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EFIKASNOST BRZIH IMUNOKROMATOGRAFSKIH TESTOVA
ZA ANALIZU PRISUTNOSTI GENETSKI MODIFICIRANOG
KUKURUZA U PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

Damir Alihodzi¢'", Midhat Jasi¢?, Benjamin Muhamedbegovi¢?,
Drago Subarié¢®, Amel Selimovi¢?

IAgencija za certificiranje halal kvalitete, Turalibegova 73, 75000, Tuzla, Bosna i Hercegovina
2Tehnoloski fakultet Univerziteta u Tuzli, Univerzitetska 8, 75000 Tuzla, Bosna i Hercegovina
3Sveudiliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnologki fakultet Osijek,
Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Hrvatska

izvorni znanstveni rad
Sazetak

Hrana porijeklom od genetski modificiranih organizama je sve ¢e§¢e prisutna u prehrani stanovnistva. Posebno je Cesta genetska
modifikacija soje i kukuruza, pa se na trzi§tu mogu naci i proizvodi koji vode porijeklo od ovih sirovina. U monitoringu i kontroli
prisutnosti genetski modificiranog kukuruza mogu se koristiti brzi imunokromatografski testovi (eng. Immunochromatographic
Lateral Flow Test - ILF) i konvencionalne metode.

Cilj rada bio je izvrsiti analizu sastojaka porijeklom od genetski modificiranog kukuruza u ispitivanim uzorcima brzim ILF
testovima i konvencionalnim metodama, a zatim usporediti dobivene rezultate.

U radu je istrazena prisutnost genetski modificiranog kukuruza u pet proizvoda i to: palenta, smjesa za mafine i corn flakes
porijeklom iz SAD-a, palenta porijeklom iz Norveske, te tortilja porijeklom iz Svedske. Za detekciju sastojaka porijeklom od
GM kukuruza kori$ten je konvencionalni postupak baziran na polimeraznoj lan¢anoj reakciji (eng. Polymerase Chain Reaction-
PCR), a od brzih metoda koristeni su brzi ILF testovi za detekciju CP4 ESPS proteina. Priprema uzoraka izvrSena je
homogenizacijom, a zatim se odvaze 1 g od uzorka, prenese i rastvori u polipropilenskoj epruveti s destilliranom vodom u odnosu
1:4. Rezultati su o¢itani na nitroceluloznom dijelu imunokromatografskog testa. Za PCR metodu iz pripremljenog uzorka uradena
je izolacija DNA uz primjenu DNeasy Tissue Kit, zatim izvrSena kvantifikacija izolirane DNA s BiotTek PowerWave HT
Microplate spectrophotometerom i primjenom softvera Gen5 Data Analysis. Rezultati polimerazne lancane reakcije o€itani su
uz primjenu elektroforeze s 1,5 % agaroznim gelom.

Kod svih ispitivanih uzoraka dobiveni su isti rezultati s obje metode. Utvrdeno je da palenta i smjesa za mafine porijeklom iz
SAD-a sadrze genetski modificirani kukuruz, dok u proizvodima iz Nordijskih zemalja nije detektiran.

Imunokromatografski strip testeri su podjednako pouzdani kao i PCR metoda za detekciju GM kukuruza u prehrambenim
proizvodima. Brze metode su viSestruko jeftinije, primjenjive su izvan laboratorijskih uvjeta, a rezultati analiza su gotovi za 10
do 15 minuta.

Kljucne rijeci: GM kukuruz, brzi imunokromatografski test, PCR

Uvod Radi pravovremenog dobivanja rezultata
laboratorijskih analiza, sve viSe se primjenjuju

Kontrola kvalitete kako kvantitativna tako i odredene brze metode. Tako na primjer u

kvalitativna danas je nezamisliva bez analitickih
laboratorijskin metoda. Osnovni atribut koji daje
obiljezje kvalitete prehrambenog proizvoda je
zadovoljstvo potroSaca (Jasi¢ i sur., 2007). Interesi
potroSaca su otkrivanje obmana proizvodaca iz
razloga koji mogu biti ekonomski, kada se u nekom
proizvodu upotrebljavaju loSije vrste sastojaka pod
etiketom boljih; vjerski, kada sastojci u proizvodu koje
odredena vjerska grupacija ne konzumira; zdravstveni,
kada se u prodaji nadu proizvodi Stetni za zdravlje
ljudi i1 zivotinja, u <¢ijem sadrzaju se nalaze
nedozvoljene koncentracije teskih metala, pesticida,
hormona, mikotoksina, lijekova i drugi Stetni sastojci
(Veladzié¢ i Caklovica, 2001).

*Corresponding author: damir_ba80@yahoo.com

kompanijama za proizvodnju ishrane za stoku ili hrane
za ljude koje koriste sirovine koje su na svjetskom
trzistu vrlo Cesto genetski modificirane neophodno je
izvr$iti njihovu analizu na prisutnost genetski
modificiranih  organizama  prije  puStanja u
proizvodnju. Ova analiza je potrebna radi uskladivanja
sa zakonskim propisima o GMO, a time i uskladivanja
deklaracije proizvoda i informiranja potrosaca.

Tema o genetski modificiranim organizmima je u
zadnje vrijeme tako snazno podijelila svjetsku javnost
na one koji podrzavaju i one koji su ogorceni
protivnici GMO-a. T dok jedni o¢ekuju da ¢e ova
tehnologija unijeti brojne pozitivne promjene u na$
zivot te znatno podi¢i i unaprijediti kvalitetu Zivota
otvaraju¢i neslué¢ene perspektive, drugi izrazavaju
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otvoreni strah pred mogu¢im posljedicama
prebacivanja gena iz organizma u organizam
probijanjem svih prirodnih prepreka (Ballian, 2009).

Genetski modificirani organizmi su organizmi koji
sadrze jedan ili viSe gena koji se u njih umjetno unose
u laboratorijima metodama geneti¢kog inzZenjerstva,
pri ¢emu se geni uzimaju od druge, nesrodne ili ¢ak
posve udaljene vrste. Uneseni gen poznat je pod
nazivom transgen, zbog cega se ovakvi organizmi
zovu jos i transgeni organizmi (Trkulja i sur, 2018).

Metode za analizu hrane

Za analizu hrane Koristi se veliki broj laboratorijskih
metoda i tehnika. S obzirom da je zdravstvena
ispravnost proizvoda imperativ, najcesée se koriste
metode za analizu  zdravstvene ispravnosti
prehrambenih proizvoda 1 namirnica za opcu
upotrebu. Pored toga odredivanje kvalitete i porijekla
proizvoda koristi se veliki broj razliitih analitickih
metoda.
Analiticke metode su od naroCitog znacaja za
forenzic¢ku upotrebu, ali i za prehrambenu industriju.
Postoje razlicite podjele laboratorijskih metoda i
tehnika. Obzirom na nacin ispitivanja, ove analiticke
metode mogu se svrstati u cetiri grupe:

o biokemijske (imunoloske),

o molekularno-genetske metode,

o spektroskopske i spektrometrijske te

e separacijske metode.

Navedene metode su najucinkovitije za primjenu u
odredivanju: kvalitativnih i kvantitativnih sastojaka
hrane, ispravnosti hrane obzirom na patogene
mikroorganizme, nutritivne alergene, ostatke pesticida
i toksina, sljedivosti u skladu s geografskim i
botani¢kim porijeklom te utjecaju tehnoloske obrade i
skladistenja (Butorac i sur., 2013).

Za detekciju odredenih sastojaka i one¢is¢enja u hrani
koriste se razli¢ite laboratorijske metode.

Generalno se mogu podijeliti na konvencionalne
(standardne) i suvremene brze (screening) metode za
analizu hrane.

U suvremene brze metode spadaju
imunokromatografski testovi (eng.
Immunochromatographic Lateral Flow Tests - ILF) i
vrlo Cesto se oznacavaju kao brzi ili skrining testovi.
Za razliku od brzih metoda, klasi¢ne metode Cesto su
spore, zahtijevaju dosta materijala, radno angaziranje,
laboratorijsku infrastrukturu i sofisticirano
laboratorijsko znanje i nisu uvijek pogodne za
odredivanje kvalitete i porijekla hrane. Pored toga
analiza uzoraka klasi¢nim metodama viSestruko je
skuplja od analize s brzim metodama. S druge strane

vecina brzih metoda nije standardizirana i prihvacena
kod sluzbenih analiza i laboratorijskih provjera.

Brzi imunokromatografski strip testovi za
analizu prisutnosti genetski modificiranog
kukuruza

Tijekom posljednjih godina doslo je do razvoja niza
analitickih metoda primjenom kojih je moguce
identificirati  strane supstance u proizvodima
namijenjenima  ljudskoj  prehrani.  Pojedinim
analitickim metodama Zeli se zastiti proizvod od
moguéeg patvorenja od strane proizvodaca te
istovremeno zastiti krajnjeg potrosaca od mogucih
prijevara na trziStu prehrambenih proizvoda
(Gvozdanovi¢ i sur., 2017). Pored toga, Cesto se
ukazuje potreba za detekcijom drugih nezeljenih
sastojaka u hrani. U tu svrhu mogu se Koristiti
imunokromatografski testovi za detekciju
mikotoksina, alergena, GMO, rezidua veterinarskih
lijekovaisl. (Lai i sur., 2009; Zang i sur., 2006 i Holst-
Jensen, 2009).

U analizi hrane imunoloske metode se temelje na
analizi specifi¢nih reakcija koje se odvijaju izmedu
antitijela i antigena, odnosno na sposobnosti antitijela
da prepoznaju trodimenzionalnu strukturu i pokrenu
biokemijsku reakciju. Njihova primjena je raznolika,
od polja imunologije do identifikacije razli¢itih drugih
molekula kao S§to su proteini, malih organskih
molekula ili sloZenih spojeva prisutnih u uzorcima
hrane i prehrambenih spojeva (Nielsen, 2010).
Imunoloske metode su brze, visoko specifi¢ne i
osjetljive te jednostavne za izvodenje (Lefkovits i
Pernis, 2014). To su razlozi zbog kojih su postale
prihvatljive u postupcima identificiranja razlicitih
sastojaka u prehrambenim proizvodima. Proizvodnja
specificnih antitijela je klju¢ni korak implementacije
imunoloskih metoda analize obzirom na to da se takvi
spojevi koriste za “hvatanje” specifi¢nih antigena
(Asensio i sur., 2008). Na principu detekcije antigena
u uzorcima razvijeni su razli¢iti brzi testovi za njihovu
detekciju. U literaturi  su  poznati  kao
Imunokromatografski Lateral Flow testovi (ILF),
Rapid antigen tests - RADTSs, Lateral flow strips -LFS,
Immunochromatographic Test Strips, Lateral Flow
Device - LFD za razli¢ite namjene detekcije (Holst-
Jensen, 2009; Tanaka i sur., 2006; Grothaus i sur.,
2006). Koriste se u prehrambenoj industriji, medicini
i veterinarskoj medicini, farmaciji, poljoprivredi i
drugim poljima. Tako na primjer Europska komisija je
donijela preporuke o strategijama testiranja na
COVID-19, ukljucujué¢i koristenje brzih testova na
antigen  (Commission  Recommendation  (EU)
C/2020/7502).
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Efikasnost se moze definirati kao sposobnost
postizanja Zeljenih rezultata sa $to manjim utroSkom
resursa. Pored toga potrebno je izvrsiti validaciju brzih
metoda. Svrha validacije je osiguranje da razliciti
podaci o analizama proizvoda vode do konzistentnih i
visokokvalitetnih rezultata. Validacijom se utvrduje

pouzdanost metode. Vrjednovanje (validacija) metode
je potvrdivanje ispitivanjem 1 pribavljanjem
objektivnih dokaza da su ispunjeni posebni zahtjevi za
predvidenu  specificnu  upotrebu  zadovoljeni
(Pravilnik o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata; Sluzbeni glasnik BiH br. 95/10).

Tablica 1 Prikaz parametara kvalitete za kvantitativne i kvalitativne metode analize (Trullols i sur., 2004)
Table 1. Overview of quality parameters for quantitative and qualitative analysis methods (Trullols et al., 2004).

Kvantitativhe metode

Kvalitativne metode

Tocnost: istinitost, preciznost

Osjetljivost i specifiénost

Neizvjesnost

Lazno pozitivne i negativne stope

Osijetljivost i specifi¢nost

Selektivnost

Selektivnost

Granica detekcije

Domet i linearnost

Grani¢ni limit

Granica otkrivanja

Regija nepouzdanosti

Robusnost

Robusnost

Kombinacijom navedenih parametara prikazanih u
Tablici 1 oblikuje se plan validacije za svaku metodu.
Najjednostavnija definicija validacija analitickih
metoda je postupak kojim se dokazuje da metoda sluzi
svrsi za koju je namijenjena, a prije svega potrebno je
znati/definirati svrhu metode. Nakon toga se utvrduju
postupci, tj. planiraju i provode eksperimenti Cije
rezultate treba prikupiti i prikazati kao dokaze o
validnosti metode. Isti postupci neée Se primjenjivati
na sve metode — razli¢ito se pristupa validaciji
kvalitativnih i kvantitativnih metoda; razlikuju se
postupci validacije metode kojom se odreduje analit
koji preteze u uzorku i one kojom se odreduju tragovi
u kompleksnoj matrici. Svakoj se metodi pristupa
individualno, procjenjuje se Sto treba napraviti za
dokaz svrhovitosti (Lazari¢, 2012).

Osjetljivost i specificnost metode

U okvirima kvalitativne analize osjetljivost i
specifiCnost predstavljaju  sposobnost testa za
razlikovanje stvarno pozitivnih od stvarno negativnih
uzoraka.

Osjetljivost je ,,sposobnost metode da otkrije istinski
pozitivne uzorke kao pozitivne®, tako da je stopa
osjetljivosti vjerojatnost da ¢e metoda za datu
koncentraciju testirani uzorak Klasificirati kao
pozitivan, s obzirom da je testirani uzorak odranije
poznat kao pozitivan. Osjetljivost se moze izracunati
prema relaciji (O’Rangers i sur., 2000):

IP

Osjetljivost = m

pri ¢emu je: IP — Istinski pozitivni rezultati; LN — lazno
negativni rezultati.

Prema Pravilniku o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata specifiénost je svojstvo metode da
se razlikuje analit koji se mjeri od drugih supstanci.
Ova Kkarakteristika je prije svega funkcija opisane
tehnike mjerenja, ali moZe varirati ovisno od vrste
spoja ili matriksa (Sluzbeni glasnik BiH br. 95/10).
Iako se u praksi Cesto poistovjecuju, specificnost i
selektivnost dva su razliita svojstva metode.
Specificna metoda je ona kojom se moze odrediti
samo jedan specifi¢ni analit.

Metoda kojom se moze odredivati vise komponenata
istovremeno, ali pod uvjetom da te komponente pri
odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se
selektivnom.

Specifi¢nost se definira kao ,,sposobnost metode da
otkrije istinski negativne uzorke kao negativne”. Stopa
osjetljivosti je vjerojatnost da ¢e metoda za datu
koncentraciju, testirani uzorak Klasificirati kao
negativan, s obzirom da je testirani uzorak od ranije
poznat kao negativan. Specifiénost se moze izraziti
prema sljedecoj relaciji (O’Rangers i sur., 2000):

LN

Specifitnost = m
pri ¢emu je: LN — lazno negativni rezultati; LP — Lazno
pozitivni rezultati.

Metodom se mora u eksperimentalnim uvjetima
razlikovati analiti od drugih supstanci.

Mora se navesti procjena te mogucnosti. Pri primjeni
metode moraju se izbjegavati sve predvidljive
interferencije. Od najvee je vaznosti ispitati
interferencije koje bi mogli uzrokovati svi sastojci
matriksa (Pravilnik o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata, Sluzbeni glasnik BiH br. 95/10).
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Metoda je specificna kada omogucava odredivanje
samo jednog analita u analiziranom uzorku i pored
prisutnosti i drugih spojeva u uzorku.

Lazno pozitivne i negativne stope

Lazno pozitivna stopa je vjerojatnost da testni uzorak
poznat kao negativan, a testna metoda ga klasificira
kao pozitivan. Lazno pozitivna stopa se moZe izraziti
sa sljede¢om formulom (Feldsine i sur., 2002):

LP

Laino pozitivna stopa = m

pri cemu je: LP — Lazno pozitivni rezultati; IP —
istinski pozitivni rezultati.

Lazno negativan stopa je vjerojatnost da testni uzorak
poznat kao pozitivan, a testna metoda ga Klasificira

kao negativan. Lazno negativna stopa se moze izraziti

sa sljede¢om formulom (Feldsine i sur., 2002):
LN

Lazno negativna stopa = ————
2nomneg P& = P+ LN

pri cemu je: LN — [aZno negativni rezultati; IP —

istinski pozitivni rezultati.

Prema Pravilniku o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata alfa (o) greska definira se kao
vjerojatnost da je ispitani uzorak stvarno negativan,
iako su dobiveni pozitivni rezultati (lazno pozitivni
rezultat), a gresku beta (B), vjerojatnost da je ispitani
uzorak stvarno pozitivan, iako su dobiveni negativni
mjerni rezultati (lazno negativni rezultat).

Za supstance o prac¢enju rezidua odredenih supstanci u
zivim zivotinjama 1 proizvodima Zivotinjskog
porijekla greska moze biti 1 % ili niza. Za sve ostale
supstance greska moze biti 5 % ili niza (Sluzbeni
glasnik BiH br. 95/10).

Tablica 2. Relacija izmedu lazno pozitivnih i negativnih te stvarno pozitivnih i negativnih odziva (preuzeto iz: Guidelines for the
validation and verification of quantitative and qualitative test methods, National Association of Testing Authorities, Australia 2012).
Table 2. The relationship between false positives and negatives, and true positives and negatives (adapted from: Guidelines for the
validation and verification of quantitative and qualitative test methods, National Association of Testing Authorities, Australia 2012).

Uzoreci sa sadrZajem genetski
modificiranog kukuruza
Pozitivno Negativno
Istinski Lazno
Pozitivno pozitivni pozitivni
Rezultati 1P LP
testa Lazno Istinski
Negativno negativan negativan
LN IN

Materijali i metode

Za potrebe istrazivanja koriStene su dvije metode za

detekciju genetski modificiranog kukuruza u
proizvodima:
1. Brzi strip test (Imunocromatografic Lateral
Flow test) i

2. Polimerazna lan¢ana reakcija (eng.
Polimerase chain reaction).

Brzi strip test koristen je Agri-Screen for CP4
(Roundup Ready®) Strip Test, proizvodaca Neogen
Corporation.

PCR metoda je koriStena za validaciju rezultata
dobivenih brzim strip testom za detekciju Genetski
modificiranog kukuruza u uzorcima. Za obje metode
koriSteni su isti uzorci koji su pripremljeni za
laboratorijsku analizu. Nakon provedenih analiza

usporedeni su dobiveni rezultati te izracunati
specifi¢nost i osjetljivost ILF strip testova za detekciju
GM kukuruza u proizvodima.

Materijali i postupak rada ILF strip testa za detekciju
genetski modificiranog kukuruza

Za detekciju genetski modificiranog kukuruza u
proizvodima koriSteni su komercijalni gotovi
proizvodi koji u svom sastavu sadrze kukuruzno
brasno i kukuruznu krupicu. Na nekim proizvodima na
deklaraciji navedena je prisutnost GM kukuruza.
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Tablica 3. Prikaz sirovina i proizvoda planiranih za analizu i pripremu uzoraka u svrhu detekcije genetske modifikacije sirovina
u proizvodima i uzorcima (Uzorci uzeti iz laboratorija HIST Sveucilista u Trondheimu)

Table 3. Overview of raw materials and products planned for analysis and sample preparation for the purpose of detecting genetic
modification in raw materials within products and samples (Samples taken from the HIST laboratory at the University of Trondheim)

R. br. | Materijali / Uzorci | Deklarirani sastav proizvoda Mjesto uzorkovanja | Zemlja porijekla
1. Kukuruzni obrok Brasno zutog kukuruza * SAD

2. Kukuruzne pahuljice | Mljeveni kukuruz, $ecer, aroma slada * SAD

3. Smjesa za mafine PSenic¢no brasno, brasno zutog kukuruza * SAD

4. Palenta Gotova kukuruzna krupica * Norveska

5. Tortilja Kukuruzno brasno * Svedska

“Uzorci uzeti iz laboratorija HIST Sveugilista u Trondheimu

Pribor i oprema za primjenu brzih ILF strip testova za
kvalitativno odredivanje GM kukuruza u proizvodima

Za pripremu uzoraka i provodenje
imunokromatografskog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza koristen je sljedeéi pribor i
laboratorijska oprema:
e analiti¢ka vaga sartorius s 4 decimale,
e plasticne epruvete za centrifugiranje
zapremnine 50 ml,
e vrtlozna mjesalica Vibrofix VF1,
e plasti¢ne jednokratne eppendorf mikro
epruvete zapremnine 1,5 ml,
e laboratorijske Spatule i
e tucakiavan.

Postupak analize uzoraka s ILF strip testovima

Od proizvoda koji su planirani za detekciju genetski
modificiranog kukuruza odvagano je 0,2 g i preneseno
u mikro epruvetu i dodano je oko 2,5 ml destilirane
vode. Nakon dodavanja vode uzorak u mikro epruveti
je izmijeSan 30 sekundi uz primjenu vrtlozne
mijesalice i ostavljen nekoliko minuta da se razdvoji
cvrsta faza od tekuce. Kada su se razdvojile ¢vrsta i
teku¢a faza uronjen je tester u otopinu do oznake
obiljezene strelicama na testeru. Tester je u tekucini
zadrzan 20 sekundi kako bi otopina iz uzorka dospjela
do testne i kontrolne linije. Nakon $to je tester izvaden
iz otopine ostavljen je na podlogu, kako bi doslo do
razvijanja boje na testnoj (ukoliko je uzorak pozitivan
na prisutnost GM kukuruza) i kontrolnoj liniji. Nakon
10 minuta ocitani su rezultati na osnovu pojave
linije/linija na predvidenom podrucju na testeru.

Tablica 4. Pregled rezultata dobivenih primjenom imunokromatografskog testa za detekciju GM kukuruza u uzorcima
Table 4. Overview of results obtained using the immunochromatographic test for the detection of GM corn in samples

Er' . Vrsta uzorka Testirana vrsta Kontrolna linija | Testna linija | Validnost testa | Rezultat uzorka
1. Kukuruzni obrok Detekcija GM kukuruza + + Test je validan Pozitivan
2. Smjesa za mafine Detekcija GM kukuruza + Test je validan Negativan
3. Kukuruzne pahuljice | Detekcija GM kukuruza + + Test je validan Pozitivan
4. Palenta Detekcija GM kukuruza + - Test je validan Negativan
5. Tortilja Detekcija GM kukuruza + - Test je validan Negativan

Legenda: + Oznacava da je testna ili kontrolna linija vidljiva na testu,; - Oznacava da testna ili kontrolna linija nije vidljiva na testu.

