, puo esistere tra
fattori intrinseci ed estrinseci. L’accumulo di BCFA nel tessuto adiposo e nel
grasso del muscolo, gia particolarmente spinto nei piccoli ruminanti, puod essere
ulteriormente amplificato dalla dieta somministrata agli animali. Un eccesso di
carboidrati non strutturali causa, infatti, un incremento della formazione di acido

propionico a livello ruminale. Poiché esso rappresenta il principale precursore per
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la gluconeogenesi nel fegato, quando la sua quantita supera la capacita del fegato
di metabolizzarlo per la biosintesi di nuovi zuccheri, viene destinato alla
produzione di BCFA (Vlaemink et al., 2006). Altri acidi grassi a catena dispari e
ramificata vengono sintetizzati nel rumine come risultato della deaminazione e del
metabolismo di sostanze azotate quali la valina, la leucina e I’isovalina quando
I’apporto di carboidrati fermentescibili ¢ troppo basso (Kaneda, 1991).
Nonostante la correlazione positiva tra la concentrazione di BCFA e I’aroma di
pecora, Young et al., (2006) suggeriscono che esso potrebbe essere molto forte
anche quando la loro concentrazione non ¢ elevata. Questo vuol dire che altri
composti sono coinvolti nella formazione dell’aroma di pecora.

Oltre alle sostanze sintetizzate a livello endogeno, altre sostanze di origine
esogena, o comunque riconducibili a fattori estrinseci contribuiscono alla
formazione del flavour.

Nonostante le differenze culturali influiscano sulla percezione del flavour della
carne ed esistano numerose variabili in grado di confondere i risultati delle
ricerche (eta dell’animale alla macellazione, peso vivo, marezzatura, ecc), tutti gli
studi condotti concordano sul fatto che esiste una differenza tra animali allevati al
pascolo o alimentati con foraggi rispetto ad animali che hanno ricevuto
concentrati o cereali (per review vedi e Priolo et al., 2001; Schreurs et al., 2008).
In particolare, ¢ stato riscontrato un flavour molto intenso in animali alimentati al
pascolo rispetto a quelli allevati con concentrati, definito come “selvatico”,
“fecale”, “latteo”, “di verro”, “di cortile”, “di pecora”. Vista la correlazione tra
questi aromi e il sistema di allevamento, sono stati raggruppati sotto il termine

generico di “pascolo” (Schreurs et al., 2008). Bisogna fare, tuttavia, attenzione a
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non confondere 1’indesiderabile aroma di pascolo con quello normale distintivo
della carne ovina e che rappresenta un fattore importante per le scelte dei
consumatori. Senza dubbio 1’alimentazione rappresenta in assoluto la fonte piu
importante di composti che contribuiranno a formare il flavour della carne. Una
possibilita ¢ che le sostanze aromatiche ingerite con la dieta possano essere
assorbite e trasferite inalterate al muscolo e al tessuto adiposo. In realta la maggior
parte dei nutrienti assunti con la dieta vengono dapprima modificati dalle
fermentazioni ruminali, assorbiti dall’intestino per poi essere ulteriormente
metabolizzati e, infine, essere parzialmente escreti o depositati nei muscoli e nel
grasso. | diversi costituenti aromatici e non (e 1 relativi loro prodotti di
degradazione) che caratterizzano i1 pascoli e 1 foraggi tra cui la clorofilla e
composti secondari come tannini e terpeni, contribuiscono a differenziare
direttamente o indirettamente 1’aroma della carne in funzione del regime
alimentare con cui gli animali sono stati allevati (Vasta e Priolo, 2006).

Una vasta gamma di queste sostanze tra cui composti sulfurei, fenolici, indolo
e scatolo si originano dalle fermentazioni a livello ruminale delle sostanze azotate
ingerite con la dieta (Serrano et al., 2001). Le proteine assunte tramite la dieta per
poter essere digerite ed utilizzate dalla microflora ruminale e dall’animale devono
prima essere solubilizzate (Min et al., 2000). La solubilizzazione consiste nella
liberazione delle proteine vegetali nel rumine: in conseguenza della masticazione,
le cellule vegetali vengono rotte e le sostanze azotate contenute nel lume cellulare
vengono liberate nel rumine. Qui subiscono la degradazione operata dagli enzimi
della microflora ruminale. Il risultato della combinazione dei processi di

solubilizzazione e degradazione delle proteine sono 1 loro costituenti elementari,

21



ovvero peptidi ed amminoacidi. Una parte di essi lascia il rumine tal quale e viene
assorbita dall’intestino. Il destino della restante parte di peptidi ed aminoacidi
varia in funzione della disponibilita energetica, rappresentata dai carboidrati
fermentescibili, della microflora. In presenza di una sufficiente fonte di energia,
peptidi e aminoacidi vengono utilizzati per la biosintesi di proteine batteriche;
quando I’energia non ¢ piu sufficiente, i composti azotati vengono essi stessi
utilizzati come fonte energetica e quindi ulteriormente degradati e metabolizzati, e
alcuni di essi come ad esempio il triptofano danno vita a nuove sostanze con
potere aromatico che vengono escrete tramite le feci e le urine, ma che in parte
vengono anche assorbite e trasferite al muscolo e al grasso andando a costituirne
I’aroma (Deslandes et al., 2001). Di conseguenza il regime alimentare e in
particolare il rapporto tra carboidrati fermentescibili e proteine, nonché la natura
delle proteine rappresenta un fattore essenziale nel determinare I’aroma della
carne. E noto che i foraggi verdi e il pascolo presentano un rapporto
carboidrati:proteine-fermentescibile molto elevato e che le loro proteine sono
molto piu solubili rispetto a quelle di cereali e concentrati (Prache et al., 2005). La
conseguenza di queste caratteristiche ¢ che la disponibilita di aminoacidi e peptidi,
in seguito all’ingestione di una dieta basata su pascolo o foraggi verdi, eccede
I’energia necessaria per la biosintesi di nuove proteine e che per questo motivo la
componente estranea dell’aroma della carne sara predominante.

Tra 1 prodotti della degradazione proteica (Fig. 6), i composti sulfurei e
fenolici, scatolo e indolo rivestono particolare importanza nel conferire alla carne
un flavour sgradevole. Essi possono essere percepiti anche quando sono presenti

in quantita molto basse. Per lo scopo del presente lavoro di tesi, scatolo e indolo
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verranno trattati in una sezione a se stante. Per quanto riguarda i composti
sulfurei, in condizione di anaerobiosi i1 batteri convertono gli aminoacidi
contenenti atomi di zolfo (metionina, cisteina e cistina) in solfiti e mercaptani (Le
et al., 2005) facendo aumentare 1’odore fecale e latteo. Per quel che concerne i
composti fenolici, 1 piu rappresentativi sono il 3-metilfenolo e il 4-metilfenolo,
derivanti rispettivamente dalla fermentazione delle fibre vegetali e della lignina in

particolare e dalla fermentazione della tirosina (Fraser et al., 2003).
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Figura 6 — Meccanismo di produzione di sostanze aromatiche a partire da sostanze azotate.
(Fonte Schreurs et al., 2008)
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3. Scatolo e indolo

L’indolo (Fig. 7) e lo scatolo (Fig. 8) sono composti volatili solubili in acqua,
alcol, benzene e cloroformio. Chimicamente sono composti eterociclici aromatici.
L’indolo (2,3-benzopirrolo) ¢ costituito da un anello pirrolico saldato ad un anello
benzenico; lo scatolo deriva dall’indolo per sostituzione di un atomo di idrogeno

con un gruppo metilico in posizione 3 dell’anello pirrolico (3-metil-indolo).

Figura 7 - Struttura dell'indolo Figura 8 - Struttura dell'indolo

CHy

H
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Entrambi 1 composti sono stati isolati dalle feci dei mammiferi come conseguenza
del metabolismo batterico della flora ruminale nei poligastrici e di quella
intestinale nei monogastrici (Merck, 1984). Oltre che per azione dei
microrganismi, questi composti possono formarsi dalla pirrolisi del triptofano ed
essere sintetizzati per reazione dell’idrossido di potassio con l’albumina della
uova e sono stati ritrovati nelle feci degli uccelli, nel fumo di sigaretta e nel
catrame (Merck, 1984; Thornton-Manning et al., 1993).

Inizialmente, la presenza dei composti di derivazione indolica negli alimenti, ed in
particolare lo scatolo, ¢ stata studiata perché ritenuta responsabile dell’insorgenza
di diverse malattie umane ed animali tra cui la schizofrenia, il coma epatico, il

cancro al colon e alla vescica, I’edema e I’enfisema polmonare nei bovini
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(Yokoyama e Carlson, 1979). Nonostante il nome della malattia, ’edema e
I’enfisema polmonare non riguardano solo la specie bovina, ma tutti i ruminanti,
gli equidi e I’'uomo (Linden et al. 1996).

Nel circolo sanguigno, lo scatolo agisce da pneumotossina altamente selettiva per
I’apparato respiratorio, ma non provoca gravi danni ai tessuti e agli organi extra-
polmonari. Viene attivato dal citocromo P450, una superfamiglia enzimatica di
emoproteine presenti in tutti i domini viventi appartenente alla sottoclasse
enzimatica delle ossidasi a funzione mista, responsabili della detossificazione
delle sostanze xenobiotiche. Nei ruminanti, il citocromo P450 agisce formando
con lo scatolo un macromolecola che causa la perossidazione dei lipidi cellulari
determinandone la degenerazione e la necrosi (Thornton-Manning et al., 1993). La
capacita dello scatolo di distruggere le membrane biologiche ¢ dovuta alla sua
lipofilia; infatti, grazie a questa caratteristica si infiltra nel doppio strato lipidico
delle membrane cellulari, riducendone la fluidita e la mobilita dell’acqua
causando una elevata instabilita (Bray et al., 1975). Secondo quanto riportato da
Robic et al. (2008), 1 suini non sono sensibili alla tossicita dello scatolo perché
metabolizzano lo scatolo in maniera diversa dalle altre specie. La detossificazione
dello scatolo nei suini prevede una prima fase, simile a quella osservata nelle altre
specie, che coinvolge il pool enzimatico P450; una seconda fase in cui lo scatolo
viene solfatato per mezzo di una fenol-zolfotransferasi, a formare una molecola

non in grado di destabilizzare la struttura della membrana cellulare.
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3.1. Biosintesi dei composti indolici e influenza sulla qualita della carne

La biosintesi dell’indolo e dello scatolo (Fig. 9) avviene a livello del rumine
per 1 poligastrici e a livello dell’intestino cieco e del colon per i monogastrici
(suini). Nonostante questa differenza, il processo biosintetico risulta simile grazie
al fatto che la flora batterica del rumine non ¢ molto dissimile da quella che
popola la porzione distale dell’intestino dei suini. L’unica differenza risiede
pertanto nella sede di origine del triptofano: nei ruminanti esso deriva dai processi
digestivi operati dai batteri ruminali a carico della componente proteica della
dieta, mentre nei monogastrici deriva dalla digestione della componente proteica
della dieta che avviene nella porzione prossimale dell’intestino. Inoltre, poiché
I’acido indolacetico (precursore dello scatolo) ¢ naturalmente presente nei
vegetali, parte dello scatolo viene prodotto direttamente dall’acido indolacetico
ingerito mediante la dieta (Leveau et al., 2008).
In condizioni di anaerobiosi, in seguito all’azione di una deaminasi batterica, il
triptofano perde un gruppo amminico e viene trasformato in indolpiruvato; questo
puo seguire due destini differenti: 1) essere degradato ad indolo dagli enzimi
batterici mediante I’idrolisi del piruvato; 2) essere decarbossilato ad acido
indolacetico, il quale pud a sua volta essere ulteriormente decarbossilato e

convertito in scatolo.
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Figura 9 - Biosintesi dello scatolo e dell'indolo. Fonte Schreurs et al., 2008.
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Entrambi questi prodotti rappresentano i prodotti finali della degradazione del
triptofano, il che significa che non verranno ulteriormente trasformati, ma che
potranno essere assorbiti nel ciclo ematico per essere depositati nei tessuti o
escreti. E, infatti, stato dimostrato che la presenza di questi composti raggiunge il
livello massimo nel sangue di bovini e caprini circa 12-24h dopo I’ingestione
della fonte di triptofano per poi diminuire costantemente se non viene
somministrata una nuova fonte dell’aminoacido (Hammond, 1984; Hammond et
al., 1984). Tuttavia, fonti piu recenti indicano che le massime concentrazioni di
indolo e scatolo si raggiungono 1-2 ore dopo la fine del pasto, indicando pertanto
un rapido assorbimento ruminale (Schreurs et al., 2007b)

Le vie di escrezione sono diverse: scatolo e indolo si possono infatti trovare nelle
urine e nelle feci (Spiehs et al., 2011) ma anche nel latte (Roy et al., 2004).

L’accumulo invece avviene preferenzialmente nel tessuto adiposo tanto da poter
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essere utilizzato come parametro per tracciare il sistema di allevamento e
I’alimentazione dei ruminanti (Vasta e Priolo 2006; Serrano et al., 2011).

La capacita di queste due molecole di conferire 1’aroma fecale ai prodotti di
origine animale dipende dalla loro concentrazione nell’alimento: se presenti in
piccolissime quantita essi conferiscono un piacevole aroma di tipo floreale e di
panna dolce, ma non appena si oltrepassa un valore soglia 1’aroma si trasforma in
un inaccettabile odore di feci (Peterson e Reineccius, 2003). Sebbene sia
comunemente accettato che lo scatolo sia il principale responsabile nel conferire
alla carne un inaccettabile aroma fecale, gli studi effettuati su specie diverse
forniscono risultati a volte contrastanti. Young et al. (2003) hanno fornito
evidenze dirette sia strumentali sia sensoriali dell’effetto che lo scatolo nel grasso
della carne di agnelli allevati al pascolo ha sul flavour. La gascromatografia
olfattometrica ha dimostrato che, tra tutti, lo scatolo era I’unico composto odoroso
in grado di fornire il distintivo odore fecale; inoltre, un’analisi alle componenti
principali della percezione odorosa registrata da un panel addestrato, ha mostrato
che ’odore di feci (Faecal) e I’aroma “di pascolo” (insieme di faecal, Sheep
barnyard) erano associati alla presenza di scatolo e indolo (Fig. 10). Per la carne
suina il ruolo dello scatolo non ¢ ancora cosi chiaro: Rius et al. (2001) hanno
constatato la percezione di aroma fecale anche in presenza di basse concentrazioni
di scatolo, attribuendo un ruolo piu importante agli ormoni androgeni

accumulatisi nella carne.
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Figura 10 — Relazione tra sostanze aromatiche e flavour. Fonte: Young et al., 2003.
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3.2. Fattori che influiscono sull’accumulo dei composti indolici

L’andamento della biosintesi dell’indolo e dello scatolo ¢ influenzato da diversi
fattori come la velocita di transito nel rumine o nell’intestino, la velocita con cui
vengono escreti, lo stato nutrizionale dell’animale, ma di fondamentale
importanza sono la tipologia di microrganismi che popolano 1’apparato digerente
e la dieta somministrata agli animali Zamaratskaia et al., 2009).

