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INTRODUCERE

In contextul globalizirii pietei alimentare, asigurarea calititii, autenticitatii si
sigurantei microbiologice a produselor lactate este esentiald pentru consumatori,
producatori si autoritati. Branzeturile traditionale, precum Feta si tipurile sale derivate,
au o valoare culturald si economicd importantda in Europa, fiind protejate de
reglementari precum Denumirea de Origine Protejatd (DOP). Cu toate acestea, exista
riscuri de contrafacere si adulterare, mai ales prin utilizarea altor tipuri de lapte decat
cel permis, ceea ce necesita metode moderne de autentificare.

Laptele de bivolita, cu valoare nutritionala ridicat3, este analizat ca o alternativa
pentru diversificarea branzeturilor tip Feta romanesti. In paralel, siguranta
microbiologica a produselor lactate, mai ales Tmpotriva contaminadrii cu Listeria
monocytogenes, ramane o prioritate, In conditiile cresterii rezistentei bacteriene la
tratamente antimicrobiene.

Teza propune o abordare integrata a calitatii, autenticitatii si sigurantei
alimentare in sectorul lactatelor, avand trei obiective principale:

1. Evaluarea calitatii laptelui crud de bivolita pentru productia de branzeturi tip

Feta.

2. Autentificarea branzei Feta si tip Feta din Romania si Grecia prin metode multi-
analitice avansate.

3. Determinarea prevalentei si rezistentei antimicrobiene a tulpinilor de Listeria
monocytogenes din produse lactate romanesti.

Prin combinarea metodelor clasice si moderne, teza ofera solutii practice
pentru Imbunatatirea standardelor de calitate si siguranta a produselor lactate in spatiul
european.

STRUCTURA TEZEI

”

Teza de doctorat intitulata " Calitatea si tipicitatea brdanzei Feta este
alcatuita din 112 de pagini si prezinta o iconografie ce insumeaza un numar de 16 figuri
si 7 tabele. Aceasta este structurata in doud parti si este realizata in conformitate cu
normele de redactare ale [IOSUD USAMV-Cluj-Napoca.

Prima parte a tezei cuprinde 24 de pagini si este structurata in 3 capitole.

Capitolul 1, intitulat ,Branza Feta si tip Feta: definitie, caracteristici si
reglementari”, oferd informatii despre originea, caracteristicile si statutul de Denumire
de Origine Protejata (DOP) al branzei Feta, precum si despre diferentele dintre branza
Feta autentica si branzeturile tip Feta produse in afara Greciei. Capitolul 2
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- ,Productia, compozitia si calitatea brianzei Feta si tip Feta” - trateaza aspecte
privind metodele traditionale si industriale de productie, compozitia chimica si factorii
care influenteaza calitatea branzei Feta si tip Feta. Capitolul 3 - ,Evaluarea
autenticitatii produselor alimentare” - descrie metodele moderne de autentificare,
inclusiv spectrometria de masa cu raport izotopic (IRMS), analiza elementala (ICP-MS)
si detectia moleculara PCR.

Partea a doua a tezei este structurata in 6 capitole, intinzandu-se pe 51 de pagini
si cuprinde date despre ipoteza de lucru si obiectivele urmarite, materialele si metodele
folosite, precum si rezultatele, discutiile si concluziile aferente fiecarui din cele 3 studii
prezentate. Teza de doctorat se Incheie cu capitolele referitoare la concluziile generale
si aspectele de originalitate si contributii inovative.

OBIECTIVELE LUCRARII

Prezenta teza de doctorat a avut ca si obiectiv general evaluarea complexa a
calitatii, autenticitatii si sigurantei branzei Feta si tip Feta, prin metode moderne de
analiza. In acest scop, au fost formulate trei obiective specifice, prezentate mai jos:

e Obiectiv specific 1. Evaluarea dinamica a parametrilor de calitate ai
laptelui crud de bivolita utilizand echipamente de inalta performanta;

e Obiectiv specific 2. Evaluarea autenticitatii unor probe de branza Feta
si tip Feta provenite din Romania si Grecia prin integrarea
spectrometriei de masa cu raport izotopic, a analizei elementale si a
tehnicii PCR;

e Obiectiv specific 3. Evaluarea prevalentei si a profilului de rezistenta la
antimicrobiene a tulpinilor de Listeria monocytogenes izolate din
produse lactate comercializate in Romania.