Na testnom podrucju ocitani su rezultati na osnovu
pojave testnih i kontrolnih linija. 1z Tablice 4 je
vidljivo da je na svim testiranim uzorcima izrazena
kontrolna linija koja potvrduje da su analize uspje$no
provedene i nije ih potrebno ponavljati.

Od navedenih uzoraka/proizvoda napravljene su dvije
smjese: Smjesa s uzrocima pod rednim brojem 1i 4 i
smjesa sa svim navedenim uzorcima. Na tri uzorka su
vidljive obije linije koje oznaCavaju da uzorak sadrzi
genetski modificirani kukuruz. Na dva proizvoda je

izostala linija na testnom podrucju, $to oznacava da je
uzorak negativan na prisutnost genetski modificiranog
kukuruza. Obje pripremljene smjese su bile pozitivne
na GM kukuruz.



Damir Alihodzi¢ et al. | EFIKASNOST BRZIH IMUNOKROMATOGRAFSKIH ... (2024) 13 (1) 1-15

Slika 5. Vizuelno o¢itavanje rezultata prisutnosti GM sirovina u uzorku
Figure 5. Visual interpretation of the results for the presence of GM materials in the sample

Postupak validacijske PCR metode za detekciju GM
soje i kukuruza

Za provodenje PCR analize potrebno je izvrSiti
ekstrakciju i purifikaciju DNA iz uzorka, nakon toga
kvantificirati DNA i odrediti koli¢inu ekstrahirane
DNA, zatim provesti amplifikaciju ekstrahirane DNA
primjenom PCR termalnog ciklusa i ocitavanje
rezultata s elektroforezom.

Pribor i oprema za PCR analizu

Za provodenje PCR analiza potrebni su sljedeci
pribor oprema:

1.
2.
3.

o

Precizne mikro pipete s nastavcima,

Stalak za ependorf mikro epruvete,
Spectrophotometer PowerWave XS
Microplate ¢ita¢ za kvantifikaciju izolirane
DNA,

Uredaj za PCR amplifikaciju BIORAD
C1000 Termal Cycler,

Prajmeri,

Uredaj za elektroforezu BIORAD Power Pac
300 i

Uredaj za oCitavanje rezultata s elektorforeze
BIORAD Gel doc 2000 s pripadaju¢im
softwerom za vizualizaciju rezultata.

Ekstrakcija i purifikacija DNA iz uzoraka

Od pripremljenih uzoraka izvrSena je ekstrakcija i
purifikacija DNA prema sljede¢em postupku:

1

Odvagano je 20 mg od svakog uzorka i
preneseno u 15 ml eppendorf
mikrocentrifugirajuéu epruvetu. Nakon toga
dodano je 180 ul ATL Buffer-a.

Dodano je 20 pl proteinaze K. Temeljito
izmijeSano uz upotrebu vrtlozne mijesalice

10.

(vortex) i inkubirano na temperaturi od 56 °C
da se tkivo kompletno rastvori. Period
inkubacije trajao je 1 sat u termomikseru na
brzini od 300 rpm.

Nakon perioda inkubacije sadrzaj je izmijesan
s vrtloznom mijesalicom 15 sekundi.

Dodano 200 pl bufera AL u uzorak i
promijesano s vrtloznom mijesalicom.

Zatim je dodano 200 pl etanola (96 %) i
ponovo izmijesano s vrtloznom mijesalicom.
Iz ovako pripremljene otopine s uzorkom
mjesavina je pipetirana (zajedno s talogom) i
prenesena u Dneasy Mini spin kolonu
postavljenu u kolekcijsku tubu. Nakon toga
centrifugirano je na brzini od 8000 u vremenu
od jedne minute. Kolekcijska tuba zajedno sa
permeatom je bacena.

U nowvu kolekcijski tubu od 2 ml dodano je 500
pl bufera AW1 i centrifugirano jednu minutu
pri brzini od 8000 obrtaja. Ponovo je bacena
kolekcijska tuba zajedno sa permeatom.

U nowvu kolekcijsku tubu od 2 ml dodano je 500
pl bufera AW2 i centrifugirano 3 minute pri
brzini od 14000 obrtaja da se osusi na DNeasy
membrani. Kolekcijska tuba sa permeatom je
bacena.

DNeasy mini spin kolona je ubacena u Cistu 2
ml mikrcentrifugirajuéu tubu i pipetirano 100
pl AE bufera direktno na DNeasy membranu.
Zatim je inkubirano na sobnoj temperaturi
jednu minutu, a nakon toga centrifugirano na
8000 obrtaja u trajanju od jedne minute.

Radi dobivanja maksimalnog prinosa DNA
ponovljen je korak 9.
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Kvantifikacija ekstrahiranog DNA iz uzorka

Kvantifikacija DNA se radi s ciljem odredivanja
koncentracije DNA i njezine cistoce, kako bi se
provela PCR analiza. Kvantifikacija je izvrSena uz
upotrebu uredaja BioTek Power Wave XS mikroplate
spektrofotometra, a o€itavanje rezultata uz upotrebu
softvera Gene 5™. Najmanja koli¢ina koja je potrebna
za kvalitetno provodenje PCR analize je 15 pg/pl.

Na plocu za uzorke pipetira se 2 pl ranije ekstrahirane
DNA i pazljivo se nanosi na predvidena mjesta na
ploé¢i za uzorke tako da nanesena koli¢ina ekstrahirane
DNA bude u obliku male kapljice. Nakon toga ploca s
nanesenim DNA uzrocima se pazljivo preklopi i ubaci
u mikroplate spektofotometar i rezultati ocitaju uz
primjenu softwera Gen 5 na racunalu. Nakon
pokretanja softwera na monitoru su prikazane
absorbance izrazene u ng/ml.

Slika 6. BioTek Power Wave XS mikroplate spektrofotometar
Figure 6. BioTek Power Wave XS Microplate Spectrophotometer

Priprema master mixa

Nakon izolacije i kvantifikacije DNA iz uzorka,

e Prajmer za master mix 1: sttmf3a+sttmf2a,
e Prajmer za master mix 2: lvr-F+Ivr-R,
e Prajmer za master mix 3:

izvrSena je priprema DNA za provodenje PCR analize. 35SFZMP1+35SFZMP2,
Prvi korak je priprema master mix-a. Za PCR analizu e  Prajmer za master mix 4:
GM kukuruza pripremljena su Cetiri master mix-a s nosEZMP1+nosEZMP2.
cetiri razlicita prajmera:
Tablica 5. Priprema master mix-a po koracima
Table 5. Step-by-step preparation of the master mix
Koraci | Naziv rastvora Volumen x1 | Volumen x10
Korak 1 | 10 x PCR — Buffer 2,5 ul 25 ul
Korak 2 | dNTP 0,5 ul 5ul
Korak 3 | Prajmer LecMP1 (10 um) 1,00 ul 10 pl
Korak 4 | Prajmer LecMP2 (10 pm) 1,00 pl 10 pl
Korak 5 | Enzim (Tag)* 0,15 pl 1,5 ul
Korak 6 | Voda NFW (nuclease free water) 17,85 ul 178,5 ul

“Prilikom dodavanja enzima neophodno je enzim dodati unutar otopine

. Volumen koji je

dobiven dodavanjem rastvora i prajmera iznosi 23 ul i 2 ul izolirane DNA.

Svi prajmeri koji su koriSteni u istrazivanju su od
proizvodaca Invitrogen otopljeni s nuclease free water
(NFW) otopinom. Za potrebe PCR-a neophodna je
koli¢ina prajmera od 25 ul. Na osnovu referenci i
ranijih istrazivanja odredi se koli¢ina koja ¢e biti
kori$tena u analizi te koli¢ina prajmera, dNTP rastvor

10xPCR bufera i enzima Tag pilimeraza. Nakon toga
oduzme se od koli¢ine od 25 pl da bi se odredila
koli¢ina NFW vode koju je potrebno dodati u master
mix.
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Tablica 6. Sekvence prajmera koriStenih za PCR analizu
Table 6. Primer sequences used for PCR analysis

Prajmer Target Orijentacija | Sekvenca Length (bp)

sttmf3a Cpa-esos Forward GCA AAT CCT CTG GCC TTT CC 145

sttmf2a pe-esp Reverse CTT GCC CGT ATT GAT GAC GTC

Ivr-F Maize invertase gene Forward CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C 296

Ivr-R Reverse GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT

35SFZMP1 P35S Forward CCG ACA GTG GTC CCA AAG ATG 158

35SFZMP2 Reverse AGA GGA AGG GTC TTG CGA AGG

nosFZMP1 NOS ter Forward GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 195

nosFZMP2 Reverse GCG GGACTC TAATCATAA AAACC
Svi ovi rastvori se pomnoze s brojem uzoraka koji se Nakon pripreme master mix otopine u mikrotubice
analiziraju te za po jedan uzorak za pozitivnu i dodaje se 23 pl i 2 pl ekstrahirane DNA od svakog
negativnu probu i jedan dodatni uzorak. uzorka u razli¢ite mikrotubice.
Za pripremu master mix-a 1 koristeni su sljede¢i rastvori Neophodno je dobro oznaciti tubice kako bi kasnije
i dodavani redom jedan za drugim prikazani u Tablici 5. mogli identificirati uzorke.

Slika 3. Priprema mastermixa dodavanjem razli¢itih reagenasa
Figure 3. Preparation of the master mix by adding various reagents

Umnozavanje DNA uz upotrebu PCR termalnog ciklusa amplifikaciji (umnozavanju) ciljanog segmenta
pomoc¢u PCR-a aparata BIO RAD C1000™ Termal
Nakon $to je izvrSeno kvantificiranje ukupne izolirane cycler.

DNK, te pripremljenog master mixa pristupa se

Slika 4. PCR Termalni ciklus kori$ten za umnozavanje DNA
Figure 4. PCR Thermocycler used for DNA amplification
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Trideset ciklusa amplifikacije (umnozavanja) DNA
programirano je sa sljede¢im vremenskim i
temperaturnim parametrima:

e inicijalna denaturacija (engl. Initial
denaturation) podesena je na 94 °C i
vremenu 4 minute,

e standardna denaturacija na temperaturi pri 94
°C i vremenom od 30 sekundi,

¢ nalijeganje/ucvrséivanje prajmera (eng.
Primer annealing) na temperaturi 50 °C i
vremenom 30 sekundi,

e produZenje prajmera (eng. Primer extension)
na temperaturi 72 °C i vremenom 30 sekundi.
Posljednje produzenje podeseno je 5 minuta
duze.

Medodologija elektroforeze za ocitavanje PCR
rezultata

Za ocitavanje 1 vizualizaciju rezultata nakon
amplifikacije koriStena je metoda Elektroforeze na
agaroznom gelu. Prvenstveno pripremljen je agarozni
gel u kojeg ¢e se unijeti amplificirani DNA uzorci. Za
pripremu agaroznog gela potrebno je:

e TBE bufer (Tris/borat/EDTA)

e Agaroza

e Mikrovalna peénica

Postupak pripreme agaroznog gela za elektroforezu

U erlenmajericu dodano je 0,5 % TBE bufera i 2 %
agaroze odnosno 3 grama u 150 ml. Izvagano je 3 ¢
agaroze u prahu i preneseno u erlenmajericu. Nakon
toga dodano je 150 ml TBE bufera. Lagano je titrirano
dok se agaroza nije otopila u TBE buferu.
Erlenmajerica s pripremljenom otopinom ubacena je u
peénicu i zagrijavana oko 40 sekundi. Nakon toga

erlenmajerica s otopinom je izvadena iz pecnice i
ponovo titrirana da se dobro otopi agaroza. Ovaj
postupak je ponavljan nekoliko puta s tim da se
skracuje vrijeme drzanja erlenmajerice u mikrovalnoj
peénici. Potvrda da je agaroza dobro otopljena u
buferu, ukoliko se ne vide komadi¢i gela u
erlenmajerici. Nakon §to je otopljena agaroza u TBE
buferu dodana je gelred boja u otopinu u iznosu 8 ul.

Ovako pripremljena agarozna otopina prenese se u
kalup kako bi doslo do stvrdnjavanja odnosno
stvaranja gela nakon $to se ohladi. Nakon toga u jo$
toplu agaroznu otopinu postavljani s cesljevi s 15
reznjeva pri vrhu kako bi se napravila udubljenja u
koja ¢e se stavljati uzorci DNA koji su amplificirani u
PCR termalnom ciklusu. Nakon S§to je agarozna
otopina ocvrsnula u kalupu izvadena je i prenesena u
kalup u kojoj ¢e se raditi elektroforeza.

Zatim je ubacen ranije pripremljeni stvrdnuti agarozni
gel, izvaden Cesalj za elektroforezu iz gela, te u kalup
dadan TBE bufer tako da prekrije agarozni gel.

U meduvremenu izvadene su mikrotubice iz PCR
termalnog ciklusa i u svaku mikrotubicu dodano je 5ul
5x DNA load bufera. Pazljivo svaki DNA uzorak
izmijesan je u mikrotubicama prilikom dodavanja load
bufera mikrpipetom na nacin $to je pazljivo uvlacen i
ispustan naizmjeni¢no sadrzaj u mikrotubicama. Svaki
put prilikom dodavanja bufera i mijeSanja sadrzaja u
mikrotubicama nastavak na pipetama je obavezno
zamijenjen novim nastavkom da ne bi doslo do
kontaminacije uzorka sa prethodnim.

Nakon $to je dodan DNA load bufer u DNA uzorke u
mikrotubicama uzorci su zatim prenijeti u kalup u
udubljenja gdje su prethodno napravljena s ¢eSljem za
elektroforezu u agaroznom gelu. Na Kkrajnjim
mjestima su dodani markeri. Uvijek su koristeni novi
nastavci na mikro pipetama prilikom prenoSenja DNA
uzoraka u agarozni gel da ne bi doslo do kontaminacije
DNA uzorka sa prethodnim.

Slika 5. Dodavanje DNA amplificiranih uzoraka u agarozni gel
Figure 5. Addition of DNA amplified samples to agarose gel
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Nakon $to su amplificirani DNA uzorci prenijeti u
agarozni gel pokrenuta je metoda elektroforeze s
podesenim parametrima od 45 minuta s ja¢inom
napona od 100 V. Uzorci su u agarozni gel dodavani
na prethodno napravljenim udubljenjima. Na slici 5
prikazano je dodavanje uzoraka, markera i jednog
negativnog uzorka sa sadrzajem destilirane vode u
deset polja precizno s mikro pipetom. Markeri su
dodani u krajnje desno i krajnje lijevo polje na gelu,
negativni uzorak u predzadnjem dijelu lijevog polja, a
uzorci koji se analiziraju izmedu njih. Pozicije
markera, uzoraka i negativne kontrole (destilirana

voda) mogu se vidjeti na PCR produktu nakon
oCitavanja rezultata na slikama 7, 8, 9i 10.

Ocitavanje rezultata PCR analize

Zavrsetkom procesa elektroforeze, agarozni gel s
fragmentiranim uzorcima iz kalupa za elektroforezu
je pazljivo prenijet u UV transiluminator (BIO RAD
Gel Doc 2000) za vizualizaciju rezultata i o¢itavanje
primjenom racunala i softwera (Quantity One,
version 4.4.0).

Slika 6. UV transiluminator — Uredaj za vizualizaciju i oCitavanje rezultata s elektroforeze
Figure 6. UV transilluminator — Device for visualizing and reading results from electrophoresis

Rezultati se oCitavaju pojavom linija na trakama (engl.
lanes) na odredenom nivou koji se uSporeduje s

ljestvama (engl. Lader) koji se formira dodavanjem
markera na pocetnoj i/ili krajnjoj strani agaroznog gela.

Slika 7. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: sttmf3a+sttmf2a;
M - markeri; N — negativan uzorak (destilirana voda); 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice; 3 — smjesa za mafine;
4 — palenta; 5 — tortilja; 6 — mjeSavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjeSavina proizvoda 1, 2, 3, 4, 5
Figure 7. PCR detection of GM corn using primers: sttmf3a+sttmf2a; M — markers; N — negative sample (distilled water);
1 — cornmeal; 2 — corn flakes; 3 — muffin mix; 4 — polenta; 5 — tortilla; 6 — mixture of products 1 and 4;
7 — mixture of products 1, 2, 3,4, 5
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Par prajmera sttmf3a i sttmr2a, usmjeren je prema
transgenu cp4-epsps 1 pojacava amplificirani DNK
fragment od 145 bp. lzvor gena je Agrobacterium
tumefaciens strain CP4. Oblik 5-enolpiruvulshikimate-
3-fosfat sintaza (EPSPS) tolerantan na herbicide. Na slici
7 pod oznakom 1 do 7 su analizirani uzorci ranije dodani
u udubljena polja na agaroznom gelu. Na krajevima pod
oznakom M su markeri, a pod oznakom N je negativan

uzorak u koji je dodana destilirana voda. Sa slike je
vidljiva pojava svijetlog fragmenata, §to oznacava da su
uzorci pozitivni na prisutnost GM sirovina. Na
ozna¢enim mjestima 2, 4, 5 nema svijetlog fragmenta,
Sto oznacava da uzorci ne sadrZe genetski modificirani
kukuruz. To svakako potvrduje i izostanak fragmenta na
oznacenom mjestu N koji je negativna kontrola i koji
sadrzi samo destiliranu vodu.

Slika 8. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: Ivr-F+Ivr-R;
M - markeri; 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice; 3 — smjesa za mafine; 4 — palenta; 5 — tortilja;

6 — mjeSavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjeSavina proizvoda 1,2,3,4,5; N — negativan uzorak (destilirana voda)
Figure 8. PCR detection of GM corn using primers: Ivr-F + Ivr-R; M — markers; 1 — corn meal; 2 — corn flakes;
3 — muffin mix; 4 — polenta; 5 — tortilla; 6 — mixture of products 1 and 4; 7 — mixture of products 1, 2, 3, 4, and 5;
N — negative sample (distilled water)

Par prajmera, Ivr-F i Ivr-R (fragment od 226 bp), ciljaju
na endogeni gen invertaze, koriSten je za potvrdu
prisutnosti DNK kukuruza u uzorcima koji se moze
pojacati. O&ekivani fragment od 226 bp bio je prisutan u
svim uzorcima kukuruza osim na uzorku 2 (kukuruzne

pahuljice) koji su testirani. Proizvod pod rednim brojem
2 ili ne sadrzi kukuruz ili nije izolirana dovoljna koli¢ina
DNA. Obzirom da je izostao fragment na ozna¢enom
mjestu N koji sadrzi destiliranu vodu moze se tvrditi da
je analiza uspje$no provedena.

Slika 9. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: 35SFZMP1+35SFZMP2;
M - markeri; 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice; 3 — smjesa za mafine; 4 — palenta; 5 — tortilja;
6 — mjeSavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjeSavina proizvoda 1,2,3.4,5
Figure 9. PCR detection of GM corn using primers: 35SFZMP1+35SFZMP2; M - markers; 1 - cornmeal; 2 - corn flakes;
3 - muffin mix; 4 - polenta; 5 - tortilla; 6 - mixture of products 1 and 4; 7 - mixture of products 1, 2, 3,4, 5
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Par prajmera 35SFZMP1 i 35SFZMP2 cilja na 35S
promotor i pojacava fragment od 158 bp. Cauliflower
mosaic virus (CaMV) 35S promotor (P35S) je Cesto
koriStena meta za otkrivanje genetski modificiranih
organizama (GMO). Na slici 9 ocekivani fragment od
158 bp bio je prisutan u uzorcima 1, 3, 6 i 7, koji ustvari
pokazuje da su uzorci na trakama 1, 3, 6 i 7 pozitivni na

prisutnost genetski modificiranog kukuruza. Na
mjestima oznacenim s 2, 4, 5 su analizirani uzorci i
izostanak svijetlog fragmenta oznafava da uzorci ne
sadrze sirovine genetski modificiranog kukuruza.

Takoder na oznacenom mjestu N izostao je pojacani
fragment koji je negativna kontrola, a koji sadrzi samo
destiliranu vodu.

Slika 10. PCR detekcija GM kukuruza uz primjenu prajmera: nosFZMP1+nosFZMP2;
M — markeri; N — negativan uzorak (destilirana voda); 1 - kukuruzni obrok; 2 — kukuruzne pahuljice;
3 — smjesa za mafine; 4 — palenta; 5 — tortilja; 6 — mjesavina proizvoda 1 i 4; 7 — mjesavina proizvoda 1, 2, 3, 4, 5
Figure 10. PCR detection of GM corn using primers: nosSFZMP1+nosFZMP2;
M — markers; N — negative sample (distilled water); 1 — cornmeal; 2 — corn flakes; 3 — muffin mix; 4 — polenta; 5 — tortilla;
6 — mixture of products 1 and 4; 7 — mixture of products 1, 2, 3, 4, 5. As with previous analyses using the PCR method.

Rezultati analize ILF testa za detekciju GM kukuruza

Hrana za perad najve¢im dijelom sadrzi sojinu sa¢mu i
kukuruz. To su zitarice koje su najCe$¢e genetski
modificirane od svih biljaka u svijetu (Trkulja i sur., 2018).
Genetski modificirana soja i kukuruz sadrze CP4
EPSPS gen umetnut da bi se postigla tolerantnost
prema herbicidima na bazi glifosata (Trkulja i sur.,
2018). Proizvod ili uzorak koji sadrzi CP4 ESPS
oznaCava da je genetski modificiran. Postoji i niz
drugih vrsta genetskih modifikacija soje i kukuruza.

Za detekciju GM kukuruza analizirano je 5 uzoraka i
provedeno 23 analize s brzim imunokromatografskim
lateral flow testom.

Svi imunokromatografski testeri koji su koriSteni za
analizu pokazali su kontrolnu liniju koja potvrduje da je
analiza provedena uspjesno. Uzorci 1, 2, 3,4, 517 su
radeni po 3 puta s ILF metodom dok je uzorak pod rednim
brojem 7 raden 5 puta. Svi uzorci su radeni 4 puta s PCR
metodom s razli¢itim prajmerima. U svakom ponovljenoj
testiranju uzorci s prisutnosti GM- kukuruza su pokazali
pozitivan rezultat na prisutnost GM. Uzorci s odsustvom
GM kukuruza u svakom ponovljenom testu su pokazali
negativne rezultate.

