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INTRODUZIONE
Diagli anni 1970, quande aleuns ssservazionl epidemiclogiche registrarono

una riduzione dell’incidenza di eventi cardiovaseolari in popolazioni che assu-

mevano con la dieta gignificative quantita di acidi grassi polingaturi (PUIFA)
omega 3 (@3 ) a lunga catena (acelcogapentanoico, EPA e ac. docogaesasnoico,

DHA) [1-3], I'interease nei confronti di quest nutrienti & in continua crescita.
Buccezsivamente numercal studi non 2olo hanno confermato i loro beneficl

nella prevenzione delle patologie cardicvascolari [4-8], ma hanno evidenziato

altre importanti funzioni bislegiche svolte da questi nutrient, coinvoltl in parti-
colare nello aviluppo & nella funzionalitd del slstema nerveso centrale dell’sm-
brione & del neonato [9-12]. nell’attivita antinfiammatoria [13-168] (interferendo

con la produzione di numerosi mediatori), nel processi di coagulazions [17, 18]

(agendo sull’aggregazione piastrinica come antitrombotici) & nella funzionalita

cardiaca, per le loro proprieta antiaritmiche [19-21].

La quantita plasmatica di PUFA @2 a lunga catena, nelluomo sano, dipends:

— dallapporto con la dieta dell’acido grasso essenziale a-linolenico (C18:3@3),
precurzore per la sintesi degli @3 a lunga catena;

— dallefficacia della biogintesl, che pub esere limitata da aleuni fattori, quali
carenze di vibamine e minerall, aquilibri crmonali, malattie croniche, dighuno,
abuse di aleol & soprattutto eta, che influenzano negativamente atbivita
degli enzimi implicatl nel proceszo [22, 23];

— dal rapporto degli acidl grazsi of: @3 assunti con la dista, ancora oggi troppo
gpoatato verso gli @6, rispetto a quello ideale di 5:1 (LABN), in relazione alla
maggior diffusione degli acidi grassi @6 rizpetto a quelli @3 negll aliment
comuni e al eonsumo nsufficiente di pesce, riceo in PUUFA @2 a lunga catena
[24. 25]. Questo determina la competizions degll acidl Iineleioo (w6 ) e o-linoe-
lenico (@3 per gli stesgl enzimi (in particolare per la &-6-desaturasi), che
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porta a favorire la blosinbesi dell’acido arachidonico, (C20:4wE), rigpetto a

quella di EPA e INHA.

Diato, quindi, I'inadeguato apporto di acidi gra=ssi «f con la dista, si & andata
affermando la tendenza ad introdurli soprattutto sotto forma di integratori [26,
27]. Poiché qualgiasi nutrients viene meglio assimilato e assunto con gl ali-
mentl ed in piceole conecentrazionl, I'industria alimentare ha cercato di contri-
buire a metters a dispogizions di tutti & nelle quantith adeguate gli acidil grassi
@3 alunga catena, “arricchendo™ alimenti [28, 28] di grande valore intringaco, di
facile assunzione, congumati quotidianaments da larghi strati della popol azione,
quali 11 latte. Tale alimento inoltre, par le sue caratteristiche chimico-fiziche,
rappresenta un velcolo ideale,

Larricchimente in PUFA di un alimento di origine animale puib esgere obba-
nuto agriungendo tali nutrienti direttaments al prodotto, o integrando opportu-
namente la razione delle lattifere.

Mel primo cazo significa sviluppare una tecnologia adeguata per emulziona-
re stabilmente Tolio di pesce o il grasso vegetale nel latte &, degiderando ottene-
re un prodotto a lunga congervazione, applicare un trattamento termico TTHT
delicato, egaguire un accurato studio del gistema di confezionamento & delle con-
dizionl di congervazione, Tutto questo, per evitare modificazioni organolettiche
del latte ed impedire un’alterazione del PUFA, altamente insaturi & senaibili al
calore, alleegigeno & alla luee, rigpettivaments durante il processo tecnologico &
la congervazione prima del consurmo, Oecorre inoltre verificare la biodisponibi-
lita di tali nutrienti. Mel sscondo caso significa studiare un’alimentazions appro-
priata per le vacche, valutare la concentrazicne di FUFA escreti nel latte nel
tempe, monitorare lo stregs metabolico dell'animale & verificare linfluenza del
rumen gul metabolismo degli acidi grassi [20].

