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@ Einleitung Loy ~==

Was ist Heumilch?

DURCHFUHRUNGSVERORDNUNG (EU) 2016/304 DER KOMMISSION
vom 2. Mirz 2016

zur Eintragung einer Bezeichnung in das Register der garantiert traditionellen Spezialititen [Heumilch/Haymilk/Latte
fieno/Lait de foin/Leche de heno (g. t. 5.)]

Heumilchwirtschaft ist die urspringlichste Form der Milcherzeugung. Die Milch
stammt von Tieren aus traditioneller nachhaltiger Milchwirtschaft. Der
wesentliche Unterschied und der traditionelle Charakter bestehen darin, dass
bei der Heumilchproduktion wie in der urspringlichen Milchproduktion keine
Garfuttermittel verfuttert werden.

Verboten sind alle Arten von fermentierten Futtermitteln (Silage)
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@ Heumilch in Sudtirol Warum ist Heumilch wichtig? @IN\BURG

Heumilchproduktion

120,000 Sudtirol im Jahr 2022
100,000 > 100 Millionen kg Heumilch produziert
c 28’888 » Circa 1560 Heumilchbetriebe
a 40:000 Es ist keine spezifische Analyse fur Heumilch
20,000 vorgesehen
Kontrolle - Zertifizierungsstellen (ABCert) -
2016 2,017 2,018 2019 2,020 2,021 Sammlung nitzlicher Informationen fiir die
Jahr Ruckverfolgbarkeit der Lieferkette+ Inspektionen

Daten des Sennereiverbands
 Traditionelle, umweltschonende Produktion
« Aufwertung lokaler Produkte
» Moglichkeit zur Verbesserung des Einkommens der Milchviehbetriebe =
Nachhaltigkeit der lokalen Produktion
WIE KANN MAN DIE ABWESENHEIT VON SILAGE GARANTIEREN?
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Vor Beginn des Projekts bekannte Informationen e

Food Chemistry 140 (2013) 711-716

* Marseglia et al. (2013) wiesen Cyclopropan-Fettsauren (CPFA)
in Kase nach, sie nutzten diesen Marker, um Grana Padano von

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Food Chemistry CHEMISTRY

Parmigiano Reggiano zu unterscheiden. S SEvIER -
* C PFA | St In €in Ig en Pﬂ anzen (n IC ht In d en IOka le n Cyclopropyl and m-cyclohexyl fatty acids as quality markers of cow milk and cheese
G ru n |a n d a rte n) u n d | n d e n M e m b ra n e n el n I g e r Angela Marseglia * Al.lgusta Caligiani, LuFiano Comino, Federico Righi, Afro Quarantelli, Gerardo Palla
Mikroorganismen, einschlieBlich Milchsaurebakterienund ~ ——+———
' AGRICULTURAL AND
Coliformen, enthalten. SO0 CHEMISTRY
* Milchsaurebakterien, die wahrend der Garung in der Silage - _
. . . . Development of a Quantitative GC—MS Method for the Detection of
vorhanden sin d, P roduzieren CPFA als Reaktion auf bestimmte Cyclopropane Fatty Acids in Cheese as New Molecular Markers for
. Parmigiano Reggiano Authentication
U mWe |tbed I n g u n g e n . Augusta Caligiani,*"i' Marco Nocetti," Veronica Lolli," Angela Marseglia,';' and Gerardo Palla’

« Kihe nehmen CPFA Uber die Silage auf, somit gelangt ein Teil
in die Milch und dann in den Kase.

Diese Angaben gelten fir Grana P. und Parmigiano R., wobei die Referenzsilage
Maissilage ist;

(Oj Kénnen sie auch fur Milch aus Sudtirol eingesetzt werden, wo neben Maissilage

auch Grassilage verwendet wird?