Tablica 7. Usporedba analiziranih uzoraka testiranih imunokromatskim lateral flow testom (ILFT) i PCR metodom
Table 7. Comparison of analyzed samples tested by immunochromatographic lateral flow test (ILFT) and PCR method

Rezultati
N . ILFT PCR

o festirant uzorc Broj provedenih analiza Rezul_tati Br_oj . Rezulf(ati

Analize | provedenih analiza | Analize
1. Kukuruzni obrok 3 (+) 4 (+)
2. Smjesa za mafine 3 (=) 4 (=)
3. Kukuruzne pahuljice 3 (+) 4 (+)
4. Palenta 3 (=) 4 (=)
5. Tortilja 3 (=) 4 (=)
6. Smjesa proizvoda pod R. br. 1i 4 5 (+) 4 (+)
7. Smjesa proizvoda svih proizvoda 3 (+) 4 (+)

Ukupno 14+ i 9-

Ukupan broj analiziranih uzoraka po metodama 23 28
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Od ukupno 7 uzoraka provedeno je 23 uzastopna
ponavljanja od ¢ega je 14 testova je bilo pozitivno na
prisutnost GM kukuruza, a 9 negativno.

Tocnost ILF brzog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza

Rezultati analize primjenom ILF brzog testa za
detekciju genetski modificiranog kukuruza u uzorcima
potvrdeni su PCR metodom.

Tablica 8. Prikaz istinski pozitivnih i negativnih, lazno pozitivnih i negativnih rezultata
Table 8. Overview of true positive and negative, and false positive and negative results

Uzoreci sa sadrZajem genetski
modificiranog kukuruza

Pozitivho

Negativno

Rezultati
testa

Pozitivno

Istinski
pozitivni
IP=14

Lazno
pozitivni
LP=0

Negativno

Lazno
negativan
LN=0

Istinski
negativan
IN=9

Osjetljivost ILF brzog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza

Rezultati pokazuju da je 14 analiza istinski pozitivno,
a niti jedna lazno negativna. UvrStavanjem rezultata u
relaciju za odredivanje osjetljivosti dobit ¢e se:

IP 14

= .100 = 1009
(P +IN) _ (1a+0) 100=100%

Osjetljivost =

Sve analize su pokazale pozitivan rezultat na
prisutnost GM kukuruza. Ovi rezultati su potvrdeni s
validacijskom PCR metodom.

Na osnovu provedenih analiza i rezultata moze se
utvrditi da je imunokromatografski test veoma
osjetljiv obzirom da je osjetljivost iznad granice cut of
vrijednosti 100 %.

Specificnost ILF brzog testa za detekciju genetski
modificiranog kukuruza

Analiza uzoraka s imunokromatografskim testom su
pokazali da nije bilo lazno negativnih analiza i nije
bilo niti jedne analize s lazno pozitivnim rezultatom.

IN 12

= .100 = 100 ©
(IN+LP) (12+0) 00 00 %

Specifitnost =

Uvrstavanjem rezultata u formulu za odredivanje
specificnosti 1 proracunom moZze se utvrditi da je
metoda/test sposoban da otkrije zaista negativne
uzorke kao negativne.

13

Odredivanje lazno
imunokromatografskog
kukuruza

pozitivne
za detekciju

stope

testa GM

UvrStavanjem rezultata analiza u relaciju za
odredivanje stope lazno pozitivnih rezultata dobit ¢e
se lazno pozitivna stopa imunkromatografskog testa za
detekciju genetski modificirane soje u uzorku.

LP

= . =00
(IP+LP) (14+0) 100.=0%

Lazno poz.stopa =

Odredivanje lazno negativne stope ILF brzog testa za
detekciju genetski modificiranog kukuruza

Rezultati analize su pokazali da nije bilo uzoraka koji
su pokazali lazno negativne rezultate, a 14 analiza su
pokazale istinski pozitivne rezultate. Uvrstavanje
rezultata u relaciju za odredivanje stope lazno
negativnih rezultata dobit ¢e se lazno negativna stopa

imunokromatografskog testa za detekciju GM
kukuruza u uzorku.
LN
Lazno neg. stopa = 100=0%

(IP+LN) (14+0)

Obzirom da je lazno pozitivna stopa 0 %, odnosno da
je: B < 5 %, moze se utvrditi da ovaj test ne prikazuje
lazno negativne rezultate za detekciju CP4 ESPS
proteina koji oznacava proizvod i ne sadrzi genetske
modifikacije.
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Zakljucak

Za detekciju genetski modificiranog kukuruza na 7
uzoraka radena su 23 analize od kojih je 14 bilo
istinski pozitivno, a 9 istinski negativno.

Rezultati analiza za detekciju genetski modificiranog
kukuruza dobiveni primjenom ILF testa potvrdeni su
PCR metodom.

Tijekom analize GM kukuruza nisu utvrdeni lazno
negativni 1 lazno pozitivni rezultati. Osjetljivost i
specifi¢nost brzog ILF testa za detekciju sadrzaja GM
kukuruza iznosi 100 %.

Analizom i proracunom utvrdena je: lazno pozitivna stopa
brzog ILF testa koja iznosi 0 %, pogreska a < 5 %, i
lazno negativna stopa od 0 %, pogreska f < 5 %.

Ovaj test ne prikazuje lazno pozitivne i lazno negativne
rezultate za detekciju GM kukuruza. Rezultati validacije
pokazuju da je ILF test to¢an i pouzdan za detekciju
genetski modificiranog kukuruza.

U praksi se Cesto pojavljuje potreba za brzom
detekcijom GM sirovina soje i kukuruza, posebno
prilikom prijema i otkupa od farmera koja se moze
provesti primjenom ovih ILF testova.

Na osnovu deklaracije proizvodaca brzi ILF test moze
detektirati GM soju i GM kukuruz i obzirom da
pokazuje kvalitativne rezultate ne moze se odrediti da
li uzorak sadrzi GM soju ili GM kukuruz.
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original scientific paper
Summary

Food derived from genetically modified organisms is increasingly present in the diet of the world population. Genetic
modification of soy and corn is especially frequent, resulting in products originating from these raw materials found in the
market. Rapid and conventional methods may be used for monitoring and controlling the presence of genetically modified corn.
The aim of this study was to compare the use of rapid methods with conventional methods when analyzing ingredients derived
from genetically modified corn.

In this study the presence of genetically modified corn has been analyzed in five products: polenta, muffin mixture and corn
flakes from the USA, polenta from Norway and tortillas from Sweden. Conventional procedure based on polymerase chain
reaction (PCR) and rapid method immunochromatography strip tests for CP4 ESPS protein detection were used to detect the
ingredients originating from genetically modified corn. Sample preparation was done through homogenization and dissolved in
polypropylene tube with distilled water in ratio 1:4. The results were read at nitrocellulose part of the strip test. For PCR method,
the isolation of the DNA with application DNEasy Tissue Kit was done from prepared sample, followed by quantification of the
isolated DNA with BioTek Powerwave HT Microplate spectrometer and application of Gen5 Data Analysis software. The PCR
results were read with the application of electrophoresis with 1.5% of agar gel.

Both the rapid method and the conventional method showed similar results for all samples analysed. Polenta and muffin mixture
originating from the USA contained genetically modified corn, whereas the products from the Nordic countries showed non-
detectable levels.

Imunnochromatography strip tests are equally reliable as the PCR method in detection of genetically modified corn in food
products. The rapid methods are several times cheaper, applicable outside the laboratory conditions and the analysis results are
ready in 10-15 minutes.

Keywords: genetically modified corn, imunnochromatography strip test, PCR
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DIETARY EDIBLE FLAVONOID KAEMPFEROL INDUCES APOPTOSIS AND
INHIBITS CELL MIGRATION IN PROSTATE CANCER CELLS
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original scientific paper
Summary

Metastatic prostate cancer is the second most common cancer globally, with high mortality and morbidity rates. This study aimed
to elucidate the effects of plant-derived kaempferol on the proliferation and migration of human prostate cancer cells at the
molecular level. Spectrophotometric analyses proved that kaempferol was stable up to 48 h. Antioxidant properties were
investigated by DPPH, CUPRAC, and ABTS methods, and kaempferol possess 3.6 mg/mL DPPH activity. Cytotoxic properties
of kaempferol were investigated on various human cancerous cells, including A549(Lung), PC-3(Prostate), NCI-H295R(Adrenal
Gland), HUH-7(Liver), HeLa(Cervix) using the Alamar Blue method. Western Blotting and gRT-PCR was employed to analyze
Bax, BcL-2, Caspase-3, Caspase-9, Caspase-12, p53, Nf-kB, Smad-4, Kras, APC, MLH-1 expressions. Kaempferol was found
the most potent inhibitor against the proliferation of PC-3 cells with an ICsg value of 16.9 pM. Confocal microscopy studies
proved that kaempferol was primarily localized in the cytoplasm. Besides, PC-3 cells’ migration and colony formation rates
significantly (p<0.0001) inhibited 46% and 68%, respectively. Increased protein expressions of TP53 and Nf-kB due to
kaempferol activated the E-cadherin, key protein in the migration process. Kaempferol treatment elevated the early rate of
apoptosis by regulating apoptotic and antiapoptotic genes and proteins, including Bax, BcL-2, Caspase-3, Caspase-9, Caspase-
12. Protein expression of Bax was increased 2.63-fold (p<0.001), while BcL-2 protein expression was decreased 87% (p<0.05).
Besides, kaempferol modulated PI3K-Akt, TGFB, and MAPK signaling pathways. mRNA expressions of Smad-4 and Kras were
inhibited while APC and MLH-1 mRNA expressions were increased. The low cost and high efficiency of kaempferol used in
treating fatal and increased incidence of prostate cancer can reduce and treat prostate cancer by showing a new direction to

traditional treatments.

Keywords: kaempferol, prostate cancer, cell migration, apoptosis, cytotoxicity

Introduction

Increased mortality and morbidity rates have made
cancer one of the most critical problems worldwide. In
2020, there were an estimated 19.3 million new cancer
cases and 10 million cancer-related deaths worldwide
(Sung et al., 2021). Prostate cancer is the second most
frequently diagnosed noncutaneous cancer among men
and the fifth leading cause of cancer deaths, with 1.4
million new cases and 375.000 deaths in 2020 (Carioli
et al., 2020). The prostate's malignant transformation
follows a multistep process. First, it initiates as prostatic
intraepithelial neoplasia followed by localized prostate
cancerous cells. Advanced prostate adenocarcinoma
starting with local invasion results in metastatic prostate
cancer (Jin et al., 2011). The metastatic stage of the
prostate is the leading cause of prostate cancer-
associated deaths. Even after intensive treatment
processes, the chance of success in metastatic prostate
cancer is almost negligible (Sumanasuriya & De Bono,
2018). Therefore, clarification of the molecular
mechanism of the metastatic process possesses crucial
importance in increasing patients' survival rates. P53,
tumor suppressor protein, plays a critical role in the
regulation of the prostate cancer signaling pathway.
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Mutation of p53 has been associated with metastatic
prostate cancer. Abnormal expression of p53 affects
malignant proliferation, metastasis, and differentiation
of prostate cancer cells (Meek, 2015; Wan et al., 2018).
Hence, alteration of p53 activity is one of the strategies
against the proliferation of prostate cancer. Not only
p53 but also other genes such as Smad-4, NF-«B,
KRAS, APC, MLH-1 were also prognostic factors for
metastatic prostate cancer (Ding et al., 2011). NF-«xB
expression plays a critical role in prostate cancer
progression to castrate-resistant and metastatic cancer
(Jin et al., 2008).

Many attempts have been developed against prostate
cancer; chemotherapy, radiotherapy, or surgery.
However, these treatments' effectiveness and severe
side effects decrease patients' welfare and increase the
mortality rates and leads to the investigation of
alternative new drug candidates against prostate
cancer. Photosynthetic plants synthesize secondary
metabolites to protect them against bacteria, fungi, and
insects. Flavonoids, one of the primary-secondary
metabolites, are highly preferred in various
pharmaceutical and medical applications due to their
active side groups (Batra & Sharma, 2013; Panche et
al., 2016; Tapas et al., 2008). The yellow color dietary
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flavonoid, kaempferol 3, 4', 5, 7-
tetrahydroxyflavone) found in various plant parts such
as seeds and leaves, fruits, flowers, and vegetables
(Rajendran et al., 2014). Kaempferol's antioxidant,
antimicrobial, anti-inflammatory, neuroprotective,
and anti-cancer properties have been demonstrated
(Chen & Chen, 2013; Wang et al., 2018). Direct or
indirect interference of kaempferol to multiple
signaling pathways triggers the cells to apoptosis and
inhibits cell proliferation and migration (Ravishankar
et al., 2013). Unlike traditional chemotherapeutic
drugs used in cancer treatment, kaempferol showed
fewer side effects with combinations with different
medicines (Chen et al., 2013; Kim & Choi, 2013).
Kaempferol targets cell proliferation, tumor growth,
apoptosis, and metastasis in most cancer types
(Avtanski & Poretsky, 2018; Boam, 2015; Srinivas,
2015). Kaempferol was showed to inactivate Akt
signaling pathway and stimulates caspase-dependent
apoptosis in human leukemia cells and oral cavity
cancer cells (Kang et al., 2010; Marfe et al., 2009).
Besides, it inhibits the proliferation and expression of
vascular endothelial growth factor (VEGF) in ovarian
cancer cells (Luo et al., 2009). Furthermore, it has
been found that kaempferol suppresses epithelial-
mesenchymal transition and cell migration in lung
cancer cells (Han et al., 2018). Also, Kang et al. (2009)
proved that kaempferol could cause apoptosis in
MCEF-7 (breast cancer cells) by activating the intrinsic
apoptotic signaling pathway and down-regulating the
PLK1 expression. Besides, it has been found that
kaempferol induces apoptosis via the CHOP pathway
by causing ER stress in HepG2 cells (Guo et al., 2016).
Multiple effects of kaempferol lead us to investigate
its potential role against human prostate cancer. This
study aims to elucidate the effects of kaempferol on
cell death, proliferation, and migration of prostate
cancer cells at the molecular level.

Methods
Materials
Kaempferol was purchased from Cayman Chemical

(USA) and dissolved in DMSO. The growth mediums
(DMEM, RPMI-1640, DMEM F12, F12K, EMEM),

Fetal Bovine Serum (FBS), L-Glutamine, and
Penicillin-Streptomycin ~ were  obtained  from
Biological Industries-BlI (USA). QIAzol Lysis

Reagent was purchased from QIAGEN (USA). Real-
time PCR SYBR Green Master Mix, cDNA Synthesis
Kit, ECL Western Blotting Substrates, and Immun-
Blot PVDF membranes were obtained from Bio-Rad
(USA). The primary antibodies; GAPDH (60004-1-
lg), Bax (50599-2-1g), P53 (60283-2-1g), and MLH-1
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(11697-1-AP) antibodies were purchased from
ProteinTech (USA) and Bcl-2 (ab182858), NF-xB
(ab16502) and Smad-4 (ab40759) antibodies were
purchased from Abcam (USA).

Analysis of the Kaempferol
Stability of the Kaempferol

A double beam UV-Vis spectrophotometer
(Shimadzu, Japan) was used to determine the stability
of kaempferol between 0-48 h. 10 mM of kaempferol
was prepared in acetate buffer, and UV spectrum was
taken between 200-800 nm.

Antioxidant Activity of the Kaempferol
DPPH Free Radical Scavenging Assay

The free radical scavenging activity of kaempferol was
determined by the DPPH Free Radical Scavenging assay,
in which methanol was used as a control (Blois, 1958).
The reaction mixture contains 0.4 M of DPPH and
various concentrations of methanol diluted kaempferol.
The color change was measured spectrophotometrically
at 517 nm (Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific,
USA). DPPH Free Radical Scavenging Assay activity
was calculated by GraphPad Prism 8.0.2 as described by
Deveci et al. (2019).

ABTS™" Cation Radical Scavenging Assay

The cation radical scavenging activity of kaempferol
was determined by the ABTS™ Cation Radical
Scavenging assay in which methanol was used as a
control (Re et al., 1999). The reaction of 7 mM
ABTS™ and 2.45 mM potassium persulfate was
incubated for 12 h at room temperature in a dark
environment. The ABTS™* solution was then added to
the kaempferol solution in methanol at different
concentrations. After a 10 min incubation, absorbance
at 734 nm was measured using a Multiskan Go
microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA).
ABTS™ Cation Radical Scavenging assay activity was
calculated by GraphPad Prism 8.0.2.

Cupric-Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC)
Assay

The cupric reducing antioxidant capacity of kaempferol
was determined by the Cupric Reducing Antioxidant
Capacity assay (Apak et al., 2004). The reaction mixture
contains 10 mM Cu (Il), 7.5 mM neocuproin, 1 M
NHsAc buffer, and different concentrations of
kaempferol, and the mixture were added to each well of
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a 96-well plate. After 1 h incubation, the absorbance at
450 nm was measured using a Multiskan Go microplate
reader (Thermo Fisher Scientific, USA). Results were
given as Agso that corresponds to the concentration
providing 0.500 absorbance. The Cupric Reducing
Antioxidant Capacity assay activity was calculated by
GraphPad Prism 8.0.2.

In Vitro Cytotoxicity Studies
Cell Lines and Culture

PC-3 (Human prostate cancer), A549 (Human lung
cancer), HUH-7 (Human hepatocarcinoma), NCI-
H295R (Human adrenal gland carcinoma), and HelLa
(Human cervical cancer) cells were obtained from the
ATCC (American Type Culture Collection), and
PNT1A (Human healthy epithelia) cells were obtained
from Sigma Aldrich. PC-3, HUH-7, A549, NCI-
H295R, Hela, and PNT1A cells were cultured in a
DMEM, F12K, DMEM F12, EMEM, and RPMI-1640
medium, respectively, and these media were
supplemented with 10% heat-inactivated Fetal Bovine
Serum (FBS), 2 mM L-Glutamine, and 1% with
Penicillin-Streptomycin. The cell cultures were
maintained in the incubator (BINDER, USA) at 37 °C
in a humidified 5% CO; atmosphere.

Determination of Cell Viability

The cell viability was determined using an Alamar
Blue method (Karakurt, 2016). Briefly, cells were
seeded at 10* cells/well in flat-bottom 96-well plates
and allowed to grow for 24 h and then treated with
kaempferol (0, 10, 25, 50, 100, 150, 200, and 250 uM)
for 48 h. After the incubation, the media were
removed, and the cells were washed with PBS and
incubated with Alamar Blue (10%) for 3 h. The
absorption was measured at 570 nm and 600 nm in an
ELISA plate reader (Multiskan Go, Thermo Fisher
Scientific, USA). The values of the half-maximum
inhibitory concentration (ICso) were calculated from
the sigmoidal plot of the cell viability.

Flow Cytometric Analyses

The effects of kaempferol on the cells' apoptosis were
evaluated by flow cytometry using the PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit (BD, Biosciences, USA). Cells
in 6-well plates were treated with an 1Csp value of the
kaempferol for 37 °C for 48 h. The harvested cells were
then rinsed with PBS and then incubated with Annexin
V-APC and 7-AAD in a binding buffer for 20 min. The
stained cells were analyzed using a NovoCyte Flow
Cytometer System (Acea, North America).
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Bio-imaging Studies

To determine the localization of PC-3 cells, the cells
were plated at 75x10° cells/well in the glass-bottom 8-
well chamber (Ibidi, Munchen, Germany) and
incubated at 37 °C for 24 h. Then the media was
removed, and cells were washed with 10 mM of PBS.
The cells were treated with an ICso value of the
kaempferol and incubated at 37 °C for 30 min.
Following the incubation, the kaempferol was
removed, and the cells were washed with 10 mM of
PBS. The fluorescence intensity were monitored with
a confocal microscope (Nikon, USA).

Wound Healing Assay

In vitro wound-healing assay was performed to detect the
migration of kaempferol on PC-3 cells. PC-3 cells were
seeded into 24-well plates and treated with an ICs; value
of the kaempferol at 37 °C for 48 h. Then the media was
removed, and cells were washed with 10 mM of PBS.
Alive cells were trypsinized, and 5x10° of these cells
were seeded on both sides of the inserts (Ibidi, Munchen,
Germany) that could form a 0.9 mm thick space and
photographed. The cells were incubated for 24 h at 37 °C
to form a confluent and homogeneous layer and
rephotographed. The number of cells migrated to the
wound was analyzed by Image J software.

Cell Colony-Forming Assay

A soft agar colony-forming assay was performed to
evaluate the colony formation and growth abilities of
kaempferol on PC-3 cells. A single-cell suspension
(3x10* cells/well) was seeded into 24-well plates and
incubated at 37 °C for 48 h at the ICso value of the
kaempferol. Base Agar (1%) was mixed with DMEM
and added to 6-well plates as the base layer. Then 0.7%
top agar was mixed with the cell suspension, and the
mixture was added on top of the base agar. Finally, the
cell growth medium was added and incubated at 37 °C
and 5%CO, for 15 days. After incubation, cells were
stained with 0.01% (w/v) crystal violet, and colony
numbers were calculated with Image J software.

Western Blot Analyses

To determine the effects of kaempferol on protein
expressions, western blot analyses were performed.
Total Protein was extracted using RIPA lysis buffer
(Danvers, Massachusetts) supplemented 1 mM PMSF,
and protein concentration was determined by the BCA
method (Karakurt et al., 2016). 15 pg protein lysed
were loaded on 7.5-12% SDS/PAGE gel and then
transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF)
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membranes (Bio-Rad, USA). After transblotting, the
membrane was blocked in 5% non-fat dry milk at
room temperature (RT) for 1 h, and the blots were
probed with primary antibodies with dilutions of
1:1000 overnight at 4 °C (Bax (21 kDa, 1/1000
dilution), BcL-2 (26 kDa, 1/1000 dilution), Nf-kB (60
kDa, 1/1000 dilution), p53 (53 kDa, 1/1000 dilution),
Smad-4 (59 kDa, 1/1000 dilution), MLH-1 (85 kDa,
1/1000 dilution)). After washing with TBS-T, the
membrane was incubated with secondary antibody
(1/5000 dilution) at RT for 1 h and finally with ECL
solution (Bio-Rad, USA). Immunoblot analysis was
visualized using Syngene chemiluminescent gel
documentation systems (Syngene, United Kingdom).

Quantitative Real-Time PCR Analyses

To determine the effects of kaempferol on mRNA
expressions of the cells, gRT-PCR studies were

performed. Total RNA was isolated by the Trizol
method (Rio et al., 2010). The concentration and purity
of RNA were measured with the Nanodrop (NanoDrop
™ 2000 / Thermo Scientific). Then, cDNA was
synthesized using 1 ng of RNA (iScript cDNA
Synthesis Kit, Bio-Rad). qRT-PCR analyses were
performed using the SYBR Green PCR Master Mix Kit
(iTag™ Universal SYBR Green Supermix, Bio-Rad)
according to the manufacturer's instructions. Thermal
cycling condition was programmed as: an initial
denaturation step for 5 min at 95 °C followed by 40
cycles including a denaturation step for 10 sec at 95 °C
and annealing step for 30 sec (Gao et al., 2020). The
primers used in gRT-PCR were designed using Primer
3 software (Table 1), and gene specificity was checked
by NCBI blast. Each sample was analyzed in duplicate,
and GAPDH was used as the normalizer. Fold changes
in gene expression were calculated using the 244
method (Livak & Schmittgen, 2001).