Lattivita del rumen produce normalments una quantita di izomeri trans geo-
metrici variabile: 1,565 % degli acidi grassi totali. 11 98% circa & costituito dagli
isomerl trang dell’acido aleieo: I'acido trans-vaceenico -C18:1 t11- (che rappresenta
il 30-50% cirea) e Tacrdo elaidico - C15:1 t9-, Lacido trans-vaccenico [31], presente
soltanto nel grassi animali, viene in parte convertito in CLA nellorganizmo. Gli iso-
meri geometric trang dell’acido linaleico rappresentano soltanto 0,4-15 degli acidi
gras=dl totall. Il grasso del latke & nolire riceo in CLA . someri pogizionali dell’acide
linoleico, di cui Tacide mimenieo (C 1202 ¢ 1 rapprezanta il 90% eirea [22] (Fig. 10,

Senurmeres studi epidermiclogici enfatizzano 11 coinvolgimento negativo delle
forme trans sulla variazione del livelli dilipoproteine nel plasma e sull'inciden-
za delle malattie cardiovascolari, i CLA promettono un effetto benefico su diver-
ge funzioni dell'organismoe & protettivo per alcune patologie come cancro [23] obe-
gith e diabete [34].

Nel presente lavoro vengono considerat gli aspetti nutrizionali degli studi ese-
guiti per mettere a punto un latte addizionato di acidi grassi @2 a lunga catena, gia
attraverss Faggiunta di olio di peace che attraverso lNintegrazione dell’alimentazio-

D
parmalat

www.parmalat.it



@ RICERCA E NUTRIZIONE
PARMALAT

Attivita del Rumen

—_ REumen pctivify -
RUMEN . FESSUTI
Rnmim
Acido limoleico Acids linoleico
e e1k-18:2 ~ s
Iisiedsds aand I_I-":F £ .?::?IIII-I.I:-“I:EII

l

CLA CLA

8 11-18:2 = 8L 11-18:2
Acidm l:u#lu-: CER R Scado trans vaceamicn CLA
f11-18:1 |:':_:: t11-18:1 —-
Al oA dekl rrdad Dcisads arnd .:?.'l .I 1 -l E:I

Ati-:l-:{;.i;arim ~ .ﬂmidﬂ;;’f;atim - h“d:ﬁﬁlﬁm

i i arid ghardy aind A adid

Figura 1 — Formoznione di CLA nel mamen & net tesant.
Figure 1 - CLA formation in rumen and tissues.

ne delle vaccine. Vengono verificate le concentrazioni di PUFA @3 nel latte otbaeni-
bili attraverso le due modalitd di arriechimento, 1la biodigponikilith & le variazioni
delle quantita di isomeri trans geometrici (in particolare dell’ac.oleieo @ linoleico) &
poaizicnali (CLA) [35, 36]. Sia gl iscmeri trans che i CLA sono naturalmente pre-
aent nel labts in seguito all’attivita dei microrgani=smi del momen [37, 38].

dono cirea 400 i differenti acidi grassl Wdentificabili nel latte, con catens aci-
diche di lunghezza variabile da 4 a 20 atomi di carbonio totall e una gammea di
configurazioni steriche altrettanto ampia: arricchire il latte con acidi grassi
polinsaturi a unga catena significa aggiungers ad una compogizione gia molto
comnplessa, acidi grassi altrettanto complessi @ particolarmente delicati. Dal
punto di vigta delle neceasarie verifiche analitiche significa quindi digporre di
tecniche che consentono una separazione fine di tutt gli acidi grass=i, dal C4 al
C22:6 w3, degli izomeri posizionali, delle forme trans.