Riguardo la microflora, un’ampia gamma di microrganismi (Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Paracolobactrum coliforme, Achromobacter liquefaciens,
Micrococcus erogene) e diversi protozoi sono in grado di produrre 1’indolo perché
possiedono la triptofanasi, un enzima batterico che catalizza reversibilmente la
scissione della catena laterale del triptofano con formazione di indolo, ammoniaca

e acido piruvico. La triptofanasi viene attivata dalla presenza di triptofano e
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repressa dalla presenza di glucosio (Yokoyama e Carlson, 1979); vista la
diffusione di questo enzima in molte specie batteriche, la produzione di indolo
viene utilizzato come test diagnostico di routine per valutare 1’attivita metabolica
della flora intestinale (Deslandes et al., 2006).

A differenza dell’indolo e dell’acido indolacetico, lo scatolo viene prodotto da
un numero limitato di microrganismi, in particolare lattobacilli e clostridi, ma non
dai protozoi (Whitehead et al., 2008). Tuttavia, la contemporanea presenza di
protozoi sembra aumentare la capacita dei batteri di produrre scatolo (Mohammed
et al., 2003); probabilmente, il metabolismo dei protozoi mette a disposizione una
maggiore quantita di intermedi che possono essere trasformati in scatolo.
Deslandes et al. (2001) riportano sei specie di batteri in grado di produrre scatolo:
Clostridium scatologenes, Clostridium nauseum, Pseudomonas sp., Rhizobium
sp., Lactobacillus helveticus e Lactobacillus sp. Strain 11201. Tra questi, ’'unico
batterio in grado di produrre lo scatolo direttamente dal triptofano ¢ il Clostridium
scatologenes (Cook et al., 2007). In maniera simile a quanto visto per 1’apparato
respiratorio, lo scatdolo sembra presentare un’attivita tossica anche nei confronti
dei microrganismi. La sua presenza inibisce, infatti, la crescita microbica fatta
eccezione per il Lactobacillus sp. Strain 11201, che riesce a sopravvivere in un
ambiente con concentrazione di scatolo fino a 700 pg/ml (Cook et al., 2007). Ad
oggi, dalle ricerche effettuate in letteratura, non ¢ presente alcuno studio che abbia
investigato I’effetto diretto dell’alimentazione sulla crescita microbica dei diversi
batteri che sintetizzano indolo e scatolo. Tuttavia, sono stati eseguiti alcuni studi
in vitro relativi all’effetto del pH e della temperatura sulla proliferazione di tali

microbi. In particolare, Honeyfield e Carloson (1990) hanno osservato che i livelli
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massimi di crescita microbica si ottenevano a una temperatura di circa 37 °C e
valori di pH compresi tra 5 e 7.5. Piu recentemente, Liou et al. (2005) e Doerner
et al. (2009) hanno confermato questi risultati relativamente al Clostridium
scatologenes; questi autori hanno infatti osservato che il batterio si riproduce due
volte piu velocemente alla temperatura di 37 °C con un pH di 6.0 rispetto alla
condizione di neutralita (pH=7.0).

Cosi come descritto per gli altri prodotti della degradazione proteica, anche per
1 prodotti di derivazione indolica, la dieta, ed in particolare il rapporto tra
carboidrati fermentescibili e proteine, rappresenta un fattore determinante nella
biosintesi dell’indolo e dello scatolo (vedi paragrafo 2.2). In tabella 3 sono
riportati 1 valori del rapporto tra carboidrati-fermentescibili e proteine di alcune
essenze foraggere e di concentrati somministrati agli animali in diverse prove

sperimentali.

Tabella 3 - Rapporto Carboidrati-fermentiscibili:Proteina in diversi alimenti zootecnici

Carboidrati fermentescibili Autore
Proteina grezza

Pascolo naturale 0.73 Young et al., 2003
Lolium multiflorum 0.87 Gregorini et al., 2007
Dactylis Glomerata 0.80 Gregorini et al., 2008
Tripsacum dactyloides 0.84 Huntington et al.,
2007

Medicago sativa 0.42 Burns et al., 2005
Fieno di erba medica 0.55 Burns et al., 2007
Fieno di erba medica 0.59 Avondo et al., 2009
Concentrato a base di erba medica 1.3 Pagano et al., 2012
Concentrato a base di erba medica 1.76 Young et al., 2003
Concentrato a base di mais 2.93 Young et al., 2003
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Come si puo osservare, i concentrati mostrano valori piu elevati dei foraggi; tra
questi ultimi, 1 foraggi verdi hanno rapporti piu alti rispetto ai foraggi essiccati.
Secondo quanto riportato da Sheat et al. (2001), per sostenere il metabolismo
batterico ¢ fondamentale sincronizzare la presenza di un’adeguata quantita di
proteine e di energia, sottoforma di carboidrati fermentescibili. Infatti, in presenza
di un basso rapporto tra carboidrati e proteine, la carenza di energia disponibile
per 1 batteri ruminali rende necessario 1’utilizzo degli aminoacidi come fonte
energetica determinando la formazione di indolo e scatolo. Per questo motivo
I’accumulo dei composti che derivano dalla degradazione proteica ¢ maggiore
negli animali allevati al pascolo (in cui questo rapporto ¢ sempre inferiore ad uno)
rispetto a quelli allevati in stalla.

A supporto di quanto detto, in letteratura sono presenti numerosi articoli che
confermano questa relazione. Young et al. (2003) hanno osservato I’accumulo di
scatolo e di indolo nel grasso perirenale di agnelli alimentati al pascolo o in stalla
con due concentrati a diverso rapporto carboidrati:proteine. Gli autori hanno
riportato che I’indolo e lo scatolo erano significativamente piu alti nel grasso
perirenale degli animali che avevano utilizzato il pascolo rispetto a quelli che
avevano ricevuto le due tipologie di concentrato; inoltre, dal confronto tra 1 due
tipi di concentrati, si € evidenziato come 1’accumulo di indolo e scatolo fosse piu
alto per il gruppo di animali che aveva ricevuto il concentrato con il rapporto
carboidrati:proteine piu basso. In uno studio simile in cui Priolo et al. (2009)
avevano comparato la presenza di indolo e scatolo nel tessuto adiposo di agnelli
allevati in stalla con un concentrato commerciale o con erba verde sfalciata, i

risultati indicano che 1’indolo e lo scatolo erano significativamente piu alti nel
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gruppo di animali che avevano ricevuto 1’erba verde rispetto a quelli che avevano
ricevuto il concentrato. In questo esperimento gli autori hanno valutato anche
Ieffetto della somministrazione di una fonte esterna di tannini condensati. |
tannini sono composti secondari che si ritrovano in quantita variabili nei foraggi
animali, 1 quali hanno la capacita di formare legami stabili con le proteine e con
gli enzimi, sequestrandoli, e di ridurre il metabolismo batterico e quindi in teoria
anche la produzione dei loro metaboliti. A conferma di cio, gli autori riportano che
la quantita di scatolo ¢ risultata significativamente piu bassa nel grasso degli
animali cui era stata somministrata la fonte di tannini condensati rispetto a quelli
che non I’avevano ricevuta. Un risultato simile era stato precedentemente riportato
da Schreurs et al. (2007b) 1 quali avevano comparato la presenza di scatolo e
indolo nel grasso della carne di agnelli alimentati con essenze foraggere a
contenuto crescente di tannini condensati.

Per quel che riguarda 1’effetto dell’alimentazione sull’accumulo dei derivati
indolici nelle carni degli animali di specie bovina, sono stati riportati risultati
simili a quanto ottenuto per la specie ovina. Serrano et al. (2011) hanno osservato
che lo scatolo si accumulava in quantita minori nel tessuto adiposo di vitelli
alimentati al pascolo cui veniva somministrato anche un concentrato ad libitum
rispetto a vitelli alimentati al pascolo cui il concentrato veniva fornito, invece, in
quantita limitata. Anche in questo caso gli autori hanno attribuito questo risultato
al rapporto carboidrati:proteine, piu alto nella dieta contenente la maggiore
quantita di concentrato, e che quindi avrebbe ridotto la degradazione delle
proteine a livello ruminale e la conseguente disponibilita di triptofano per la

biosintesi batterica di indolo e scatolo. Recentemente, Vasta et al. (2011) hanno
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osservato, per la prima volta, la presenza di scatolo nel muscolo longissimus dorsi
di gruppi di giovenche alimentate rispettivamente solo al pascolo, solo con
concentrato, con insilato e pascolo o con insilato, pascolo e un’integrazione di
concentrato. Secondo quanto riportato da questo studio, lo scatolo si accumula
anche nel muscolo in quantita minori quando la dieta ¢ ricca di concentrati. Gli
autori concludono, anche, che la presenza di scatolo nel muscolo puo far parte di
un pool di parametri da utilizzare al fine di risalire alla tipologia di alimentazione

somministrata agli animali.

3.3. Strategie per ridurne I’accumulo
3.3.1. Castrazione

Ridurre I’accumulo dei composti responsabili di aromi sgradevoli nella carne ¢
uno degli obiettivi fondamentali per gli allevatori e 1 produttori di carne. Gli
approcci usati fino ad oggi hanno riguardato sia metodi in grado di inibire il
passaggio alla maturita sessuale, sia metodi meno cruenti basati sullo studio di
alimentazioni studiate per ridurre la biosintesi di indolo e scatolo.

La castrazione chirurgica ¢ stata ampiamente usata nella specie suina per
ridurre la concentrazione di scatolo nel grasso al di sotto del valore soglia di 0.20-
0.25 ppm oltre il quale 1’odore viene avvertito (Peterson e Reineccius, 2003),
inoltre, la castrazione elimina la possibilita di accoppiamenti non programmati
che metterebbero a rischio 1 programmi di selezione e riduce 1’aggressivita tipica
dei suini interi. Questa tecnica non ¢, tuttavia, esente da problemi. Inoltre, la

castrazione chirurgica avviene senza 1’uso di anestesia e questo sembra causare un

trauma nei piccoli suinetti, che, rispetto ai non castrati, presentano alcuni disturbi
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comportamentali. [ comportamenti anomali iniziano pochi giorni dopo
I’intervento e proseguono nelle settimane successive (Hay et al., 2003): il sintomo
piu evidente ¢ 1’elevato livello di vocalizzazione mostrato dai maialini castrati
rispetto a quelli non castrati e alle femmine (Marx et al., 2003). Gli stessi sintomi
sono stati riscontrati anche nei suinetti castrati chirurgicamente ma su cui era stata
eseguita I’anestesia. (McGlone et al., 1993). Allevare animali interi ¢ senza
dubbio piu conveniente perché la conversione dei nutrienti e la crescita ponderale
sono superiori le carcasse ottenute sono piu magre rispetto a quelle dei suini
castrati (Banon et al., 2004). Anche a livello nutrizionale, la carne dei maiali interi
¢ superiore grazie al piu alto contenuto di proteine (Nadgje et al., 2000).

Prove simili sono state effettuate anche sugli agnelli. Young et al. (2006), in
uno studio avente come scopo quello di ridurre il livello di scatolo nella carne
ovina prodotta in Australia in modo da renderla accettabile anche in altri paesi,
hanno confrontato la quantita di scatolo e indolo nella carne di agnelli interi e
castrati macellati in modo scalare in un arco di tempo distribuito su due anni. |
risultati mostrano differenze significative tra animali interi che presentavano
livelli di scatolo e indolo costantemente piu alti dei castrati durante tutto I’arco dei
due anni. Tuttavia, andando a valutare I’effetto della castrazione sul flavour, le
differenze tra animali interi e castrati si perdevano gia dopo 1 primi tre mesi di
ingrasso, rendendo quindi inutile la castrazione.

Oltre a tutti 1 motivi legati al benessere animale e al maggior costo di
alimentazione legati all’allevamento di animali castrati, la tecnica della
castrazione non pud essere perseguita come metodo per la riduzione della

presenza di scatolo nelle carni in quanto messa al bando da sempre piu paesi. Dal
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2009 la castrazione ¢ stata vietata nel Regno Unito e in Australia, dal 2010 in

Svizzera e dal 2018 lo sara nei paesi dell’Unione Europea.

3.3.2. Selezione genetica

I divieti sulla castrazione stanno stimolando la ricerca di strumenti alternativi
finalizzati alla riduzione dello scatolo nei tessuti animali. Tra le possibili
alternative si annoverano la selezione di genotipi animali che naturalmente
producono meno scatolo (Gregersen et al., 2012) e lo studio di tecniche di
alimentazione in grado di ridurre la produzione di scatolo e indolo. La selezione
genetica ha riguardato particolarmente la specie suina. Un tipo di approccio si
basa sull’individuazione di una regione del DNA correlata alla presenza di scatolo
e indolo nella carne per poi analizzare la reale relazione tra il gene o 1 geni
presenti in quella zona e la presenza dei composti indolici. Un altro metodo ¢
quello di analizzare 1’espressione di quei geni ritenuti potenzialmente coinvolti nel
metabolismo dello scatolo. Recentemente, Moe et al. (2009) hanno compendiato 1

geni candidati ad avere un effetto sull’odore di verro nella carne suina.

3.3.3. Alimentazione

Nei ruminanti, la produzione di indolo e scatolo ¢ dovuta all’intensa attivita
operata dalla microflora ruminale che, in assenza di ossigeno e in condizioni di un
disequilibrio tra energia disponibile (zuccheri fermentescibili) e proteine solubili,
degrada il triptofano per trarne energia. Le strategie alimentari volte a ridurre la
produzione di indolo e scatolo devono, pertanto, essere volte ad aumentare il

rapporto carboidrati-fermentescibili: proteine-solubili (Schreurs et al., 2008).
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Inoltre, € ben noto che tramite la dieta ¢ possibile selezionare la microflora che
colonizza I’ambiente ruminale.