Studiul 1 - Evaluarea dinamica a parametrilor de calitate ai
laptelui crud de bivolita

Introducere

Laptele de bivolitd ocupd un loc important in peisajul productiei lactate
mondiale, fiind al doilea cel mai consumat tip de lapte dupa cel de vaca. Acest lapte are
un continut mai ridicat de grasimi, proteine si substante minerale comparativ cu laptele
de vac3, faicandu-l extrem de valoros pentru obtinerea de produse lactate premium, cum
ar fi branzeturile tip Feta. In ciuda potentialului siu nutritiv si economic, laptele de
bivolitd este mai putin exploatat comercial. Calitatea laptelui este influentata de o serie
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de factori, inclusiv sezonul, igiena mulsului, sdnatatea animalelor si tehnologia utilizata
pentru colectarea si procesarea sa.

Monitorizarea parametrilor fizico-chimici si microbiologici ai laptelui crud este
cruciala pentru evaluarea potentialului tehnologic al acestuia si pentru prevenirea
contaminarii microbiologice. Tehnologiile moderne, precum analizatoarele
CombiFoss™, permit o evaluare rapida si precisa a calitatii laptelui, fiind instrumente
valoroase in controlul calitatii in fermele comerciale.

Scopul studiului

Scopul acestui studiu a fost determinarea compozitiei fizico-chimice si
microbiologice a laptelui crud de bivolita intr-o ferma comerciala pe durata unui an si
evaluarea influentei sezonalitatii, igienei si performantei echipamentului CombiFoss™ 7.

Materiale si metode

S-au recoltat si analizat probe de lapte crud de bivolita pe parcursul unui an
calendaristic. In cadrul studiului au fost colectate 24 de probe de lapte crud de bivolit,
prelevate bilunar intre martie 2020 si februarie 2021, dintr-o ferma autorizata, cu 500
de bivoli, dintre care 190 1n lactatie. Animalele au fost pasunate vara si adapostite iarna,
fiind hranite cu fan, concentrate si siloz. Mulsul a fost mecanizat, iar probele au fost
recoltate din tancul de racire, in recipiente sterile, transportate refrigerat si analizate 1n
laboratorul Facultatii de Medicind Veterinara din Cluj-Napoca. Determinarile fizico-
chimice si microbiologice au fost efectuate cu echipamentul automatizat CombiFoss™ 7,
conform standardelor internationale In vigoare.

Rezultate si discutii

In perioada martie 2020 - februarie 2021, analiza compozitionald a laptelui de
bivolitd a evidentiat o valoare medie a continutului de grasime de 8,821 g/100 g, situata
usor peste valorile obisnuite raportate pentru laptele de bivolita (7-8 g/100 g).
Comparativ cu datele literaturii de specialitate, aceste valori sunt apropiate de cele
raportate in studii din Italia, dar mai ridicate fata de cele obtinute in Brazilia, unde
grasimea medie a fost de 5,5 g/100 g.

De asemenea, continutul mediu de proteina a fost de 4,400 g/100 g, cu variatii
sezoniere reduse, similare rezultatelor altor cercetari internationale. Valorile medii ale
lactozei au fost de 4,291 g/100 g, incadrandu-se in limitele descrise in literatura de
specialitate.

Substanta uscatd totald a prezentat o variabilitate limitatd, cu scaderi
semnificative in lunile de vara, mai ales 1n iulie, corelate cu schimbarile de alimentatie
sezoniera. Analiza valorilor pH-ului a aratat o stabilitate relativa (6,61-6,9), faira semne
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de infectie mamar3, in concordanta cu datele anterioare care indica o usoara crestere a
pH-ului in functie de pierderea de CO, din lapte.

Continutul de uree din lapte a variat semnificativ, inregistrand valori mai
scazute in lunile de vara si inceputul toamnei (iunie, iulie, septembrie), perioade in care
dieta bazati pe pisunat poate explica sciderea concentratiei de uree. In restul anului,
valorile de uree s-au situat in intervale apropiate celor raportate anterior pentru laptele
de bivolita.

