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METODICHE E RISULTATI DELLE FERMENTAZIONI RUMINALI IN LABORATORIO

Innovazioni nutrizionali
dal «rumine in vitro»

Dalle analisi in vitro si possono ottenere dati
nutrizionali utili e complementari alle analisi
chimiche: fermentazioni in laboratorio di carboidrati
(fibrosi e amilacei) e sostanze azotate potrebbero
fornire informazioni avanzate e innovative

su oltre il 75% della razione per le bovine da latte

di Mauro Spanghero

alimentazione delle bovine
da latte ad alta produzione
richiede la formulazione di
diete sempre piu perfezio-
nate dal punto di vista nutrizionale
per assicurare la copertura degli ele-
vati fabbisogni a livello ruminale. Gli
alimentaristi hanno quindi la necessita
di disporre di parametri di valutazione
aggiornati e accurati per una valutazio-
ne delle diete e degli ingredienti sotto
i diversi aspetti nutrizionali. Sono al
riguardo state messe a punto analisi

chimiche molto specifiche e innovati-
ve, ma, purtroppo, i processi nutrizio-
nali, e in particolare quelli di digestione
ruminale, sono molto complessi e non
sempre il frazionamento chimico riesce
a fornire indicazioni aderenti alla rea-
le utilizzazione da parte dell’animale.

Le tecniche di fermentazione ru-
minale in vitro simulano, in maniera
semplificata, quanto avviene nel ru-
mine e forniscono quindi dati nutri-
zionali integrativi e complementari
alle analisi chimiche. Si tratta di test
di fermentazione di laboratorio che uti-
lizzano ridotti quantitativi di alimenti

o diete (0,5-1 g di prodotto macinato ed
essiccato), inseriti in beute o vasi conte-
nenti microrganismi ruminali (inoculo)
per una incubazione (a 39 °C in anae-
robiosi) di breve durata (16, 24, 30 0 48
ore) e, se da un punto di vista fisiolo-
gico sono piu corretti, al termine della
quale si misura il residuo indigerito o i
prodotti di fermentazione.

Sono disponibili numerose tecniche
di fermentazione ruminale e una lo-
ro classificazione si basa sulla frazio-
ne alimentare per la quale sono state
messe a punto. Le diete miste per bo-
vine da latte sono principalmente com-
poste da carboidrati fibrosi (30-33 % di
sostanza secca) e amilacei (24-28% di
sostanza secca) e da sostanze azota-
te (15-17% di sostanza secca): attual-
mente disponiamo di tecniche di fer-
mentazione in vitro per tutte queste tre
frazioni e quindi la loro applicazione
potrebbe consentire di fornire un’in-
formazione nutrizionale avanzata e
innovativa su oltre il 75% della razio-
ne per bovine da latte.

GRAFICO 1 - Cinetiche di degradazione ruminale
dell’NDF di ingredienti diversi con partizione

GRAFICO 2 - Produzione di gas da fermentazione
ruminale in vitro di farine di mais a diversa
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I NDF potenzialmente degradabile I NDF indigeribile (uNDF)

La uNDF (NDF indigeribile) permette di stimare

per differenza la frazione di NDF potenzialmente digeribile
e quindi, adottando parametri di cinetica ruminale, consente
di ottenere la quantita effettiva di NDF degradato.
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Fonte: rielaborazione da dati di Gallo et al,, 2016.

Come evidenziato nel grafico vi & una relazione lineare molto
stretta tra produzione di gas (e ?uindi fermentescibilita
ruminale) e granulometria delle

arine mais.
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Degradabilita dell'NDF
in vitro

La degradabilita in vitro della fibra
NDF (denominata NDFD) ha da sem-
pre ricevuto una grande attenzione
poiché rappresenta una frazione par-
zialmente utilizzabile solo a livello ru-
minale e gli alimentaristi sono gene-
ralmente interessati a scegliere foraggi
e soluzioni alimentari per aumenta-
re la NDFD della dieta, che spesso &
eccessivamente bassa: basti pensare
che una recente raccolta di prove in
vivo (Goeser, 2014) ha dimostrato che
mediamente le bovine da latte ad al-
ta produzione digeriscono meno di
meta della fibra che ingeriscono con
la dieta (dal 39 al 44%).

Ormai da qualche decennio si & con-
solidato I'impiego di una tecnica in vi-
tro che utilizza un’apparecchiatura di
incubazione dotata di 4 vasi in cui vie-
ne inserito I'inoculo e sacchetti di tes-
suto poroso riempiti con gli ingredien-
ti (fermentatore Daisy della Ankom).
Sono indubbi i vantaggi legati all’ele-
vata capacita di lavoro della metodi-
ca (circa 30 campioni in triplicato per
singola incubazione), ma esiste qual-
che remora per la ridotta dimensione
dei pori, che potrebbe limitare I'acces-
so dei batteri al materiale interno ai
sacchetti e pertanto alcuni gruppi di
ricerca danno preferenza alla fermen-
tazione in beute.