Secondo gli studi presenti in letteratura ed esaminati nel paragrafo precedente,
la via piu semplice per ridurre la produzione di scatolo e indolo ¢ quella di
somministrare agli animali una dieta a base di concentrati. Tutti gli studi
concordano sul fatto che il flavour fecale e pastorale si riduce drasticamente
quando il pascolo rappresenta una quota minoritaria della dieta animale. Priolo et
al. (2009) hanno osservato 1 livelli di scatolo e di indolo nel liquido ruminale e nel
grasso perirenale di agnelli alimentati con erba fresca e con concentrati; 1 risultati
mostrano, indiscutibilmente, come 1 livelli di scatolo e di indolo fossero il doppio
nel grasso degli agnelli alimentati con erba rispetto a quelli alimentati concentrati.
Questa soluzione, pur se semplice tecnicamente, ¢ difficilmente applicabile a
causa dei costi di gestione che si genererebbero. Infatti, 1’utilizzo del pascolo
naturale rappresenta un efficace metodo di riduzione dei costi di produzione che
consente di rendere economicamente sostenibile I’attivita di allevamento, in
particolar modo nell’allevamento dei piccoli ruminanti in zone svantaggiate come
quelle dell’area mediterranea (Galanopoulos et al., 2011).

Un periodo di finissaggio basato su concentrati potrebbe ridurre sia i costi sia
I’effetto del pascolo sul flavour della carne (Leao et al., 2012), d’altro canto ¢
stato osservato che spostando gli animali dal pascolo in stalla, si ottiene un
iniziale e repentino calo del livello di scatolo che nel grasso perirenale rimane
stabile a partire dalla seconda settimana successiva al cambio di alimentazione

(Priolo et al., 2001 citato da Vasta e Priolo, 2006).
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Anche I'utilizzo di essenze di pascolo diverse potrebbe contribuire a ridurre la
formazione dello scatolo. Schreurs et al. (2007a) hanno riportato differenze di
flavour derivanti dall’uso di specie vegetali con differente attitudine a generare
indolo e scatolo. Queste differenze sono legate alla concentrazione di proteine
grezze, nonché alla loro solubilita e degradabilita a livello ruminale sia in vivo
(Schreurs et al., 2007b) sia in vitro (Schreurs et al., 2007a) che si ¢ tradotta in una
diversa produzione di scatolo e indolo. Schreurs et al. (2008) hanno raccolto in
una tabella I’effetto di alcune essenze vegetali sul flavour (Tab. 3) derivante da
una diversa biosintesi ruminale ed accumulo di indolo e scatolo nei tessuti
esaminati, tuttavia gli autori non escludono che i diversi effetti possano essere

dovuti anche alla presenza di altri derivati azotati sintetizzati a livello ruminale.
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Tabella 4 — Influenza dei diversi foraggi sul flavour della carne ovina - Fonte Schreurs et al.

(2008)

Reference

Forage diets

Meat Floavour/odour results

Cramer et al. (1967)

Shorland et al. (1970)

Nicol and Jagusch
(1971)

Nixon (1981)

Bailey et al. (1994),
Trial 2

Fraser et al. (2004)

Schreurs et al. (2007b)

White clover, perennial ryegrass

White clover, perennial ryegrass

Lucerne, ryegrass pasture

Lotus pedunculatus, red clover,

white clover, Lucerne, perennial

ryegrass

Lotus corniculatus,

Lucerne,perennial ryegrass, white

clover

Red clover, lucerne, perennial

ryegrass

White clover, perennial ryegrass

Feeding clover gave a stronger

flavour compared to feeding

ryegrass

Feeding clover gave a stronger

flavour compared to feeding

ryegrass

Lucerne gave more intense

odour

Off-flavours more predominant

No difference in flavour

intensity

No difference in flavour

between

Overall flavour intensity was
higher from lambs fed white

clover

Di particolare interesse ¢ 1’idea di sfruttare sostanze naturalmente presenti nei

vegetali in grado di interferire con il metabolismo della microflora ruminale. I

tannini condensati (TC) sono composti fenolici che si trovano nelle cellule di

molte specie vegetali usate come foraggi, in grado di formare complessi insolubili

con le proteine proteggendole dall’attacco degli enzimi ruminali e rallentandone la

40



degradazione (Min et al., 2003). Allo stesso modo i TC possono formare
complessi con gli enzimi dei batteri del rumine interferendo con la normale
attivita (Molan et al., 2001, Vasta et al., 2009a). Min et al. (2002) hanno
riscontrato un’attivita batteriostatica nei confronti di batteri proteolitici. I TC
esplicano la loro azione anche nei confronti dei protozoi (Vasta et al., 2010),
anch’essi coinvolti nelle produzione di indolo.

Basandosi sul presupposto che i tannini condensati possano avere un effetto
inibitorio sull’attivita proteolitica dei batteri ruminali, sono stati effettuati diversi
studi per valutare I’impatto che i TC hanno sulla produzione di indolo e scatolo,
che confermano la loro capacita di inibirne la produzione.

Schreurs et al. (2007a,b) hanno messo a confronto tre essenze foraggere (Loglio
perenne, sulla e trifoglio bianco) contenenti diverse quantita di tannini o privi di
TC. Sebbene la quantita di proteina grezza non differisse significativamente tra 1
tre foraggi, la quantita di scatolo e indolo prodotta era inversamente proporzionale
alla quantita di tannini presenti. Lo stesso risultato ¢ stato ottenuto sia in vitro
(Schreurs et al., 2007a) sia in vivo (Schreurs et al., 2007b). Ad ulteriore conferma
del ruolo dei TC nell’inibire la produzione di scatolo ed indolo, nell’esperimento
in vitro fu aggiunto polietilene glicole (PEG), un polimero in grado di legarsi ai
TC con maggiore affinita rispetto alle proteine e creare complessi stabili. Il
risultato fu un netto incremento della produzione di indolo e/o scatolo.

Tuttavia, 1’effetto dei TC dipende anche dalla loro concentrazione. Priolo et al.
(2005) mettendo a confronto una dieta di sola sulla (leguminosa foraggera
contenente TC) con una dieta a base di concentrati, osservarono una maggiore

quantita di scatolo nel grasso perirenale degli agnelli alimentati con foraggio.
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Questo risultato sembrava essere in contrasto con quanto riportato
precedentemente in letteratura e in particolare con uno studio simile effettuato per
studiare la relazione tra i TC presenti nella sulla e la presenza di scatolo nel latte
(Roy et al.,, 2004). Questi ultimi autori osservarono una riduzione della
concentrazione di scatolo nel latte come conseguenza della somministrazione di
Hedysarum coronarium. Priolo et al. (2005) conclusero ipotizzando che la
quantita di TC forniti con la sulla non era sufficientemente elevata per produrre un
effetto sulla microflora ruminale. In esperimenti in vitro, Schreurs et al. (2007a)
riportano una riduzione tra il 20 e il 45% della produzione di scatolo come
conseguenza della presenza dei tannini pari a 35g/kg di sostanza secca. Secondo
gli autori, la variabilitd dei risultati ottenuta con lo stesso livello di tannini
condensati potrebbe essere ascritta alla tipologia di tannini condensati utilizzati. In
un esperimento successivo, Priolo et al. (2009) per studiare I’effetto dei TC sulla
produzione di scatolo e indolo e sul flavour della carne di agnelli alimentati con
erba fresca (veccia, foraggera leguminosa non contenente TC) o concentrato,
hanno aggiunto alle diete una fonte di tannini esterna, costituita da polvere di
quebracho (Schinopsis lorentzii), in quantita sufficiente (40 g/kg SS) ad avere un
effetto sulla popolazione ruminale. I risultati di questo studio evidenziano una
riduzione significativa della concentrazione di scatolo nel liquido ruminale e nel
grasso caudale come conseguenza della somministrazione TC.

Infine, un’ultima strada da seguire ¢ quella di aumentare 1’apporto di
carboidrati altamente fermentescibili in modo da ridurre il rapporto
carboidrati:proteine. Questo fornirebbe ai batteri ruminali 1’energia necessaria per

incorporare gli aminoacidi nelle proteine batteriche evitando il metabolismo del
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triptofano e la conseguente produzione di indolo e scatolo. Mohammed et al.
(2003), hanno dimostrato in vitro che ¢ possibile ridurre da due a quattro volte la
produzione di indolo e scatolo da triptofano, semplicemente aggiungendo al
terreno di coltura amido o glucosio. In un esperimento eseguito in vivo su bovini
da latte, Tavandale et al. (2006) hanno osservato che 1’uso di una varieta di loglio
ad alto contenuto di zuccheri ha ridotto significativamente la quantita di scatolo,
indolo e p-cresolo nel latte rispetto alla varieta standard. Ad oggi nessuno studio

del genere ¢ stato effettuato sulla specie ovina.
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4. Variazione della composizione del pascolo ed effetti

sull’ingestione

I fattori che influiscono sulla composizione chimica del foraggio sono
molteplici. Innanzitutto la specie: in generale, le graminacee presentano, rispetto
alle leguminose, un quantitativo di carboidrati superiore; per contro le leguminose
sono piu ricche di proteine. Lo stadio fenologico influisce in maniera importante
sul contenuto di fibra: le piante che si trovano in uno stato fenologico avanzato
hanno percentuali di NDF e lignina nettamente superiore, ma contenuto in
proteine e zuccheri solubili (Water Soluble Carbohydrate, WSC) inferiore rispetto
alle piante in fase di accrescimento.

L’irradiazione luminosa ha un ruolo essenziale nel fare variare il contenuto di
WSC nell’arco della giornata e anche da un giorno all’altro. Durante il giorno,
infatti, la radiazione solare consente I’attivita di fotosintesi, il cui prodotto &
rappresentato proprio dai WSC. La fotosintesi clorofilliana avviene per tappe
riunibili in due fasi: 1. la fase luminosa (o fase luce-dipendente), dipendente dalla
luce (Fig 11) ; 2. la fase di fissazione del carbonio (o fase oscura, indipendente
dalla luce) di cui fa parte il ciclo di Calvin. Il ruolo della prima fase ¢ quello di
sfruttare 1’energia della luce per produrre I’energia necessaria a fissare il carbonio
nella seconda fase della fotosintesi. La seconda fase viene anche definita fase al
buio, ma questo termine potrebbe essere fuorviante, in quanto non si riferisce
all'assenza della luce dato che alcuni enzimi coinvolti in questa fase sono
direttamente attivati proprio dalla luce, ma al fatto che non dipende strettamente
dall’irradiazione solare, tanto che avviene contemporaneamente alla fase luminosa

e non di notte. Infatti in assenza di luce si ha scarsita di ATP e NADPH, che si
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formano durante la fase luminosa e gli stomi si chiudono, dunque non vi ¢ accesso

di CO..

Figura 11 - Fase I della fotosintesi — Fonte: http://it.wikipedia.org/wiki/File:Reazioni_luce-
dipendenti.png

stroma del cloroplasto
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I1 glucosio ¢ il principale prodotto della fotosintesi, e da esso derivano altri
zuccheri semplici. In condizioni di irradiazione solare ottimale, la quantita di
WSC sintetizzati dalla pianta supera i fabbisogni metabolici e tali composti
possono essere quindi accumulati per poi essere utilizzati durante la notte per la
respirazione e per la crescita (Burner e Belesky, 2004; Watts e Chatterton, 2004).

L’incremento della concentrazione di WSC in rapporto alle ore di esposizione
alla luce negli organi epigei delle piante ¢ stato riportato da molti autori su diverse
specie foraggere. Gregorini et al. (2008) hanno riportato un incremento del 64%
degli zuccheri non strutturali in Dactilis glomerata L. tra la mattina e le prime ore

del pomeriggio; in un esperimento su Lolium multiflorum, I’incremento di WSC ¢
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stato pari al 33% (Gregorini et al., 2007). Risultati simili sono stati ottenuti anche
con altre essenze: Medicago sativa L. (Burns et al., 2007), Lolium perenne
(Avondo et al., 2008), Festuca arundinacea Schreb. (Fischer et al., 1999).
Secondo quanto riportato da questi autori, il rapporto tra WSC e proteine tende a
crescere nell’arco della giornata sia grazie all’incremento di WSC sia a causa
della contemporanea diminuzione delle proteine. E, infatti, stata riportata una
correlazione negativa tra ’andamento della biosintesi dei WSC e delle proteine
nei vegetali (Elgersma et al. 2005; Tas et al. 2005).

I1 livello di WSC nelle foraggere puo influire sulla loro appetibilita e quindi sui
livelli di ingestione. Maylland et al. (2000) hanno dimostrato che la composizione
chimica, e in particolare il livello di carboidrati presente nei diversi organi
vegetativi della pianta, gioca un ruolo fondamentale nella selezione al pascolo di
un’essenza foraggera o di una particolare porzione della pianta. I livelli di
ingestione dei ruminanti sembrano, infatti, essere positivamente correlati alla
quantita di zuccheri solubili. Tava et al. (1995) hanno osservato nella specie ovina
una preferenza per le cultivar di Festuca arundinacea Scherb. piu ricche di WSC
rispetto a quelle con un minore contenuto (133 vs 108 g/kg); Avondo et al. (2008)
hanno osservato in capre al pascolo su Lolium perenne un’ingestione maggiore
nelle ore pomeridiane rispetto alla mattina, attribuendo questo risultato alla
maggiore concentrazione di WSC.

La possibilita di sfruttare la variazione della quantita di WSC nelle piante durante
la giornata al fine di ottimizzare 1’uso del pascolo e aumentare il rapporto
carboidrati:proteine della dieta animale ¢ stata studiata nei piccoli ruminanti.