MATEFIALT E METODI

aldrriceliimento del latte in octdi grassi omego 3 per agomiunsa di olfo di pesce
- La creaziones del prodotto ha richissto la sslezions di una materia prima (olio di
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pesce) di elevata qualith, frutto di apeciali proceasl di estrazione, purificazione e
deodorazione. E' stata sviluppata moltre una teenologia particolare per emulsio-
nare stabilmenta I'olio nel latte ed identificato un procedimento esclusivo di trat-
tamento TTHT, in grado di ottimizzare Veffetto termico sul latte rendendo crmoge-
nea la diffugione del ealore & pih efficaci gli scambi termicl. Sono stati impiegati
anticasidanti naturali quali le vitamine E & C, per mantenere inaltarata la stmt-
tura degl omega 3 & prevenire Mossidazions dei doppi legami. B stato realizzato
un aceurato studio del packaging & delle condizioni di congarvahilitd principal-
mente attraverso la valutazions della frazione volatile ed & stato condotto uno stu-
dio clinico, per valutare la bicdisponibilité & Feffetto dalle quantiti agoiunte,

b Arricchimento del lotte in acidi grasst omego 3 attraverse Nalimentarione
delle vacche — In collaborazione con un partner specializzato nella gestione ed
alimentazione delle vacche da latte, pit gruppi di animali, per un totale di cirea
2000 lattifere, sono stati alimentati con una dista “mirata” secondo una formu-
lazione definita, sotto stretto controllo veterinario. Settimanalmente, per 10 set-
timane, & stato prelevato un campione di latte di masea e analizzato in confron-
to a quello di un gruppo divacehe alimentate in modo “standard” iunifeed), prezo
come controllo.

La determinazione quantitativa degli acidi grazsi polinsaturl & stata effet-
tuata seconde un metods gascromatografice messo a punto nel Laboratorio
Centrale Parmalat [39]. D'ottimizzazione e affidabilita & stata valutata con uno
gtudio pilota condotto In collaborazione con I'Tstitute Lattiers Caseario di Lodi
(G Contarini), con le Istituto di Industrie Agrarie dell Univerzita di Bologna (G
Lerker), di Udine (L Conte, B Bortolomeazzi) & TUniversith Politecnica delle
Marche (N Frega). Il metodo & stato proposto al comitato FIL-IDF/ASO per la
validazione internazionale ed accettato in seguito allesito positive del circuito
internazionale (Draft ISOVDIS 230685/1DF 211-2005).

Il metodo prevede Festrazione del grasso del latte, secondo la norma ISO
14155, Taggiunta di metl-tricozganoato (C23:0me) come standard nterno & la
transmetilazions secondo 1a norma IS0 15584, La determinazione quantitativa
degli acidi grasai wf & wb viens eseguita con Inlezione in spliteplitleas su colon-
na capillare con fage stazionaria in grado di eeparare In modo soddisfacents i
metilesterl degli acidi grazsi, quale una polietilen glicol (Cmegavax 320 Supelco
A0m, 0,322 mm IT, 0.25 pm film thicknesa). Le condizionl gascromatografiche ed
in particolare la programmata di temperature (da 50°C a 220°C) sono seelte in
modo da otteners una geparazione ottimale dei piechi, soprattutto CLA, ac. stea-
ridonico & DPA & DHA. La rivelazione & in FID.

Sono gtatl quantificati, in mg/A00g graszo, i seguenti aeidi grassi:

C18:3 el acido 912,15 cetadecatrienoieo (o Inolenie acid: alfa-LMNA)

C18:4 el @ acido 6 89.12.15 octadecatatrasncics | Stearidonic acid)

C20:5 00 3 acido 5.5.11.14.17 elcopapentasnoico (KPA)

C22:5 wd ; acido 7.10,13,16,18 docosapentaenoico { DPA)
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C22:6 3 @ acido 4,7,10,13,16 19 docosaesasnoico (IHA)

C158:2 wh (aclinoleico)

C158:2 coniugato: acide 9 cig, 11 trans, ectadecadienolco (CLA )

L'analisi per la walutazione delle forme trans, espregse come %
tranaficis+trans), & stata ezeguita con una clonna altamentes polare con fase
atazionaria in cianogilicone (Supeleco SP 2380 30m x 0,25mm) utilizzando una
programmata di temperature in grado di separare le forme isomeriche georme-
triche trans dell’acido oleico & dell’acido Iinoleico [40].

