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1. UVOD

U danasnjem svijetu, upotreba L-glutaminske kiseline kao prehrambenog aditiva postala je
uobiCajena praksa radi poboljSanja okusa raznih prehrambenih proizvoda, ukljuujuci
koncentrate za juhe i umake, preradene mesne proizvode, krekere, konzerviranu hranu, gotova
jela i brojne druge. L-glutaminska kiselina, iako poc¢etno koristena kao zamjena za sol radi
smanjenja njezinog udjela u hrani, u konacnici dovela je do pojave razli€itih simptoma koji su
nazvani sindrom kineskog restorana (Kazmi i sur., 2017). Osim toga, prekomjeran unos L-
glutaminske kiseline moze biti povezan s nizom zdravstvenih problema, poput
neurodegenerativnih bolesti (npr. Alzheimerove i Parkinsonove bolesti), pretilosti, alergijskih
reakcija te bolesti povezanih s kardiovaskularnim sustavom i imunoloskim odgovorom (Bera i
sur., 2017).

Obzirom na potencijalno Stetne ucinke, vazno je redovito kontrolirati prehrambene aditive
poput L-glutaminske kiseline i njezinih soli radi osiguranja sigurnosti i zdravstvene ispravnosti
hrane (Brosnan i sur., 2014). Glutaminska kiselina, kao neurotransmiter, ima kljuénu ulogu u
tijelu, no njezin viS8ak moze imati Stetne ucinke poput ekscitotoksi¢nosti, koja moze uzrokovati

ostecéenja ili Cak smrt stanica (Samuels, 2020).

S druge strane, svinjsko meso je cijenjeno zbog bogatog okusa i visoke nutritivne
vrijednosti, pri €emu aminokiseline poput glutaminske kiseline igraju klju¢nu ulogu u formiranju
okusa. Napredak u tehnologiji proizvodnje aminokiselina omogucio je njihovu primjenu u
unapredenju kvalitete mesa, Sto je od iznimne vaznosti s obzirom na rastucu potraznju za
visokokvalitetnim mesom (Ma i sur., 2020). Promjene u prehrambenim navikama, s naglaskom
na konzumaciju brze hrane, postale su globalni zdravstveni problemi koji zahtijevaju povecanu

svijest o vaznosti zdrave prehrane (Banerjee i sur., 2021).

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti udio dodane L-glutaminske kiseline kao aditiva u mesnim
proizvodima te implementirati dobivene rezultate u analizu njenog potencijalnog toksi¢nog
djelovanja. Takoder, istrazivanjem se provjerila uskladenost proizvoda sa zakonskim propisima
o dodatku L-glutaminske kiseline u mesne proizvode te se istraZilo postoje li razlike u koli€ini

dodane L-glutaminske kiseline unutar razliitih kategorija mesnih proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

Glutaminska kiselina najéeSce se u prehrambene proizvode dodaje u obliku mononatrijevog
glutamata (engl. monosodium glutamate, MSG), prehrambenog aditiva koji poboljSava okus
hrane dajuéi pikantan umami okus te prirodno prisutnog i u namirnicama poput zrelih raj€ica,
sira, mahuna i kukuruza (Yamaguchi i Ninomiya, 2000). MSG djeluje kao neurotransmiter u
mozgu, ali prekomjeran unos moze izazvati zdravstvene probleme poput pretilosti,
neurotoksi¢nosti, kardiovaskularnih i jetrenih problema te problema s imunoshim sustavom
(Hazzaa i sur., 2020). lako je odobren kao siguran aditiv, velika koli¢ina glutamata moze biti

ekscitotoksicna, uzrokujuci ostecenje ili smrt neuronskih stanica (Samuels, 2020).

2.1. KEMIJSKI OPIS L-GLUTAMINSKE KISELINE

Prema Uredbi Komisije (EU) br. 231/2012 spoj glutaminske kiseline identificiran je kao:

Kemijski naziv: L-glutaminska kiselina, L-2-amino-pentandioi¢na kiselina (slika 1)

Kemijska formula: CsHgNO4

Molekulska masa: 147,13 g/mol

Topivost: slabo je topljiv u vodi i prakti¢ki netopljiv u etanolu ili eteru
FiziCki opis: bijeli kristali ili kristalni prah

0] o]
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Slika 1. Kemijska struktura L-glutaminske kiseline (prema EFSA Panel, 2017)

2.2. L-GLUTAMINSKA KISELINA KAO ADITIV

L-glutaminska kiselina se u znacajnim koli¢inama nalazi u hrani bogatoj bjelanéevinama,
poput sira, pile¢eg, govedeg i svinjskog mesa (Ninomiya, 1998). Ovaj aditiv ne pojatava okuse
slatkog, slanog, gorkog i kiselog, ve¢ poja¢ava sloZzene arome mesa, morskih plodova ili povréa
s okusom umami (Anderson i sur., 2018), poznat kao peti okus te se Cesto opisuje kao mesni

okus (Yamaguchi i Ninomiya, 2000).