Table 1. Primary sequences of the genes involved in the apoptosis pathway

) R Ty | o
o | womr | FOCCTASEIT | g |
s | womsms | LGNS | e |
P53 NM_001276696.2 F TL%QTG?.TFTC?CTCCT.AFQSTGTAJ&%;GR: 60 °C 158
e | wowes | feOTct | e |
cosues | moss | £SO e |
Caspase-9 NM_001278054.2 A e, 58 °C 162
Caspase-12 | NM_001191016.2 Eﬁg%%%gﬁﬁi@égﬁéﬁﬁgﬁf 57 °C 192
Kras NM_001369786.1 A e ARG 60 °C 201
o | mmnzmes | LOOSECIEONSS | e |
i | wemer | Femesogene | e |
GAPDH NM_001357943.2 el veabiell 60 °C 82

Statistical Analyses

Data are presented as mean value + standard deviation
(SD). Differences between groups were assessed using
one-way ANOVA and Student's t-test. Statistical
significance was expressed as * p < 0.05; ** p <0.001
and *** p < 0.0001. All calculations, graphs, and
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statistical analyses were constituted using GraphPad
Prism (GraphPad Software 8.0.2).

Results
The antioxidant activities of kaempferol were tested

using DPPH radical scavenging, ABTS cation radical
scavenging, and cupric-reducing antioxidant capacity
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(CUPRAC) assay systems, and ascorbic acid is used were calculated 3.66 pg/mL and 3.31 pg/mL,
as a standard. The radical scavenging activities of respectively. Besides, it was found that kaempferol
kaempferol were evaluated by DPPH and ABTS. As possesses significant reducing power potency given in
shown in Table 2, the I1Cs values of DPPH and ABTS Table 2 (Aos0=4.84 pg/ml).

Table 2. Antioxidant activities of the Kaempferol by DPPH, ABTS, and CUPRAC assays

DPPH assay | ABTS assay | CUPRAC assay
I1Cs0 (ug/ml) | 1Cso (ng/ml) Ao.so (ug/ml)

Kaempferol 3.66 3.31 4.84
Ascorbic Acid - - 20.67+0.01
Kaempferol was found to have the maximum spectrophotometric analyses proved that kaempferol
absorption peak at 226 nm (Figure 1b). was stable for up to 48 h.
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Figure 1. Characterization of kaempferol. @) Chemical structure of kaempferol. b) UV-visible absorption spectra of
kaempferol measured at O h, 24 h, and 48 h. Kaempferol exhibits maximum absorbance peaks at 220 nm, 266 nm, and 366 nm.
¢) Fluorescence emission spectra of 10 uM kaempferol, with excitation at 240 nm and 267 nm. d) Fluorescence cell imaging of

kaempferol on PC-3 cells. i-iv) Brightfield images, ii-v) Fluorescence images, and iii-vi) Merged images.

Flourometric analyses showed that when kaempferol studies were also proved that when the cells treated
was excited at 240 nm and 260 nm, it gave emission with kaempferol, it mostly localized in cytoplasm and
peaks at 481 nm and 529 nm (Figure 1c). Confocal slightly penetrated into the nucleus (Figure 1d).
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Figure 2. Anti-cancer properties of kaempferol. a) Cytotoxic effects of kaempferol on various human cancer cell lines. ICsg
values of kaempferol were determined in PNT1A, PC-3, NCI-h295R, A549, HUH-7, and HeLa cells. b) Dose-dependent cell
viability of kaempferol on PC-3 and PNT1A cells. ¢) Sigmoidal plot representing % cell viability versus log concentration of
kaempferol in PC-3 and PNT1A cells. Kaempferol concentrations ranged from 0 to 250 pM. d) In vitro wound healing assay:

Images from a scratch assay conducted at different time points. i) Image at 0 hours (initial scratch), ii) Image at 24 hours for
untreated cells, iii) Image at 0 hours for the kaempferol-treated group, iv) Image at 24 hours for kaempferol-treated cells. €) In

vitro soft agar colony formation assay. i) Colonies formed by untreated (NT) cells and ii) Colonies formed by kaempferol-
treated cells after 15 days of incubation. f) Effect of kaempferol on the protein expression levels of p53 and NF-«B. g) Effect

of Kaempferol on the mRNA expression levels of TP53 and NF-«kB. (Data are presented as mean + SD. Statistical
analysis was performed using Student’s t-test, with p<0.05 considered statistically significant).

Kaempferol selectively inhibited proliferation of
human cancerous cells, and its action was found as
dose-dependent manner. Cytotoxic potential of
kaempferol was investigate against the viability and
proliferation of various human cancerous cells (PC-3,
NCI-h295R, A549, HUH-7, HelLa) and healthy
epithelial cells (PNT1A) (Figure 2a). No significant
cytotoxic effects were observed on HUH-7, NCI-
h295R and PNT1A cells (>200 uM). The ICso values
were calculated as 787.9 uM (NCI-h295R), 562.2 uM
(HUH-7), 182.4 uM (A549), 88 uM (HeLa), 16.9 uM
(PC-3), and 2064 uM (PNTI1A), respectively.
Kaempferol was found the most potent inhibitor on the
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viability of PC-3 cells (Figure 2b, 2c). Hence, we
further studies were focus on this cell line.

To evaluate the effect of kaempferol in limiting the two
dimensions cell migration on PC-3 cells, an in vitro
wound-healing assay was performed, and gap closure
was observed for 24 h (Figure 2d). As a result, the
kaempferol-treated group still had a large gap after 24 h
compared to the control group, and hence kaempferol
was able to slow the cell invasiveness (46%) (Figure 2d-
ii, 2d-iv). The colony formation potential of PC-3 cells
was clarified by a soft agar colony formation assay. As
seen in Figure 2e, colony formation was reduced by
68% in the kaempferol-treated group (Figure 2e-ii)
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compared to the control group (Figure 2e-i). p53 (TP53) (Figure 2f-i, 2g-i). Kaempferol increased NF-xB
mMRNA (33.6-fold) and protein expressions (19-fold) protein expression (1.31-fold) while decreasing gene
significantly increased with kaempferol treatment expression (1.59-fold) in PC-3 cells (Figure 2f-ii, 2g-ii).
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Figure 3. The effects of kaempferol on apoptosis of PC-3 cells at the equivalent concentration of 1Cso. a) Flow cytometric plot
of the non-treated (NT) group. b) Flow cytometric plot of the kaempferol-treated group. The quadrants represent: Q1: Necrotic
cells (Annexin-, 7-AAD+), Q2: Late apoptotic cells (Annexin+, 7-AAD+), Q3: Viable cells (Annexin-, 7-AAD+), Q4: Early
apoptotic cells (Annexin+, 7-AAD-). c¢) Statistical analysis graph from the flow cytometry data, showing the percentage of
cells in early apoptosis, late apoptosis, and necrosis stages. d) Representative immunoblot displaying Bax and BcL -2 protein
expression, key regulators of the apoptosis pathway. e) Relative mRNA expression levels of Bax, BcL-2, Caspase-3, Caspase-
9, and Caspase-12 following kaempferol treatment. f) Relative protein expression levels of Bax and BcL-2 following
kaempferol treatment. (Data are presented as mean + SD. Statistical analysis was performed using Student’s t-test,
with p<0.05 considered statistically significant).
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Figure 4 .The effect of kaempferol on protein and mRNA expressions in PC-3 cells. Cells were treated with equivalent
concentration of 1Csg value of Kaempferol. a) Effect of kaempferol on Protein Expression i) and ii) represent the immunoblots
of Smad-4 and MLH-1 proteins, respectively, in PC-3 cells from the experimental control and kaempferol-treated groups. b)
Effect of kaempferol on mRNA expressions. Alterations in mMRNA expressions of Smad-4 (i), MLH-1 (ii) Kras (iii) and APC
(iv) were analyzed by using gRT-PCR. Effects of kaempferol on mRNA levels of the tested genes were normalized to
housekeeping GAPDH mRNA. Fold of inhibition was calculated by the following formula: 2-22°t where AACt: ACt (treated) -
ACt(control); ACt (treated): ACt (gene)- ACt(GAPDH); ACt(control): ACt (gene)- ACt(GAPDH). Experiments were repeated at
least 3 times (n=6). ***, p<0.0001 signify a statistically significant difference compared with the control.

To clarify the cell death mechanism, the effects of
kaempferol on Apoptosis of the PC-3 cells were
investigated by flow cytometer (Figure 3a, 3b). 38%
of kaempferol-treated cells progress to early apoptosis
(Annexin V-FITC+ / 7-AAD-), 7.2% to late apoptosis
(Annexin V-FITC- / 7-AAD+). Thus, the early stage
apoptosis rate of kaempferol increased significantly
compared to the control group (Figure 3c).
Kaempferol significantly increased the expressions of
Caspase-9  (3.88-fold), Caspase-3  (2.25-fold),
Caspase-12 (4.03-fold), (Figure 3e) and Bax (2.63-
fold) (Figure 3f). Besides, kaempferol decreased the
expression of the antiapoptotic protein Bcl-2 (0.87-
fold) (Figure 3f).
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To clarify the molecular mechanism of kaempferol on
the proliferation of human metastatic prostate cancer
cells, we investigated the protein and gene expression
of key genes in signal transduction pathways,
including PI3K-Akt, TGFB, MAPK signaling
pathways. Kaempferol caused significant changes in
apoptotic and antiapoptotic gene and protein
expressions (Figure 4). Kaempferol decreased SMAD-
4 protein expression (0.8-fold) while increasing gene
expression (4.17-fold) in PC-3 cells (Figure 4a-i, 4b-
i). Kaempferol decreased MLH-1 protein expression
(0.65-fold) although mMRNA expression was increased
(4.36-fold) (Figure 4a-ii, 4b-ii). Finally, kaempferol
decreased KRAS gene expression 5.87-fold (Figure
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4b-iii) and increased APC gene expression 3.15-fold
(Figure 4b-iv) in PC-3 cells.

Discussion

Prostate cancer is one of the leading causes of death
among men, and the need for more effective
treatments has led to more research (Halimah et al.,
2015). Kaempferol, a naturally occurring compound,
has high cytotoxicity, making it frequently used in
cancer therapy. Recently, the cytotoxicity of
kaempferol against various cancer cells has been
investigated and remarkable results have been
obtained.

Flourometric analyses showed that when kaempferol
was excited at 240 nm and 260 nm, it gave emission
peaks at 481 nm and 529 nm, which shows that
kaempferol has strong fluorescent properties in the
blue and green areas. Confocal studies were also
proved that when the cells treated with kaempferol, it
mostly localized in cytoplasm and slightly penetrated
into the nucleus. Aglycone structure of kaempferol led
it to pass freely through cell membranes (De Pascual-
Teresa et al., 2007; Viskupicva et al., 2008).
Kaempferol selectively inhibited proliferation of
human cancerous cells, and its action was found as
dose-dependent manner. Kaempferol showed the
highest toxic effect on PC-3 cells, indicating the
selective toxicity of kaempferol on cells. For the
specific treatment specific to cancer cells, this was a
perfect effect. Kaempferol also increases the level of
E-cadherin by increasing the expression of p53 and
NF-xB proteins. Thus, the cell's ability to metastasize
and colony formation potential is reduced. Also, it has
been reported that p53, an independent transcriptional
mechanism, migrates to the mitochondria and
regulates apoptosis by interacting with members of the
Bcl-2 family (Kandasamy et al., 2003; Shankar et al.,
2007). Accordingly, our results revealed that p53
increased protein expression in the metastatic prostate
cancer cells (PC-3) with kaempferol treatment, which
could have a beneficial effect against PCa progression.
Analysis of multiple microarray studies where the NF-
kB pathway was significantly irregular in metastatic
prostate cancer confirmed the opposite effect in our
result (Setlur et al., 2007). Increased expression of NF-
kB in prostate cancer is associated with a poor
prognosis. Therefore, activation of the NF-xB
pathway results in prostate cancer progression to
androgen independence (Jin et al., 2008). 38% of
kaempferol-treated cells progress to early apoptosis.
There are death receptors in the external pathway of
apoptosis, and they can recognize substances that
cause death and enter the internal cytoplasm. Death
receptors include tumor necrosis factor (TNF), FAS,
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and TRAIL (Thorburn, 2004). Kaempferol
significantly upregulates TRAIL receptors, suggesting
that kaempferol can be an effective factor in treating
TRAIL-related diseases (Yoshida et al., 2008).
Kaempferol significantly increased the expressions of
Caspase-9, Caspase-3, Caspase-12, and Bax.
Kaempferol may have synergistically suppressed cell
growth by inhibiting the activation of the PI3K/Akt
signaling pathway (Li et al., 2019). Besides,
kaempferol decreased the expression of the
antiapoptotic protein Bcl-2, which is thought to reduce
Akt activity (Abotaleb et al., 2018; Ahmed et al.,
2019). The proapoptotic and antiapoptotic protein
ratios of the Bcl-2 family, specifically the Bax/Bcl-2
ratio, control the resistance or sensitivity of cells to
apoptotic stimuli. Moreover, the tumor suppressor
TP53 gene manages apoptosis by increasing the
expression of several proapoptotic proteins involved
in the intrinsic pathway. On the other hand, activation
of PI3K/Akt signaling cascade helps cells resist
apoptotic triggers (Moradzadeh et al., 2018). That is,
the ratio of Bax/Bcl-2 and Caspase-3, Caspase-9, and
Caspase-12 were significantly increased in cells
treated with kaempferol, suggesting that kaempferol
induced Apoptosis both intrinsic and extrinsic
pathways in metastatic prostate cancer cells.
Kaempferol caused significant changes in apoptotic
and antiapoptotic gene and protein expressions.
Furthermore, initiation of the MAPK pathway is a key
factor in apoptosis, and kaempferol-induced MAPK
induction prevents healthy cells from turning into
cancer cells (Qattan et al., 2022). Kaempferol
decreased SMAD-4 protein expression while
increasing gene expression in PC-3 cells. Kaempferol
decreased MLH-1 protein expression although mRNA
expression was increased. MLH-1 was found to be
down-regulated in tumor regions in prostate tissues
compared to normal prostate (Chen et al., 2001).
MLH-1 protein expression has been shown to be
down-regulated in DU145 cells, another prostate
cancer cell line, and our results confirm this protein
expression deficiency in PC-3 cells (Yeh et al., 2001).
This reduction may result from a truncation of the
MLH-1 gene caused by the premature stop codon
(Chen et al., 2001).

Conclusion

Given the importance of flavonoids as potential
adjuvants or therapeutic agents in cancer treatment,
the search for natural products to induce apoptosis of
cancer cells could be an excellent strategy for prostate
cancer chemoprevention. Kaempferol is a natural
flavonoid that inhibits cancerous cells' proliferation
while not affect healthy cells; this causes it to be used



Serdar Karakurt et al. / DIETARY EDIBLE FLAVONOID KAEMPFEROL ... (2024) 13 (1) 16-27

frequently in cancer treatment. Prostate cancer is one
of the leading causes of cancer-related deaths due to
its strong metastatic effect. In this study, low doses of
kaempferol highly affected the ability of strong
metastatic prostate cancer cells (PC-3) to metastasize
and prevented their proliferation. Also, its effects at
the protein and gene level in PC-3 cells are quite
remarkable. Therefore, the low cost and high
efficiency of natural compounds used in treating fatal
and increased incidence of prostate cancer can reduce
and treat prostate cancer by showing a new direction
to traditional treatments. However, some difficulties
arise due to the lysosomal degradation and easy
excretion of kaempferol from the body. In addition,
the poor bioavailability of kaempferol can be
increased by developing nano-based formulations. In
addition to all these, various animal models can be
created to investigate the bioavailability of kaempferol
in vivo and can be designed as an effective therapeutic
agent for preclinical cancer treatments. Therefore, this
study will shed light on future studies that can increase
the bioavailability of kaempferol and its degradation
time.
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pregledni rad
Sazetak

Tijekom posljednjih desetljeCa zabiljezen je znafajan porast prevalencije poremecaja mentalnog zdravlja, paralelno s
promjenama u nacinu zivota, prehrane i tjelesne aktivnosti. Procjenjuje se da vise od 300 milijuna svjetske populacije boluje od
depresije, a vise od 260 milijuna od anksioznih poremecaja. Prehrana i njezine razlicite bioaktivne komponente prepoznate su
kao promjenjivi ¢imbenici rizika koji mogu utjecati na patogenezu mentalnih poremeéaja, a temeljni mehanizmi pozitivnog
ucinka rezultat su uglavnom zajednickog medudjelovanja razlicitih komponenti. Kao preporuceni obrasci prehrane s pozitivnim
uc¢inkom na zdravlje, radom mozga te ziv€anog sustava isticu se Mediteranska i MIND dijeta koje naglasak stavljaju na hranu
biljnog podrijetla. Ovi nacini prehrane izvor su razli¢itih nutrijenata kljuénih za mentalno zdravlje (fitokemikalija, flavonoida i
karotenoida, omega-3 masnih kiselina, folne Kiseline, vitamina E, cinka i magnezija, prehrambenih vlakana, itd.). Osim toga,
doprinose zdravlju i raznolikosti crijevne mikrobiote, a njezini metaboliti mogu imati vaznu ulogu u mentalnom zdravlju kroz
crijevno - mozdanu 0s. Kroz taj dvosmjerni put, razli¢iti hormoni i neurotransmiteri utje¢u na regulaciju osjeéaja gladi i sitosti,
ali i na raspolozenje te stres koji je takoder reguliran djelovanjem hormona. Usvajanje zdravog nacina Zivota koji podrazumijeva
pravilnu (raznoliku i uravnotezenu) prehranu, viestruko ¢e doprinijeti o¢uvanju mentalnog zdravlja te prevenciji i/ili lijeCenju
veé razvijenih poremecaja.

Kljucne rijeci: mentalno zdravlje, stres, Mediteranska dijeta, MIND dijeta
Popis kratica

AgRP - agouti-povezani peptid (eng. agouti-related protein)

CART - kokainom i amfetaminom reguliran transkript (eng. cocaine and amphetamine regulated transcript)
CKK - kolecistokinin (eng. Cholecystokinin)

CRP - C-reaktivni protein (eng. C-reactive protein)

DASH dijeta - (eng. Dietary Approaches to Stop Hypertension)

DHA - dokozaheksaenska kiselina

EPA - eikozapentaenska kiselina

GLP-1 - glukagonu sli¢an peptid-1 (eng. glucagon-like peptide-1)

GSH - glutation

HOMA-IR - indeks inzulinske rezistencije

PYY - peptid YY (eng. peptide tyrosine tyrosine)

MIND dijeta - (eng. The Mediterranean-DASH Intervention for Neurodegenerative Delay diet)
NPY - neuropeptid Y (eng. neuropeptide Y)

POMC - proopiomelanokortin (eng. pro-opiomelanocortin,)

SCFA - kratkolan¢ane masne kiseline (eng. short-chain fatty acids)

TMD - ukupni poremecaji raspolozenja (eng. total mood disturbance)

TNF-a - ¢Cimbenik tumorske nekroze alfa (eng. tumor necrosis factor-alfa)

Uvod poremecaja i poremecaja spavanja. Procjenjuje se da

vise od 300 milijuna svjetske populacije boluje od
Mentalno zdravlje sastavna je i vazna komponenta depresije, a vise od 260 milijuna od anksioznih
covjekova zdravlja. Tijekom posljednjih desetljeca poremecaja (Friedrich, 2017). Istrazivanja su pokazala
doslo je do znacajnog porasta prevalencije poremecaja da osobe koje boluju od kroni¢nih nezaraznih bolesti,
mentalnog  zdravlja,  uklju¢ujuéi  povecanu poput pretilost, Secerne bolesti tipa 2, arterijske
prevalenciju depresije, anksioznosti, kognitivnih hipertenzije i ostalih, imaju veéi rizik za razvoj
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mentalnih bolesti, ukljucujuci depresiju i anksioznost,
a jedan od najces¢ih razloga je dugotrajna priroda
navedenih bolesti. Ujedno istraZivanja su pokazala da
u usporedbi s oboljelima bez multimorbiditeta, oni s
razvijenim multimorbidnim stanjima imaju dvostruko
vecu vjerojatnost da ¢e razviti depresiju (Read i sur.,
2017; Zhang i sur., 2018; Ma i sur., 2021). Opéenito
procjenjuje se da izmedu 9,3 % i 25 % oboljelih od
kroni¢nih nezaraznih bolesti boluje i od depresije
(Ingle i sur., 2017). Dodatno sve vise dokaza upuéuju
na to da je COVID pandemija posljedi¢no dovela do
porasta broja oboljelih od mentalnih bolesti
ukljuujuéi  porast prevalencije  depresije i
anksioznosti za 28 % (Santomauro i sur., 2021; WHO,
2022). Dobar nutritivni status i prehrana opcenito,
vazni su za odrzavanje normalnih funkcija u
organizmu te sprjeCavanje potencijalnih disfunkcija
izazvanih ~ raznim  unutarnjim  ili  vanjskim
¢imbenicima. Sve veéi broj provedenih istrazivanja
potvrduje kako je prehrana klju¢na, ne samo za sastav
tijela, fizioloske procese i prevenciju kroni¢nih
nezaraznih bolesti nego moze imati zna¢ajan utjecaj na
raspolozenje i mentalno zdravlje (Muscaritoli, 2021).