ﬁ Das Ziel des Projekts Lo =5

Entwicklung von Analysetechniken zur

Unterscheidung zwischen Heumilch und

Standardmilch, insbesondere durch den Nachweis
von CPFA in der Milch, um die Abwesenheit von
Mais- und Grassilage in der Ernahrung von

Heumilch-Milchkiihen zu garantieren.

\/\/\/\A/\/\/\/COOH

9,10-methylene-octadecanoic acid (dihydrosterculic acid)

\/\/\/A\/V\/\/\/COOH

11,12-methylene-octadecanoic acid (flactobacillic acid)
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Informazioni sul progetto o =B

« Das dreijahrige Projekt "Chemische Marker in der Milch zum Nachweis von Silagezugabe in
Futtermitteln von Milchkihen" wurde durch den Europaischen Fonds fiir regionale Entwicklung

(EFRE 1129) finanziert.
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Sennereiverband Sudtirol
Federazione Latterie Alto Adige BRING

Service rund um die Milch - Al servizio del settore latte

Beratungsring Berglandwirtschaft
Consulenza per L"agricoltura montana
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@ Informationen zum Projekt g ==

» Interdisziplinarer Ansatz, verschiedene Gruppen, die
je nach Bedarf einbezogen werden

* Unterschiedliche Fahigkeiten und Kenntnisse

* Verschiedene Ebenen vertiefter Kenntnisse, die durch
Wissenschaft und angewandte Forschung vom Land
bis zum Tisch reichen

www.laimburg.it
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Andere Arbeitsgruppen der Laimburg, welche am Projekt
mitgearbeitet haben

el [ B
22 L AMBURG
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Elisa Vanzo Giulia Marchetti Martin Thalheimer Stefan Morandell
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ﬁ Projektpartner — Freie Universitat Bozen B@WBURG

Mitarbeit bei der Ausarbeitung
des Projekts und der Definition
des Versuchsplans; Entwicklung
von Schnellmethoden und der
entsprechenden Datenanalyse

Matteo Mario Scampicchio

Ksenia Morozova Mohsen Ramezani

www.laimburg.it
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Versuchszentrum
Centro di Spermentazione
Research Centre

Projektpartner - Sennereiverband

Mitarbeit in
verschiedenen
Projektphasen: Definition
des Versuchsplans,
Probenahme, Suche nach
geeigneten Betrieben flr
die Probenahme

. Angelika Astrid Vultaggio
Osterreicher Oberkofler

Beratungsring Berglandwirtschaft BRING

Mitarbeit bei der Suche nach geeigneten
Betrieben, Rationsberechnung, Mitarbeit bei
der Erstellung des Versuchsplans

Christian Plitzner Simon Volgger
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die lokalen Produzenten

die

Ein herzliches Dankeschon an alle 32 Betriebe, die teilgenommen haben und

Proben zur Verfiigung gestellt haben und dadurch das Projekt ermoglichten.
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Struttura del progetto

e

Esperimento | — Prove di insilamento in laboratorio
Valutazione dell'influenza di alcuni fattori nella produzione di CPFA in
insilati in prove di micro insilamento

Esperimento Il - Concentrazione di marker CPFA
nella prassi altoatesina

Qual e il livello di CPFA nel latte altoatesino?

Esperimento lll - Aggiunta di insilato alla razione di

foraggio
Se inserisco insilato nella dieta quanto tempo intercorre prima di
vedere CPFA nel latte?

Esperimento IV - Rimuovere l'insilato dalla razione
Se passo da latte normale a latte fieno, per quanto tempo i CPFA sono
rinvenibili nel latte?

