
Doc. dr Gavra Tamburašev, Zagreb 
Tehnološki fakul te t • • . 

Anitibiotici u mleku 
Kako je mleko osnovna h r ana razumljivo je da je zdravstvo neobično zain

te res i rano za njegovu kval i te tu , ali se pojavom ant ib io t ika mnogo toga izme-
nilo u pozi t ivnom i nega t ivnom smislu. Otkako se mast i t is* kod k rava počeo 
lečiti ant ibiot ic ima nas ta l i su i novi problemi, kako u zdravstvu, tako i u mle -
karskoj industr i j i . Skor i ja is traživanja pokazala su da procenat mleka i mlečnih 
proizvoda, koji sadržavaju penicilin i druge ant ibiot ike, ni je tako malen. Pen i 
cilin se najviše upo t reb l java u lečenju masti t isa kod krava , iako se danas dosta 
pr imenjuju i d rugi antibiotici, kao : streptomicin, neomicin i tetraciklini . P r i 
sustvo ant ib io t ika moguće je otkri t i u mleku i posle 72 časa od zadnjeg lečenja. 
Pasterizacija n e . r a z a r a i ne inakt ivi ra antibiotike. 

U SAD npr . o tk r iveno je god. 1956. da je od 1706 uzoraka mleka 5,9% sa
državalo oko 0,5 i. j A n l penicilina, odnosno oko 500 i. j . na li tar. Stručnjaci su 
mišljenja da se ova koncentraci ja antibiot ika u mleku ne može smatra t i š te tnom' 
u smislu izazivanja rezistencije, ali da t ragovi ant ibiot ika mogu senzibilizirati 
l jude i izazvati alergične p romene kod osetljivih ljudi. 

U bi l tenu Sve tske zdravs tvene organizacije iz god. 1958. statistički je obra
đeno 2,500.000 bolesnika, od kojih je svaki pr imio 1—-25 injekcija penicil ina. 
Utv rđeno je da je 2 % imalo alergične reakcije od kojih je 40 slučajeva bilo 
praćeno čak i anaf i lakt ionim šokom. U vezi s tim, k a k o se mleko i mlečni p r o 
izvodi t roše u vel ikim količinama, to oni mogu bi t i stalni-;potencijalni izvor 
ant ibiot ika i senzibilizacije l judi p rema antibioticima, a naroči to p r ema peni- , 
cilinu. • - -

S d ruge s t r ane ne smiju se podceniti ni tehnološki problemi koji nas ta ju 
u vezi sirenja, p r i p r e m e jogur ta i mlečnih fe rment i ran ih proizvoda usled p r i 
sustva ant ib io t ika u mleku . 
Kako se manifestu je prisustvo antibiotika u mleku 

Kontaminac i ja svežeg mleka s antibioticima preds tavl ja ozbiljan problem, 
jer može sprečit i n o r m a l n o s tvaranje mlečne kiseline, odnosno i sam ras t r a d 
nih kul tura . T a k o su mnogi autor i zapazili da je, zbog pr isus tva t ragova a n t i 
biotika kod nek ih sireva kiselost nedovoljna, a t ime se podstiče rast kol i formnih 
bakteri ja , i kao posledica s tvara se gas i loš ukus . P o p r av i l u niska koncen t r a 
cija penicilina kod većine s i reva izaziva lošu konzistenciju sira i nad imanje . 

Koncentraci ja ant ib io t ika u mleku kod lečenih k r a v a var i ra i ovisna je o 
fiziološkom s tanju k r a v e i s t an ju vimena, odnosno sisa, j e r bolesne sise izlučuju 
više ant ibiot ika. Nadal je je koncentraci ja ovisna još i o količini odnosno dozi 
ant ibiot ika koja se u b r i z g a v a oboljeloj kravi . S to j e doza veća, to j e i koncen 
tracija ant ib io t ika u mleku veća. Zat im, ona je ovisna i o per iodu laktaci je , t j . 
što je više mleka i koncentrac i ja ant ibiot ika je veća. Ovisna je još 1 o obliku 
penicilina koji dajemo, j e r ako, se daju tzv. depo-penici l ini , kao što su p r o k a i n 
i benzat in penicilini, onda se penicilin sporije izlučuje i u manj im k o n c e n t r a 
cijama ali zato kroz duže v remensko razdoblje nego š to je to slučaj s ka l i jevom 
ili natr i j evom soli penicil ina. 