Din punct de vedere igienic, numarul de celule somatice (SCC) a avut o valoare
medie anuala de 304,85 x 1000 celule/ml, in conformitate cu standardele europene, dar
a depasit pragul maxim admis de 400.000 celule/ml in lunile aprilie si februarie. Evolutia
sezoniera a SCC a indicat o tendinta de crestere in perioada de stabulatie, fiind asociata,
cel mai probabil, cu conditiile de addpostire si igiena deficitara.

Numarul total de germeni viabili (TVC) a Inregistrat o medie anuala ridicata de
2059,65x 1000 UFC/ml, depasind standardele europene in peste jumatate dintre probe.
Valorile TVC au fost cele mai scazute in lunile martie, aprilie, iulie si septembrie, cand
conditiile de igiena au fost relativ mai bune. Cea mai ridicata valoare a fost observata in
luna mai, sugerand o corelatie directa intre incarcatura microbiana si igiena deficitara
in timpul mulsului si manipularii laptelui.

in general, atat cresterea SCC, cat si a TVC in lunile de toamni si iarna indici
impactul negativ al addpostirii animalelor in conditii mai putin favorabile din punct de
vedere igienic. Diferentele sezoniere observate in acest studiu sunt in concordanta cu
datele din literatura de specialitate, care subliniaza rolul managementului, hranirii si
conditiilor de mediu asupra calitatii laptelui de bivolita.

Concluzii

Laptele de bivolita analizat a avut un continut mediu de grasime de 8,821 g/100
g, mai ridicat decat valorile obisnuite raportate in literatura de specialitate. Valorile
medii pentru proteind, lactoza, substanta uscata si uree au indicat o compozitie stabila
si de buna calitate pe durata studiului.

Din punct de vedere igienic, s-a observat o corelatie intre sezon si parametrii
microbiologici, cu valori mai bune in perioada de pasunat. Desi numarul total de germeni
viabili a depasit frecvent limitele admise, nu au fost semne de infectie a glandei mamare,
sugerand ca igiena procesului de muls si transport necesita imbunatatiri.

Se recomanda optimizarea conditiilor de igiena pe parcursul intregului lant de
productie pentru a asigura o calitate microbiologica superioara a laptelui.
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Studiul 2 - Evaluarea autenticitatii unor probe de branza Feta
si tip Feta provenite din Romania si Grecia prin integrarea
spectrometriei de masa cu raport izotopic, a analizei elementale si a
tehnicii PCR

Introducere

Autenticitatea si originea geografica a produselor lactate, in special a
branzeturilor traditionale, au devenit prioritati importante in contextul protectiei
calitatii si prevenirii fraudelor alimentare. Brinza Feta, certificati DOP in 2002,
reprezinta un exemplu emblematic, fiind protejata prin reguli stricte de productie in
anumite regiuni din Grecia. Pentru verificarea autenticitatii acestor produse, s-au
dezvoltat metode analitice precum spectrometria de masa a raportului izotopic (IRMS),
analiza elementala (ICP-MS) si reactia in lant a polimerazei (PCR), toate avand rolul de
a detecta eventualele substituiri sau falsificari ale compozitiei si originii lactatelor.

Scopul studiului

Scopul principal al studiului a fost dezvoltarea si aplicarea unei metode
integrate, combinand IRMS, analiza profilului elemental si tehnica PCR, pentru a evalua
autenticitatea unor produse lactate - in special branza Feta si tip Feta - provenite din
Grecia si Romania. Obiectivul a fost detectarea eventualelor falsificari legate de specie si
origine geografica si validarea conformitatii cu etichetarea declarata.

Materiale si metode

In studiu au fost analizate treisprezece probe de lapte crud si branzi, colectate
de pe pietele din Grecia si Romania Intre 2021 si 2023. Identificarea speciilor de lapte a
fost realizata prin extractia ADN si amplificarea PCR a genei citocromului B, urmata de
electroforeza pe gel de agaroza. Compozitia izotopica a carbonului a fost determinata cu
spectrometrul IRMS Delta V Advantage, iar profilul elementelor a fost obtinut prin ICP-
MS dupa digestie acidd cu microunde. Analizele statistice au inclus PCA pentru
explorarea variatiilor naturale si PLS-DA pentru clasificarea precisa a probelor in functie
de origine si tipul de produs.