Un intenso dibattito ha da sempre
riguardato il tempo piu appropriato
di durata della fermentazione (24, 30 o
48 ore) e se, da un punto di vista fisio-
logico, sono piu corretti i tempi brevi,
la precisione della metodica migliora
con i tempi lunghi.

Il valore dell'NDF indigeribile

I dati NDFD sono stati arricchiti piu
recentemente da una nuova misura
che rappresenta la quantita di fibra
NDF indigeribile nel rumine (uNDF),
misurata dopo un tempo molto eleva-
to (ad esempio 240 ore): questa misura
esprime la fibra che permane a lungo
nel rumine, determina un effetto di
ingombro e quindi limita dell'ingestio-
ne alimentare. L'uNDF permette inol-
tre di stimare per differenza la frazio-
ne di NDF potenzialmente digeribile e
quindi, adottando parametri di cineti-
ca ruminale (velocita di degradazione
e di passaggio ruminale), consente di
ottenere la quantita effettiva di NDF
degradato (grafico 1). Su questi aspetti &
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FIGURA 1 - Rappresentazione della metodica in vitro per la misura
della degradabilita ruminale e gastro-intestinale della proteina

| incubazione

Campione, 500 mg

A 4

Fermentazione
ruminale, 16 ore

Degradabilita

Il incubazione

| Pepsina, pH 1,9 (1 ora) |

.

] Pancreatina, pH 7,0 (24 ore) ]

4

Q ruminale
Filtrazione
+ analisi N
Degradabilita
gastrica
e intestinale

| Filtrazione + analisiN |

Recentemente ¢ stata proposta una procedura che prevede una tappa
di fermentazione ruminale in beute, seguita da una seconda incubazione che,
in una prima fase, simula il trattamento gastrico e poi, in una seconda fase,

quello intestinale.

in atto un importate attivita di ricerca
internazionale alla quale partecipano
anche gruppi italiani (Palmonari et al.,
2016 e 2017).

Amido:
ago della bilancia
tra fermentazioni e pH

Il contenuto di amido della dieta per
bovine da latte € un’informazione nu-
trizionale essenziale, ma altrettanto
importante e fornire una misura del-
la sua degradazione ruminale. Un'in-
sufficiente disponibilita di amido de-
gradabile limita la crescita microbica
ruminale e quindi ’apporto di pro-
teina di qualita a livello intestinale;
inoltre, se si supera la capacita di di-
gestione intestinale, quantitativi ele-
vati di amido possono raggiungere gli
ultimi tratti del digerente e stimolare
fermentazioni anomale e intense. Al
contrario, un’eccessiva fermentesci-
bilita ruminale dell’amido genera il
rischio di un forte abbassamento del
pH ruminale e 'instaurarsi di forme
di acidosi. Secondo la citata raccolta di
dati in vivo di Goeser (2014) la digestio-
ne ruminale dell’amido negli unifeed
€ molto variabile, con un range stima-
to del 54-70%.

E pertanto di grande utilita cono-
scere e comparare la fermentescibilita

dell’'amido, che dipende pero da molti
fattori (specie botanica di origine, gra-
nulometria di macinazione, trattamen-
ti idro-termomeccanici, conservazione
per insilamento, durata dell'insilamen-
to, ecc.). Pertanto, la digeribilita rumi-
nale dell'amido e piuttosto difficile da
prevedere a causa dei numerosi fattori
che la condizionano ed e auspicabile
disporre di una misura diretta di va-
lutazione, come una tecnica in vitro.

Come si misura

Esiste una metodica in vitro ad hoc
specifica che misura la scomparsa spe-
cifica di amido dopo 7 ore di fermen-
tazione ruminale in beute. Poiché &
richiesta I'analisi dell’amido residuo
la tecnica é giudicata laboriosa e an-
che di limitata precisione (Gallo et al.,
2016; Ward, 2017). In alternativa, puod
essere usata una tecnica in vitro deno-
minata «gas test» con la quale si mi-
sura in tempo reale il gas che silibera
nel sistema di fermentazione senza
la necessita di ulteriori analisi e che
risulta proporzionale alla quantita di
acidi grassi volatili liberati dalla fer-
mentazione.