Danski au to r i p rv i su ispitali i u tvrdi l i god. 1951. da se penicilin izlučuje u 
m l e k u već posle 12 sat i od njegova ubrizgavanja u koncentraci j i od 5—20 
i. j . /ml . ' : 

* zapaljenje vimena 



Osetljivost pojedinih bakterija na antibiotike 
Mikroorganizmi koji se koriste u sirarstvu ili tehnologiji mleka uopšte, više 

ili manje su osetljivi na penicilin, što se vidi iz tabele 1. 
Tabela 1 -

Kritična koncentracija penicilina u mleku prema pojedinim bakterijama 
Koncentracija penicilina 

Vrsta bakterija koja znatno sprečava njihov rast 
i. j . / ml. 

Streptococcus cremoris 0,05--0,10 
Streptococcus lactis 0,10--0,30 
mešana kultura streptokoka 0,10 
Streptococcus thermophilus 0,10--0,05 
Streptococcus faecalis 0,30 
Lactobacillus bulgaricus 0,30--0,60 
Lactobacillus acidophilus 0,30--0,60 
Lactobacillus casei 0,30--0,60 
Lactobacillus lactis 0,25--0,50 
Lactobacillus helveticus 0,25--0,50 
Leuconostoc citrovorum 0,05-- о д о 
Propionibacterium shermanii 0,05--0,10 

(Prema: Korsikovski F. V. i Mocquot G., Progres de la Technologie- du Iromage, 
Roma, 1958). 

Iz tabele 1 vidi se da su laktobacili otporni j i p r e m a penicilinu od s t rep to
koka. Slično delovanje imaju i ostali antibiotici . 

Malo je poznato iz l i te ra ture o kr i t i čn im koncent rac i jama ant ibiot ika u . 
mleku koje su nepovoljne za proizvodnju sireva. Ovo je sasvim razumlj ivo s 
obzirom na specifičnost pojedinih r adn ih ku l tu ra , koje se koris te u proizvodnji 
raznih sireva, t e j e p r ema tome i koncentraci ja ant ib io t ika specifična za svaku 
vrs tu sira, Npr . sirevi koji se dobivaju s pomoću propionskih bakter i ja ка^ 
ementalac. gr i jer i dr., ne bivaju oštećeni za v r e m e zrenja, ukoliko koncen t ra 
cija penicilina ne prelazi 0,005 i. j . /ml. Međut im, p r i koncentraci j i od 0,01 i. j . /ml . 
mleka mogu se pojavit i poteškoće a dolazi i do oštećenja. Ova osetljivost pr i 
zrenju potiče u s tvar i od osetljivosti L. bulgaricus i Str. thermophilus, koji 
igraju vel iku ulogu pr i zrenju. 
Otkrivanje antibiotika u mleku 

Sve veća p r imena ant ibiot ika u lečenju mast i t i sa kod k r a v a zahteva po t rebu 
da se p ronađu najpogodnije metode za u tv rđ ivan j e p r i sus tva ant ibiot ika u mle 
ku i mlečn im proizvodima. U vezi s t im is t raživalo se u dva pravca : indi rektna , 
brza metoda za otkr ivanje ant ibiot ika u mleku p r i mužnj i posle p r imene an t i 
biot ika u lečenju obolelih k r ava ; i druga, d i r ek tna me toda za otkr ivanje rezi
dualnog ant ib iot ika u konzumnom mleku. 

Prva , ind i rek tna metoda bazi rana je na pr inc ipu ubr izgavanja ant ibiot ika 
oboleloj k rav i už p r imenu fiziološki inak t ivn ih boja. U ovom pravcu se radi lo 
malo. 

Di rek tna metoda obuhvata mikrobiološke i f iziko-hemiske metode. Među 
fiziko-hemiskim metodama pr imenjuje se spektrofotometr i ja , kolorimetr i ja i 
kromatograf i ja . Mikrobiološke metode su na j in te resan tn i je i najčešće su u upo
trebi . U pr inc ipu koriste Se tečne i k r u t e podloge. 



R I V A N J PENICILINA U MLEKU 
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a) Metode koje koriste tečne, hranj ive podloge: 

Pr inc ip ove metode zasniva se na dokazu usporenog kiselenja ili izo
s tanka kiselenj a i grušanja (koagulacije) mleka u ko jem se nalaze an t i 
biotici, je r se u principu kao podloga koris t i samo mleko. 