Avondo et al. (2008) hanno valutato D’effetto della variazione dell’orario di
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pascolamento sulla composizione chimica del latte di capra. Gli autori hanno
osservato un significativo aumento della percentuale di proteina totale nel latte
ottenuto dagli animali che pascolavano il pomeriggio rispetto al mattino. Tale
risultato ¢ stato attribuito al miglior rapporto carboidrati:proteine:WSC della dieta
ingerita al pomeriggio. L’incremento di zuccheri solubili, avrebbe favorito un
miglior utilizzo dei nutrienti a livello ruminale con una maggiore disponibilita per
I’animale dei precursori necessari alla biosintesi delle proteine del latte. Questo
risultato sembrerebbe confermato anche dal dato relativo all’urea, indicatore
dell’utilizzo delle proteine alimentari, che ¢ risultato significativamente piu basso
nel latte degli animali che utilizzavano il pascolo nel pomeriggio rispetto al latte

prodotto dagli animali che pascolavano la mattina.
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PARTE SPERIMENTALE
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5. Scopo del lavoro

Nel bacino Mediterraneo, la maggior parte del territorio destinato al
pascolamento degli animali € rappresentato da pascoli naturali (Ruiz et al., 2009).
Molto spesso, il foraggio ottenuto da questi pascoli ¢ di scarsa qualita, o
quand’anche di buona qualita, non ¢ disponibile per I’intero periodo dell’anno.
Quantita e qualita delle essenze foraggere pascolive naturali sono, infatti,
fortemente condizionate dall’effetto stagione. Uno studio svolto in Tunisia della
durata di due anni, riporta significative differenze stagionali sia della disponibilita
sia della qualita della biomassa del pascolo naturale (Chemmam et al., 2009).
Durante il periodo primaverile la quantita di biomassa prodotta era pari a 1.5 tonn
SS/ha con una percentuale media di proteina grezza del 15%, in autunno la
disponibilita scendeva a 1.2 to SS/ha con solo il 9% di proteina grezza. Variazioni
quantitative ancora pitu ampie sono state riscontrate da Molénat et al.(2005) in uno
studio simile condotto per valutare le caratteristiche del pascolo della regione di
Causse nel sud della Francia. La biomassa disponibile, infatti, variava da un
minimo di 0.2 t SS/ha in autunno ad un massimo di 1.0 t SS/ha in primavera.

Nonostante 1 limiti su descritti, il pascolo rimane spesso il sistema di elezione
(o spesso 'unica forma di allevamento possibile) nelle zone povere e svantaggiate
e per le produzioni meno redditizie a causa degli elevati costi di gestioni che
derivano da un sistema di allevamento intensivo (Castel et al., 2011). Di
conseguenza, la principale sfida sembra essere quella di ottimizzare [’utilizzo
delle risorse naturali a disposizione del bestiame greggi mantenendo elevati gli
standard quali-quantitativi delle produzioni. In questo senso, la riscoperta e il

miglioramento di pratiche tradizionali potrebbe contribuire a questo scopo. Il
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pascolamento misto, cio¢ la contemporanea presenza di diverse specie animali
nello stesso appezzamento nello stesso tempo, la gestione collettiva e condivisa di
un medesimo pascolo sono alcune delle pratiche utilizzate nel passato e di cui €
stata dimostrata 1’efficienza (Hadjigeorgiou et al., 2005).

Un’altra pratica comunemente usata nel bacino Mediterraneo, in particolare per
I’allevamento dei piccoli ruminanti, ¢ quella del “pascolo breve”. Secondo questo
sistema, gli animali vengono condotti al pascolo per un periodo di circa 8h,
nell’intervallo di tempo che intercorre tra le due mungiture giornaliere, per poi
somministrare una quantita variabile di concentrati al rientro in stalla. Questo
sistema consente da una parte di ridurre la pressione sul pascolo, che altrimenti si
deteriorerebbe come dimostrato da Nedjraoui (2004) e da Ronchi e Nardone
(2003) quando gli animali pascolano senza restrizioni, dall’altra di ridurre la
quantita di concentrati utilizzati e quindi dei costi di gestione.

Come discusso nella parte generale del presente lavoro di tesi, la
somministrazione di concentrati ha anche D’effetto di ristabilire un corretto
equilibrio tra carboidrati fermentescibili e le proteine solubili della dieta al fine di
ridurre le fermentazioni delle sostanze azotate a livello ruminale, i cui prodotti, in
particolare 1’indolo e lo scatolo, sono responsabili di odori e aromi indesiderati nei
prodotti di origine animale. Poiché la concentrazione dei carboidrati solubili nei
vegetali tende a crescere durante la giornata come conseguenza dell’accumulo dei
prodotti della fotosintesi, la restrizione dell’orario di pascolo alle sole ore
pomeridiane (quando il contenuto di WSC ¢ massimo) potrebbe contribuire a
un’ulteriore riduzione (o nel migliore dei casi all’eliminazione) dell’uso di

concentrati, rappresentando cosi una strategia alternativa per ridurre ulteriormente
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1 costi di gestione e al contempo migliorare la qualita dei prodotti di origine
animale.

Il presente lavoro di tesi ¢ parte integrante di un piu ampio progetto di ricerca
finanziato dall’Unione Europea nell’ambito del Settimo Programma Quadro per la
Ricerca, volto a migliorare le performances, la salute e il benessere animale
nonché la qualita dei prodotti di origine ovina in un sistema di allevamento
sostenibile; in particolare, lo scopo della tesi ¢ stato quello di studiare 1’effetto
della variazione dell’orario di pascolamento sulla produzione a livello ruminale di
scatolo e indolo, e sull’accumulo di queste sostanze nel grasso perirenale di

agnelli da carne.
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6. Materiali e metodi

6.1. Animali e diete

La prova sperimentale ¢ stata condotta presso un’azienda agricola ubicata nel
Comune di San Costantino Calabro in provincia di Vibo Valentia (38°38' N,
16°04' E) per un periodo complessivo di 92 giorni compresi tra il mese di marzo e
maggio 2010: 20 giorni sono stati dedicati all’adattamento e 72 giorni al periodo
sperimentale.

Per ’esperimento sono stati utilizzati 42 agnelli maschi di razza Merinizzata
Italiana nati nella stessa azienda, selezionati in base al peso corporeo ed al ritmo
di accrescimento rilevato con cadenza settimanale dalla nascita allo svezzamento
avvenuto a un’eta di 75 (£15) giorni.

Dopo lo svezzamento, gli animali sono stati dapprima suddivisi in 4 gruppi in
funzione del peso corporeo decrescente, per poi essere assegnati, su base casuale,
a uno dei quattro gruppi sperimentali descritti di seguito. Nove agnelli sono stati
allevati in stalla (gruppo stalla) e alimentati esclusivamente con un concentrato
commerciale a base di orzo; I’alimentazione di questi animali era razionata, allo
scopo di rendere gli incrementi ponderali di questi soggetti simili al valore medio
degli incrementi dei tre gruppi al pascolo. I restanti 33 agnelli sono stati condotti
quotidianamente al pascolo costituito da un erbaio di Lolium perenne. La scelta di
utilizzare un pascolo monofita si ¢ resa necessaria per impedire qualsiasi forma di
selezione da parte degli animali; inoltre, poiché nella zona e nella stagione ove ¢
stato eseguito I’esperimento si riportano precipitazioni piovose nell’ordine di 100

mm/mese non ¢ stato necessario prevedere un impianto di irrigazione.
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Degli animali inviati al pascolo, dodici agnelli (gruppo 8h) hanno pascolato per
8 ore, dalle ore 9 alle 17; dieci agnelli (gruppo 4hAM) hanno pascolato solo la
mattina, dalle 9 alle 13; infine, 11 agnelli (gruppo 4hPM) hanno pascolato solo al
pomeriggio, dalle 13 alle 17. Il pascolo, avente un estensione di 1 ha, ¢ stato
suddiviso in 9 parcelle (3 per ciascun gruppo di pascolamento) ognuna delle quali
¢ stata pascolata da un sottogruppo costituito da 3 o 4 animali (Tabella 5). Al
ritorno dal pascolo, ogni sottogruppo di animali ¢ stato alloggiato al coperto, in

box multipli con libero accesso all’acqua.

Tabella 5 - Piano sperimentale

Gruppo stalla Gruppo pascolo

9 agnelli

Gruppo 8h

Gruppo 4hAM

Gruppo 4hPM

Parcella 1, 4 animali
Parcella 2, 4 animali

Parcella 3 , 4 animali

Parcella 1, 3 animali
Parcella 2, 3 animali

Parcella 3 , 4 animali

Parcella 1, 3 animali
Parcella 2, 4 animali

Parcella 3 , 4 animali

Durante il periodo di adattamento, la dieta di svezzamento somministrata agli
animali del gruppo stalla ¢ stata progressivamente sostituita dal concentrato
utilizzato durante il periodo sperimentale; anche durante questa fase, il
concentrato era somministrato in quantita tale da rendere gli incrementi ponderali
simili al valore medio degli incrementi dei tre gruppi al pascolo. Per quel che
riguarda gli agnelli dei tre gruppi che utilizzavano il pascolo, durante il periodo di
adattamento, essi hanno pascolato nelle stesse ore in cui avrebbero pascolato
durante il successivo periodo sperimentale, e al ritorno in stalla hanno ricevuto

quantita decrescenti di fieno fino alla sua eliminazione dalla dieta.
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Tutti gli animali sono stati pesati settimanalmente. I livelli di ingestione al
pascolo sono stati stimati due volte durante il periodo sperimentale al 15° e 65°
giorno secondo il metodo riportato da Avondo et al. (2002) e da D’Urso et al.
(1998). Lo stesso giorno in cui ¢ stata stimata 1’ingestione al pascolo, sono stati
raccolti anche 1 campioni di pascolo. Il campionamento € avvenuto in orari diversi
in funzione dei gruppi di pascolamento:

- Gruppo 4hAM:ore 9, 11 e 13

- Gruppo 4hPM: ore 13, 15¢e 17

- Gruppo 8h: ore 9, 11, 13, 15, 17.

In ogni parcella e per ciascun orario di pascolamento sono stati prelevati n. 3
campioni di circa 1 kg di erba fresca. I campioni raccolti sono stati conservati

sottovuoto e tenuti a -30 °C fino al giorno dell’analisi chimiche.

6.2. Macellazione e Campionamento

Alla termine del periodo sperimentale tutti gli animali sono stati tenuti a
digiuno per una notte intera (12 ore) e successivamente trasportati presso un
mattatoio commerciale dove sono stati macellati mediante la recisione della
giugulare, previo stordimento effettuato con proiettile captivo.

Immediatamente dopo la morte, ogni animale ¢ stato eviscerato. Il rumine,
opportunamente isolato, ¢ stato tagliato con un bisturi per raccoglierne il liquido,
sul quale ¢ stato immediatamente misurato il pH mediante 1’'uso di un pHmetro
(Orion 9106; Orion Research Incorporated, Boston, MA); e stata prelevata

un’aliquota di 100 mL previa filtrazione mediante 1’uso di un doppio strato di
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mussolina. I1 campione di liquido ruminale ¢ stato quindi conservato a una
temperatura di -30 °C fino al giorno delle analisi.

A distanza di 20 minuti dalla morte, il muscolo Longissimus dorsi ¢ stato
prelevato dalla mezzena destra di ogni carcassa, avvolto in un foglio di alluminio
e conservato sottovuoto a una temperatura di -25 °C fino al momento delle analisi
chimiche. Contestualmente, dalla stessa mezzena ¢ stato prelevato il grasso
perirenale, posto sottovuoto e anch’esso conservato, fino al giorno delle analisi

chimiche, a una temperatura di -25 °C.

6.3. Analisi chimiche
6.3.1. Pascolo

Per ogni data di campionamento (15° e 65° giorno), da ogni parcella di pascolo
sono stati prelevati in maniera casuale 1 campioni di erba in diverse ore del giorno
in funzione dell’orario di pascolamento (sez. 6.1). Ciascuno dei campioni ¢ stato
sottoposto ad analisi chimica per la determinazione della sostanza secca, della
proteina grezza e del contenuto in NDF secondo il metodo AOAC (1995) e delle
frazioni proteiche (Licitra ef al. 1996). 1l contenuto di carboidrati solubili (WSC)

¢ stato determinato mediante il metodo modificato dell’antrone (Deriaz, 1961).

6.3.2. Liquido ruminale

Da ciascun campione di liquido ruminale ¢ stata prelevata una prima aliquota
di 15 mL per la determinazione della sostanza secca, ponendo in stufa a 105°C il
campione fino a peso costante. Da ogni campione individuale di liquido ruminale,

¢ stata prelevata una seconda aliquota di 15 mL destinata alla determinazione di
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indolo e scatolo. Detta aliquota ¢ stata centrifugata a 3.000 x g per 5 minuti. Al

surnatante (2 mL) cosi recuperato, sono stati aggiunti 10 pg di 5-methylindole

come standard interno. I composti di derivazioni indolica sono stati estratti due

volte mediante aggiunta di una miscela di esano ed etere dietilico (80:20 vol/vol)

seguita da centrifugazione a 3.000 x g per 5 min. Il surnatante ottenuto dalle due

estrazioni consecutive ¢ stato recuperato e unito a formare un unico campione che

¢ stato, quindi, concentrato in corrente di azoto fino a un volume di 500 pL per

essere analizzato al gascromatografo (TRACE 2000, Thermo-Finnigan, San Jose,

CA) con le seguente condizioni:

- Colonna Supelco SPB 5 (60 m % 0.32 mm x 1pm);

- Temperatura dell’iniettore mantenuta a 255 °C;

- Condizioni del forno: temperatura iniziale di 40 °C per 4 minuti; rampa di 3
°C/min fino a 181 °C per 30 secondi; rampa di 1.8 °C/min fino a 188 °C per
30 secondi;rampa di 3 °C/min fino a 230 °C per 5 minuti.

La quantificazione dell’indolo e dello scatolo ¢ stata ottenuta in funzione dell’area

del picco relativo allo standard interno.