14
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|. Prove di insilamento in laboratorio

Versuchszentrum
Centro di Sparmentazione
Research Centre

Valutazione dell’effetto di alcuni fattori sulla produzione di CPFA
in insilati in prove di micro insilamento

Sfalcio Temperatura
« T1 =22°C
« 1° taglio v/ . T2 = 35°C
o 20 tagIIO v e T3 =48°C
® O 3 O
Starter Ripetizione

* Controllo= senza starter
« Starter 1 (eterofermentante)

« Starter 2 (omofermentante)

15
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|. Prove di insilamento in laboratorio

Versuchszentrum
Centro di Sperment;

LAIMBURG

Setup degli incubatori

B
B

Nessuno starter
(Controllo)

Starter 1:
(Eterofermentativo)

Starter 2:
(Omofermentativo)

-=r

16
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Versuchszentrum

|. Prove di insilamento in laboratorio LAIMBURNEB

S~ Incubatore 1 (22 °C)
~—T10/50 auBen
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@ |. Prove di insilamento in laboratorio

LAIMBURG

cubo di polistirolo

Starter

18

Erba tagliata in pezzi lunghi circa 4 cm

Preessiccata a

35,2 % s.s. (primo sfalcio)
27,6 % s.s. (secondo sfalcio)

Starter 1: Beikircher Pioneer (eterofermentativo)
11GFT= 6,5*107 CFU/giara

*»» LN 4017 Lactobacillus buchneri

% LP 347 Lactobacillus plantarum

% LP 7109 Lactobacillus plantarum

Starter 2: BONSILAGE forte (omofermentativo)
1,25*108 CFU/giara

¢ Lactobacillus acidilactici

¢ Lactobacillus paracasei

¢ Lactococcus lactis

www.laimburg.it



Versuchszentrum
0 di Spermentazione
Research Centre

|. Prove di insilamento in laboratorio LAIIXBURG

Analisi dei microsilos

Laimburg
Laboratorio analisi foraggi
Analisi secondo Weender

Laimburg
Laboratorio di aromi e metaboliti
Analisi CPFA

Microsilos

Eurofins
Microbiome Profiling

19 www.laimburg.it



l. Prove di insilamento in laboratorio s

Analisi dei microsilos Taglio
1 2
12,5 : .
Acido lattico
insilato (% s.s.)
10,0 Acido acetico

insilato (% s.s.)

.Acidi totali insilato

73] (% s.s.)

50

2,5]

0,0 Forte GFT senza Forte GFT senza

Starter

Media * errore standard . .
20 www.laimburg.it




|. Prove di insilamento in laboratorio

e

Analisi dei microsilos

* Le sequenze di tutte le specie degli starter sono state trovate nei

rispettivi campioni

 Lactobacillus buchneri e la specie piu competitiva

k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s_ backii
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f_Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__ brevis
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__ Lactobacillus;s_ |
_ k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c_ Bacillijo__Lactobacillales;f_Lactobacillaceae;g__ Lactobacillug;s_ coryniformis
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f __Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s_ curvatus
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__ diolivorans
- k__Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s_ helsingborgensis
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus;s__hilgardii
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillug;s_ Kisonensis
- k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacillijo__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__ Lactobacillus;s_ kullabergensis

23

0.3%
0.4%
0.8%
0.0%
0.0%%
0.2%
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0.0%
0.0%
0.0%

0

o

o

. 0
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www.laimburg.it



Versuchszentrum
Centro di Spermentazione
Research Centre

CPFA-Quantifizierung in Silageproben LAIMBURG

www.laimburg.it




|. Silierversuche im Labor

Versuchszentrum
Centro di Spermentazione
Research Centre

Analysen der Mikrosilos

250

N
o
o

—_
)]
o

100

CPFA in der Silage (mg/kg Fett)

Effekt der Temperatur auf den CPFA-Gehalt in der Silage

(4))
o

Schnitt/Jahr
. () 112021
O 2/2020
~1/2021
0 0 ~2/2020

1/2021: R? Quadratisch =0,047
2/2020: R? Quadratisch =0,371

20

25 30 35 40 45 50

Temperatur (C°)
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|. Silierversuche im Labor

Versuchszentrum

Centro di Sparmentazione
Research Centre

Analysen der Mikrosilos

CPFA in der Silage (mg/kg Fett)