Bioloska osnova hranjenja

Regulacija apetita ovisi 0 dvosmjernoj medusobnoj
komunikaciji izmedu gastrointestinalnog sustava i
mozga tj. srediSnjeg ziv€anog sustava, a taj put se jos
naziva crijevno — mozdana os (eng. gut — brain axis).
Tri primarna hormona koja se izluCuju u crijevima,
zaduzena za regulaciju apetita, su glukagonu sli¢an
peptid-1 (eng. glucagon-like peptide-1, GLP-1),
kolecistokinin (eng. cholecystokinin, CKK) i peptid
YY (eng. peptide tyrosine tyrosine, PYY). Kada se
izluCuju navedeni hormoni crijevno - mozdana os
reagira smanjenjem apetita. Medutim, taj odgovor
moze varirati ovisno o vrsti hrane koja se konzumira,
ponajvise o sastavu makronutrijenata (Moris i sur.,
2022). Hipotalamus djeluje kao kontrolni centar za
osjecaj gladi i sitosti. Dio hipotalamusa, infindibularna
jezgra, omogucuje perifernim peptidima i proteinima
prolazak kroz crijevno - mozdanu os, a oni dalje
izravno djeluju na neurone. To ukljuéuje neurone koji
koeksprimiraju peptide odgovorne za stimulaciju
unosa hrane, osobito neuropeptid Y (eng.
neuropeptide Y, NPY) i agouti-povezani peptid (eng.
agouti-related protein, AgRP), kao i one neurone koji
eksprimiraju  proopiomelanokortin ~ (eng.  pro-
opiomelanocortin, POMC) te  kokainom i
amfetaminom reguliran transkript (eng. cocaine and
amphetamine regulated transcript, CART) koji
inhibiraju apetit. Navedeni neuroni i peptidi dakle
zajedno reguliraju osjecaj gladi i sitosti (Austin i sur.,
2008; Gahagan, 2012). Osim toga, cirkulirajuéi
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periferni peptidi takoder igraju vaznu ulogu u
regulaciji apetita. Kao stimulator apetita istiCe se
grelin koji uglavnom nastaje u endokrinim stanicama
zelu€ane sluznice. Grelin dovodi do poveéanog unosa
hrane tako $to potice sintezu NPY i AgRP. Nadalje,
moze utjecati na energijsku ravnotezu stimuliranjem
adipogeneze, inhibicijom apoptoze, inhibicijom
aktivnosti simpatickog Ziv€anog sustava itd. Isto tako,
utjeCe na homeostazu glukoze, motilitet crijeva,
egzokrinu sekreciju guSterace, kardiovaskularni
sustav, imunitet i upalne procese. S druge strane,
brojni su periferni peptidi povezani s osje¢ajem sitosti.
Te hormone Iluce razni organi, ukljucujudi
gastrointestinalni sustav, gusteraca i masno tkivo.
Nadalje, inkretini, hormoni koji se lude iz
gastrointestinalnog sustava u cirkulaciju, kao odgovor
na konzumaciju hrane — oksintomodulin i GLP-1-a
dovode do odgodenog praznjenja zeluca, stimulacije
lucenja inzulina, inhibicije lucenja glukagona i
stimulacije lu¢enja somatostatina. Takoder, i hormoni
inzulin, adiponektin i leptin sudjeluju u regulaciji tj.
inhibiciji apetita (Austin i sur., 2008). Ujedno, leptin
pojacava zelju za hranom i osjecajem gladi u
slu¢ajevima Kalorijskog nedostatka, a smanjuje u
slu¢ajevima suficita, slicno kao 1 adiponektin
(Gahagan, 2012).

Hormoni sreé¢e — dopamin, serotonin,
endorfin, oksitocin

Neurotransmiteri su bioloski aktivni spojevi koji
posreduju u elektrokemijskom prijenosu izmedu
neurona te kontroliraju brojne klju¢ne funkcije u
organizmu, izmedu ostalih, i one emocionalne
(prikazano u tablici 1.). NeravnoteZa neurotransmitera
moze uzrokovati odredene bolesti i poremecaje, a
hrana koja ih sadrzi (ili njihove prekursore) mogla bi
pomo¢i u odrzavanju ravnoteze te prevenciji
mentalnih poremecaja (Gasmi i sur., 2023).

Endorfin, proucavan i kao neurotransmiter srece,
endogeni je opioidni peptid. Smatra se da njegove
povecane  koncentracije dovode do  boljeg
raspoloZenja i smanjenja osje¢aja boli, a snizene
koncentracije inhibiraju pozitivne osjecaje. Oslobada
se tijekom provodenja tjelesne aktivnosti, meditacije,
smijanja, ugodnih druzenja, slusanja glazbe i sl.
Oksitocin je peptidni hormon koji se oslobada iz
hipofize, a uzrokuje Sirok spektar bihevioralnih i
fizioloskih wucinaka posredovanih receptorima u
mozgu (npr. majéinsko i opéenito pozitivno drustveno
ponasanje) (Dfarhud i sur., 2014). Osim navedenoga,
potpuno funkcionalna aktivnost neurotransmitera
potrebna je i za optimalnu regulaciju apetita te
ponasanja u pogledu prehrane (Moris i sur., 2022).
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Tablica 1. Glavni neurotransmiteri, njihovi prekursori, prehrambeni izvori i funkcije

Table 1. Main neurotransmitters, their precursors, dietary sources and functions

(prilagodeno prema: Pruneti i sur., 2023; Holford, 2003)

Neurotransmiter/ Prekursor/Pr Izvori iz hrane i nutrijenti/ Utjecaj na raspoloZenje/
Neurotransmitter ecursor Dietary sources and nutrients Effect on mood
Sjecanje, koncentracija, paznja,
. S . . misiéna aktivnost, razmisljanje,
zumanjak jaja, perad, junetina, raspolozenic
Acetilkolin/Acetylch . graak, jetrica, losos, skusa, tuna polozen) .
. Kolin S . ] " Nedostatak: smanjena moguénost
oline svjeza, soja, grah, leca, narance, e RO
g o pamcéenja i zamiSljanja, snova,
jagode, radi¢ i . .
povecana zbunjenost, zaboravnost i
neorganiziranost
perad, riba, sezam, banane Entuzijazam, sjecanje, spoznaja,
mahunarke, pSenica, lubenica, svijest, donosenje odluka, kontrola
Dopamin/Dopamine Fenilalanin raj¢ica, maslinovo ulje, opéenito spavanja
voce i povrée bogato vitaminom C, Nedostatak: smanjena motivacija,
B6, cinkom, fermentirani proizvodi koncentracija i paméenje
Povecava otkucaje srca, arterijski tlak,
. - . L. ran za reakcij ri se ili
Epinefrin i mahunarke, sir, meso, jaja, .Oqg‘?vo an za reakc .Ju..”bo 1se
! - . . bjezi* odnosno da se i tijelo i mozak
Norepinefrin/Epinep Tirozin opcenito hrana bogata folnom mogu nositi s bilo koiim emocionalnim
hrine and kiselinom, vitaminom C, g e e euy I
Norepinephrine magnezijem, bakrom, Zeljezom ili fiziCkim stresom
’ ? Nedostatak: loSe raspolozenje,
anksioznost, slaba koncentracija
Smanjuje aktivnost neurona u mozgu i
Gama-amino mahunarke, grasak, zob, pSenica, sredi$njem zivéanom sustavu, djeluje
butiri¢na kiselina je€am, riza, krumpir, banana, na opustanje i time smanjenje stresa,
(GABA)/Gamma- Glutamin $pinat, opcenito tamnozeleno stabilizacija raspoloZzenja, smanjenje
amino butyric acid lisnato povrce, orasasti plodovi i boli i poboljsanje sna
(GABA) sjemenke, jaja Nedostatak: smanjena motivacija,
koncentracija i paméenje
banane, vi$nje, cikorija, zelje, Raspolozenje, apetit, socijalno
. ananas, papaja, avokado, ljesnjak, | ponaSanje, san, reminiscencija, u¢enje,
Serotonin/ . e : . o
- Triptofan kava, patlidzan, zeleno odnosno gastrointestinalna pokretljivost
Serotonin . N . N .
bijelo grozde, mahunarke, luk, jaja, Nedostatak: loSe raspoloZenje,
nemasno bijelo meso i sir anksioznost i depresija, poremec¢aj sna

Stres, raspoloZenje i prehrana

Poznato je da je i stres reguliran djelovanjem hormona.
Stresne situacije mogu dovesti do poja¢anog lucenja
brojnih  hormona  ukljucujuéi  glukokortikoide,
kateholamine, hormon rasta i prolaktin. Neke od ovih
promjena su neophodne za prilagodbu pojedinca
novim okolnostima, ali mogu i dovesti do endokrinih
poremecaja. Bioloski tj. hormonalni uzrok prejedanju
u stresnim situacijama moze biti to Sto kontinuirani
stres uzrokuje povecano 1 kontinuirano lucenje
kortizola (,,hormona stresa®), grelina (,,hormona
gladi®) i inzulina (pojedinci s povecanom tjelesnom
masom ili pretili pojedinci imaju povisene
koncentracije, a debljanje povezano sa stresom
vjerojatnije ¢e se dogoditi u prisutnosti takvih
koncentracija) — dakle, povecane koncentracije ovih
hormona na viSe su nafina povezane s pojacanim
apetitom u stresnim periodima (Ranabir i sur., 2011,
Michels, 2019). Cini se da je kortizol glavni bioloski
¢imbenik koji vodi od stresa prema visceralnoj
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pretilosti. U povezanosti stres-prehrana istice se
koncept hrane za utjehu ili emocionalnog jedenja (eng.
emotional eating, comfort eating, stress-induced
eating), budu¢i da kortizol utjee na puteve
samonagradivanja i centre za apetit u mozgu, gdje
ulogu imaju i leptin, neuropeptid Y, inzulin, oreksin i
gastrointestinalni hormoni (Michels, 2019). Brojna do
danas provedena istrazivanja pokazala su da je
navedeni koncept hranjenja povezan s razvojem
metabolickog sindroma, arterijske hipertenzije,
SeCerne bolesti tipa 2, kardiovaskularnih bolesti,
morbiditeta te mortaliteta (Finch i sur., 2019).
Nacionalno istrazivanje provedeno u Sjedinjenim
Americ¢kim Drzavama 2011. godine pokazalo je kako
je 44 % ispitanika viSe pod stresom nego prije 5
godina. Osim toga, 39 % ispitanika izjavilo je da u
takvim periodima jedu koli¢inski vise i ,,nezdravije*
hrane (American Psychological Association, 2012).
Kod mnogih osoba stres je opcenito povezan s
promjenama u prehrambenom ponasanju. Hrana koja
se u takvim situacijama najces¢e konzumira je ona
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period djetinjstva — uglavnom bogata Seerom,
masnoc¢ama ili oboje. To je najcesce psiholoska ili
emocionalna potreba koja opcenito nema nikakve veze
sa stvarnom gladu. Osim nutritivno siromasne hrane,
period stresa uglavnom Kkarakterizira i nedostatak
kontrole nad vrstom 1 koli¢inom konzumirane hrane,
nedovoljan i nekvalitetan san, smanjena tjelesna
aktivnost, prekomjerna konzumacija alkohola i sl., a
sve navedeno u kombinaciji vrlo lako moze dovesti do
kalorijskog suficita te posljedi¢no i do porasta na
tjelesnoj masi (Heidari i sur., 2023). Nedavno
istrazivanje provedeno u Njemackoj, na oko 1200
ispitanika (80,6 %, 994 7), utvrdilo je da je oko 50 %
sudionika okarakteriziralo sebe kao ,,stress eaters®, a
kao najcescu vrste hrane koju konzumiraju u stresnim
periodima naveli su cokoladu, kavu i kekse. Opcenito
¢esto konzumirani, kao ,hrana za utjehu®, navode se i
kolaci, sladoled, slane grickalice, brza hrana, Se¢erom

zasladeni napitci te alkohol (Tomiyama i sur., 2015;
Gemesi i sur., 2022). S druge strane, kratkoro¢na
izlozenost stresu moze i smanjiti odnosno zatvoriti
apetit. Zivéani sustav 3alje poruke nadbubreznim
zlijezdama da izlu¢e hormon epinefrin. Epinefrin
pomaze pokrenuti reakciju tijela na borbu ili bijeg
(eng. flight, fight, freeze), ubrzano fiziolosko stanje
koje privremeno odlaze potrebu za hranom (Goldstein,
2010; Finch i sur.,, 2019). U istraZivanjima 0
samoprocjeni stresa i unosa hrane, otprilike 40-70 %
ispitanika navodi povecanu konzumaciju hrane u
stresnim periodima, dok 30-60 % navodi smanjenju
konzumaciju (Hyldelund i sur., 2022). Do danas
provedena istrazivanja jo§ uvijek nisu u potpunosti
razjasnila ¢cimbenike koji objasnjavaju te individualne
razlike (Finch i sur., 2019). Opcenito, povezanost
izmedu utjecaja raspoloZenja na odabir hrane te na
bihevioralne i psiholoske reakcije prikazana je u
tablici 2.

Tablica 2. Utjecaj odabira hrane na bihevioralne i psiholoske reakcije
Table 2. Influence of food selection on behavioral and psychological reactions

(prilagodeno prema: Heidari i sur., 2023)

Utjecaj/Influence

Stres i depresija mogu uzrokovati emocionalno jedenje.

Hrana i raspoloZenje/

Nepravilni prehrambeni izbori smanjuju osjecaj zadovoljstva i psihosomatske dobrobiti.

Food and mood

Konzumacija voca i povréa smanjuje razinu stresa.

Antioksidansi iz hrane podiZu raspoloZenje, smanjuju hapetost i osjecaj tjeskobe.

Nepravilna prehrana, puSenje i smanjena tjelesna aktivnost povecavaju rizik za razvoj

depresije.

Hrana i depresija/
Food and depression

Isklju¢ivanje odredenih skupina hrane povecava rizik od depresije.

Nedostatak vitamina B skupine, D i C te cinka, omega-3 masnih kiselina i antioksidansa
moze negativno djelovati na raspoloZenje i dovesti do depresije.

Konzumacija hrane koja djeluje proupalno poveéava rizik za razvoj depresije; protuupalna

prehrana smanjuje simptome.

Adrenalin, kortizol i glukagon utje¢u na anksioznost, osjet gladi i hipoglikemiju.

Hrana i osjecaj srece/
Food and happiness

Nutritivno kvalitetna hrana i dobri prehrambeni izbori doprinose fizickom i mentalnom

zdravlju.

Hrana i potiskivanje emocija/Food and
suppression of emotions

U periodima potiskivanja emocija, zene s prekomjernom tjelesnom masom konzumiraju
vece koli¢ine hrane u odnosu na one s normalnom tjelesnom masom.

Crijevno — mozdana os/

Biljni ekstrakti reguliraju sastav crijevnog mikrobioma te pozitivno utjeu na ponasanja

povezana s depresijom.

Gut-brain axis

Flavonoidi utjeCu na sastav crijevne mikrobiote te neurone koji reguliraju neurokognitivne
funkcije i adaptivne bihevioralne reakcije.

Hrana, nutrijenti i mentalno zdravlje

Prehrana i njezine bioaktivne komponente prepoznate
su kao promjenjivi ¢imbenici rizika koji mogu utjecati
na patogenezu mentalnih poremecaja. Na zdravlje i
funkciju  mozga  utjeCe  optimalan unos
makronutrijenata, vrijeme obroka i cirkadijalni ritam,
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kao i antioksidativno i protuupalno djelovanje
razlic¢itih mikronutrijenata (Godos i sur., 2020). Neki
od kljuénih nutrijenata za koje je dokazano da mogu
imati pozitivan utjecaj su eikozapentaenska (EPA) i
dokozaheksaenska (DHA) omega-3 masna kiselina, o-
tokoferol, magnezij, cink i folna kiselina — izrazeniji
utjecaj na stres, poremecaje spavanja, tjeskobu, blage
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kognitivne, kao i neuropsihijatrijske poremecaje sto
znacajno moze utjecati na kvalitetu Zivota (Morkl i
sur., 2020; Muscaritoli i sur., 2021; Ardekani i sur.,
2023). EPA i DHA su visestruko nezasi¢ene masne
kiseline s protuupalnim svojstvima koje mogu utjecati
na smanjenje kognitivnih oSte¢enja povezanih sa
starenjem, smanjenjem razine stresa, anksioznosti i
depresije. DHA se u visokim koncentracijama nalazi u
srediSnjem zivéanom sustavu gdje ima klju¢nu ulogu
u optimalnom razvoju, a kasnhije i kognitivnom
funkcioniranju. Suprotno tome, koncentracije EPA u
mozgu su niske upravo zbog njezinog brzog
metabolizma. Koncentracija DHA se starenjem
smanjuje, sto uz nepravilne prehrambene navike moze
rezultirati njihovim nedovoljnim unosom. Nadalje, a-
tokoferol je jedna od izoformi vitamina E koja se
nalazi u stani¢nim membranama, poboljSava lipidne
slojeve te sprjeava njihovu  peroksidaciju
protuupalnim i antioksidativnim  djelovanjem.
Neophodan je za neuroloski razvoj te pozitivno djeluje
na smanjenje anksioznosti. Folna kiselina sintetski je
oblik vitamina topivog u vodi, B9 (folat),
metabolizirana u svoj aktivni oblik prelazi krvno -
mozdanu  barijeru te  regulira  proizvodnju
neurotransmitera dopamina, norepinefrina i serotonina
¢ime doprinosi boljoj mentalnoj funkciji i ucinku.
Osim toga, jedan je od kofaktora u metabolizmu
homocisteina koji smanjuju upalu uzrokovanu
visokim  koncentracijama ove  aminokiseline.
Magnezij je drugi najzastupljeniji unutarstani¢ni
kation koji ima $irok raspon bioloskih uloga. Sudjeluje
u metabolizmu energije, provodljivosti Zivaca,
stabilnosti membrana te sinaptickom prijenosu;
dovodi do smanjenja oksidativnog stresa, anksioznosti
i depresije (Muscaritoli i sur., 2021).

Visok unos zasi¢enih masnih kiselina i rafiniranih
ugljikohidrata, ¢esto dovodi do prekomjerne tjelesne
mase i pretilosti, neuroinflamacije i neuronske
disfunkcije te se povezuje s kognitivnim osStecenjima i
emocionalnim poremecajima. Ovakav nacin prehrane
moze negativno utjecati na sastav crijevne mikrobiote,
utjeCu¢i time i na funkciju mozga kroz razliCite
mehanizme dvosmjerne veze crijevno — mozdane 0si.
Osim toga, dugoro¢na konzumacija ovakve
palatabilne hrane moze potaknuti ponasanje u prehrani
nalik ovisnosti i dovesti do disregulacije u vezi
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda, $§to je
dalje povezano s kroni¢nim stresom, tjeskobom i
depresijom (Lopez-Taboada i sur., 2020).

Kao preporuceni obrasci hranjenja koji dokazano imaju
pozitivan utjecaj na zdravlje i funkcioniranje mozga, a
time i ziv€anog sustava isti¢u se Mediteranska i MIND
(eng. The Mediterranean-DASH Intervention for
Neurodegenerative Delay diet) dijeta. MIND dijeta
nacin je prehrane koji kombinira nacela Mediteranske i
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DASH (eng. Dietary Approaches to Stop Hypertension)
dijete te naglasak stavlja na hranu biljnog podrijetla.
Temelji se na visokom unosu povréa, voca, oraSastih
plodova, cjelovitih zitarica, mahunarki, maslinova ulja
i ribe te umjerenoj konzumaciji mesa i crvenog vina.
Pozitivno djeluje na smanjenje i prevenciju
neurodegenerativnih promjena mozga i poboljsanje
funkcije ziv€anog sustava, a pokazala se u¢inkovitom i
kod kognitivnog pada koji se dogada prilikom starenja
(Grajek i sur., 2022).

Glavne komponente Mediteranske i MIND
dijete vazne za mentalno zdravlje

Mogu¢i temeljni mehanizmi pozitivnog ucinka hrane
na mentalno zdravlje i kardiometabolicke ¢imbenike
rizika rezultat su  uglavnom  zajednickog
medudjelovanja razli¢itih komponenti. Mediteranska i
MIND dijeta su obrasci prehrane koji obiluju povréem
i vo¢em, a samim time i razli¢itim mikronutrijentima
koji pozitivno djeluju na smanjenje rizika od
kognitivnog pada - folatima, vitaminom E,
karotenoidima i flavonoidima. Osim toga, razlicite
fitokemikalije i prehrambena vlakna mogu utjecati na
produljenje osjecaja sitosti, odgodeno praznjenje
zeluca, bolju glukoregulaciju i kontrolu tjelesne mase.
Slozeni ugljikohidrati i vitamini B skupine opcenito
pospjeSuju neuroloske funkcije te poti¢u sintezu
serotonina. Orasasti plodovi i sjemenke su skupina
hrane koja ima visok udio antioksidansa te a-
linolensku omega-3 masnu kiselinu; doprinose
smanjenju upalnih procesa, smanjenju stvaranja
slobodnih radikala i lipidne peroksidacije ¢ime se
smanjuje rizik za kognitivni pad. Sastavni dio ovih
obrazaca prehrane je i bobicasto voce koje obiluje
antocijanima koji mogu utjecati na sniZzavanje razine
oksidativnog stresa smanjuju¢i broj proupalnih
molekula. Sli¢no djelovanje imaju i topljiva vlakna te
fitosteroli koji mogu utjecati i na smanjenje
koncentracije Kkolesterola. Omega-3 masne kiseline
mogu utjecati na smanjenje rizika od razvoja
depresije, smanjuju endotelnu disfunkciju te
pospjesuju kardiometabolicko zdravlje. Maslinovo
ulje izvor je fenolnih spojeva i jednostruko
nezasi¢enih masnih kiselina koji mogu utjecati na
smanjenje neuroloskih oste¢enja, kognitivni pad,
koncentracije LDL kolesterola i triglicerida te
povecanje koncentracije HDL kolesterola. Umjerena
konzumacija crvenog vina (izvor resveratrola,
katehina, epikatehina, kvercetina, antocijanina i
procijanidina) dokazano moze doprinijeti Smanjenju
upalnih procesa i indeksa inzulinske rezistencije
(HOMA-IR), pospjesiti endotelnu funkciju te dovesti
do porasta koncentracije HDL kolesterola (Ardekani i
sur., 2023).
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Crijevna mikrobiota

Crijevna mikrobiota i njezini metaboliti mogu imati
vaznu ulogu u mentalnom zdravlju kroz crijevno -
mozdanu os. Sastav crijevne mikrobiote tj. brojnost
odredenih bakterijskih vrsta (osobito iz roda
Firmicutes i Bacteroides) povezani su s nekoliko
mentalnih poremecaja, kao $to su npr. anksioznost,
depresija, bipolarni poremecaj, shizofrenija i spektar
autisticnih  poremecaja (ASD). Epidemioloska,
eksperimentalna i klini¢ka istrazivanja pokazala su da
mnoge vrste probiotika (osobito Lactobacillus i

Bifidobacterium), prebiotika (npr. prehrambena
vlakna, galaktooligosaharidi, alfa-laktalbumin),
sinbiotika, postbiotika  (produkti metabolizma

bakterija, npr. kratkolanéane masne kiseline (eng.
short-chain fatty acids, SCFA)), fermentiranih
mlije¢nih proizvoda, zacina (kurkumin, kapsaicin),
voca, povréa i ljekovitog bilja mogu sprijeéiti i/ili
doprinijeti lijeenju mentalnih poremecaja kroz
modulaciju crijevne mikrobiote (Xiong i sur., 2023).
Randomizirano kontrolirano istrazivanje koje je
proucavalo utjecaj visokog unosa prebiotika iz hrane u
odnosu na suplementaciju probioticima, kao i njihov
sinbioticki utjecaj na simptome vezane za mentalno
zdravlje kod odraslih, kroz period od 8 tjedana, dalo je
preliminarne rezultate koji ukazuju na pozitivan
utjecaj prehrane, ali ne 1 znacCajniji utjecaj
suplementacije. Potencijalni razlog tome je to §to je
skupina koja je konzumirala vecu koli¢inu prebiotika
iz hrane, osim toga, poboljsala i ukupnu kvalitetu
prehrane, povecéala konzumaciju i drugih oblika
prehrambenih vlakana, minerala, vitamina,
fitokemikalija i drugih bioloski aktivnih komponenti.
Prehrana je ukljucivala minimalno preradenu hranu,
bogatu prebioticima (frukto- i galaktooligosaharidima,
inulinom,  p-glukanom,  otpornim  $krobom,
polifenolima) te je dovela do pobolj$anja primarnih
ishoda (ukupni poremecaji raspolozenja) (eng. total
mood disturbance, TMD), ali i onih sekundardnih
(anksioznost, depresija, percipirani stres i kvaliteta
spavanja). U grupi koja je uzimala probiotike kao
dodatak prehrani, doslo je do poboljsanja u vidu opée
dobrobiti (eng. well being) (Freijy i sur., 2023). S
druge strane, meta analiza koja je ukljucivala 12
randomiziranih kontroliranih istrazivanja, pokazala je
odredeni pozitivni utjecaj suplementacije probioticima
kod oboljelih od psihijatrijskih poremecaja (smanjenje
tezine simptoma depresije, Smanjenje koncentracije C-
reaktivnog proteina (eng. C-reactive protein, CRP),
interleukina 10 i malondialdehida — fizioloSkog
metabolita i markera oksidativnog stresa). Medutim,
nije doslo do znacajnije promjene u koncentracijama
drugih upalnih markera — ¢imbenika tumorske nekroze
alfa (eng. tumor necrosis factor-alfa, TNF-a),
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interleukina 1 i interleukina 6, duSikova oksida,
glutationa (GSH) i ukupnog antioksidativnog
kapaciteta (Amirani i sur., 2020).