6.3.3. Grasso perirenale

I composti indolici sono stati estratti dal grasso perirenale contestualmente agli
altri composti organici volatili allo scopo di valutare ’effetto del sistema di
allevamento su tutti questi componenti. Coerentemente con lo scopo della tesi,
tuttavia, verranno esaminati e discussi soltanto i dati relativi a indolo e scatolo. Il
metodo di analisi adottato e quello riportato da Vasta et al. (2010b, 2011),

parzialmente modificato. In dettaglio, il grasso perirenale, ancora congelato, ¢
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stato ridotto in fette dello spessore di circa 1 mm con 1’ausilio di un bisturi. Otto
grammi (£0.2 g) di grasso sono stati trasferiti in una provetta in vetro da 20 mL
con tappo a setto/PTFE. Per ’estrazione dei composti volatili nello spazio di testa
¢ stata utilizzata la tecnica di microestrazione in fase solida (SPME). La provetta
contenente il campione ¢ stata posta in un bagno di acqua a 90 °C (£2 °C) per 20
minuti. Una fibra assorbente (Supelco, Bellefonte, PA; 57328-U) ¢ stata, quindi,
inserita nello provetta ed esposta allo spazio di testa per 20 minuti per consentire
I’adsorbimento delle molecole. Dopo 1’adsorbimento, la fibra ¢ stata rimossa ed
immediatamente inserita nell’iniettore del gascromatografo (TRACE 2000,
Thermo-Finnigan, San Jose, CA) per I’analisi. L’iniettore, per la fase di
desorbimento, ¢ stato settato a 250 °C; il tempo di desorbimento ¢ stato di 4
minuti. L’iniettore, settato a 255 °C durante 1’analisi gascromatografica, era dotato
di un liner di 0.75 mm (Supelco, Bellefonte, PA). Come gas di trasporto ¢ stato
utilizzato un flusso di elio di 1.0 mL/min. I composti volatili sono stati separati
utilizzando le seguenti condizioni:
- Colonna Supelco SPB 5 (60 m % 0.32 mm X 1um);
- Temperatura dell’iniettore mantenuta a 255 °C;
- Condizioni del forno: temperatura iniziale di 40 °C per 4 minuti; rampa di 3
°C/min fino a 181 °C per 30 secondi; rampa di 1.8 °C/min fino a 188 °C per
30 secondi;rampa di 3 °C/min fino a 230 °C per 5 minuti;
- Temperatura all’interfaccia tra gascromatografo e spettrometro di 280 °C.
Gli spettri di massa dei composti volatili sono stati generati da uno spettrometro di
massa dotato di trappola ionica (Polaris Q, Thermo-Finnigan, San Jose, CA);

I’acquisizione ¢ stata eseguita in modalita electron impact (70 eV) da
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10 microscansioni al secondo, osservando un range di massa compreso tra 33—
230 m/z. Nel range di temperatura compreso tra 181 °C e 188 °C, lo strumento ha
operato in modalita SIM (m/z 90, 103, 117, 130, 131) per la rilevazione dello
scatolo e dell’indolo. L’identificazione dei composti ¢ stata eseguita mediante la
comparazioni tra gli spettri di massa ottenuti ¢ un database di spettri (NIST 7
Mass Spectral Library (2000)) e per comparazione dell’indice di ritenzione lineare
(Kondjoyan and Berdagué, 1996; NIST Mass Spec Data Center, 2008). Nel caso
dell’indolo e dello scatolo, [I’identificazione ¢ stata ottenuta mediante
comparazione con uno standard puro precedentemente iniettato. L’indice di
ritenzione lineare ¢ stato calcolato sulla base di una precedente iniezione di n-
alkani della lunghezza di 5-17 atomi di carbonio. L’area dei picchi dei composti
volatili ¢ stata integrata sulla base di picchi specifici di ogni molecola al fine di
evitare la sovrapposizione di ioni comuni. Inoltre, per prevenire |’ effetto
memoria” della fibra assorbente e della colonna cromatografica, quotidianamente,
sono stati analizzati 4 campioni provenienti da gruppi sperimentali diversi; anche
la sequenza dei campioni provenienti dai diversi trattamenti sperimentali ¢ stata
cambiata ogni dieci giorni di analisi. Sebbene per il presente lavoro di tesi
verranno discussi solo 1 dati relativi all’indolo e allo scatolo, si ¢ preferito
descrivere nella sua totalita il processo di estrazione, identificazione e
quantificazione dei composti aromatici per una maggior completezza di

informazione.
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6.3.4. Muscolo

Il muscolo Longissimus dorsi ¢ stato sottoposto alla determinazione dei
composti volatili mediante Smart Nose. Aliquote di 4 grammi di campioni di
Longissimus dorsi della mezzena destra di ogni agnello sono state poste
all’interno di vial da 20mL chiuse con tappo ermetico provvisto di setto in
silicone-PTFE. Ciascun campione ¢ stato pesato in triplicato e collocato
sull’autocampionatore in maniera random; questo per evitare che eventuali
composti volatili molto piu concentrati, possibilmente presenti in alcuni campioni,
potessero influenzare [’analisi dei campioni successivi, evento che si puo
verificare nel caso in cui il tempo di purge tra i campioni non sia sufficiente a
pulire del tutto I’iniettore.
Le vial sono state incubate per 30 min a 60°C sotto agitazione. I composti volatili
sono stati estratti mediante una siringa a tenuta di gas ed iniettati all’interno dello
spettrometro di massa a quadrupolo senza previa separazione gascromatografica.
Sotto elencate si trovano le principali condizioni operative:
e Temperatura dell’ iniettore: 160°C
e Temperature della siringa: 100 °C
e Volume di iniezione: 2.5 ml
e Flusso di purge: 200ml/min
e Modalita di Ionizzazione Elettronica (EI): 70 e V
e m/zrange: 10-160 amu
e Numero dei canali di massa: 150
e SEM voltage: 1240 V

e Tempo di purge tra i campioni: 120 s
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e Tempo di purge dopo I’analisi:15 min
e Il tempo di acquisizione totale ¢ stato settato a 170 s, tempo sufficiente a
misurare 3 cicli per ogni iniezione.

Tutti 1 set di dati sono stati trasformati utilizzando il software SMart Nose 151 in
dotazione con lo strumento. Inizialmente ¢ stato calcolato il valore medio dei tre
cicli registrati e, in seguito, i1 dati processati sono stati normalizzati in funzione
dello ione dell’argon (m/z = 40) dell’aria. Tale rapporto massa su carica non ¢
soggetto praticamente a nessun tipo di contaminazione da parte di altri composti e
la concentrazione di questo gas nello spazio di testa pud essere considerata
costante. Infine ¢ stato effettuato il calcolo della PCA, in base agli ioni piu

discriminanti.

6.3.4.1. SMart Nose

Lo Smart Nose (Fig. 12) utilizzato per le analisi dei campioni ¢ costituito dalle
seguenti parti: un autocampionatore (CTC Combi Pal con Cycle Composer
software), provvisto di travi porta-vial e fornetto, uno spettrometro di massa (MS)
a quadrupolo ad alta sensibilita (Inficon AG) con un range di ioni di massa
misurabili da 1 a 200 amu ed un software di analisi statistica multivariata (SMart
Nose 151) per 1’acquisizione dei dati. L’autocampionatore dello SMart Nose ¢
totalmente programmabile e puod contenere 2 x 32 vial da 10 o 20 ml. Per generare
lo spazio di testa necessario, ciascun campione ¢ riscaldato nel fornetto, che puo
raggiungere la temperatura massima di 200°C. La siringa pre-riscaldata inietta
fino a 2.5 ml dello spazio di testa del campione dentro I’iniettore dello MS. La

siringa e I’iniettore sono puliti con flusso di azoto dopo 1’analisi di ogni campione.
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Figura 12 - Smart Nose

Le intensita degli ioni a diverso valore m/z sono conservati in un database e
vengono registrate sottoforma di matrice. Il principio di analisi dello SMart Nose
consiste nel paragonare gli spettri di massa della frazione volatile (spazio di testa)
di tutti i campioni. Le sostanze perd non sono separate, ma analizzate
globalmente. L’identificazione dei vari campioni si basa sulle differenze, a volte
piccole, tra gli spettri che costituiscono I’impronta digitale di ogni campione. I
dati vengono poi trattati statisticamente mediante analisi multivariata, come ad
esempio riportato in figura 13 nella quale ¢ stata utilizzata 1’Analisi delle
Componenti Principali (PCA) per ottenere un grafico bidimensionale dei
campioni discriminati.

Affinché il confronto tra i campioni sia piu reale possibile si ¢ ritenuto importante
mantenere uguali per ogni campione le condizioni sperimentali, quali pesata,
superficie e granulometria del campione, temperatura e tempo di incubazione e

parametri come agitazione.
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Figura 13 - Principio di analisi dello SMart Nose
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6.4. Analisi statistica

Per la composizione chimica dell’erba, ¢ stata eseguita un’analisi della
varianza (ANOVA) per misure ripetute; [’orario di pascolamento (8h vs. 4hAM
vs. 4hPM), la data di campionamento (15° vs. 65° giorno) e le loro interazioni
sono stati considerati come fattori fissi, mentre 1 singoli campioni sono stati
considerati come fattori random. Quando non significativa (P>0.05), ’interazione
¢ stata esclusa dal modello; quando I’ANOVA era significativa (P<0.05) le medie
sono state confrontate mediante comparazione a coppie (test di Tukey).

I dati relativi all’ingestione di sostanza secca ed alla quantita di di scatolo e
indolo nel grasso perirenale e nel liquido ruminale sono stati analizzati secondo un
modello completamente randomizzato che includeva Deffetto dell’orario di

pascolamento e I’errore sperimentale. I singoli animali sono stati considerati come
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unita sperimentale. Quando I’ANOVA ¢ risultata significativa (P<0.05) le medie
sono state confrontate mediante il test di Tukey per la comparazione a coppie.
Relativamente alla componente aromatica della carne essa ¢ stata esaminata
mediante 1’Analisi delle Componenti Principali (PCA), una tecnica per la
semplificazione dei dati utilizzata nell’ambito della statistica multivariata. Si tratta
di una tecnica statistica descrittiva, o di proiezione, che permette di visualizzare
graficamente un set di dati, rappresentato matematicamente da una matrice, che
contiene una riga per ciascun oggetto (campione) e una colonna per ciascuna
variabile (m/z). Ciascuna riga della matrice pud essere vista come un set di
coordinate che rappresentano 1’oggetto nello spazio delle variabili, ognuna delle
quali definisce un asse. Tutti gli oggetti si dispongono in questo spazio assumendo
una certa struttura. L’obiettivo della PCA ¢ quello di rappresentare il set di dati in
un nuovo spazio di dimensione inferiore rispetto a quello di partenza, i cui assi
sono determinati dalle componenti principali (PC), che si ottengono da
combinazioni lineari delle dimensioni iniziali (variabili originali). La grandezza
dei coefficienti, nelle risultanti combinazioni lineari, danno un’indicazione
dell’importanza relativa delle dimensioni iniziali nella struttura dei dati. Le PC si
costruiscono lungo le direzioni di massima varianza, in modo che le proiezioni dei
punti lungo quelle rette siano piu espanse possibile. La nuova variabile (PC1),
prima per dimensione della varianza, viene proiettata sul primo asse; la seconda
nuova variabile (PC2) andra nella seconda direzione di massima varianza e sara
perpendicolare alla prima e cosi via. La condizione di perpendicolarita ¢
necessaria affinché le informazioni contenute sugli assi siano indipendenti. Lo

zero del nuovo sistema di assi corrisponde al centro del gruppo di campioni. La
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riduzione della complessita avviene limitandosi ad analizzare le principali (per
varianza) tra le nuove variabili.

Il vantaggio della PCA non ¢ solo quello di cambiare il sistema di coordinate in
uno piu rilevante (centrato sulla nuvola dei dati) e di ridurre la dimensionalita, ma
anche quello di ridurre il rumore. La PCA, infatti, scompone la matrice originale
dei dati in una parte che contiene la struttura dei dati, cio¢ 1’informazione
rilevante ed una che contiene il rumore (direzioni dello sciame dei dati in cui la
varianza ¢ cosi piccola da essere trascurabile) e che non viene considerata nella
costruzione del modello. All’aumentare del numero delle PC del modello, la
varianza spiegata aumenta; questa riassume quanto bene il modello ha catturato
I’informazione contenuta nel set di dati. Tale aumento sara sempre minore fino a
quando risultera poco rilevante. Il numero ottimale di PC da considerare viene
scelto quando la varianza residua, che ¢ complementare a quella spiegata

(varianza residua + varianza spiegata = 100%) smette di diminuire.
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7. Risultati

7.1. Performance di crescita e post mortem

I risultati riguardanti i livelli di ingestione e le performance in vivo e post
mortem degli agnelli dei gruppi che utilizzavano il pascolo sono riportati nella
tabella 5. Relativamente al gruppo stalla, 1 dati di questi animali sono stati esclusi
dal modello di analisi statistica perché, come precisato in materiale ¢ metodi, la
crescita degli animali era sperimentalmente controllata per rimanere confrontabile
a quella degli animali dei tre gruppi al pascolo allo scopo di ottenere simili livelli
di grasso di deposito nelle carcasse e/o nelle carni. Quindi, gli incrementi
ponderali ed il peso vivo finale e della carcassa sono stati il risultato di una
“manipolazione” e non un effetto sperimentale della dieta.
Gli agnelli che hanno pascolato per 1’intera giornata (gruppo 8h) hanno mostrato
livelli di ingestione significativamente piu elevati rispetto agli altri due gruppi
pascolo (p<0.05). Inoltre, essi hanno avuto un incremento ponderale e un peso
vivo finale significativamente (p<0.05) piu alti in confronto agli agnelli dei due
gruppi di animali che utilizzavano il pascolo soltanto per 4 h/d. Tuttavia, il peso
della carcassa, in media pari a 7.12 kg, non differiva significativamente (p>0.05)
tra 1 tre gruppi che utilizzavano il pascolo secondo le tre diverse modalita

sperimentali.
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Tabella 6 — Effetti dell’orario di pascolamento sulle performance degli agnelli dei tre gruppi al

pascolo
P
Gruppi di pascolamento ~ SEM
(significativita)
8h  4hAM  4hPM
Ingestione (g d™) 485* 349 375" 136 <0.0005
Peso vivo iniziale (kg) 16.02 1620 16.03 0.327 0.973
Peso vivo finale (kg) 20.59° 18.76° 18.58" 0.422 <0.001
Tasso di crescita (gd')  62.96° 37.35° 35.07° 3.99 0.004
Peso carcassa (kg) 7.65 7.00 6.72  0.219 0.199

> Jettere differenti lungo la stessa riga indicano differenze significative (p<0.05).