S a m tes t provodi še na ovaj nač in : 10 ml uzorka mleka zagrije se 5 
minu ta n a 85°C i ohladi, ä potom nacepi (inokulirä) s r a d n i m k u l t u r a m a 
koje su osetlj ive na ant ibiot ike koje želimo dokazati , a koje su sposobne 
da izazovu brzo kiselenje i. koagulaciju mleka pod no rma ln im uslovima. U 
toku inkubaci je na određenoj t e m p e r a t u r i , opt imalnoj za ras t tes t-organi
zama, gleda se svakih 20 minu ta i u k o l i k o su antibiotici u mleku pr isutni 
no rmalno v r e m e kiselenja, odnosno, koagulaci je mleka bi t će ili produženo, 
ili će po tpuno izostati. Na ovaj način mogu se otkri t i koncentraci je penici
lina od 0,05—0,01 i. j . /ml, s t reptomicina 2—0,25 mikrogr . /ml, klortetra.ciklina 
4—0,06 mikrcgr.^ml i kloramfenikola od 2-—-0,03 mikrogr . /ml . Ova se metoda 
najčešće kombin i ra s ind ika tor ima kao što su met i lensko modrilo, b r o m -
krezol -purpur , tetrazolklorid, resazur in itd. Kao tes t -organizmi koriste se 
Str . the rmophi lus , L. bulgaricus, Str . lactis i S t r . cremoris . 

b) Druga metoda koja koristi k ru t e podloge je tzv. difuziona metoda (cilinder 
ili disk). 

Metoda se zasniva na tome, da se pap i rn i f i l tar-diskovi , koji. sadržavaju 
ant ibiot ike s tave na ravni agar, p re thodno nacepljen osetljivim tes t -organi-
zmom na ant ibiot ike (Bacillus, subtilis, Staphilococcus aureus , Sarcina lutea 
itd.). Posle određenog v remena inkubaci je oko diska, odnosno cilindra, s tvara 
se svetla zona. Antibiotik difundira radi ja lno kroz agar, i sprečava ras t 
mikroorganizama, s tvaraju se svetle, inhibicione zone gde se bakter i je ne 
razvijaju. Veličina prečnika zone je proporcionalna koncentraci j i ant ib io
tika. Kao test-organizmi služe sojevi iz nek ih nacionalnih kolekcija m ik ro 
organizama, kao npr. ATGC (American Type Cul ture Collection). 

Način, izvođenja tes ta: u 100 ml otopljene podloge s agarom zagrejane 
na 50°C doda se 1-ml 24 sata s tare t ekuće ku l t u r e tes t -organizma. Po 10 ml 
ove tople mešavine razlije se.u ster i lne Pe t r i j eve zdelice i ostavi da se ohladi 
i sk ru tne . S pomoću pincete stavljaju se t a d a na agar diskovi već natopljeni 
poznat im koncentrac i jama ant ibiot ika koji se ispituje, ili natopljeni mlekom 
koje je p r e thodno zagrejano na 82°C kroz 5 minuta . Tako se poreda nekoliko 

•-. diskova veličine 6 m m i inkubi ra 21/2—3 sa ta n a odgovarajućoj t empera tu r i . 
Posle se m e r e diametr i inhibicionih zona i p r e m a pozna t im koncentraci jama 
izračuna koncentraci ja antibiot ika u uzo rku mleka . 

Z a k l j u č a k 

Teško je zamisliti neki efikasan p r o g r a m za bo rbu p ro t iv rezidualnog pr i 
sustva ant ib io t ika u mleku. Uobičajene operacije u mleka r s tvu ne mogu razo
r i t i ant ibiot ike, a nešto jače izvršile bi temel j i te p romene i u samom mleku. 

Budući ciljevi t rebali bi biti ' ovi: ograniči t i ili neut ra l iz i ra t i efekte an t i 
biot ika n a u č n i m metodama ili vaspi tn im m e r a m a proizvođača i odgovarajućim 
propisima. 

Naučni p u t za mlekars tvo jest iznalaženje r adn ih k u l t u r a mikroorganizama 
rezis tentnih n a antibiot ike ili upo t reba enzima za inakt ivaci ju ant ibiot ika 
(penicilinaza). 