EISULTATI
1) Arricchimento del lafte in actdi grassi omega 3 con aggiunta of olio di pesce

- Daggmnta ha consentito di realizzare un prodotto UHT con un contenuto di

acidi gragsl wd totali pari a 80 mg100ml di latte (di cui 60 mg rappresentati da

EFPA + DHA, 25:35).

Lo studio eclinico, condotto in collaborazione con ITstituto di Scienze
Farmacologiche dellTTniversita di Milano, ha dimestrato che, sostituendo nella
dieta quotidiana 1/2 litro di latte con la etesza quantity di un latte addizionato
di acidi grassiomega 2, 8i ottiens un significative miglicramento del profilo lipi-
dico gia dopo tre esttimane, con una riduzione dei trigliceridi ed un aumento del
enlesterolo-HDL [41].

2 Arricchimenito del lafe in acidi grasst omega 3 aftraverse Nalimeniarione
delle lorhifere — Lianalisl degli acidl grassi 2 e wf ha consentito di csservare
I'andamento dei valori nel tempo e di verificare che la dieta “integrata™ adotta-
ta, alla 102 ssttimana, determina:

— incremento degli acidi grassi w3 totali (+ 85%), arrivando a 17T02mg/100g di
grasso, Tra la terza e la quinta settimana viene raggiunto un piceo (+1105%
aul controllo), seguito da un calo intorno alla 52-72 e da una successiva cre-
scita a partire dall'oitava;

— mantenimento della concentrazione dell’acido grasso w2 a-linolenico, che =i
stabilizza a livello del controlle, dopo aver ragoiunto un massimo intorno alla
terza settimana (+ 45% sul controlloy;

— incremento costante nel tempo degli acidi grassi @2 a lunga catena,
EPA+DHA+DPA, ragomngendo 634mg/100g di grasso per EPA+DHA e
341mg100g di grasso per DPA (Fig, 2).

Landamento cregeente degll omega 3 totall & accompagna ad una variata
distribuzione di questi acidi gragsi nel tempo come gi evinee dal confronto tra i
due grafici a torta in figura 2: nelle prime settimane Faumento degli 3 totali &
correlato principalments all'ineremento di acido linolenico, mentre nells sucess-
give settimane di supplementazione I'anmento totale & dovuto all'incremento dei
PUFA a lunga catensa.

— mantenimento della concentrazione degli acidi grazsi cmega 6 (ac. linolaico),
che evidenzia un incremento gia nelle prime settimane (+ 56%, 27601000
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Figura 2 — Andamento del conterats di acach grassi omega 3 nea campiom di latts ane-
chito attraverse ahmentazione intesgrata delle vacche

Figure 2 — Trend of omega 3 fotty acids content in milk enriched by feeding of cows.

grazssa), aeguito da un graduale calo che lo porta a stabilizzarei ad un livello

appena superiors al controllo (1765mg' 100z grasso);

— ineremento dei CLA, che aumentano rapidaments gia dalle prime settimane
i+ 200%, 14890mg 100 graszso) e =i stabilizzano a valori alti (+180%, 13208
g 100g grasso), sempre rispetto al controlle (Fig. 4.

Un'analizl eseguita a distanza di 18 settimane dallinizio della sparimenta-
zione conferma che il piano di allmentazions impostato & verosimilments in
g:ra-:l-:- di mantensre il plateau di concentrazions raggiunto dopo 10 ssttimans.

incremento della concentrazione delle forme trans dell'acide aleico e dell’aci-

do linoleico, rigpetto a quelle normalments presenti nel latte (8% per I'acido
oleico & 14% per Tacido linolsico). In particolare: le forme “trans™ dell’acido
oleico tendono a raggiungers un plateau intorno alla quarta settimana di ali-
mentazione mirata & 31 etabilizzano intorno al 22%, mentre le “trans” della-
eldo linoleico tendono a raggiungere un plateau intorno alla sesta settimana

& 31 atabilizzano intorno al 38% (Fig 5.