Dvosmjerni odnos izmedu mozga i crijeva tj. crijevne
mikrobiote ne samo da utjeCe na apsorpciju i
iskoriStavanje hranjivih tvari, nego ima znacajan
utjecaj na kognitivne procese, regulaciju raspolozenja,
neuroplasticnost 1 druge pokazatelje mentalnog
zdravlja. Neuroplasti¢énost podrazumijeva sposobnost
mozga da se razvija i mijenja, sposobnost za
prilagodbu i neuralnu regeneraciju, kao odgovor na
razliCite podrazaje. Brojne hranjive tvari s
epigenetskim potencijalom prisutne su u hrani ili
nastaju kao produkt mikrobnog metabolizma (npr.
SCFA, vitamini B skupine, polifenoli). Stoga je vazno
pravilnom i raznolikom prehranom poticati i odrzavati
zdravlje i raznolikost crijevne mikrobiote S§to ¢e dalje
doprinijeti zdravlju i funkciji mozga i Zziv€anog
sustava (Merlo i sur., 2024).

Zakljucak

Potaknuti brzom urbanizacijom i izloZenosti stresu,
nacin Zivota, prehrana i tjelesna aktivnost, znacajno su
se promijenili posljednjih desetlje¢a. Kao stanovnici
urbaniziranih zemalja, suofeni smo s paradoksom;
unato¢ gotovo neograni¢enoj dostupnosti hrane, cesto
se preferira nutritivno siromasna, energijski bogata,
uglavnom industrijski preradena hrana. Kao rezultat
biljezi se sve veéi porast poveéane tjelesne mase i
pretilosti te vezanih kroni¢nih nezaraznih bolesti
ukljucujuéi i mentalne bolesti. Brojna znanstvena
istrazivanja poticu ukljucivanje klju¢nih
makronutrijenata i mikronutrijenata u uravnotezenu i
raznoliku prehranu te opcenito usvajanje zdravog
nacina Zivota, s ciljem ocuvanja mentalnog zdravlja.
Nutritivne intervencije, s ciljem prevencije i/ili bolje
regulacije i lijeCenja ve¢ razvijenih poremecaja, stoga
Su vazan, ako ne i glavni, promjenjivi cimbenik rizika
te vazna komponenta u o¢uvanju zdravlja i optimalnog
funkcioniranja mozga i Ziv€éanog sustava.
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review paper
Summary

Over the past decades, a significant increase in the prevalence of mental health disorders has been recorded, parallel to changes
in lifestyle, diet and physical activity. It is estimated that more than 300 million of world's population suffer from depression,
and more than 260 million from anxiety disorders. Nutrition and its various bioactive components are recognized as modifiable
risk factors that can influence on pathogenesis of mental disorders and the underlying mechanisms of the positive effect are the
result of the joint interaction of various components. Recommended dietary patterns with a positive effect on health, brain and
nervous system are Mediterranean and MIND diets, which emphasize plant-based foods. These dietary patterns are a source of
various nutrients crucial for mental health (phytochemicals, flavonoids and carotenoids, omega-3 fatty acids, folic acid, vitamin
E, zinc and magnesium, dietary fiber, etc.). In addition, they contribute to the health and diversity of gut microbiota, and its
metabolites can play an important role in mental health through the gut-brain axis. Through this two-way pathway, various
hormones and neurotransmitters affect the regulation of hunger and satiety, as well as mood and stress, which are also regulated
by hormones. Adopting a healthy lifestyle, which includes a balanced diet, will contribute to the preservation of mental health
and prevention and/or treatment of already developed disorders.

Keywords: mental health, stress, Mediterranean diet, MIND diet
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pregledni rad
Sazetak

Rad analizira implementaciju i primjenu sistema HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) i HrACCP (Haram Analysis
Critical Control Points) u mlijecnoj industriji, s posebnim osvrtom na osiguranje sigurnosti hrane i uskladenost proizvoda sa
halal standardom za hranu. HACCP sistem je globalno prepoznat kao kljuéni alat za identifikaciju, procjenu i kontrolu bioloskih,
kemijskih i fizickih opasnosti u prehrambenoj industriji. U mlije¢noj industriji, primjena HACCP-a ukljucuje identifikaciju
opasnosti, odredivanje kritiénih kontrolnih to¢aka (CCP), postavljanje kriticnih granica, pracenje tih tocaka, provodenje
korektivnih mjera u sluéaju odstupanja, te verifikaciju i evidenciju cijelog procesa.

HrACCP sistem, s druge strane, predstavlja specifican pristup prilagoden halal standardima, s fokusom na identifikaciju i
kontrolu to¢aka u proizvodnom procesu koje bi mogle uciniti proizvod nehalal (haram). Ovo ukljucuje nabavku sirovina iz halal
izvora, osiguranje Cisto¢e opreme, te kontrolu skladistenja i transporta kako bi se sprijecila kontaminacija haram supstancama.
Rad naglasava vaznost kombinovanja oba sistema u mlije¢noj industriji radi proizvodnje sigurnih i halal proizvoda, ¢ime se
zadovoljavaju zahtjevi kako sigurnosnih standarda, tako i islamskih propisa. Kroz primjere iz prakse, rad pokazuje kako se
HACCP i HrACCP integriraju u razliite faze proizvodnje mlijecnih proizvoda, osiguravajuci time njihovu kvalitetu i

uskladenost sa standardima.

Kljucne rijeci: HACCP, HrACCP, zdravstvena ispravnost, halal, haram

Uvod

U osiguranju kvaliteta, zdravstvene i higijenske
ispravnosti hrane koristi se niz standarda koji se mogu
implementirati u proizvodnim pogonima. Jedan od
sistema koji se bavi osiguranjem i upravljanjem
zdravstvenom i higijenskom ispravnosti hrane je
HACCP.

HACCP je sistematski preventivni pristup sigurnosti
hrane koji identifikuje, procenjuje i kontrolise
opasnosti u procesu proizvodnje i obrade hrane.
Zasnovan je na nau¢nim saznanjima preko kojeg se
identifikuju konkretne opasnosti i mjere za kontrolu
istih, s kona¢nim ciljem osiguranja zdravstvene
ispravnosti i sigurnosti hrane. HACCP je primjenjiv u
svim fazama proizvodnje prehrambenog proizvoda.
Svi koji dolaze u dodir sa proizvodom u bilo kojoj fazi
njegove obrade, prerade ili distribucije treba da
primjenjuju HACCP principe (Sehovi¢, 2023).

Pored HACCP-a postoji i niz drugih standarda koji se
bave osiguranjem zdravstvene i higijenske ispravnosti
proizvoda. U grupu standarda koji pored halal statusa
proizvoda zahtijevaju i osiguranje zdravstvene i
higijenske ispravnosti proizvoda je i Halal standard
BAS 1049:2023 Halal hrana, zahtjevi i mjere. Kako je
navedeno u podru¢ju primjene: Halal standardom

“Corresponding author: certificiranje@halal.ba

utvrduju se zahtjevi i mjere za sve procese i
proizvode/usluge koji se moraju uskladiti s islamskim
pravilima kako bi se ispunili uvjeti za dobijanje
certifikata za halal kvalitet. Svi zahtjevi ovog
standarda su genericki 1 primjenjivi na sve
organizacije u prehrambenom lancu bez obzira na
veli¢inu i sloZenost (BAS 1049:2010 — Halal hrana
zahtjevi i mjere, 2023). Opcenito, halal oznacava sve
stvari i postupke koji su dozvoljeni prema islamskim
propisima. Sirovine, aditivi i drugi sastojci u hrani
mogu imati razli€it status u skladu s islamskim
propisima, ovisno o tome jesu li dozvoljeni, zabranjeni
ili sumnjivi, odnosno jesu li halal, haram ili mesbuh.
Halal hrana je ona koja je prema islamskim propisima
dozvoljena, haram hrana je zabranjena i potencijalno
ili dokazano $tetna za um i tijelo, dok je mesbuh hrana
sumnjiva i smatra se haramom (nedozvoljenom) dok
se ne dokaze suprotno. Da bi odredeni prehrambeni
proizvod bio potvrden kao halal — dozvoljen, mora biti
proizveden u skladu s halal standardima i proci
kontrolu nadleznih institucija ovlaStenih za izdavanje
halal certifikata i oznaka (Topoljak, 2010; Riaz and
Chaudry, 2019).

HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) i
Haram CCP (Critical Control Points za Haram -
HrCCP) su dva koncepta koja se Kkoriste u



Kemal Sejranic¢ et al. | IDENTIFIKACIJA | RAZLIKE HACCP I ... (2024) 13 (1) 36-48

prehrambenoj industriji za osiguranje zdrvstvene i
higijenske ispravnosti, te uskladenosti proizvoda sa
islamskim principima. Generalno vecina zahtjeva koji
su propisani prema HACCP-u su istovjetni i
primjenjivi u zahtjevima halal standarda, odnosno
definisanju i izradi HrACCP planova. Kada se govori
0 dokumentiranosti oba sistema, gdje god je moguce,
moze se uraditi integracija, vodenje i upravljanja
dokumentacijom (zapise, evidencije, radna uputstva i
sl.), osim u slucajevima gdje se zahtjevi HACCP-a
razlikuju od zahtjeva halal standarda. Tako na primjer
ukoliko je prema HACCP proceduri u procesu
pasterizacije mlijeka odredena i HrACCP, dovoljno je
samo na dijagramu toka proizvodnje i pratecoj
dokumentaciji odrediti, opisati i oznacCiti te tocke.
Medutim, kada se radi o zahtjevima gdje zahtjevi
HACCP-a nisu definisani, kao npr. osoba na liniji
klanja u Klaonici, tada je potrebno da se ha tom mjestu
definise HrACCP, te se navedena tocka detaljno opise
i jasno oznaci u dijagramu toka proizvodnje (Jasi¢ i
Alihodzi¢, 2022).

HACCP u mlije¢noj industriji

Mlijeko i mlijecni proizvodi su osnovne namirnice u
proizvoda s aspekta o¢uvanja zdravstvene ispravnosti
tokom proizvodnje, distribucije i konzumacije
(Bijeljac i Sari¢, 2005). Kako bi se ocuvalo povjerenje
potroSaca i zadrzala konkurentna pozicija na trzistu,
od kljucne je vaznosti kontrolirati uvjete pod kojima
se odvija proces proizvodnje i prerade. Time se
osigurava ujednacen kvalitet i higijenska ispravnost
proizvoda.

Higijenski ispravno mlijeko, a samim time i mlijecni
proizvodi, mogu se dobiti isklju¢ivo od zdravih
zivotinja. Takvo mlijeko ne smije sadrzavati patogene
bakterije niti rezidue Stetnih tvari koje ugrozavaju
ljudsko zdravlje, poput antibiotika i drugih
antibakterijskih supstanci koriStenih u veterinarskoj
praksi, pesticida, dezinficijensa ili drugih §tetnih tvari.
Upotreba antibiotika u stoCarstvu pomogla je u
suzbijanju mnogih zaraznih bolesti, ali je takoder
stvorila probleme u mljekarstvu. Antibiotici mogu
dospjeti u mlijeko nakon terapije bolesti ili kao
dodatak sto¢noj hrani. Vrijeme izlu¢ivanja antibiotika
iz organizma zivotinja varira u zavisnosti od vrste
lijeka, koli¢ine, nadina primjene, starosti zivotinje,
njenog zdravstvenog stanja, stadija laktacije, te
individualnih karakteristika Zivotinje (Pinti¢ i sur.,
2006).

Prema Zakonu o zdravstvenoj ispravnosti Zivotnih
namirnica i predmeta opste upotrebe (Sl. novine
FBIH br. 77/2020) namirnice ili predmeti opSte
upotrebe smatraju se higijenski neispravnim ukoliko:
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. Sadrze patogene mikroorganizme, parazite ili
njihove izluevine koje mogu Stetno djelovati na
zdravlje ljudi.

= Sadrze pesticide, toksi¢ne metale, metaloide,
hemioterapeutike, anabolike i druge otrovne
supstancije u koli¢inama opasnim po zdravlje.

- Poticu od uginulih Zivotinja ili Zivotinja
oboljelih od bolesti koje mogu Stetiti ljudskom
zdravlju.

. Sadrze mehanicke necistoce koje mogu biti
Stetne ili izazivaju gadenje.
] Sadrze nedozvoljene aditive, aditive u

nedozvoljenim koli¢inama ili su aditivi tehnoloski
nepravilno primijenjeni.

. Imaju izmijenjen sastav ili organolepticka
svojstva (ukus, miris, izgled) wusljed fizickih,
kemijskih, mikrobiolo§kih ili drugih procesa i nisu
prikladni za ishranu.

" Sadrze radionuklide iznad dozvoljenih
granica ili su ozraCeni iznad zakonom propisanih
limita.

. Imaju sastav ili druga svojstva koja mogu
Stetno uticati na zdravlje ljudi.

Cilj identifikacije i analize opasnosti je vezan za
istrazivanje kemijskih, fizickih i mikrobioloskih
osobina svjezeg mlijeka i poduzimanje mjera za
poboljsanje istih primjenom HACCP sistema
kontrole.

U tehnicko tehnoloSkom pogledu cilj je bolja
uskladenost tehnoloskih linija, optimizacija procesa
proizvodnje i definisanje svih mogu¢ih predvidenih
opasnosti u tehnoloskom toku.

Ekonomski motiv je sprecavanje Steta, smanjenje
Skarta i povrata, poveCanje sigurnosti i planirane
dobiti.

Moguée je identificirati tri vrste potencijalnih
opasnosti u mlijeku i mlije¢nim proizvodima, a to su:
fizicke, kemijske i mikrobioloske opasnosti,

Fizi¢ke opasnosti

Sirovo mlijeko mora imati svojstven izgled, boju, miris i
okus. Bijelo do blago Zute boje, bez stranih mirisa (osim
onog karakteristicnog za mlijeko), da se ne osjeti miris
na Stalu ili na miris neisprane kante.

Sirovo mlijeko ne smije sadrzavati nikakve vanjske
mehani¢ke necistoce (ostaci trave ili sijena, staklo, drvo,
zeljezo, pijesak, plastike, nokti, nakit radnika i sl.).
Mlijeko se mora odmah poslije muze, a najduze u roku 2
sata, ohladiti na temperaturu do 6 °C. Mlijeko ne smije
sadrzavati dodane koli¢ine vode (Keran i sur., 2007,
Praci¢ i sur., 2019).
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Kemijske opasnosti * Dozvoljene koli¢ine rezidua i Stetnih tvari
propisane su posebnim veterinarsko zdravstvenim

Prema Pravilniku o sirovom mlijeku (SI. glasnik BIH propisima.

br. 21/2011) sirovo mlijeko mora ispunjavati slijedece

zahtjeve kvaliteta: Mikrobioloske opasnosti

= da sadrzi najmanje 3.2 % mlije¢ne masti

» da sadrzi najmanje 3 % bjelanc¢evina Prisustvo povecanog broja mikroorganizama u

» da sadrzi najmanje 8.5 % suhe tvari bez masti mlijeku, naro€ito Stetnih, umanjuje njegov kvalitet i

* damuje gusto¢a od 1.028 do 1.034 g/cm na higijensku ispravnost i predstavlja opasnhost za

temperaturi od 20 °C potrosaca. Kontrolu kvaliteta neophodno je prilagoditi

= damu je kiselinski stepen od 6.6 do 6.8 °SH , a uslovima proizvodnje i ne ograniCit je na vazece

pH vrijednost od 6.5 do 6.7 propise o kvalitetu i higijenskoj ispravnosti, nego

= da mu tocka ledita nije visa od - 0,517 °C prosiriti i prilagoditi novim propisima u Evropskoj

= damu je rezultat alkoholne probe sa 72 % etilnim uniji.

alkoholom negativan. Prema Pravilniku o higijeni hrane zivotinjskog

» Sirovo mlijeko ne smije sadrZzavati rezidue iznad porijekla (Sluzbeni glasnik BiH br. 103/2012) sirovo

dozvoljene koli¢ine koje imaju farmakolosko ili mlijeko mora zadovoljiti kriterije u pogledu broja

hormonalno djelovanje te antibiotike, pesticide, mikroorganizama i broja somatskih celija prikazanih u

detergente i druge Stetne tvari koje mijenjaju Tablici 1.

organolepticka svojstva mlijeka.

Tablica 1. Kriteriji za sirovo kravlje mlijeko (Pravilnik o higijeni hrane Zivotinjskog porijekla - Sluzbeni glasnik Bosne i
Hercegovine br. 103/2012)

Table 1. Criteria for raw cow's milk (Regulation on the hygiene animal origin of food - Sluzbeni glasnik Bosne i Hercegovine
br. 103/2012)

Broj mikroorganizama (broj kolonija na podlozi) na 30 °C (u 1 ml) | <100 000

Broj somatskih ¢elija (u 1 ml) <400 000 (**)
Najznacajniji mikrobioloski indikatori fekalnog zagadenja (G - stapicaste bakterije iz porodice Enterobacteriaceae)
su Escherichia coli, termotolerantne (fermenti$u laktozu te fekalne streptokoke.

na 44-45 °C) i druge koliformne bakterije

Tablica 2. Primjer ograni¢enja mikroorganizama u odredenim mlije¢nim proizvodima propisani Pravilnikom o mikrobioloskim
kritireijima za hranu (Sluzbeni glasnik BiH br. 11)

Table 2. Example of restrictions on microorganisms in certain dairy products prescribed by the Rulebook on Microbiological
Criteria for Food (Sluzbeni glasnik BiH br. 11)

Ogranicenja . . o Radnja u slu¢aju
Kategorija hrane Mikroorganizmi e U KOJPJ S€ I_<r|teru nezadovoljavajucih
M M primjenjuje rezultata
Provjeriti djelotvornost
Pasterizirano mlijeko i Zavisetak proizvodno termicke obrade i
drugi pasterizirani te¢ni Enterobakterije 10 cfu/ml v rcﬁ:esav & spreavanje ponovne
mlije¢ni proizvodi P kontaminacije kao i kvalitet
sirovina
Sirevi pravljeni od Utgﬂgm rT:%gfsf;tU Unapredenje higijene
mlijeka ili surutke koji su . 100 | 1000 okom p apredenje igljen
. cer E.coli proizvodnje kada se proizvodnje i selekcije
podvrgnuti termickoj cfulg cfulg L L
obradi ocekuje najveci zbir E. sirovina
coli
Pored ograni¢enja prisustva za Enterobakterije i E. kao sto su Koagulaza pozitivne stafilokoke pirisustvo
coli postoje i ograniCenje i drugih mirkoorganizama Bacillus cereus.
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U mlijecnoj industriji, HACCP planovi obuhvataju
sedam slijedec¢ih principa: identifikaciju opasnosti,
odredivanje kriticnih kontrolnih tocaka, postavljanje
kriti¢nih granica, pracenje kriti¢nih kontrolnih tocaka,
korektivne  mijere, verifikacija i evidencija.
Implementacija ovih principa u okviru HACCP
sistema omogucava proaktivno upravljanje rizicima i
osigurava proizvodnju sigurne hrane.

Identifikacija opasnosti u HACCP sistemu je klju¢ni
korak u osiguravanju zdravstvene ispravnosti hrane.
Proces identifikacije opasnosti ukljucuje
prepoznavanje bioloskih, kemijskih i fizi¢kih
opasnosti koje mogu ugroziti sigurnost hrane tokom
razli¢itih faza proizvodnje, prerade i distribucije
(Keran, 2009). Pregled svakog koraka u dijagramu
toka i identifikacija moguéih bioloskih, kemijskih i
fizickih opasnosti. Ovo ukljucuje:

] Bioloske opasnosti (Bakterije, virusi, paraziti,
plijesni, kvasci)

" Kemijske opasnosti (Pesticidi, veterinarski
lijekovi, alergeni, industrijske kemikalije)

] Fizi¢ke opasnosti (Metalni fragmenti, staklo,
plastika, drvo, kosti)

Sve ove opasnosti su moguée 1 predstavljaju
potencijalni rizik kada je rije¢ o preradi mlijeka i
proizvodnji mlijecnih proizvoda.

Odredivanje kriti¢nih kontrolnih to¢aka (CCP) je
proces u kojem se identifikuju tocke u proizvodnom
procesu gdje se mogu primijeniti kontrolne mjere kako
bi se sprijecile, eliminisale ili smanjile opasnosti za
sigurnost hrane (Praci¢ i sur., 2019). Ovaj proces
ukljucuje analizu svih faza proizvodnje, identifikaciju
potencijalnih opasnosti i odredivanje klju¢nih tocaka
gdje je kontrola neophodna za osiguranje sigurnosti
proizvoda. CCP je pasterizacija mlijeka, jer je to
klju¢na tocka gdje se eliminiraju patogeni
mikroorganizmi. Ove tocke se potom prate i
kontroliraju kako bi se osigurala sigurnost i kvalitet
proizvoda. Takode, CCP moze biti i uslovi
skladistenja i transporta, odnosno hladni lanac kako bi
se osigurala sirovina do samog prijema u mljekari
(Keran i sur., 2007).

Postavljanje kriti¢nih granica je proces odredivanja
specifi¢nih kriterija na kriticnim kontrolnim tockama
koje moraju biti ispunjene kako bi se osigurala
sigurnost hrane. Mjerljivi parametri kojima se upravlja
CCT u mlije¢noj industriji najée$ée su temperatura,
vrijeme, razina vlage i pH (Mortimore i Wallace,
2001). Te granice, kao §to su odredena temperatura ili
pH vrijednost, definiSu se na osnovu nau¢nih podataka
i standarda kako bi se eliminisale ili smanjile
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identificirane opasnosti na prihvatljiv nivo. U
mlijecnoj industriji, kriti¢na granica za pasterizaciju
moze biti minimalna temperatura koja mora biti
postignuta da bi se unistili Stetni mikroorganizmi
(Pracic¢ i sur., 2019).