7.2. Composizione chimica del pascolo

La composizione chimica del pascolo utilizzato dagli animali durante il periodo
sperimentale ¢ riportata in tabella 6. La proteina grezza era significativamente
(p<0.05) piu alta nel pascolo del gruppo 4hAM rispetto a quello del gruppo 8h ma
non differente rispetto al pascolo del gruppo 4hPM; sia il contenuto in zuccheri
solubili (WSC) che il rapporto WSC/PG erano significativamente (p<0.05) piu
bassi nel pascolo del gruppo 4hAM rispetto ai gruppi 4hPM e 8hche tra di loro
non hanno mostrato differenze significative. Nell’ambito della componente
proteica, le frazioni proteiche A e Bl, solubili e rapidamente fermentescibili a
livello ruminale, non hanno mostrato differenze significative in funzione
dell’orario di pascolamento. Solo la frazione proteica B2 (proteine vere
mediamente degradabili) era significativamente piu alta nel pascolo utilizzato dal

gruppo 4hPM rispetto al pascolo del gruppo 4hAM.
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Tabella 7 — Composizione chimica del pascolo (g/kg SS)

Orario di pascolamento SEM Significativita (p)
8h 4hAM  4HPM Orario (H) Data (D) HxD
SS g/kg 137.3 130.3 142.1 4.57 0.359 <0.001 0.855
Proteina grezza b . b
PG) 238.0 256.0°  250.6 4.12 0.036 0.000 0.541
NDF 4352°  443.00° 4244° 372 <0.001 <0.067 0.003
WSC 80.0" 58.3 85.8" 3.64 0.002 0.025 0.467
Ceneri 160.2 156.3 150.1 4.89 0.541 0.969 0.943
WSC/PG 0.42° 0.34* 0.48° 0.02 0.049 0.010 0783
Frazioni proteiche
(% PG)
A 26.59 28.34 2552 1.02 0.102 0.001 0.535
Bl 4.30 4.74 5.03 0.34 0.507 0.267 0.075
B2 39.31"  35.83" 4359 431 0.022 0.000 0.013
B3 27.52 28.41 23.64  3.16 0.087 0.000 0.010
C 2.28 2.68 2.22 0.43 0.170 0.006 0.107

* Jettere differenti lungo la stessa riga indicano differenze significative (p<0.05)

Indipendentemente dalla modalita di utilizzo del pascolo, esaminando i risultati
analitici ottenuti su tutti i campioni sperimentali di pascolo raccolti nelle due date
di campionamento, emerge che la quantita di carboidrati solubili nel pascolo ¢
progressivamente cresciuta nell’arco della giornata, come atteso (Fig. 14). In
particolare, il contenuto in carboidrati solubili nel foraggio ¢ risultato
significativamente minore nei campioni raccolti tra le 9.00 e le 12.00 rispetto ai

campioni raccolti tra le 13.00 e le 16.00.
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Figura 14 — Quantita (g/kg SS) di WSC nel pascolo durante la giornata
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Lettere diverse indicano differenza significativa (p<0.05)

7.3. Liquido ruminale.

La tabella 8 riporta i dati relativi all’effetto del tipo di alimentazione sul pH e
sulla sostanza secca del liquido ruminale dei quattro gruppi sperimentali. La
sostanza secca non ha mostrato alcuna differenza significativa tra 1 quattro gruppi,
mentre il pH ¢ risultato significativamente piu basso nel liquido ruminale degli
animali del gruppo stalla rispetto quello dei tre gruppi al pascolo, che tra loro non

hanno mostrato differenze significative.

Tabella 8 - Effetti della tesi alimentare sul pH e sulla sostanza secca (g/100 g di liquido tal quale)
del liquido ruminale. Comparazione dei 4 gruppi sperimentali

Tesi alimentare SEM  Significativita (p)
Stalla 8h  4hAM 4HPM
Sostanza secca 82.7 827 81.6 81.6  5.051 0.482
pH 63" 7.0°  7.1° 7.0°  0.005 <0.0001

*® Jettere differenti sulla stessa riga indicano differenze significative (p<0.05).
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Le figure 15 e 16 riportano i dati relativi alla presenza di scatolo e indolo nel
liquido ruminale. I wvalori di scatolo nel liquido ruminale sono stati
significativamente influenzati dal tipo di alimentazione degli agnelli, sia quando
espressi in termini di pg/mL (fig. 15; p<0.0001) che di ug/g SS (fig. 16;
p<0.0001). II livello di scatolo ¢ infatti risultato significativamente piu alto nel
gruppo stalla rispetto agli altri gruppi sperimentali. Nessuna differenza
significativa ¢ stata riportata tra i tre gruppi di animali condotti al pascolo, in
rapporto alle diverse modalita di utilizzo. Riguardo all’indolo, non ¢ stata
osservata nessuna differenza significativa tra i 4 gruppi, né per la concentrazione

né per la quantita di indolo.

Figura 15 — Concentrazione di indolo e scatolo nel liquido ruminale (pg/mL). Comparazione di
4 gruppi sperimentali.

M Scatolo

ug/mL 2
H Indolo

4hAM 4hPM 8h Stalla

Lettere diverse indicano differenza significativa (p<0.05)
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Figura 16 - Concentrazione di indolo e scatolo espressa in pg/ g di SS del nel liquido ruminale.
Comparazione di 4 gruppi sperimentali.

ng/g SS M Scatolo

H Indolo

4hAM 4hPM 8h Stalla

Lettere diverse indicano differenza significativa (p<0.05)

Per tutti i parametri oggetto di indagine nel liquido ruminale, al fine di
evidenziare eventuali differenze tra i gruppi condotti al pascolo mascherate dalla
significativa differenza in confronto al gruppo stalla, si ¢ proceduto ad escludere il
gruppo stalla dall’analisi statistica. La tabella 9 riporta i risultati dell’analisi
statistica condotta applicando quest’altro modello relativamente ai dati del pH e
della SS del liquido ruminale. Essa mostra che il diverso orario di utilizzo del

pascolo da parte non ha influito su nessuno dei due parametri in esame.

Tabella 9 - Effetti della tesi alimentare sul pH e sulla sostanza secca del liquido ruminale.
Comparazione di 3 gruppi sperimentali.

Orario di pascolamento SEM  Significativita (p)
8h 4hAM  4HPM
Sostanza secca 81.7 81.6 81.6 4.410 0.329
pH 7.0 7.1 7.0 0.023 0.081
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Le figure 17 e 18 riportano 1 dati relativi alla presenza di indolo e scatolo nel
liquido ruminale dei tre gruppi che utilizzavano il pascolo (8h, 4hAM e 4hPM).
Anche applicando questo modello di analisi statistica (con tre livelli del fattore
sperimentale invece di quattro, escludendo cio¢ il gruppo stalla), non ¢ stata
osservata nessuna differenza significativa tra 1 gruppi né per la concentrazione
(Fig. 17; indolo p=0.118; scatolo p=0.377) né per la quantita (Fig. 18; indolo

p=0.113; scatolo p=0.347) di indolo e scatolo.

Figura 17 — Concentrazione (pg/mL) di indolo e scatolo nel liquido ruminale.
Comparazione di 3 gruppi sperimentali
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Figura 18 — Concentrazione di indolo e scatolo espressa in pg/ g di SS del nel liquido ruminale.
Comparazione di 3 gruppi sperimentali.

ug/g SS M Scatolo

H Indolo

4hAM 4hPM 8h

7.4. Indolo e scatolo nel grasso perirenale

L’analisi statistica dei dati dei quattro gruppi di animali in prova (stalla e 3
gruppi al pascolo) ha evidenziato che il trattamento alimentare ha influenzato
significativamente sia la concentrazione di indolo (p<0.0005) che quella di scatolo
(p=0.034) nel grasso perirenale (Tab. 9). L’indolo era presente in concentrazione
piu bassa nel grasso perirenale degli animali del gruppo stalla rispetto agli animali
alimentati al pascolo (p<0.05), che invece non hanno mostrato differenze
significative tra di loro. Lo scatolo ¢ risultato significativamente piu alto nel
grasso degli animali del gruppo 4hAM rispetto agli animali del gruppo stalla
(p<0.05); non ¢ stata invece osservata una differenza significativa tra i tre gruppi
al pascolo. In sintesi, il modello di analisi dei dati comprendente i1 quattro gruppi
sperimentali evidenzia che 1’orario di pascolamento non ha modificato la presenza

di indolo e scatolo nel grasso perirenale degli agnelli.

72



Tabella 10 - Effetti della tesi alimentare sulla concentrazione (pug/mL)
di indolo e scatolo nel grasso perirenale.

Orario di pascolamento SEM  Significativita (p)

Stalla 8h 4hAM 4HPM

Indolo 485" 534> 574 543>  0.073 <0.0005

Scatolo  4.80° 5.19® 533 523%™  0.063 0.034

b Jettere differenti sulla stessa riga indicano differenze significative (p<0.05).

Come gia fatto per la quantita e la concentrazione di scatolo e indolo nel
liquido ruminale, anche per il grasso perirenale si ¢ eseguita 1’analisi statistica
escludendo il gruppo stalla dal data set al fine di ridurne la variabilita ed
evidenziare eventuali differenze significative tra i tre gruppi che utilizzavano il
pascolo, seppure in orari differenti. Questa analisi non ha cambiato i risultati
relativi allo scatolo (Fig. 19), che non ¢ risultato influenzato dalla modalita di
utilizzazione del pascolo. La diversa modalita di analisi dei dati ha permesso di
evidenziare invece un significativo effetto della modalita di utilizzazione del
pascolo nel caso dell’indolo. E emersa una significativa (p<0.05) maggiore
presenza di indolo nel gruppo 4hAM, che utilizzava il pascolo la mattina, rispetto

al gruppo 8h, che utilizzava il pascolo dalle 9.00 alle 16.00 (Fig. 19).

73



Figura 19 — Concentrazione (pg/g) di indolo nel grasso perirenale. Comparazione di 3 gruppi
sperimentali

H indolo

M scatolo

4hAM 4hPM 8h

Lettere diverse indicano differenza significativa (p<0.05).

7.5. SMart Nose

L’analisi delle componenti principali (PCA) dei dati ottenuti allo SMart Nose
(Fig.20) mostra una netta discriminazione (PC1 63.39%; PC2 8.51%) fra i
campioni dei gruppi 8h, 4hAM e 4hPM. La discriminazione fra i campioni di
muscolo ¢ avvenuta lungo la PCI, in dettaglio da sinistra verso destra si sono
distribuiti il gruppo 8h, 4hAM e 4hPM, quindi la PC1 discrimina gli orari di

utilizzo del pascolo da parte degli animali.
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Figura 20 — PCA dei campioni di Longissimus dorsi dei gruppi 8h, 4hAM e 4hPM
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I campioni dei gruppi 4hAM, 4hPM e 8h sono stati correttamente classificati

rispettivamente con una percentuale del 91%, 83% e 92% (Tab. 10).

Tabella 11 — Classificazione dei campioni di carne secondo la componente aromatica.

Classificazione % Classificazione

Gruppo Corretta Errata Corretta
4hAM 30 3 91%
4hPM 29 6 83%
8h 33 3 92%

Dalla PCA si evince che le differenze aromatiche fra il gruppo che ha pascolato
per 8 ore dalle 9:00 alle 17:00 ed il gruppo che ha pascolato per 4 ore dalle ore

13:00 alle 17:00 sono minori rispetto a quelle con il gruppo MG che ha pascolato
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per 4 ore dalle ore 9:00 alle 13:00. Inoltre considerato che le percentuali di
corretta classificazione per i gruppi oggetto di studio oscillano dall’ 83 al 92%, si
puo asserire che le tre modalita di pascolamento adottate per gli agnelli in prova
non hanno portato a differenze aromatiche all’interno dei gruppi, facendo ottenere

cosi gruppi di campioni molto omogenei tra loro.
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8. Discussione

Come descritto da Vasta e Priolo (2006), la composizione chimica
dell’alimentazione fornita ai ruminanti influenza fortemente la presenza nei tessuti
e nel grasso dei composti volatili che derivano dal metabolismo animale. Tra
questi ultimi composti si annoverano indolo e scatolo. La sintesi di indolo e
scatolo nel rumine puo essere modificata dal rapporto tra carboidrati e proteine
nella dieta, come gia noto in letteratura (Young et al., 2003; Schreurs et al., 2008
(review); Priolo et al., 2009). D’altro canto, diversi studi hanno evidenziato che
nei foraggi gli acidi grassi, la proteina grezza e i carboidrati solubili sono soggetti
a variazioni quantitative nell’arco della giornata (Vasta et al., 2012a; Pagano et al.,
2011; Avondo et al., 2008, Orr e tal., 1997). Pertanto, I’esperimento qui discusso ¢
stato progettato al fine di osservare se la variazione dell’orario di pascolamento
(mattina vs. pomeriggio), che influisca sul contenuto di carboidrati solubili nel
pascolo, potesse avere un effetto sul livello di indolo e scatolo prodotti nel rumine
e, di conseguenza, potesse influire anche sul loro contenuto nel grasso degli
agnelli in prova. Inoltre, attraverso I’analisi dei campioni di muscolo, si € voluto
anche studiare una eventuale influenza del fattore sperimentale orario di utilizzo
del pascolo sulla componente aromatica globale della carne, tale da permettere la
discriminazione del diverso sistema di alimentazione utilizzato dagli animali. Il
gruppo di animali che ha pascolato per 8 ore (gruppo 8h) ¢ stato utilizzato come
gruppo di riferimento perché rappresenta il sistema di allevamento tradizionale
nell’ovinicoltura dell’Italia Meridionale, sistema secondo cui le greggi sono
condotte al pascolo nell’intervallo tra le due mungiture delle pecore, dalla mattina

sino al pomeriggio (dalle 9.00 alle 17.00 nelle nostre condizioni sperimentali). Il
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gruppo stalla, infine, ¢ stato introdotto allo scopo di confermare o meno 1 dati di
letteratura sulle differenze attese tra alimentazione al pascolo ed alimentazione in

stalla.