Dati eonfrontabili sono stati ottenuti anche in altre sperimentazioni analo-
ghe (M Frega - Dipartiments di Seienze degll Alimentl, Universitd Politecnica
dells Marche) In tabella 1 appare come larriechimento naturals mdues un
increments delle forme trans.

Sono state valutate le concentrazion dell’acido vaceenico & dell’acido elsidico
fizomerl trans dell’acido oleico), data la funzione del vaccenico di substrato per
la formazions di CLA nellorganizmo.

— Il rapporto vaccenico: elaidico i mantiens pressoché inalterato, pur risultan-
do la loro somma tre volte superiore (circa 90 mg'g grasso) rigpetto a quella
rilevata nel latte di controllo.
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Figura 4 — Andamento del conterbo di acidi grassi omegn & ned campiom di latte amic-

chito attraverss ahmentazione integrata delle vacche
Figure 4 - Trend of omega & fatty acids cortent in milk enriched by feeding of cows.

menta da PUFA a lunga eatena, ma inferiore di cirea 3 volte a quello ottenu-
to con Faggiunta di olio di pesce.

— un incremento significative della formazione di isomerl geometrici trans,
dovuto allattivitd metabolica del rumen, 2 -3 valte superiore a quella che ai
rizgcontra nel latte di controlls & nel latte arriechito con aggiunta di olio di
pesce,

— un aumento significative di CLA, devato all’attivitd metabolica del rumen, 2-
3 volte superiore rispetto alla concentrazione normalmente presente nel latte
[42].

L'arricchimento con aggiunta di olio di pesee consente di ragoiungere livelli di

PUFA a lunga catena con un pit alto gignificato matrizionale, di poterne garan-

tire la costanza della concentrazions entro un range pil ristretto @ non determi-
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Figura & - Anahs dei rapporta 1scmenol ais'trons nel latte naturalmente omeckhito.
Figure 5 - Analysis of cisltnans ratics in milk enriched by feeding of coers.
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Tabkelln 1 - Confromio des rapporta isomena asfrans o latte controllo, lothe 03 con
olio di pesce & tre drrers sspeniments di arnechimento tramte alimentazions animale.
Thble I - Comparison of cis! trans fsomeric forms rafios betireen control milk, fisk oif
enriched milk and three different milks enriched by feeding of couws

ClLEd 158:2

% ransficistirans} % mans{cis+rans)
Lane coitrolko B 14
Conrrod ik
Latbe ncddieionnen di od (olio di pesced R 16
a3 enrieted woli (1sk ol
Lane nansalmente arclochitg df w3 (alehe) 25 4
@ 3 feed enriched miilk (alpoe)
Lane naneralmente arclochioog df w3 17 27

(oo di pescel

i _'i'_fi'n:-'.:.l' erpricthed miiik fish orl

Lanie nansalmente arelochain i md a7 15
{dlicia mirata — 8" seir)

w3 feed enriched milk

(epecific divy — 5" week)

na un incremento percentuale di isomeri trang rigpetto al latte di controlla.
Viene richiesto peraliro un controlle accurato della qualita della materia prima
iolio di pesca), soprattutto in termini di microinguinanti, quali PCE & metalli
pesanti, data la provenienza, principalments dai Mari del Mord. La modalita di
arricchiments naturale del latte pone invece Tinterrogativo sulla possibilita di
arantire entro intervalli costanti 11 livello dei (PTUTFAS & richisds nel tempo un
conitinue & rigorogo monitorageio analitico di tutto 11 sistema da parte diun labi-
ratorio specializzato. Polché lo studio aperimentale a dieta integrata ha rivelato
una certa variabilitd nel tempo, gia del contenuto pereentuale di materia grasza
dellatte (da3,5% a 4.1% ) che degli acidi grasei polinsaturl, la composizione della
ragione ntegrata ed il sistema di eomministrazione ai diversi gruppi di vaceine
& atato riconsiderato al fine di ridurre la variabilith della compozizione degli
acidi grazsi nel tempo e lo gtregs metabolico dell’animale, che influiseono nega-
tivaments sul benegzere & la produttivita delle lattifere.