120

100

80

60

40

20

Effekt der Starter auf den CPFA-Gehalt

P = 0,054

ohne heterofermentativ homofermentativ

Starter

Fehlerbalken: +/- 1 SE

26 www.laimburg.it



Centro di 5 mazione
h Centre

ll. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina LAIMBURG

Piano di campionamento

Insilati

o _ Stalle per

. |ns_|lat0 di conc. Anno

mais

« insilato di - stallal +anno 1

erba - stalla2 *anno 2

® ¢ . @ © O
Concentrazione Razione Misure
di insilato .« estiva ripetute
« controllo (conc. 0) « invernale esettimana 1
Heumilch ssettimana 2
* conc. min -settimana 3
+ CONC. Max .
» conc. intermedia 1 campioni
+ conc. intermedia 2 foraggio

29 www.laimburg.it



ll. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina ETAMBRG

La ricerca di aziende idonee

Mame des Betriebs:
Anschrift.
Name des Betriebsleiters/Kontaktperson:
° ° ° ° Lieferantenkodex:
Criteri di esclusione : S— e e cres:
Anzahl der Milchkihe:

Braunwvieh | Original Jersey | Fleckvieh | Pinzgauer | Schwarzbunte | Grauvieh Andere Rassen
Braunvieh undfoder

 Tank / Serbatoio non monoaziendale Keuzungen

Betriebseigener Milchsammeltank vorhanden?

o Ja

« Piu di un tipo di foraggio fermentato - Nen

o Grassilage
o Maissilage
o Andere fermentierte Futtermittel, z.B. Biertreber (Welche? )]

'Wie grof} ist der geschéizie Anteil an Silage bezogen auf die Grundfuttemration?
% Trockensubstanz

Criteri di ricerca delle aziende:

'Wird das ganze Jahr Silage gefuttert?

* Livello target di insilato nella razione o s

o Mein
Ab welchem Monat wird Silage in der Wintemration gefittert?
o Oktober o November o Dezember o Januar

° o Februar o Marz o keine Silage in der Winterration
Aspetto favo reVOIe° Ab welchem Monat wird Silage in der Sommermation gefittert?
o Aprl o Mai o Juni o Juli
o August = September o keine Silage in der Sommerration

Wird das Maissilo mit einer Schicht Gras abgedeckt?

 Socio BRING o v

o MNein
Sind Sie Mitglied vom BRING?

o Ja
o Nein

‘Wurde im leizten Jahr eine Futterrationsberechnung durchgefihrt?

o Ja Wenn ja, von wem?
o Mein

30 www.laimburg.it



Mappa delle aziende campionate nel progetto
Heumilch

Livello di insilato (% in s.s. dell'intera razione)

insilato mais
8-12

12-16
16-21
21-25
25-29
29-34
34-38
38-43
43 - 47
insilato erba
12-16
16 - 21
21-25
25-29
29 -34
34-38
38-43
43 - 47
47 -51

> >

* 000000

Heumilch .
Ortofotocarta 2014/2015 [ —




Versuchszentrum

IIl. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina LAIMBLRG

Tempistiche del campionamento

2019 2020 2021
112(3]14|5]|6]|7 10111(12] 1 6|1 7(8]9(10|111121 1|23 |4|5|6|7|8]|9/(10]11(12
fase 1 fase 2 fase 3 fase 4
M razione invernale
W razione estiva
primo q
campionamento secondo _terzo
Campioni di latte campionamento campionamento
Campioni di latte Campioni di latte

Settimana 1

Settimana 2

e foraggio

Settimana 3 Settimana 4

Campionamento

www.laimburg.it



ll. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina e

Campioni di foraggio

« |l prelievo e stato fatto al primo giorno
di prelievo del latte

. Razione mista & insilato

33 www.laimburg.it



ﬁ ll. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina

one
tre

Centro di Sparmentazi
Research Cen

Campioni raccolti

Campioni di foraggio

—

34 insilato di mais

m—

500 g razione mista

-+ Laboratorio Analisi Foraggi Laimburg

Laboratorio Analisi Foraggi Laimburg
400 g insilato<
Laboratorio per Aromi e

34

Metaboliti Laimburg

www.laimburg.it



ll. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina e

Punteggio-DLG

10

o

9

o

8

o

7

o

6

o

5

o

A

o

3

o

2

o

1

o

o

Risultati delle analisi dei foraggi
* | campioni di mangime sono stati valutati secondo I'analisi Weender