8.1. Performance in vivo e post mortem

La maggiore ingestione di sostanza secca osservata per gli agnelli del gruppo
8h potrebbe essere attribuita al maggior tempo speso da questi animali al pascolo
rispetto agli altri due gruppi di animali. Infatti, Pérez-Ramirez et al. (2008) hanno
osservato che quando I’accesso al pascolo ¢ ridotto a poche ore al giorno gli
animali hanno livelli di DMI minore rispetto ad animali che possono pascolare
senza restrizioni. Il maggiore DMI osservato per il gruppo 8h potrebbe giustificare
il piu elevato tasso di crescita osservato per questo gruppo rispetto ai gruppi
4hPM e 4hAM. Tuttavia, nonostante alla fine del periodo sperimentale gli animali
del gruppo 8h avessero un peso vivo maggiore rispetto agli animali degli altri due
gruppi alimentati al pascolo, il peso della carcassa non era significativamente
diverso; pertanto, ¢ possibile ipotizzare che il maggior peso vivo degli agnelli del
gruppo 8h fosse dovuto a un maggiore peso del tratto digestivo di questi animali,
come osservato precedentemente anche da Owens et al. (1993). In definitiva,
quindi, gli animali che utilizzavano il pascolo solo per 4 h/d (di mattina o di
pomeriggio) hanno consumato in media una minor quantita di alimento che hanno
trasformato in una equivalente quantita di tutti 1 tessuti componenti la carcassa
(ossa, muscolo, tendini e grasso); in altre parole, 1’efficienza di trasformazione
degli alimenti in tessuti ¢ stata piu elevata. Considerato che nel mercato italiano e

meridionale in particolare 1’agnello viene generalmente venduto al dettaglio come
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carcassa 0 come mezzena, questo risultato potrebbe essere di grande interesse

applicativo.

8.2. Composizione chimica del pascolo

Nel presente studio, la composizione chimica del pascolo ha subito dei
cambiamenti durante il corso della giornata. In particolare, queste variazioni
hanno riguardato i WSC, piu bassi nel pascolo della mattina, ¢ la PG e ’'NDF che
erano piu alti nel pascolo della mattina, confermando i risultati di altri studi
condotti in condizioni sperimentali differenti. Orr et al. (1997) e Avondo et al.
(2008) riportano che il contenuto di WSC ¢ piu alto nel pomeriggio rispetto al
mattino grazie all’accumulo di zuccheri semplici di origine fotosintetica. Taweel
et al. (2005), comparando varieta di segale a contenuto di WSC differente, hanno
concluso che una maggiore quantita di WSC si ottiene a spese della PG e
dell’NDF, che erano piu alti nel pascolo del mattino. Anche altri autori riportano
che la presenza di WSC ¢ inversamente correlata alla presenza di PG (Elgersma et
al. 2005; Tas et al. 2005). Per quanto riguarda i dati relativi alle frazioni proteiche,
in letteratura non sono presenti studi che analizzano il variare delle diverse
frazioni durante 1’arco della gioranata . I valori del rapporto WSC/PG ottenuti
nelle nostre condizioni sperimentali mostrano un trend crescente tra mattina e
pomeriggio, analogamente a quanto riportato da Avondo et al. (2008).
Il confronto tra le due date di prelievo (15° e 65° giorno di prova) ha messo in
evidenza una significativa riduzione della proteina grezza (PG pari a 270.6 vs
225.8 g/kg SS, rispettivamente al primo ed al secondo campionamento;

p<0.0001), nonché un significativo incremento del contenuto di NDF (NDF pari a
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39.3 vs 47.2 g/kg SS, rispettivamente al primo ed al secondo campionamento;
p<0.0001). Si tratta di risultati attesi dovuti all’avanzamento dello stadio
fisiologico dell’erba (Nordkvist & Aman, 2006). Il contenuto in WSC ¢ stato
modificato dalla data di campionamento come osservato anche da (Avondo et al.,
2008) . Il rapporto WSC/PG ¢ diminuito tra il primo e il secondo giorno di sfalcio
(0.4 vs 0.3 p=0.02) come conseguenza del diverso contenuto di PG. Durante il
periodo sperimentale, non si ¢ provveduto ad osservare il comportamento al
pascolo degli animali. Non si puo escludere che gli animali assegnati ai tre diversi
gruppi di pascolamento abbiano selezionato in maniera differente 1’erba a loro
disposizione e che questo possa avere modificato la composizione chimica del
pascolo ingerito rispetto alla biomassa disponibile e analizzata, fenomeno
confermato da diversi studi, anche nelle condizioni di allevamento tipiche

dell’area del Mediterraneo (Abijaoudé et al., 2000a; 2000b).

8.3. Liquido ruminale

Secondo il modello statistico utilizzato per confrontare la varianze tra 1 4
gruppi sperimentali, 1 valori di scatolo nel liquido ruminale erano
significativamente piu alti nel gruppo stalla rispetto ai tre gruppi pascolo, mentre
nessuna differenza significativa ¢ stata riportata tra 1 tre gruppi di animali condotti
al pascolo. Per quanto riguarda la presenza di indolo, inoltre, non ¢ stata osservata
nessuna differenza significativa tra 1 quattro gruppi.

Come ¢ noto, lo scatolo e I’indolo derivano dalla degradazione del triptofano
per opera della microflora ruminale (Sheat et al., 2001). Numerosi studi di

letteratura indicano che un basso rapporto carboidrati-solubili:proteina-grezza
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favorisce la degradazione delle proteine a livello ruminale e quindi determina una
maggiore sintesi dei composti di derivazione indolica (review: Vasta e Priolo,
2006 e Schreurs et al., 2008).

In letteratura non sono presenti studi che abbiano valutato D’effetto della
variazione della composizione chimica del pascolo dovuta a un diverso orario di
pascolamento sulla produzione di scatolo a livello ruminale. Tuttavia, diversi
autori hanno osservato I’effetto di essenze foraggere a diverso contenuto di WSC
sulla produzione di scatolo ed indolo.

Tavendale et al. (2005) hanno comparato I’effetto di tre tipi di loglio contenenti
quantita di WSC decrescenti (rispettivamente Lolium perenne, Lolium multiflorum
cv. Grassland Moata e Lolium multiflorum cv. Impact) sulla presenza dei prodotti
della degradazione proteica nel rumine di vacche da latte. Gli autori riportano che
la presenza di tali composti, tra cui 1’indolo e lo scatolo, era significativamente
piu bassa nel rumine degli animali che avevano ricevuto Lolium perenne, ovvero
I’essenza in cui il rapporto WSC:proteine era piu elevato. Schreurs et al. (2007b)
studiando D’effetto di tre essenze foraggere (trifoglio bianco, loglio perenne e
Lotus curniculatus) sulla produzione di scatolo e indolo nel rumine, hanno
riportato che la maggiore quantita di scatolo e di indolo ¢ stata riscontrata nel
rumine degli animali che avevano ricevuto il trifoglio bianco rispetto agli altri due
gruppi di animali che avevano ricevuto rispettivamente loglio perenne e Lotus
curniculatus. Gli autori spiegano che le differenze relative ai gruppi alimentati
con trifoglio o con loglio possano derivare dalla differente composizione chimica
delle due essenze, in particolare dal fatto che il trifoglio bianco fornisca una

quantita significativamente maggiore di proteine altamente solubili e rapidamente
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degradabili. Per quanto concerne le differenze riscontrate tra il gruppo che aveva
ricevuto trifoglio bianco e quello che aveva ricevuto Lotus curniculatus, secondo
gli autori, esse non sembrano derivare da un differente rapporto WSC:proteine-
solubili (simile tra le due essenze), ma piuttosto dalla quantita di tannini
condensati. Questi infatti erano presenti in concentrazione quattro volte maggiore
nel Lotus curniculatus rispetto al trifoglio. Come descritto nella parte generale, i
tannini condensati sono composti secondari che hanno la capacita di sequestrare le
proteine e di ridurre I’attivita microbica a livello ruminale con la conseguente
diminuzione della presenza dei composti di derivazione indolica.

La letteratura sulla produzione di indolo e scatolo nel rumine di agnelli
alimentati al pascolo o con concentrato ¢ scarsa. L’unico studio reperibile in
letteratura che abbia investigato questo aspetto ¢ quello di Priolo et al. (2009). In
questo esperimento, gli autori, esaminando il liquido ruminale di agnelli
alimentati in stalla con erba verde sfalciata o con concentrato commerciale, hanno
osservato che la presenza di indolo e di scatolo era significativamente piu alta nel
gruppo di animali che avevano ricevuto I’erba verde ed hanno attribuito questo
risultato al rapporto WSC:proteine piu alto nella dieta del gruppo alimentato con
concentrato. Pertanto, 1 risultati ottenuti nelle nostre condizioni sperimentali
relativi al confronto tra stalla e pascolo sono in disaccordo con 1 risultati ottenuti
da Priolo et al. (2009). E da evidenziare anche che sia Priolo et al. (2009) che
nella nostra prova siano state usate essenze foraggere prive di tannini (veccia e
loglio, rispettivamente) .

Al fine di provare a spiegare il perché lo scatolo era presente in concentrazione

maggiore nel liquido ruminale degli animali del gruppo stalla, potrebbe essere
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utile descrivere i risultati riportati da Doerner et al. (2009). Essi hanno valutato in
vitro 1’effetto della variazione del pH e della temperatura sulla crescita del batterio
Clostridium scatologenes, che, come riportato da Cook et al. (2007), € I’unico in
grado di produrre scatolo direttamente dalla degradazione del triptofano. Doerner
et al. (2009) hanno osservato un effetto della variazione del pH del terreno di
coltura sulla capacita di moltiplicazione del batterio: in particolare, hanno
osservato che il batterio si riproduceva due volte piu velocemente alla temperatura
di 37 °C con un pH di 6.0 rispetto alla condizione di neutralita (pH=7.0) e che
addirittura la crescita del batterio si era arrestata a pH=8. Nelle nostre condizioni
sperimentali, ¢ stata riscontrata un’acidita significativamente piu elevata nel
liquido ruminale del gruppo stalla rispetto ai tre gruppi al pascolo (pH pari a 6.30
vs 7.06, rispettivamente; p<0.0001). E, noto che un’alimentazione basata sui
concentrati riduce il pH a livello ruminale. La relazione tra la presenza di fibra
nella dieta e la variazione di pH a livello ruminale ¢ stata estensivamente studiata
a causa dell’influenza che essa ha sia sulle performance produttive dei ruminanti
sia sulla loro salute. La fibra ha il compito di stimolare la masticazione e la
successiva ruminazione; durante la masticazione vengono prodotti i tamponi
salivari che poi mediante la deglutizione arrivano al rumine dove neutralizzano gli
acidi prodotti dalle fermentazioni (Michael 1997). E quindi plausibile pensare che
nel rumine degli animali alimentati esclusivamente con il concentrato a base di
orzo si siano create le condizioni di pH ideali per una maggiore moltiplicazione di
batteri produttori di scatolo come il Clostridium scatologenes. Questa ipotesi
sembra coerente anche con 1 risultati ottenuti dal modello statistico che prende in

considerazione 1 dati dei soli gruppi al pascolo. Infatti, nel liquido ruminale
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prelevato da questi animali non si era evidenziata alcuna differenza significativa
nella presenza di indolo e scatolo. In questo caso, infatti, il pH non presentava
differenze significative tra i tre gruppi. Tuttavia rimane complicato spiegare
perché tra i tre gruppi pascolo non si sia registrato un effetto del diverso livello di
WSC e del rapporto WSC/PG osservati nel foraggio sulla presenza di indolo e
scatolo a livello ruminale, come invece atteso. Considerato che Schreurs et al.
(2007b) hanno osservato un rapido assorbimento ruminale (poiché le massime
concentrazioni di indolo e scatolo nel plasma sono state raggiunte 1-2 ore dopo la
fine del pasto), si potrebbe ipotizzare che le attese differenze tra i tre gruppi al
pascolo siano state attenuate dalle 12 ore di digiuno pre-macellazione. L’influenza
del digiuno precedente la macellazione potrebbe essere stato piu contenuto negli
animali del gruppo stalla, permettendo di spiegare la differenza osservata. E
verosimile che in questi animali la probabile elevata presenza del Clostridium
scatologenes, favorita dalle condizioni di pH ruminale, possa aver determinato
una prosecuzione del processo di fermentazione del triptofano durante le ore di
digiuno, processo che avrebbe mantenuto elevato il livello di scatolo nel liquido

ruminale prelevato alla macellazione.

8.4. Indolo e scatolo nel grasso perirenale

Una parte dello scatolo e dell’indolo prodotti a livello ruminale viene assorbita
dalla stessa mucosa del rumine e trasferita al circolo sanguigno; la maggior parte
viene, invece, assorbita a livello del duodeno (Deslandes et al., 2001). Dal circolo
sanguigno, questi composti vengono escreti attraverso le urine oppure accumulati

nei tessuti, quali ad esempio il grasso perirenale oggetto di analisi. Pertanto, come
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gia riportato da Priolo et al. (2009), I’accumulo di questi composti nel grasso
perirenale degli agnelli dovrebbe essere proporzionale alla produzione di indolo e
scatolo a livello del rumine. Tuttavia, nelle nostre condizioni sperimentali,
I’accumulo di composti indolici nel grasso perirenale ha mostrato un trend diverso
rispetto a quello osservato nel liquido ruminale, dove [I’indolo era
significativamente piu alto negli animali del gruppo stalla rispetto a quelli che
avevano utilizzato il pascolo.

Le differenze osservate tra i gruppi al pascolo ed il gruppo in stalla concordano
con i risultati disponibili in letteratura. Infatti, 1’accumulo dei composti di
derivazione indolica nel tessuto adiposo dei ruminanti aumenta negli animali
condotti al pascolo rispetto a quelli alimentati con concentrati. La letteratura
dimostra inoltre che nel caso di alimentazione mista (pascolo e concentrati) anche
il livello di concentrato somministrato agli animali pud modificare la quantita di
scatolo accumulato nei tessuti. Serrano et al. (2011) hanno osservato che lo
scatolo si accumulava in quantita minori nel tessuto adiposo di vitelli alimentati al
pascolo cui veniva somministrato anche un concentrato ad libitum rispetto a vitelli
alimentati al pascolo cui il concentrato veniva fornito, invece, in quantita limitata.
Gli autori hanno attribuito questo risultato al rapporto carboidrati:proteine, piu
alto nella dieta contenente la maggiore quantita di concentrato, e che quindi
avrebbe ridotto la degradazione delle proteine a livello ruminale e la conseguente
disponibilita di triptofano per la biosintesi batterica di indolo e scatolo. Risultati
simili, riportati da Priolo et al. (2005), da Young et al. (2003) e raccolti in un
lavoro di review da Schreurs et al. (2008), confermano la relazione inversa tra la

presenza concentrati nella dieta animale e 1’accumulo di derivati indolici nel
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tessuto adiposo dei ruminanti. In uno studio recente, Vasta et al. (2011) hanno
osservato, per la prima volta, la presenza di scatolo nel muscolo longissimus dorsi
di gruppi di giovenche alimentate rispettivamente solo al pascolo, solo con
concentrato, con insilato e pascolo o con insilato, pascolo ¢ un integrazione di
concentrato. Secondo quanto riportato da questo studio, lo scatolo si accumula
anche nel muscolo in quantita minori quando la dieta ¢ ricca di concentrati. Gli
autori concludono, anche, che la presenza di scatolo nel muscolo puo far parte di
un pool di parametri da utilizzare al fine di risalire alla tipologia di alimentazione
somministrata agli animali. Recentemente, Coppa et al. (2011) hanno riportato che
la presenza di scatolo era maggiore nel latte di vacche nutrite al pascolo rispetto al
latte ottenuto da vacche allevate in stalla con di fieno e concentrato. In letteratura
sono presenti, tuttavia, anche studi in cui la relazione tra il pascolo e la maggiore
presenza di scatolo non ¢ confermata (Sebastian et al., 2003; Priolo et al., 2004).
Nello studio di Priolo et al. (2004) la presenza di scatolo era solo tendenzialmente
(p=0.1) piu elevata nel grasso caudale sottocutaneo di agnelli condotti al pascolo
rispetto a quelli allevati in stalla. Nel caso di Sebastian et al. (2003), che non
avevano riscontrato differenze significative nella presenza di scatolo nel grasso
sottocutaneo tra agnelli alimentati al pascolo e agnelli alimentati in stalla con
concentrati, erano stati presi in considerazione animali allevati in zone diverse e
che avevano pascolato per tempi diversi (da 18 a 49 settimane), pertanto
I’eterogeneita delle condizioni di allevamento potrebbe avere influito in qualche
modo nel nascondere eventuali differenze.