La metodica e molto veloce e a basso
costo poiché non necessita di ulterio-
ri analisi, ma ha il limite di misurare
il gas di fermentazione che si origina
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di liquido di fermentazione ruminale

Foto 1 Impianto sperimentale di fermentatori continui per la produzione
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da tutto il materiale che fermenta e
non specificatamente dall’amido e per
questo motivo deve essere applicata a
ingredienti con un medesimo contenu-
to di amido. Un interessante impiego
recente della metodica ha riguardato
la comparazione di farine di cereali a
diversa granulometria: come si puo os-
servate dal grafico 2, che riporta una ri-
elaborazione dei dati originali prodotti
dal gruppo diricerca di Piacenza (Gallo
et al., 2016), vi € una relazione lineare
molto stretta tra produzione di gas (e
quindi fermentescibilita ruminale) e
granulometria delle farine mais.

La frazione proteica, similmente a
quella amilacea, viene in parte degra-
data (RDP) e in parte supera il rumine
indegradata (RUP) e viene poi digerita
nei tratti gastrointestinali. La digeri-
bilita intestinale della frazione RUP e
la partizione tra RDP e RUP sono in-
formazioni nutrizionali di grande ri-
levanza. La proteina degradabile nel
rumine assicura ammoniaca ai mi-
crorganismi ruminali per la crescita
e la degradazione. Una sua carenza
riduce l’efficienza di digestione ru-
minale e il rifornimento di proteina
microbica.

Al contrario, ’eccesso di RDP & peri-
coloso per la bovina e ha effetti inqui-
nanti sull’ambiente, in quanto I'am-
moniaca ruminale assorbita e tossica
(in primis con effetti negativi sulla fer-
tilita) e viene escreta come urea con
le urine. Infine, i trattamenti termi-
ci che vengono applicati con diverse
motivazioni nutrizionali (gelatinizza-
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zione degli amidi, disattivazione dei
fattori antinutrizionali, aumento del
by pass ruminale, ecc.) se troppo in-
tensi, possono portare a una riduzio-
ne della digeribilita intestinale della
frazione RUP.

Negli anni '70 e '80 sono state con-
dotte numerose prove di degradabilita,
con l'incubazione diretta di sacchetti
porosi nel rumine di animali cannu-
lati (in situ). Successivamente, e fin da-
gli anni '90, sono state messe a punto
procedure in vitro che si articolano in
tappe successive di digestione (Cal-
samiglia e Stern, 1995; Gargallo et al.,
2006). Recentemente € stata proposta
una procedura (Ross et al., 2013) che
prevede una tappa di fermentazione
ruminale in beute, seguita da una se-
conda incubazione che, in una prima
fase, simula il trattamento gastrico, e
poi in una seconda fase quello intesti-
nale (figura 1).

Nonostante l'evidente utilita di que-
ste procedure per migliorare gli stan-
dard di consulenza alimentare per
le bovine da latte, la loro diffusione
pratica e stata fin ora molto limitata,
principalmente per la difficolta di di-
sporre nei laboratori di inoculi rumi-
nali. Il prelievo del liquido da animali
in vivo (attraverso cannule ruminali o
mediante sonde esofagee) deve esse-
re autorizzato dalle autorita sanitarie.
Inoltre, € necessario disporre di liqui-
do da animali alimentati con diete di
produzione (non sempre realizzabile
con animali cannulati), campionare il
liquido dall'intero rumine (non facile
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da realizzare con le sonde) ed eseguire
i campionamenti da un numero ade-
guato di animali per attenuare le va-
riabilita individuali.

Il reperimento al macello del liquido
(da animali macellati per motivi pro-
duttivi) puo rappresentare una vali-
da alternativa, ma rimane 'incogni-
ta dell’alimentazione ricevuta dagli
animali e la difficolta di organizzare
continui rifornimenti da impianti di
macellazione situati anche a elevata
distanza dal laboratorio. Le tecniche
spettrofotometriche (ad esempio, at-
trezzature NIR) vengono impiegate per
stimare indirettamente i dati in vitro,
ma non sempre sono risultate accu-
rate e precise.

Un’alternativa agli inoculi rumina-
li provenienti dagli animali ancora in
una fase sperimentale iniziale é la pro-
duzione di liquido di fermentazione
ruminale con sistemi continui di fer-
mentazione (rumini artificiali, foto 1).
Cio permettera la fornitura di un ino-
culo senza il ricorso ad animali e con
caratteristiche fisico-microbiologiche
costanti (ad esempio, pH, densita, con-
centrazione batterica e protozoaria,
contenuto di acidi grassi volatili, ecc.),
per poter confidare che i risultati pos-
sano essere positivi e che le fermenta-
zioni in vitro trovino un’adeguata dif-
fusione nei laboratori agro-zootecni-
ci a supporto degli alimentaristi che
operano negli allevamenti (agronomi,
veterinari, tecnici di ditte sementiere
e mangimistiche, ecc.) per poter forni-
re una consulenza alimentare sempre
piu innovativa per la bovina da latte
ad alta produzione.

Mauro Spanghero

Dipartimento di scienze
agroalimentari, ambientali e animali
Universita di Udine
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