« La qualita dell'insilato e stata valutata secondo la chiave DLG (DLG Information 2/2006)

Insilato di mais Insilato di erba
100
90
80
70
60
ot
[*]
‘5 40
g
= 30
=
2 20
10
0
1234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334 12345678 91011121314151617181920212223242526272829303132333435
campione campione
* molto bene * male * molto male
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@ II. Konzentration des Markers CPFA in der Stdtiroler Praxis  <:TAwmeiro

Ergebnisse der CPFA Analysen der Futtermittel X
1200
= 1050
.
Wurde CPFA o 900
gefunden? "E‘; 750
| Nein Ja 2 500 -
Grassilage 4 31 L
.. 0 450 *
Maissilage 0 34 <
o 300
O
150 ;

Grassilage Maissilage
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ll. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina e

Campioni di latte

|l campionamento e stato effettuato al mattino

« | campioni sono stati prelevati direttamente dal serbatoio del latte sfuso

38 www.laimburg.it



ﬁ Il. Concentrazione di marker CPFA nella prassi altoatesina BT AMBORG

Campioni raccolti

Campioni di latte >

48 Heumilch

> 101 insilato mais

90 mL Laboratorio per
Aromi e Metaboliti Laimburg

270 mL latte 90 mL Libera Universita
di Bolzano

90 mL Federazione Latterie

39 www.laimburg.it



ﬁ . Konzentration des Markers CPFA in der Sudtiroler Praxis  |&{amske

40 www.laimburg.it



l. Konzentration des Markers CPFA in der Suadtiroler Praxis | £iAmesirG

@)

8533

CPFA Analyse in der Milch mit GC-MS

\/\/\/\/A\/\/\/\/CUOCH-‘

Vorbereitung der Proben: Dihyrosterculic acid methyl ester

* 100 pL Trans-esterified sample

* 900 pL n-Heptane

3 g8 5t 2888338
D
2
E

m
10
Rl

o Charateristic ion (m/z 278)
123 gy
1 [z || 1 " 1 o @
84 1m 186 180 ‘ 279 M+
129 21 238
161 185 208 249
|\ |I|H Lyl \J‘\I- IH!J 18 rllwnmlll Tdwrinh ||"”J| Pmom [0 2w .
220 240
me

@ s w0 1wt 1a0 120 200 %0 280 W00 320 a0 60 380 00

BT B S
gas
TR

Parameters GC-MS:
*  Subelco SLB-5ms column (30 m x 0.25 mm i.d x 0.25 ym)

*  Column Flow 1.00 mL/min

* Run 36 min total (T. Start 40 °C - T. End 280 °C)

* Injector T = 280 °C

* lonsourceT =230 °C

* Transferline T = 280 °C

*  Retention Time CPFA: 26,95 min

»  CPFA detection in SIM: Quantifier: 55 m/z; Qualifier: 69 m/z,
278 m/z . M+ 310 m/z

Shimadzu GCMS-QP2010 SE

41 www.laimburg.it
References: Lolli, V., Zanardi, E., Moloney, A. P., & Caligiani, A. (2020). An Overview on Cyclic Fatty Acids as Biomarkers of Quality and Authenticity in the Meat Sector. Foods, 9(12), 1756.