Rezultate si discutii

Analiza PCR a confirmat compozitia de specie pentru branza Feta autentica din
Grecia, identificind ADN de oaie si capra, conform etichetarii. in schimb, pentru mai
multe probe de branza de tip Feta din Romania au fost detectate discrepante, precum
prezenta nedeclarata de lapte de vaca, ceea ce indica posibile practici de falsificare. De
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asemenea, una dintre probele de lapte etichetate ca fiind de bivolita a fost identificata ca
lapte de vaca.

Analiza datelor izotopice si elementale a evidentiat o separare clara intre
probele de branza Feta din Grecia si cele de tip Feta din Romania, diferentele fiind
sustinute de variatii ale elementelor precum Sn, Li, Mn, K, dar si ale valorilor 8%3C. In
cazul laptelui, separarea Intre speciile de origine a fost de asemenea evidents, fiecare
specie fiind caracterizata de un profil elemental distinct.

Aplicarea analizei PLS-DA a permis clasificarea cu acuratete de 100% a branzei
in functie de originea geografica si tipul produsului, markerii principali fiind §'3C si
elementele Sn, Tl, Cd, Cu, Ni si Li. Acesti indicatori au demonstrat relevanta metodei
multi-analitice pentru autentificarea alimentelor, chiar si in conditiile unui numar
relativ redus de probe.

Concluzii

Studiul a demonstrat ca integrarea IRMS, a analizei elementale si a tehnicii PCR
este extrem de eficientd in autentificarea produselor lactate. Analiza a evidentiat
diferente compozitionale semnificative intre branza Feta autentica din Grecia si branza
de tip Feta produsa in Romania si a identificat cazuri de frauda prin substituirea laptelui.

Aceste practici afecteaza atat sandtatea consumatorilor, cat si integritatea
pietei, subliniind necesitatea intensificarii controalelor de autentificare. Metoda
propusa are aplicabilitate practica pentru autoritatile de reglementare si industria
alimentara, oferind un instrument valoros pentru imbunatdtirea trasabilitatii si
protectia consumatorilor. Desi studiul a fost limitat de numarul redus de probe,
rezultatele incurajeaza aplicarea pe scara mai larga in cercetari viitoare.

Studiul 3. Evaluarea prevalentei si a profilului de rezistentala
antimicrobiene a tulpinilor de Listeria monocytogenes izolate din
produse lactate comercializate in Romania

Introducere

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) este o bacterie patogena
importantad, frecvent asociata cu infectii alimentare severe transmise prin consumul de
produse lactate contaminate. Rezistenta la conditii dificile de mediu, aceasta bacterie
poate contamina materiile prime si produsele procesate, in special cele ready-to-eat
(RTE), cum ar fi branzeturile si inghetata. Desi rata de contaminare a produselor lactate
este relativ scazutd, listerioza ramane una dintre cele mai grave boli zoonotice din
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Europa. In Romania, datele privind prevalenta si rezistenta antimicrobiani a L.
monocytogenes in produsele lactate sunt limitate, fapt care justifica necesitatea studiului
de fata.

Scopul studiului

Studiul a urmarit evaluarea prevalentei L. monocytogenes in produse lactate
comercializate In Romania pe o perioada de trei ani (2021-2023), precum si analiza
profilului de rezistentd la antimicrobiene si caracterizarea serotipurilor izolate,
utilizand metode clasice si moleculare.

Materiale si metode

In cadrul studiului au fost analizate 10.306 probe de produse lactate, provenite
din diverse categorii precum lapte, branzeturi, iaurturi, smantana si inghetata. Izolarea
L. monocytogenes a fost realizata conform standardelor internationale, urmata de
identificare biochimica si serotipizare moleculara prin PCR multiplex. Sensibilitatea la
antimicrobiene a fost testata prin metoda difuzimetrica, conform standardelor EUCAST
si CLSI, iar datele au fost analizate statistic utilizand limbajul Python si vizualizate prin
grafice si diagrame.