Pradenje kriticnih kontrolnih tocaka (CCP)
podrazumijeva kontinuirano ili periodi¢no
provjeravanje da li su kriti¢ne granice na tim tockama
ispunjene. Ovo ukljuuje mjerenje i1 zapisivanje
relevantnih podataka, kao Sto su temperatura, pH
vrijednost ili vrijeme, kako bi se osiguralo da procesi
ostaju unutar definiranih granica. Pra¢enje omogucava
brzo otkrivanje odstupanja i poduzimanje korektivnih
mjera kako bi se sprijecilo da nesigurni proizvodi dodu
do potrosaca. Pracenje propisane temperature i
vremena zadrzavanja tokom pasterizacije mlijeka
osigurava eliminaciju  patogenih te je jamacno
zdravstveni ispravan proizvod (Praci¢ i sur., 2019).

Korektivne mjere su postupci koji se primjenjuju
kada pracenje kriticnih kontrolnih tocaka (CCP)
pokaze da su kriti¢ne granice prekrSene. Njihov cilj je
da se povrati kontrola nad procesom i osigura
sigurnost hrane. To moze ukljucivati prilagodavanje
procesa, ponovnu obradu proizvoda, ili cak
eliminaciju  proizvoda koji ne zadovoljavaju
sigurnosne standarde. Korektivne mjere takoder
ukljucuju identifikaciju uzroka odstupanja i primjenu
promjena kako bi se sprije¢ilo ponavljanje problema.
Ukoliko se u mlijecnoj industriji utvrdi da temperatura
pasterizacije nije dostigla minimalnu propisanu
vrijednost, mlijeko se ponovno pasterizuje na
propisanoj temperaturi kroz propisano vrijeme
zadrzavanja na istoj. Takav proizvod ima status
neusaglaSenog proizvoda do rjeSavanja njegove
neusaglaSenosti provodenjem korektivnih mjera,
odnosno otpisa, prerade ili u ovom slucaju dorade
proizvoda. Time se osigurava proizvod Kkoji je
zdravstveno ispravan za konzumiranje tokom vremena
roka trajanja koji je naznaCen na ambalazi proizvoda
(Keran, 2009).

Verifikacija je proces kojim se potvrduje da HACCP
sistem efikasno funkcioni$e i da osigurava sigurnost
hrane. To ukljuCuje pregled svih aspekata HACCP
plana, poput testiranja proizvoda, analize zapisa, i
provjere postupaka pracenja i korektivnih mjera. Cilj
verifikacije je osigurati da su sve kriticne kontrolne
tocke (CCP) pod kontrolom i da kriti¢ne granice nisu
prekoracene, te da su sve primijenjene mjere efikasne
u eliminaciji ili smanjenju identificiranih opasnosti. U
mlije¢noj industriji, kao 1 drugim prehrambenim
industrijama,  verifikacija =~ moze  ukljucivati
laboratorijske analize mlijeka kako bi se potvrdilo da
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ne sadrzi Stetne mikroorganizme, kao i da je broj
ukupnih mikroorganizama na dopustenom nivou
prema Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za
hranu.

Uspostavljanje dokumentacije i evidencije u
HACCP sistemu ukljucuje detaljno biljeZenje svih
postupaka, mjerenja, pracenja, korektivnih mjera i
rezultata verifikacije. Cilj je osigurati trag podataka
koji potvrduju da su svi procesi vodeni u skladu s
utvrdenim  standardima sigurnosti hrane. Ova
dokumentacija omogucava pracenje i pregledanje svih
faza proizvodnje, pomaze u identifikaciji i rjeSavanju
problema, te je neophodna za revizije i inspekcije. Na
primjer, u mlije¢noj industriji, zapisi o temperaturama
tokom pasterizacije, rezultatima mikrobioloskih
testova i korektivnim mjerama se ¢uvaju kako bi se
dokazala uskladenost s HACCP planom.

HrACCP u mlije¢noj industriji

Halal hrana definirana je halal standardima za hranu,
a prema Kohilavani i sur. (2013) treba da ispunjava
Sest (6) glavnih uvjeta. Prvi uvjet je da proizvod ili
sastojak mora biti bez bilo kojih dijelova proizvoda od
zivotinja koje nisu halal i dijelova zivotinja koje nisu
zaklane u skladu sa Serijatskim zakonom. Drugi uvjet
je daproizvod ili sastojci ne smiju sadrzavati necistoce
(najs). Treci uvjet je da je sigurno za konzumaciju, da
nije otrovno, opojno ili $tetno po zdravlje. Cetvrti
uvjet je da proizvod mora biti pripremljen, obraden ili
proizveden koriste¢i opremu koja je oslobodena
necisto¢a (najs). Peti uvjet je da mora biti bez bilo
kojih ljudskih dijelova ili njihovih derivata. Na kraju,
Sesti uvjet je fizicka odvojenost od bilo koje druge
hrane koja ne ispunjava prvih pet uvjeta, tokom
procesa ili opisa koji su Serijatskim zakonom
proglaseni kao necisti (najs).

Analiza harama (HrACCP) se odnosi na identifikaciju
i kontrolu to¢aka u svim proizvodnim procesima u
kojima bi moglo do narusavanja halal statusa
proizvoda prema zahtjevima halal standarda. U
mlije¢noj industriji, to najée$¢e ukljucuje: nabavu
sirovina, proizvodnju, pakovanje i oznacavanje,
skladiStenje i transport.

Nabava sirovina. U analizi HrACCP prema
zahtjevima halal standarda nabava sirovina je klju¢ni
korak. Sve sirovine koje se koriste u proizvodnji ne
smiju da sadrze haram sastojke i moraju da potjecu iz
halal izvora. Ovo ukljucuje detaljnu provjeru
certifikata dobavljaca, kao i analizu sastojaka kako bi
se osiguralo da ne postoji kontaminacija sa
zabranjenim (haram) tvarima, poput svinjskih derivata
ili alkohola. U mlije¢noj industriji, to znaci da mlijeko,
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starter kulture i svi aditivi moraju biti halal
certifikovani, a svaki dobavlja¢ mora pruziti dokaze o
sukladnosti s halal standardima. Ova provjera
doprinosi osiguranju da konaéni proizvod bude u
skladu s islamskim propisima, odnosno u skladu sa
zahtjevima halal standarda (BAS 1049:2010).

Proizvodnja. U analizi kriti¢nih kontrolnih tocaka
(HrACCP), proizvodnja, oprema i uslovi proizvodnje
moraju biti pazljivo kontrolisani kako bi se osigurala
uskladenost sa zahtjevima halal standarda. Svi aspekti
proizvodnog procesa trebaju biti pregledani kako bi se
izbjegla kontaminacija haram supstancama. Prvo,
oprema koja se koristi u proizvodnji mora biti Cista i
prethodno nije smjela do¢i u kontakt sa haram
materijalima. Oprema KoriStena za proizvodnju haram
proizvoda, mora biti temeljito o¢is¢ena i dezinficirana
prema halal propisima, $to cesto ukljucuje specificne
metode CiScenja, te se takva vrsta CiS¢enja i prelaska
sa haram na halal moze uraditi samo jedanput s ciljem
trajnog prelaska na isklju¢ivo halal proizvodnju.
Takoder, prelazak se mora evidentirati i ovjeriti od
strane nadleznog certifikacijskog autoriteta. Drugo,
uslovi proizvodnje moraju biti takvi da se sprijeci
unakrsna kontaminacija. To podrazumijeva odvajanje
proizvodnih linija za halal i haram proizvode, ako se
oba tipa proizvoda proizvode u istoj fabrici. Takode,
radnici moraju biti obuceni da razumiju i postuju halal
standarde, ukljucujuci noSenje zastitne opreme koja
sprjeCava kontaminaciju. Na primjer, u mlijecnoj
industriji, svi dodaci, enzimi i starter kulture koji se
koriste moraju biti halal certifikovani, a proces
pasterizacije mora biti pazljivo kontrolisan kako bi se
osiguralo da nema dodira sa haram tvarima.
Odrzavanje takvih strogih uslova proizvodnje
osigurava da krajnji proizvod bude halal i prihvatljiv
za potrosace koji slijede islamske prehrambene
zakone (Jasic¢ i sur., 2007).

Pakovanje i ozna¢avanje. U analizi haram kriti¢nih
kontrolnih to¢aka (HrCCP), pakovanje i ozna¢avanje
proizvoda osiguravaju da konacni proizvod ostane
halal i da bude ispravno informisan potrosac.
Pakovanje mora biti od materijala koji nije
kontaminiran haram supstancama, te da primarna
ambalaza bude uskladena sa zahtjevima halal
standarda (Talib i Johan, 2012). Ovo ukljucuje
provjeru da li su svi materijali koriSteni za pakovanje,
kao Sto su ambalaza, etikete 1 ljepila, halal
certifikovani ili uskladeni sa zahtjevima halal
standarda. AmbalaZa ne smije do¢i u kontakt sa haram

supstancama tokom skladiStenja i transporta.
OznaCavanje proizvoda treba jasno 1 precizno
informisati  potroSate o  statusu  proizvoda

(Muhamedbegovi¢ i sur., 2018). Halal oznaka mora
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biti jasno vidljiva i potvrdena od strane ovlastene halal
certifikacijske organizacije. Etiketa treba ukljucivati
informacije o sastojcima, porijeklu sirovina i halal
certifikatima, kako bi potrosaci mogli biti sigurni da
proizvod zadovoljava sve zahtjeve halal standarda. Na
primjer, u mlijecnoj industriji, jogurt koji se proizvodi
kao halal mora biti pakovan u posude koje nisu
kontaminirane haram tvarima, a na etiketi mora biti
jasno naznaceno da je proizvod halal, uz navodenje
certifikacione organizacije koja je izdala halal
certifikat. Time se osigurava povjerenje potrosaca i
sukladnost s islamskim prehrambenim zakonima
(Muhamedbegovic i sur., 2022).

SkladisStenje i transport. U analizi haram kriticnih
kontrolnih to¢aka (HrACCP), skladistenje i transport
su kljuéni za ocCuvanje halal statusa proizvoda.
Skladistenje mora biti organizovano tako da se halal
proizvodi ¢uvaju odvojeno od haram proizvoda, kako

Tablica 3. Kljuéne razlike u analizi CCP i HrCCP
Table 3. Key differences in the analysis of CCP and HrCCP

bi se izbjegla bilo kakva moguénost kontaminacije.
Proizvodi koji su proglaseni kao neusaglasen proizvod
te nad njima treba sprovesti korektivne mjere, moraju
biti oznaceni i skladisteni odvojeno od proizvoda koji
su uskladeni. Transport halal proizvoda takoder mora
biti ureden tako da se sprijeci unakrsna kontaminacija.
To znaci da se vozila koja se koriste za transport halal
proizvoda ne smiju Kkoristiti za transport haram
proizvoda. Vozaci i osoblje koje rukuje transportom
moraju biti educirani i svjesni vaznosti odrzavanja
halal statusa i pridrZzavati se strogo definisanih
procedura. Mlijeko i mlije¢ni proizvodi koji su halal
moraju biti skladiSteni u odvojenim prostorima od
proizvoda koji sadrze haram sastojke. Prilikom
transporta, potrebno je osigurati da su kamioni ili
druga vozila Cisti i certificirani za transport halal
proizvoda, kako bi se osiguralo da mlije¢ni proizvodi
budu u skladu s zahtjevima halal standardima do
trenutka kada stignu do potrosaca (MS 1500:2019).

Cili HACCP | Fokusira se na osiguranje sigurnosti hrane za potroSace kroz kontrolu opasnosti.
! HrCCP | Fokusira se na osiguranje uskladenosti sa islamskim propisima, sa ciljem da se obezbijedi halal proizvod.
HACCP | Ukljucuje fizicke, kemijske i biolo§ke opasnosti.
Priroda Pored fizickih, kemijskih i bioloskih opasnosti, potrebno je obezbjediti da sirovine koje ulaze u sastav
opasnosti HrCCP | proizvoda imaju halal status, kao i postupci koji se sprovode kako bi se izbjeglo ohramljenje (narusavanje
halal statusa proizvoda).
HACCP | Ukljucuje mjere kao §to su pasterizacija, filtracija, laboratorijska ispitivanja.
Kontrolne — V - = P ST—— - —— -
- Ukljuéuje mjere kao $to su provjera porijekla sirovina, ¢is¢enje opreme, odvojeno skladiStenje halal i ne-
mjere HrCCP AR
halal sirovina.
Verifikaciia HACCP | Temelji se na znanstvenim metodama i analizi rizika.
. HrCCP | Temelji se analizi rizika (HrACCP) i certifikaciji od strane akreditovanih halal certifikacijskih tijela.

Primjer u mlije¢noj industriji

U proizvodnji jogurta, HACCP i Haram CCP mogu
se primijeniti na sljedeci nacin:

= HACCP: Osigurati da je mlijeko pasterizirano na
odgovaraju¢oj temperaturi kako bi se eliminirale
patogene bakterije. Redovno testiranje uzoraka
jogurta na prisutnost mikroorganizama.

= HrCCP: Osigurati da se koriste samo halal
certificirane starter kulture za fermentaciju jogurta.
Provodenje adekvatnog cis¢enja opreme prije
proizvodnje halal jogurta i skladiStenje jogurta u
odvojenim prostorima od proizvoda koji sadrze haram
sastojke.

Primjena oba sistema omoguéava mlije¢noj industriji
da proizvede sigurne i halal proizvode za potroSace
koji slijede islamske prehrambene zakone.

41

HACCP / HrACCP analiza u kontroli
proizvodnje halal hrane

Da bi se uspostavio sistem kontrole, monitoringa i
pracenja procesa proizvodnje i potvrdilo da je
proizvod halal, potrebno je uspostaviti HrACCP
sistem. HrACCP predstavlja analizu kompletnog
lanca proizvodnje u svim fazama, pocevsi od primarne
poljoprivredne proizvodnje, zatim prerade, pakovanja
i distribucije do korisnika proizvoda. Cilj analize je da
se u svakoj fazi proizvodnje prepoznaju tocke koje
mogu dovesti do eventualog oharamljenja. Zbog toga
je preporu¢eno uraditi analizu harama kako bi se
identificirale tocke moguceg oharamljenja, koje se
skraceno nazivaju HrACCP, prema engleskom Haram
Analysis Critical Control Point, odnosno haram
kriti¢ne kontrolne tocke. Ovaj naziv je usvojen u formi
koja je slicna terminu HACCP (Hazard Analysis
Critical Control Points) koji se odnosi na sistematski
pristup identifikaciji, procjeni i kontroli opasnosti
(hazarda) po sigurnost hrane.
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Slika 1. Struktura HrACCP analize u kontroli proizvodnje
halal hrane (Jasi¢ & Alihodzi¢, 2022)
Figure 1. The structure of HrACCP analysis in the control
of halal food production (Jasi¢ & Alihodzi¢, 2022)

Postoji analogija u pristupu HACCP-a i HrACCP-a.
Kod HACCP-a se koristi tocka u kojoj moze doc¢i do
kontaminacije proizvoda i stvaranje stetnih materija
po zdravlje konzumenata. Kod HrACCP-a moze doéi
do oharamljenja proizvoda, bilo da se Cini greska u
koracima proizvodnje i postupanju sa sirovinama i
meduproizvodima ili da se ¢cini greska u
nematerijalnom pristupu, kao S$to je naprimjer
izgovaranje obrednih rije¢i prilikom halal klanja
zivotinja. Takoder, to mogu biti i drugi agensi koji
mogu uzrokovati oharamljenje. Metodologija i pristup
HACCP-a i HrACCP-a su identi¢ni, s tim §to prvi
traga za hazardom ili opasnos$¢u po sigurnost hrane, a
HrACCP analizira proces da bi se otkrile kriti¢ne
tocke harama. Analiza sama po sebi pocinje od izrade
dijagrama toka proizvodnje, koji je osnova za bilo
koju analizu, bilo da se radi o analizi za utvrdivanje
kriti¢nih kontolnih tocaka ili da se radi o analizi
harama i utvrdivanja kontrolnih tocaka.

Prvi korak u proizvodnji je nabava sirovine i
pomocénih materijala, drugi korak je njihovo
skladistenje, trec¢i korak je obi¢no proces prerade koji
se moze odvijati u vise koraka i tako redom sve do
isporuke proizvoda. Svaki korak je potrebno detaljno
opisati i dati mu posebnu oznaku koja moze biti opisna
ili Sifrirana. Naprimjer, prva faza moze nositi oznaku
Al i odnosi se na nabavu sirovina, druga faza A2
skladistenje sirovina, tre¢a faza A3 procesi prerade,
Cetvta faza A4 je skladiStenje gotovog proizvoda, faza
Ab5 je distribucija do krajnjeg kupca. Sve proizvodnje
SU manje-vise organizirane po ovom principu.

Svaka faza se moze podijeliti na viSe koraka koji se
kasnije analiziraju. Kada se izvrSi opis procesa
proizvodnje sa svim inputima i outputima (ulazima i
izlazima) u svakom koraku, onda se radi dijagram
toka. Ovdje je vazno napomenuti da svaki korak ima
svoje inpute 1 outpute. Tako u koraku ¢iS¢enja i pranja
ulaz je neociscena, a izlaz Cista sirovina, ali takoder
ulaz je i Cista voda, a izlaz otpadna voda. Mogu se,
takode, dodavati sredstva za pranje, npr. soda
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bikarbona i sli¢no. Svi ulazi i izlazi moraju biti jasno
definirani jer oni mogu biti uzrok harama.

S tim u vezi moZe se pozvati na kur'anski ajet koji
porucuje da se ne remeti red na Zemlji, a otpadna voda
je vrsta harama ako Steti okoliSu i ako ¢e onecistiti
vodu za pice, ukoliko se, naprimjer, blizu proizvodnje
nalazi izvor pitke vode. Kada sve ove korake opiSemo
i definiSemo, tada kreiramo dijagram toka
proizvodnje, a zatim se dijagram toka verificira (Jasi¢
i Alihodzi¢, 2022).

Verifikacija podrazumijeva da osoba koja je kreirala
dijagram toka provjerava zajedno sa odgovornom
osobom za odredenu fazu proizvodnje. Prethodno se
za svaku fazu odreduje odgovorna osoba koja se
imenuje u tim za HrACCP analizu. Dijagram toka koji
se verificira na ovaj nain je adekvatan i
vjerodostojan. U pojedinim zemljama u okviru GMP
(Good Manufacturing Practises) uvedena je obaveza
izrade dijagrama toka koji je garancija da se
proizvodnja vrsi na unaprijed propisan na¢in. Dobra
proizvodacka praksa je sistem koji propisuje
minimalne zahtjeve za kontrolu procesa i sanitacije
tokom proizvodnog procesa, prikladnost lokacije,
objekta, opreme i materijala te procese kontrole
Stetoina (Wallace i Williams, 2001).Verifikacija
dijagrama toka je obavezna, a nju vrsi komisija za
verifikaciju. Te komisije sac¢injavaju odgovorne osobe
za pojedine faze procesa proizvodnje. Nakon izrade
dijagrama pristupa se analizi harama u procesu na
osnovu koje se izraduje tablica analize harama u
pojedinim procesima.

Analiza harama

Analizu harama vr$i HTACCP tim kojeg sainjavaju
interni auditori organizacije i osoblje iz razlicitih faza
proizvodnje koje imaju zadatak da definiraju
mogucénosti oharamljenja. Prva faza u uspostavi
HrACCP-a bazirana je na dijagramu toka sa detaljnim
koracima procesa. Pravila kod opisivanja procesa
proizvodnje uz upotrebu dijagrama toka su ista
svugdije u svijetu i postoji nekoliko metoda za pristup
njihovom rjeSavanju.

Primjer analize i odredivanja CCP i HrCCP u
proizvodnji jogurta

HrCCP1: Sirovo mlijeko

Mlijeko i mlije¢ni proizvodi dobijeni od domacih
zivotinja (krave, ovce, koze, deve,) i divljih negrabljivih
(biljojedi) zivotinja (srna, antilopa, divokoza, divlja
goveda) su halal. Kada je u pitanju sirovo mlijeko, od
koji se dobija sirovo mlijeko moraju biti hranjene
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hranom biljnog porijekla, bez upotrebe GMO i drugih
sastojaka zabranjenih za upotrebu.

HrCCP 2: Standardizacija

Tokom standardizacije mlije¢nih proizvoda, razliciti
sastojci se mogu dodati ili ukloniti kako bi se postigao
zeljeni kvalitet i dosljednost proizvoda.

HrCCP3: Dodavanje enzima, kultura i boja

Ovo je najkriti¢nija tocka u proizvodnji sira zbog toga Sto
starter kulture i enzimi koji se koriste u mlije¢noj industriji
mogu biti od dozvoljenih i zabranjenih Zivotinja, kao i od
mikroorganizama. Ukoliko su enzimi i starter kulture

porijeklom od zabranjene Zivotinje onda nisu dozvoljeni
za upotrebu u proizvodnji halal mlije¢nih proizvoda.
Enizmi porijeklom od dozvoljenih Zivotinja 1
mikroorganizma su dozvoljeni u proizvodnji mlije¢nih
proizvoda. Takoder, ako se u proizvodnji upotrebljavaju i
drugi sastojci, moraju biti dozvoljeni. Sve navedeno
potrebno je dokumentovati.

HrCCP 4: Pakovanje

Pakovanje se mora obaviti u Cistim i prikladnim
ambalaznim oblicima. Ako se vosak nanosi kao
barijera za vlagu ili konzervans, mora biti ¢istog halal
kvaliteta. Etikete trebaju imati jasne halal oznake.