FIASSUNTO — Le ragioni di arricchimento del latte in acidi gras=si polinsaturi della
serie @3 sono correlabili al rappeorto degll acldi grassi wéioed assunti con 1a dieta,
ancora oggi troppo spostate verso gli @l rispetio a quello ideale di 5:1 (LAEN).
Le modalita di aggiunta degli acidi grazsi omega 3 a lunga catena al latte sono
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Tabella 2 — Confronto tra latte di controllo & lath amechita con due dreerse medalitd in
100z di grasss.

Table 2 - Comparison befwreen control milk vo favo enriched malks obtoined in different

way ar mgl 100g o

Accicli grivssi et comiredlo Lawtte ubklizaomate  Lafte notorabmenbs
i oo di pesoe arricehits
Farty goieis Carnmdreed awifk Fish ol wmniched Feed enriched aniik
uidk
EPa+DHY 000000 e 354D Sa8
PA - 204 152
Ag. o-linolenico 588 595 AT
fefmnfevne ol
Omega 3 wotall 583 47h5 Inlg
Toral omega 3
A, Imaderon 17R% 17 243
Linodede acld
CLA 471 471 1281
T trans:
- a. oleicn # # 20
e ol
- a linoledcn 14 I 6

{imodeis acid

egaenzialments attraverso 'addizions diretta di un grasse riceo di tali nutrienti
(olio di peses) e attraverso Tntegrazions mirata della razione alimentars delle
vaeche da latte. Mel pregante studio vengono considerats le differenti probl ems-
tiche relative alle modalita di arriechimento, viene indicato un metodo analitico
dedicato alla valutazione quali-quantitativa del profile acidico & sono foealizzati
gli aspetti nutrizienali. Tarricchimento con olio di pesce consente di raggionges-
re nel latte livelli di PUFA @2 a lunga catena, di obtima biodizponibilita, tre volte
superiori a quelli raggiunti con lintegrazione della razione alimentare delle vac-
che, rappresentande un contributo significatme par colmars il gap nutrizionale
della dieta. Dutilizzo di olio richiede perd un controllo ascurato dei microingui-
nantl Larriechimento attraverao la dista delle lattifere consente di arricchire il
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latte in acidi grassi w3 e in CLA; determina, per contro, un significativo incre-
mento degli isomerl trang, che raggiungono valori circa 3 volte superiori rispet-
to a quelli normalments riscontrati nel latte vaccino, Pone inoltre linterrogati-
vo del mantenimento delle concentrazioni nel tempo dei PUFA e richiede una
valutazione accurata dello strese metabolico dell’animale.

Farole chicve: latbe vaecino, acidi grazsl polinzaturi (PUFA L omega 3 (o3),
acidi grassi trans

ABSTRACT — Methodds to enrich cow milk with polvensatured cmega-3 (3] famy
actds — The aima for which it has been congidered advisable to enrich milk with
long chain w3 FUFA 12 the actual ratio wéal fatty acids of the diet, too shifted
towards w6 fatty acids, in comparizgon with LARN indicationsz (5:1). It is possible
to enrich cow’s milk in long chain polyunsaturated fatty acida (omega 3) throu-
gh the addition of fat rich in these nutrients (fish o0ilj and through the integra-
tion of the cow’s diet. Thiz work reports about some problems connectad to the
modality of milk enrichment, the analytical method performed to evaluate the
quali-quantitative fatty acids compogition of milk enriched in long chain omega
3 PUFA fat and examines, ezpecially, the nutritional agpecta related to the varia-
tion of fatty acids composition. The addition of fish o1l to cow’s milk allaws to
achieve concentrations of long chain omega 3 PUFA in milk, that are thres times
higher than that it has besn obtained with the cow'’s diet integration way. The
bisavailability, tested with a clinical study, it has been shown to be good. The fish
oil use needs the evaluation of micropollutants presence. The integration of the
cow's diet allows to add long chain omega 2 PUFA and to inerease the CLA con-
centration. It causes a gignificant inerease of trans fatty acids concentration too:
about 3 times higher than normally found in cow’s milk. It pointe out the que-
astion about the control of PUFAs concentration maintaining in time and the eva-
luation of metabolic stress of the cows.
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