ﬁ II. Konzentration des Markers CPFA in der Siidtiroler Praxis  <iAmeko

Ergebnisse der CPFA Analysen in der Milch

Wurde CPFA gefunden?
Nein Ja
Heumilch 100% 0%
Maissilage 2% 98% (7%)
Grassilage 15%  85% (32%)

Prozentwert der Falle angegeben.
In Klammer angegebene Werte
resultieren aus einem Peak, der
unter der Grenze der
Quantifizierbarkeit liegt

42 www.laimburg.it



ﬁ II. Konzentration des Markers CPFA in der Stidtiroler Praxis & Amsire

° Ration
700 OHeumilch
8 O Grassilage
600 . 0 O Maissilage
o
3 0
g 500 o o—2
g o 5
E 400 = o° o
= ; :
8
§ 300 5 o
q o
& o o, © 00
S 200 o ogo o
° o X
100 3 g =
o® o, @
oL 8 eﬁi* TR
0 10 20 50 60

Berechneter Silageanteil (% TS der gesamten Ration)
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II. Konzentration des Markers CPFA in der Stdtiroler Praxis & avsie

200

—
a
o

CPFA Milch (mg/kg Fet)
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lll. Se inserisco insilato nella dieta quanto tempo intercorre prima di vedere CPFA

nel latte

Versuchsze ntrum

LAIMBURG

Tempo

2 volte alla
settimana

per 2 mesi
(incluso Ty)

Insilato

e mais
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lll. Beginn von Silagefitterung: Wie lange braucht es, bis CPFA in der Milch nachgewiesen qu
werden kann? LAIMBURG

CPFA Gehalt in der Milch nach der Einfiihrung
von Maissilage in der Futterration
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IV. Se passo da latte normale a latte fieno quale e il tempo di sospensione di s

insilati nella razione per non avere piu CPFA nel latte LAMBURG
REG EU n. 509/ 2006 — Se le vacche sono state alimentate con foraggi insilati (mangimi fermentati), vi deve essere un periodo di attesa di almeno 14
giorni.
Tempo
AN Stalle
* 14 gg
« 28 99 « stalla 1
4299 . stalla2
" 5699 . stalla 3
Insilato
* mais
* erba
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IV. Wechsel von Standardmilch zu Heumilch - Wie lange ist CPFA noch in der Milch B@T | BURG
AIM

nachweisbar?

CPFA Milch (mg/kg Fett)
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ﬁ Conclusioni (1) E\?IQTAIMBURG

« Possibilita di impiego di CPFA come marker
* Presenza-assenza

« Mai CPFA in latte prodotto senza insilati nella dieta (nessun rischio di
riconoscere |'uso di insilati laddove non sono stati usati)

 Alta affidabilita di CPFA nell’identificare latte prodotto con insilati di mais
(corretto nel 98% dei casi)

 Affidabilita inferiore nell'identificare latte prodotto con insilati d'erba
(corretto nell'85% dei casi, ma circa un terzo sotto la soglia di
quantificabilita)

» La frequente combinazione di insilati di erba e mais nella prassi agricola
riducono la rilevanza nella prassi dei falsi negativi degli insilati d'erba

* Dinamica temporale
* | CPFA compaiono subito nel latte appena introdotti nella dieta
* | CPFA scompaiono lentamente dopo la loro sospensione nella dieta (15 gg.
per gli insilati d'erba, ca. 2 mesi per quelli di mais, quindi non adatti a
verificare il rispetto delle due settimane dalla loro sospensione nella dieta)
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ﬁ Conclusioni (2) @Qﬂwme

* Relazione quantitativa foraggio-latte

« La concentrazione di CPFA e molto piu bassa negli insilati di erba che in
quelli di mais e lo stesso si osserva nel latte prodotto usando questi
insilati

« Non c’e una relazione quantitativa evidente tra la percentuale di insilati
nella dieta e CPFA nel latte

« Larelazione tra quantita di CPFA assunti tramite la dieta e la loro
concentrazione rilevata nel latte e debole per quanto riguarda gli insilati
di mais e insignificante per gli insilati d'erba

« Ancora da approfondire
 Fattori che favoriscono la produzione di CPFA durante l'insilamento
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