Tablica 4. Identifikacija opasnosti, analiza rizika i identifikacija CCP za jogurt
Table 4. Hazard identification, risk analysis and identification of CCPs for yogurt

ODREDIVANJE KRITICNIH KONTROLNIH TACAKA NA OSNOVU STABLA ODLUCIVANJA

JOGURT

Procesni korak Hazard Preventivna mjera Q1 Q@2 @ a4 ccp
Fizi¢ki Provjera ispravnosti opreme, crijeva, filtera za preciséavanje mlijeka
- Hemijski Kmoi;::;zlfg;nnliijzeal:apirljf preuzimanja. Kontrola temperature, % MM, °SH, broja DA DA DA NE ccp1
Bioloski Kontrola na prisustvo rezidua HrCCPL
Haram Prisustvo rezidua i kontrola i provjera ishrane stoke DA DA DA NE
Fizi¢ki Kontrola sistema za hladenje, prisustva rashladne tecnosti, ventila
Hladenje Hemijski DA DA DA DA
Bioloski
Fizicki Kontrola ispravnosti posuda za lagerovanje mlijeka
Skladistenje Hemijski Dezinfekcija tankova i cjevovoda DA DA NE -
Bioloski
Fizi¢ki Kontrola ispravnosti separatora, manometra i cjevovoda
Separacija Hemijski Dezinfekcija separatora i cjevovoda DA DA DA NE CcCcP2
Bioloski
Fizicki Kontrola ispravnosti opreme
o Hemijski Kontrola materijala (Interni standard) DA DA DA NE cCcP3
Standardizacija Biolozki HrCCP2
Haram Kontrola halal statusa materijala koji se dodaju DA DA DA NE
Fizicki Provjera ispravnosti opreme, cjevovoda, manometara, automatike i sl.
Pasterizacija Hemijski Pranje i dezinfekcija opreme i cjevovoda DA DA DA NE CCP4
Bioloski
Fizicki Kontrola fizi¢ke ispravnosti pribora
Hemijski Kontrola materijala (Interni standard), sterilizacija pribora DA DA DA NE C€cPs
Inokulacija Biolozki HrCCP3
Haram Kontrola halal statusa i porijekla starter kultura DA DA DA NE

S obzirom da je metodologija odredivanja Haram
kriti¢nih kontrolnih to¢aka HACCP mozZe se Koristiti
isto stablo odlucivanja ili modififikovano stablo
odlu¢ivanja kako bi se odredile HrCCP i CCP.
Odredivanje kriti¢nih kontrolnih tocaka za HACCP i
HALAL moze se inkoporirati u istu tablicu. Takode na
jednom dijegramu toka mogu se oznaciti i HrCCP 1
CCP. S obzriom da jedan od uvijeta halal standadarda
da je hrana sigurna za konzumaciju, da nije otrovno,
opojno ili Stetno po zdravlje, definisane kriticne
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kontrolne toc¢ke ne moraju se posebno definisati prema
HrCCP, jer je ve¢ njima definisana prevencija
narusavanja zdravstvene opasnosti proizvoda.
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FILTRIRANJE

HrCCP-1 cCP-1 ’ PRIJEM MLIJEKA ‘ _________
l DEAERACIJA
B
CcP-1 ’ HLABENJE ‘
¢ B2y
CcP-2 ’ PRIJEMNI TANK ‘
v
CCP-2 ’ SEPARACIJA ‘ VISAK MM,
i Baa
CP-3 ’ OBRANO MLIJEKO ‘
v
Ccp4 TRANSPORT U STANDARDNI
l Bs.1
HrCCP-2 CCP-3 ’ STANDARDIZACIJA ‘
l STANDARDIZACIJA SUHE TVARI
CP-5 ’ HOMOGENIZACIJA ‘ Bsz
CoP4 ’ PASTERIZACIA ‘
HICCP-3 cCP5 ’ INOKULACIJA ‘
CP6 ’ INKUBACIJA ‘
v
cP7 ’ HLADENJE ‘
HICCP-4 > ccp-6 ’ PAKOVANJE ‘
cP-8 ’ ZBIRNO PAKOVANJE ‘
SKLADISTENJE

P9 ’

Slika 2. Primjer dijagrama toka za proizvodnju jogurta sa ozna¢enim CCP i HrCCP to¢kama
Figure 2. An example of a flow chart for yogurt production with marked CCP and HrCCP points

Procesni dijagrami toka su, zajedno sa opisom
proizvoda, osnova za identifikaciju i analizu harama.
U njih je potrebno ukljuciti detalje svih procesa —
spremnike, transportne puteve, zastoje, kontrolu i sl.
Potrebno je oznaciti sve ulaze u procese: sirovine,
ambalazu, pomo¢ni materijal (pranje i ¢iS¢enje, voda,
ljepilo, plinovi i sl.) te sve izlaze iz procesa: proizvodi,
otpad, dorade i popravci. Dijagram toka omogucava
da se u svakom koraku procesa identificira i opise
haram, a zatim sacini lista svih mogu¢ih harama u
svakoj fazi ili koraku proizvodnje.

Prilikom analize u pogonima prehrambene industrije
moraju se razmotriti moguca oharamljenja koja poti¢u
od: sirovina, ambalaze ili pomoénih materijala,
dizajna i razmjeStaja masina i ostale opreme i njihovog
odrzavanja, higijene i sanitacije, zastoja i pauza u
proizvodnji, proizvodnih i skladi$nih prostora, ljudi,
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postupka pakovanja, skladiStenja i distribucije, a svaki
pojedini procesni korak specificirati u dijagramu.

Da bi se potvrdila to¢nost procesnog dijagrama toka,
HrACCP tim je duzan provesti verifikaciju dijagrama
toka u proizvodnom pogonu. Verifikacija se vrsi
obilaskom svakog naznacenog procesnog koraka,
kontrolom svih ulaza i izlaza, te svih naznaCenih
ostalih vrijednosti i podataka. O provedenoj
verifikaciji potrebno je saciniti zapis, te po potrebi
korigovati procesne dijagrame.

Uspostava monitoringa

Nakon uradenog dijagrama toka, njegove verifikacije,
izrade analize harama i odredivanja HrACCP-a,
uspostavlja se plan monitoringa kako bi se mogao
nadzirati tok proizvodnje.
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Tablica 5. Primjer plana monitoringa HrCCP
Table 5. An example of the HrCCP monitoring plan

HrCCP Procesni Preventivna Korektivna NADZOR
korak /opis | mjera mjera
harama §TA? KO? GDJE? KAKO? KADA?
Prijem OS|gulranJe Nabava Prijem Sef U skladistu PrFJVJerom Pri svakom
HrCCP1 N halal sirovina halal . L Izjava od . o
mlijeka ) L mlijeka nabave sirovina e prijemu sirovina
u nabavi sirovina dobvljaca
. Osigurati da Nab?va. Nabava i & v odjelq Provjerom . . .
Standardiza o sirovina i i Sef nabave i o Pri svakoj novoj
HrCCP2 N su sirovine . prijem " specifikacija i i )
cija . pomo¢nih ) nabave skladiStu o isporuci
halal porijekla . supstanci o certifikata
supstanci sirovina
Zamjena .
Osigurati da mikrobnih , “ U Odjelu. Provjerom . . .
. . Mikrobne Sef nabave i o Pri svakoj novoj
HrCCP3 Inokulacija su mikrobne kultura sa " specifikacija i ; )
kulture nabave skladista o isporuci
kulture halal halal o certifikata
" sirovina
porijeklom
Osigurati Zamijena . - Provjerom . . .
HrCCP4 Pakovanje halal status ambalaze Ambalazg ! Tehnolog Na “n”l. specifikacija i Pri ;vaKOJ n.ov01
. pakovanje pakovanja . isporuci
ambalaze za halal certifkata

Potrebno je definirati i uspostaviti sistem posmatranja
(monitoringa) identificiranih HrACCP. To moze biti
procedura ili opisan postupak koji definara: Sta, ko,
kada i kako nadzire. Pri tome se vode odgovarajuci
zapisi koji se Cuvaju najmanje za dvostruki period
koliko je rok trajanja proizvoda.

Plan monitoringa treba da definira kako se kontrolise
HrACCP, gdje, kada i ko kontroliSe i Sta se poduzima
ukoliko bi doslo do oharamljenja proizvoda.

U tablici se obavezno navode faze i koraci procesa
proizvodnje, a potom se daje ocjena potecijalnog
harama, vjerovatnoc¢a da se to moze dogoditi i mjere
koje treba poduzeti unaprijed da se takav dogadaj
prevenira i sprijeci. Dobro uradena analiza harama je
prvi korak za upjeSnu prevenciju. Ovdje se koristi
proaktivni preventivni pristup, S$to zna¢i da se
unaprijed preduzmu sve mjere i da se rizici svedu na
minimum. Nakon kreiranja tablice, kompletirane
analize opasnosti i odredivanja HrACCP-a, pristupa se
izradi kartica kontrole.

Neki procesi proizvodnje mogu biti potpuno halal, $to
znali da cijeli sistem bude halal, a neki mogu biti
djelimi¢no halal, odnosno dobiti certifikat samo za
jedan proizvod ili seriju proizvodnje. Kada je
proizvodni pogon halal u cijelosti, onda haram mora
biti iskljucen iz svih faza proizvodnje i onemoguciti
da dode do oharamljenja u bilo kojoj fazi. Medutim,
cesto firme imaju potrebu za certificiranjem za samo
jedan ili viSe halal proizvoda. U tom slu¢aju moguce
je izvesti certificiranje samo odredeng broja

45

proizvoda, proizvodnih linija,
Certificiranje odredene proizvodne linije
podrazumijeva uspostavu HrACCP-a na toj
proizvodnoj liniji. Potrebno je uspostaviti preventivne
mjere da ne dode do mijeSanja sa sirovinama i
sastojcima koji nisu halal sa drugih proizvodnih linija.

jedne ili viSe Sarzi.

Uspostava postupka verifikacije i validacije
HACCP/HrACCP

Uspostava postupka verifikacije HACCP/HrACCP-a
sastoji se od izrade prakticnog plana za provjeru da li
HACCP/HrACCP  funkcionira ili ne. Prema
definicijima iz standarda I1SO 9000, pod verifikacijom
se podrazumijeva potvrdivanje i pruzanje objektivnog
dokaza da su ispunjeni specificirani zahtjevi, dok se
pod validacijom podrazumijeva potvrdivanje
pruzanjem objektivnog dokaza da su ispunjeni
zahtjevi za specificnu predvidenu upotrebu ili
primjenu.

Prema tome, verifikacija i validacija halala su skup
aktivnosti  kojima se utvrduje odgovara li
HACCP/HrACCP  zahtjevima  halala.  Proces
verifikacije je procjena da li proizvod, proces i sistem
ispunjavaju zahtjeve i uvjete Kkoji su zadani u
dokumentaciji.

Potrebno je uspostaviti i postupke validacije procesa i
proizvoda, a ako se certificira kompletan halal sistem
onda je potrebno uspostaviti validaciju i verifikaciju
sistema. HACCP/HrACCP predvida uspostavljanje
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postupaka koji treba da potvrde kontrolu
identifikovanih haram to¢aka i da provjere da li sistem
funkcionira kako je predvideno.

Validacija (utvrdivanje valjanosti) treba da osigura da su
informacije toéne, potvrduje da se identificirane haram
tocke kontroliraju uspostavljenim HACCP/HrACCP
planom, ali i utvrduju da li su obuhvadene sve
potencijalne haram opasnosti. Validacija provjerava
procese i ocjenjuje da li oni odgovaraju stvarnim
zahtjevima i potrebama korisnika.

Ukoliko je HACCP/HrACCP validiran i verificiran, to
ne zna¢i da on ne moze imati gresku, ve¢ da je
pouzdan i pogodan za proizvodnju halal hrane zato $to
postoji neprekidni monitoring i vrSi se njegova

validacija.
Uz pojam verifikacije i validacije Cesto se veze i
pojam  testiranje  koje predstavlja  aktivnost

ocjenjivanja, najcesce, proizvoda kroz pronalaZenje
neispravnosti i pogreSaka.

Metode koje se koriste za verifikaciju i validaciju su
statiCka verifikacija, validacija i testiranje.

Nakon verifikacije se vrsi validacija, koja se ogleda u
kontroli proizvoda. Najcesce je to analiza proizvoda
na prisustvo harama. Verifikacija i validacija
proizvoda su esencijalne u odredivanju kriti¢nih
kontrolnih to¢aka i njihovom pracenju. Drugi oblik
verifikacije je interni i eksterni audit. Audit je takoder
metoda verifikacije.

Uspostava dokumentacije

Za implementacju HACCP/HrACCP potrebno je
dokumentirati sve procedure i upravljati zapisima u
skladu sa metodama upravljanja dokumentima i
obrascima koji se rade po ISO standardima. Sve vrste
dokumenata rade nosioci procesa u skladu sa
odgovornostima za obavljanje poslova. Svi dokumenti
Se 0znacavaju prema pravilima o nac¢inu oznacavanja
u skladu sa I1SO standardima.

Znacajniji dokumenti vezani za HACCP/HrACCP su
interni standardi sirovina, specifikacija gotovih
proizvoda, planovi kontrole, identifikacija i analiza
harama po procesima, odredivanje CCP/HrCCP,
uspostavljanje monitoringa sa planovima monitoringa,
validacija proizvoda, odnosno dokazi o izvrSenoj
validaciji, zapisi i dr.

Zakljucéak

Sigurnost i kvaliteta proizvoda - Implementacija
HACCP i HrACCP sistema doprinosi postizanju
visokih standarda sigurnosti i kvalitete mlijeCnih
proizvoda. Kroz identifikaciju i kontrolu kriti¢nih
kontrolnih to¢aka (CCP) u proizvodnom procesu,
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smanjuje se rizik od kontaminacije i osigurava se
zdravstvena ispravnost proizvoda.

Integracija HACCP i HrACCP sistema - Primjena
kombinovanog pristupa HACCP i HrACCP sistema u
mlije¢noj industriji pruza sveobuhvatan okvir za
osiguranje sigurnosti hrane, kao i uskladenosti sa halal
standardima. Ovaj integrisani pristup omogucava
efikasno upravljanje bioloskim, kemijskim i fizickim
opasnostima, dok istovremeno garantuje da proizvodi
ostaju u skladu sa halal standardima za hranu.

Halal standardi u mlije¢noj industriji - HrACCP
sistem je kljucan za osiguranje da mlijecni proizvodi
zadovoljavaju halal standarde. To ukljucuje nabavku
sirovina iz halal izvora, kontrolu proizvodne opreme,
kao i skladiStenje i transport u skladu sa halal
pravilima. OdrZavanje ovih standarda povecava
povjerenje potroSaca i omogucava pristup Sirkom
trzistu halal proizvoda.

Prakti¢na primjena u industriji - Kroz primjere iz prakse,
ovaj rad pokazuje kako se HACCP i HrACCP sistemi
mogu efikasno integrisati u sve faze proizvodnje
mlije¢nih proizvoda. Uspjesna primjena ovih sistema
demonstrira mogucénost postizanja dualne uskladenosti sa
sigurnosnim i vjerskim standardima, §to je od posebnog
znacaja za industrije koje ciljaju halal trzista.

Doprinos globalnoj sigurnosti hrane - Implementacija
HACCP i1 HrACCP sistema u mlije¢noj industriji ne
samo da doprinosi lokalnim standardima kvalitete i
sigurnosti, ve¢ i globalnoj sigurnosti hrane. Ovi
sistemi omogucéavaju proizvodaCima da proizvode
visokokvalitetne, sigurne i halal proizvode koji su
konkurentni na medunarodnom trzistu.
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review paper
Summary

The paper analyzes the implementation and application of the HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) and HrACCP
(Haram Analysis Critical Control Points) systems in the dairy industry, with special reference to ensuring food safety and product
compliance with the halal food standard. The HACCP system is globally recognized as a key tool for the identification,
assessment and control of biological, chemical and physical hazards in the food industry. In the dairy industry, the application
of HACCP includes the identification of hazards, the determination of critical control points (CCPs), the establishment of critical
limits, the monitoring of these points, the implementation of corrective measures in case of deviations, and the verification and
recording of the entire process.

The HrACCP system, on the other hand, represents a specific approach adapted to halal standards, with a focus on identifying
and controlling points in the production process that could make the product non-halal (haram). This includes sourcing raw
materials from halal sources, ensuring the cleanliness of equipment, and controlling storage and transportation to prevent
contamination with haram substances.

The paper emphasizes the importance of combining both systems in the dairy industry in order to produce safe and halal products,
thus meeting the requirements of both safety standards and Islamic regulations. Through examples from practice, the paper shows
how HACCP and HrACCP are integrated in different stages of dairy production, thus ensuring their quality and compliance with
standards.

Keywords: HACCP, HrACCP, health safety, halal, haram
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Instructions to authors

Authors are kindly asked to read the following instructions while preparing the manuscript for publishing in the
journal Food in health and disease.

Food in health and disease is a scientific-professional journal of nutrition and dietetics, published by the Faculty of
Pharmacy, University of Tuzla with Co-Publisher Faculty of Food Technology Osijek, Josip Juraj Strossmayer
University of Osijek.

Food in health and disease publishes original scientific papers, preliminary communications, scientific notes,
reviews and professional papers. All papers need to be written and submitted in English. All contributing
manuscripts will be subjected to critical peer review.

Difference between scientific and professional papers is in the originality of methods, results and conclusions.
Although a professional paper may imply more tangible applications it is generally not considered a new scientific
contribution.

Original scientific papers report unpublished results of original research. They must contain significant and
original observations to be critically evaluated. Experimental data should be presented in a way that enables
reproduction and verification of analyses and deductions on which the conclusions are based.

Preliminary communications include short information on the results of scientific research which require
immediate publication.

Scientific notes include reports on shorter but completed research or descriptions of original laboratory technigques
(methods, apparatus etc.) and should be concise.

Reviews are original, critical and up-to-date surveys of an area in which, preferably, the author himself/herself is
active. They should include recent references from international publications.

Professional papers present new possibilities of improvement within the area of food technology. The emphasis is
on the application of known methods and facts as well as on broadening the knowledge in the particular area. The
acquired knowledge is applied to the object of research.

Procedure

All contributions are evaluated according to criteria of originality and quality of their scientific and professional
content. All manuscripts received for consideration will be acknowledged by the Editorial office. All manuscripts
are sent to at least two referees. Based on their opinion, the Editor and the Editorial Board bring a decision about
the acceptance of the manuscripts. Contributions may be rejected without reviewing if considered inappropriate for
the journal.

Copyright

The authors bear the sole responsibility for the content of the contributions. The Editorial Board assumes that by
submitting their papers the authors have not violated any internal rules or regulations of their institutions related to
the content of the contributions and that they have not submitted the paper somewhere else. The acceptance of the
paper obliges the authors not to publish the same material elsewhere.

Manuscript preparation

The manuscript should consist of max. 15 type written pages including tables, graphs, schemes and photographs. It
should be written with 1.5 spacing on one side of the paper and margins 2.5 cm. For the text should be used normal
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plain font (Times New Roman, font size 12). The title of the manuscript and the title of the chapter should be short
and written in bold. The title of subheading should be written in italic.

Under the title, author/s full name/s and surname/s should be written, with asterisk next to the name of the
corresponding author. Footnote at the bottom of the first page should contain information about the corresponding
author (address and e-mail). The affiliations for all authors must be given in the following sequence:
University/Institution, Faculty/Department, Postal address, City, Country. When authors have different affiliations,
should be used superscripted Arabic numbers after last name of the author.

Manuscript has to be written without spelling mistakes, impersonal style. It is the author’s responsibility to ensure
that papers are written in clear and comprehensible English. Authors whose native language is not English are
strongly advised to have their manuscripts checked by an English-speaking colleague prior to submission.

The first word in the paragraph must not be retracted. Paragraphs have to be separated by clicking on enter key.
Pages have to be numerated (on the bottom right). For decimal numbers in text and tables dot should be used.

Latin words, phrases and abbreviations, including generic and specific names, should be written in italic.

Manuscripts should be submitted by e-mail, as attached document, to the Editor’s office. The manuscripts
should be sent to the following address:

journalFHD@gmail.com

For clearness the paper should be divided into the following sections: Summary, Keywords, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions and References.

Summary

Summary must not exceed 300 words and has to show relevant data, methodology, main results and conclusion. It
should not contain abbreviations or references. After summary, authors are asked to list several keywords.

Keywords

Keywords include the main topic of the paper and should not contain more than 5 words or phrases, which should
be separated by commas.

Introduction
Introduction should refer to previous research results and explain the purpose of the investigations.
Materials and methods

Experimental part should be written clearly and in sufficient detail to allow the work to be repeated. Materials and
Methods should indicate instruments, samples, subjects, chemicals, etc., giving enough details only if new methods
and/or procedures and/or principles are used. For the well-known methods and techniques an adequate reference(s)
citation will suffice.

Results and discussion

The information given in tables and figures should not be repeated, and only relevant data discussed and explained.
Combining the results with discussion can simplify the presentation.

Tables and figures should be completely understandable without reference to the text. For publishing reasons, they
have to be delivered in graphical formats (*.xls, *.tif or *.jpg) and at the end of the paper.

All illustrations (graphs, schemes, diagrams, pictures, etc.) should be named as figures. Refer to figures by the
abbreviation "Fig.". All figures and tables should be cited in the text and numbered consecutively throughout.
Preferred program for preparing figures and tables is Microsoft Office Excel.

50



Hrana u zdravlju i bolesti, znanstveno-stru¢ni ¢asopis za nutricionizam i dijetetiku (2024) 13 (1) 49-52
Food in Health and Disease, scientific-professional journal of nutrition and dietetics (2024) 13 (1) 49-52

Be sure to use lettering, data lines, and symbols sufficiently large and thick to be clearly legible when the figure is
reduced to the normal published size. In graphs and charts, curves should be identified by using different symbols
for points (¢, 0, o, O, m, A, etc.) and not by line width or colour. Several figures should be grouped in a plate on
one page. Do not place figures into bordered frames. Figure caption and legend should be placed at the bottom of
each figure, while table headings should appear above the tables. The text into the figures and tables should be
written in the same language as the body text.

Whenever possible formulae and equations are to be written in one line, centred on the page, and consecutively
numbered in Arabic numbers between round brackets at the right margin of the paper. Refer to equations by the
abbreviation "Eq.".

Sl (System International) units should be used. Only symbols (not their subscripts, superscripts or description in
brackets) of physical quantities should be written in italic. All physical quantities given in table columns or rows
and corresponding table headings with units, or graphical plots and corresponding table headings with units, or
graphic plots and corresponding axis labels should conform to the algebraic rules, i.e.

physical quantity / unit = numerical value.

It is preferred to write the measurement units as “kg/m*”.

Conclusions
Conclusions have to briefly explain significance of the research results.
References

References should be selective rather than extensive (with the exception of review articles). Literature citations in
the text should be referred by author’s last name and year, in brackets, such as (Knowles, 2007), or with the last
name of the author as part of the sentence, immediately followed by the year of publication in brackets, such as
(“Smith (1963) reported growth on media.”). If there are more than two authors, mention the first author and add et
al., followed by the year.

In the reference list which has to be written at the end of the paper, all authors have to be listed (surname and name
initials — capitalizing only the initial letters) in alphabetical order, and paper of the same author by chronological
order. If there are more papers from the same author published in the same year, references have to be
differentiated by letters in the text (a, b, ¢, d) behind the year of publishing. In case of multi author papers, in
reference list all the authors have to be written (not the first author and mark “et al.”).

Italicize only those words that were underlined or italicized in the original, such as names of microorganisms. Also
titles of journals have to be written in italics.

For papers published on the web, it is necessary to write the source and the date when the paper was downloaded,
besides basic information (title, author’s name, etc.).

Abbreviations for periodicals should be in accordance with the latest edition of the Thomson ISI List of Journal
Abbreviations (Thomson Scientific, USA). Full stop should be used after each abbreviation.

Reference list should be written as shown:
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