Per quanto concerne la presenza di indolo e scatolo nel grasso degli animali dei

tre gruppi pascolo, come gia descritto e motivato nei risultati, si ¢ provveduto a
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confrontare le varianze relative ai soli dati dei tre gruppi al pascolo. Questa analisi
statistica ha messo in evidenza un effetto della modalita di utilizzo del pascolo,
cio¢ dell’orario di pascolamento, sul livello di indolo che ¢ risultato
significativamente piu alto nel gruppo 4hAM rispetto al gruppo 8h.

Come discusso nel paragrafo precedente, questa prova sperimentale era stata
progettata in modo tale da fornire agli animali che pascolavano durante il
pomeriggio un pascolo con un piu elevato contenuto in WSC ed un rapporto
WSC:proteine maggiore rispetto a quelli che pascolavano al mattino, sulla base
dei risultati riportati da Avondo et al. (2008) in differenti condizioni sperimentali.
I dati analitici del pascolo vanno in questa direzione; infatti gli agnelli del gruppo
4h PM disponevano di un pascolo con un maggior quantitativo di WSC ed un piu
alto rapporto WSC/PG rispetto agli animali che utilizzavano il pascolo solo al
mattino oppure dal mattino al pomeriggio.

I risultati ottenuti sul grasso perirenale, quindi, confermano le attese: I’erba
verde utilizzata solo durante le ore del mattino ¢ caratterizzata da una minor
presenza di carboidrati solubili e favorisce un maggior accumulo di indolo nel
grasso. Cio indica che le caratteristiche qualitative dell’erba al mattino non
permettono una ottimale utilizzazione delle fonti proteiche del pascolo stesso.
L’utilizzo dell’erba nel pomeriggio, invece, a seguito della fotosintesi che ha
favorito ’accumulo degli zuccheri solubili nella pianta, permette una migliore
efficienza ruminale nell’uso delle fonti glucidiche ed azotate e, di conseguenza,
permette di ridurre significativamente 1’accumulo di indolo nei tessuti animali.
Nel caso degli animali che utilizzavano il pascolo dal mattino al pomeriggio

(gruppo 8 h nelle nostre condizioni sperimentali), la mancanza di significativita

87



nel contenuto di indolo in confronto al gruppo che pascolava solo nel pomeriggio,
induce ad ipotizzare che essi abbiano intensificato il consumo di foraggio piu a
ridosso delle ore pomeridiane. E, infatti, riportato in letteratura che al pascolo i
piccoli ruminanti riescono ad incrementare 1’ingestione nelle ore pomeridiane
(Fisher et al., 2005; Burns et al., 2005) ed a selezionare le diverse parti vegetative
della pianta in funzione della loro composizione chimica (Maylland et al., 2000)
in modo da ottimizzare 1’ingestione di nutrienti per far fronte alle proprie esigenze
nutrizionali (Avondo et al., 2008; Avondo et al., 2009; Pagano et al., 2011).
Questo spiegherebbe anche la mancanza di differenze significative tra la presenza
di indolo nel grasso degli animali del gruppo 8h e 4hPM.

Resta comunque da comprendere 1’origine della incongruenza dei dati della
concentrazione di scatolo nel liquido ruminale e nel grasso perirenale. Come mai
lo scatolo, maggiormente presente nel liquido ruminale degli animali del gruppo
stalla rispetto agli animali dei tre gruppi al pascolo, ¢ risultato poi meno presente
nel grasso perirenale degli animali dello stesso gruppo stalla? 1 dati osservati
inducono ad ipotizzare che ci sia stata una diversa metabolizzazione nel fegato e
quindi una differente escrezione, urinaria e/o fecale, dello scatolo tra il gruppo
stalla ed 1 tre gruppi al pascolo. La letteratura indica che la maggior quota di
scatolo ematico viene metabolizzata nel fegato (Friis 1993, cit. da Deslandes et
al., 2001) e che 1 prodotti del metabolismo epatico vengono espulsi con le urine e
con le feci (Spiehs et al., 2011, Rideout et al., 2004). Lo scatolo non
metabolizzato nel fegato si accumula nel tessuto adiposo, nel fegato e nei reni
(Friis, 1993, cit. da Deslandes et al., 2001) oppure, nel caso di fattrici in

lattazione, viene escreto attraverso il latte (Roy et al., 2002). Ad oggi, non sono
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stati trovati in letteratura studi finalizzati alla conoscenza dei fattori che
favoriscono la metabolizzazione epatica e la conseguente escrezione o 1’accumulo

dello scatolo nei ruminanti.

8.5.Smart Nose

Lo Smart Nose, o un naso artificiale, ¢ uno strumento analitico di nuova
generazione basato sulla spettrometria di massa. Esso ¢ sensibile ai composti
volatili dello spazio di testa di diverse matrici e quindi, simula, in qualche modo,
il naso umano (Ampuero and Bosset, 2003). Questo strumento consente la
caratterizzazione diretta della componente aromatica di un liquido o di un solido
senza la previa separazione dei costituenti dello spazio di testa. Pertanto, le
informazioni relative ai composti aromatici non vengono analizzate
singolarmente, come nelle classiche tecniche analitiche, ma globalmente. Esse,
vengono raggruppate in un’unica complessa matrice che rappresenta 1’impronta
digitale dell’aroma di un dato campione. Pertanto, 1’identificazione dei diversi
campioni si basa sulle differenze, a volte piccole, tra gli spettri che costituiscono
I’impronta digitale di ogni campione.

La scelta di applicare la tecnica SMartNose soltanto ai campioni dei gruppi
pascolo ¢ stata dettata da motivi scientifici. Infatti, le differenze nella componente
aromatica della carne tra alimentazione in stalla ed alimentazione al pascolo sono
state ampiamente dimostrate in letteratura, mediante la ricerca e 1’individuazione
delle diverse componenti volatili (review: Vasta e Priolo 2006; Vasta et al., 2007,
Vasta et al., 2011). Pertanto includere nel nostro data set anche 1 campioni del

gruppo stalla non avrebbe prodotto risultati innovativi; inoltre, la presenza dei
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campioni del gruppo stalla avrebbe potuto rendere meno evidenti le eventuali
differenze tra i tre gruppi al pascolo.

Dai risultati ottenuti nelle nostre condizioni sperimentali, si puo asserire che il
naso elettronico basato sulla spettrometria di massa, SMart Nose, ¢ in grado di
rilevare le differenze aromatiche sui campioni di muscolo di Longissimus dorsi
ottenuti dagli agnelli che utilizzavano il pascolo. In dettaglio, dalla PCA si evince
che le differenze aromatiche fra il gruppo 8h, che ha pascolato per 8 ore dalle 9:00
alle 17:00 ed il gruppo 4hPM, che ha pascolato per 4 ore dalle ore 13:00 alle
17:00 sono minori rispetto a quelle con il gruppo 4hAM, che ha pascolato per 4
ore dalle ore 9:00 alle 13:00. Inoltre, considerato che le percentuali di corretta
classificazione per i gruppi oggetto di studio oscillano dall’ 83 al 92%, si puo
asserire che all’interno di ogni gruppo le tre parcelle di pascolo su cui hanno
pascolato gli agnelli non hanno portato a differenze aromatiche all’interno di ogni
singolo gruppo di pascolamento, facendo ottenere cosi gruppi di campioni molto
omogenei.

Poiché lo Smart Nose non fornisce informazioni riguardo ai singoli composti
volatili che costituiscono 1’aroma del campione analizzato, ma simula il naso
umano restituendo un’unica informazione globale, bisognerebbe comparare i
nostri risultati con quelli ottenuti in prove in cui sono stati utilizzati dei panelisti
anziché con risultati ottenuti da un’analisi classica delle sostanze volatili.
Purtroppo, in letteratura non esistono studi che testano 1’aroma della carne in
condizioni sperimentali simili alle nostre. Tuttavia, una parte del progetto europeo
di cui questo studio fa parte integrante, aveva lo scopo di investigare I’effetto

dell’orario di pascolamento sulla composizione dei composti volatili della carne di
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agnello (Vasta et al., 2012b), il quale rappresenta 1’unico studio con cui ¢ possibile
comparare direttamente i nostri risultati. Gli autori, dopo aver analizzato mediante
gascromatografia accoppiata alla spettrometria di massa diverse decine di
composti volatili contenuti nel grasso perirenale degli agnelli dei gruppi che
avevano utilizzato il pascolo, hanno selezionato, mediante analisi discriminante
stepwise, quelli che meglio discriminavano tra i tre gruppi di pascolo. I composti
selezionati, sono stati quindi soggetti ad analisi di discriminante canonica, la quale
ha permesso una netta separazione tra i tre gruppi. Gli autori hanno, infine,
eseguito una validazione incrociata dei risultati, a seguito della quale ogni animale
¢ stato attribuito al suo gruppo di origine con un’accuratezza mai inferiore al 90%
per ciascun gruppo.

Comparando 1 dati appena descritti e quelli ottenuti nel presente lavoro, si evince
che sia la tecnica classica sia lo SMart Nose hanno ben discriminato i tre gruppi di
pascolamento. Tuttavia, lo Smart Nose, oltre ad una piu semplice preparazione del
campione da analizzare, presenta [’indubbio vantaggio di non perdere
informazioni relative al campione stesso perché non esclude alcun composto

volatile dall’analisi.
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9. Conclusioni e prospettive

I risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi evidenziano alcuni punti di
interesse scientifico che possono costituire una innovazione della tecnica di
allevamento e che, inoltre, danno adito ad ulteriori approfondimenti di ricerca.

La riduzione del numero di ore giornaliere dedicate al pascolamento in un
sistema estensivo basato unicamente sul pascolo, ha avuto interessanti effetti su
tre aspetti: il peso della carcassa, il livello di indolo accumulato nel grasso
perirenale e la componente aromatica del muscolo.

Il peso della carcassa non ¢ risultato modificato dal numero di ore di utilizzo del
pascolo. Ci0 sembra indicare una maggiore efficienza di trasformazione
dell’alimento pascolo nei tessuti che compongono la carcassa da parte degli
agnelli che hanno utilizzato il pascolo soltanto per 4 h/d (di mattina o di
pomeriggio).

La minor presenza di indolo riscontrata nel gruppo di animali che utilizzava il
pascolo nel pomeriggio rispetto a quanto osservato negli altri due gruppi che
utilizzavano il pascolo solo di mattina oppure per 8 h/d, conferma che le
caratteristiche chimiche dell’erba verde utilizzata solo durante le ore pomeridiane
permettono una ottimale utilizzazione delle fonti proteiche del pascolo in
relazione alla maggior presenza di carboidrati solubili. In sintesi, 1 dati qui
mostrati suggeriscono che un accesso al pascolo limitato alle sole ore pomeridiane
(I’innovazione della tecnica di allevamento cui si accennava inizialmente), oltre a
mantenere inalterata la resa produttiva, rappresentata dalla carcassa, non influisce
sulla presenza di indolo e scatolo nei tessuti animali rispetto alla tecnica classica

di pascolamento che prevede I’utilizzo del pascolo per circa 8 h/d.
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L’analisi strumentale (Smart Nose) ha dimostrato che ¢ possibile, con buona
approssimazione, distinguere i campioni di carne provenienti dai tre gruppi
sperimentali, quindi dalle tre diverse modalita di utilizzo del pascolo, in funzione
della loro componente aromatica globale. In prospettiva, sarebbe interessante
verificare se tali differenze riscontrate a livello strumentale possano essere
riscontrate anche da un panel addestrato che, inoltre, potrebbe evidenziare un
giudizio di accettabilita complessiva diverso in funzione delle modalita di utilizzo
del pascolo. Considerato che il gusto del consumatore non ¢ standardizzato, si
potrebbe ipotizzare un uso differenziato del pascolo durante I’arco della giornata
in funzione della tipologia aromatica piu gradita a particolari gruppi di
consumatori.

Dal punto di vista tecnico-applicativo, i risultati ottenuti inducono ad ipotizzare
che il pascolamento del gregge effettuato soltanto nelle ore pomeridiane potrebbe
influire sui costi di produzione, sulla sostenibilita ambientale e, infine, sulla
gradevolezza dei prodotti. Infatti, una diversa distribuzione delle ore di lavoro e
dell’organizzazione dello stesso potrebbe portare ad ottenere una riduzione dei
costi di gestione. La minore presenza degli animali al pascolo, a parita di carico di
bestiame, potrebbe ridurre la attivita di calpestamento che le greggi esercitano sul
suolo e sul pascolo stesso, migliorando la sostenibilita del sistema di allevamento.
Se, infine, la carne prodotta da animali che utilizzano il pascolo nel pomeriggio
risultasse piu gradita al consumatore, avremmo trovato un ulteriore punto di forza

nella innovazione di processo esaminata in questo lavoro di tesi.
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