Rezultate si discutii

Din cele 10.306 probe de produse lactate analizate, au fost identificate 43 de
izolate de L.monocytogenes, rezultand o prevalenta generald de 0,41%. Cele mai multe
cazuri de contaminare au fost detectate in inghetata si branzeturi proaspete din lapte de
vaca. Distributia in functie de tratamentul termic aplicat laptelui a aratat o frecventa mai
mare a contamindrii in produsele cu tratament nespecificat sau minim.

Serotipizarea moleculara a evidentiat predominanta serogrupului IVb,
responsabil pentru majoritatea probelor pozitive, urmat de serogrupurile Ila si IIb.
Rezultatele reflecta tendintele internationale, unde serogrupurile apartinand Liniei I
sunt asociate cu cazuri clinice si focare de listerioza.

In ceea ce priveste rezistenta la antimicrobiene, cele mai ridicate niveluri de
rezistenta au fost observate fata de oxacilina si trimetoprim-sulfametoxazol, urmate de
tetraciclina si ampicilina. Nu a fost detectata rezistenta fata de fluorochinolone, ceea ce
confirma mentinerea eficacitatii acestor antibiotice impotriva L. monocytogenes.
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Concluzii

Acest studiu reprezintd prima evaluare extinsa a prevalentei si rezistentei

antimicrobiene a L. monocytogenes in produse lactate din Romaénia, indicand o
contaminare redusa comparativ cu alte regiuni. Datele obtinute subliniaza necesitatea
monitorizarii continue si a aplicarii stricte a masurilor de control in procesarea
lactatelor, in special pentru produsele cu tratament termic minim sau nespecificat. Desi
prevalenta este scazutd, prezenta tulpinilor rezistente la antimicrobiene si a
serogrupurilor asociate cu focare clinice justifica implementarea unor masuri
suplimentare de sigurantd alimentara. Studii viitoare sunt necesare pentru o
caracterizare geneticd mai detaliata si pentru validarea tendintelor observate.

CONCLUZII GENERALE

Teza a evaluat calitatea, autenticitatea si siguranta microbiologica a produselor
lactate, cu accent pe branza Feta si tip Feta, utilizind metode avansate integrate.

Studiul 1:

Laptele de bivolitd analizat a prezentat o compozitie de calitate superioara, cu
un continut ridicat de grasime.

S-a observat o corelatie semnificativa intre igiena, sezonalitate si parametrii
microbiologici, subliniind necesitatea Tmbunatatirii practicilor de muls si
transport.

Studiul 2:

Metodele IRMS, ICP-MS si PCR au permis diferentierea clara intre branza Feta
autentica din Grecia si cea de tip Feta din Romania.

S-au identificat cazuri de frauda alimentara prin substituirea speciei de lapte,
demonstrand aplicabilitatea metodei multi-analitice In controlul autenticitatii.

Studiul 3:

Prevalenta Listeria monocytogenes a fost scazuta (0,41%), insa preocupanta
prin prezenta serogrupului IVb, asociat cazurilor clinice.

S-au detectat niveluri semnificative de rezistenta antimicrobiana la oxacilina,
ampiciling, tetraciclina si trimetoprim-sulfametoxazol.
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n ansamblu, rezultatele sprijind aplicarea unor metode moderne de autentificare si
control microbiologic, sustinand necesitatea unor politici riguroase privind igiena,
siguranta si protectia produselor lactate autentice.

ORIGINALITATEA SI CONTRIBUTIILE INOVATIVE ALE TEZEI

Originalitatea tezei constd in integrarea metodelor izotopice, elementale si
moleculare pentru autentificarea branzeturilor Feta si tip Feta, fiind pentru prima data
aplicata o astfel de abordare complexa in Romania. Studiul laptelui de bivolita a adus
date noi prin utilizarea echipamentului CombiFoss™, iar analiza L. monocytogenes a
oferit o imagine detaliata a prevalentei si rezistentei antimicrobiene in lactate ready-to-
eat. Prin metodele propuse si rezultatele obtinute, lucrarea contribuie la dezvoltarea
unei platforme moderne de monitorizare a calitatii si sigurantei alimentelor, sprijinind
protectia produselor traditionale si lupta impotriva fraudei alimentare.
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