U 1960-ima, glutaminska kiselina je postala uobiCajen aditiv, a hidrolizirani proteinski
proizvodi poput biljnih bjelan€evina, natrijevog kazeinata i autoliziranog kvasca postali su

popularni. Pocetkom 1970-ih, proizvodne tvrtke zamijenile su glutaminsku kiselinu



hidroliziranim biljnim bjelan€evinama i autoliziranim kvascem u djecjoj hrani, ali su sastojci s
glutaminskom kiselinom ostali u formulama za dojencad do kasnih 1970-ih. U posljednjih 30
godina, upotreba glutaminske kiseline znacajno se povecala, te je sada prisutna u mnogim
prehrambenim proizvodima, kao $to su smrznuti obroci, krekeri, konzervirana tuna, juhe,

preradeno meso, dodaci prehrani, formule za dojen¢ad, preljevi za salate (Kazmi i sur., 2017).

Glutamat se prirodno nalazi u hrani u slobodnom obliku i vezan za bjelancevine. On Cini oko
8 - 10 % sadrzaja aminokiselina prosjecnih prehrambenih bjelan€evina (Raiten i sur., 1995).
Odrasli Amerikanci konzumiraju oko 100 g bjelan€evina dnevno, $to dovodi do unosa glutamata
od 8- 10 g, odnosno 110 - 140 mg/kg za osobu tedku 70 kg (Austini sur., 2011). S druge strane,
unos MSG-a u prehrani Azijata varira od 1120 do 1600 mg dnevno u japanskoj populaciji, 1570
do 2300 mg dnevno u juznokorejskoj populaciji te 3000 mg dnevno u tajvanskoj populaciji
(Raiten i sur., 1995). Za osobu na Tajvanu teSku 60 kg koja unosi 2400 kcal dnevno, unos
bjelangevina iznosio bi oko 90 g dnevno Sto predstavlja unos glutamata iz prehrambenih
bjelan&evina iznosi oko 150 mg/kg dnevno, dok unos dodanog glutamata iznosi oko 50 mg/kg

dnevno, Sto Cini oko 25 % ukupnog dnevnog unosa glutamata (Brosnan i sur., 2014).

Globalna potroSnja glutaminske kiseline se udvostrucila iz nekoliko razloga. U azijskim
zemljama, potraznja je povecana zbog promjena prehrambenih navika, urbanizacije,
poboljSanog Zivotnog standarda i razvoja prehrambeno-preradivacke industrije. Medutim,
prednosti upotrebe ovog aditiva su brojne: pruza umami okus, smanjuje potrebu za soli i
mastima bez promjene okusa, moze se Koristiti kao zamjena za kuhinjsku sol jer sadrZi tre¢inu
natrija, te se koristi za poboljSanje okusa hrane kod pacijenata koji su izgubili apetit. Osim toga,
njegova laka dostupnost, prihvacenost medu potrosacima i isplativost povecali su njegovu

upotrebu u prehrambenoj industriji (Kazmi i sur., 2017).

2.2.1. Procjena sigurnosti L-glutaminske kiseline kao aditiva

L-glutaminska kiselina i glutamati (E 620 — 625) odobreni su kao prehrambeni aditivi u EU
(EVU) br. 231/2012. L-glutaminsku kiselinu i njezine natrijeve, kalijeve, kalcijeve, amonijeve i
magnezijeve soli, koje se koriste kao dodaci hrani, procijenio je Znanstveni odbor za prehranu
(engl. Scientific Committee on Food, SCF) 1990. godine te zaklju€io da ne postoji zabrinutost
za zdravlje s obzirom na visoki unos glutamata hranom (EFSA Panel, 2017). Zajednicki
FAO/WHO stru¢ni odbor za prehrambene aditive (engl. Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives, JECFA) ponovno je procijenio L-glutaminsku kiselinu i njezine soli 1970. i 1973.
godine, te je postavio prihvatljivi dnevni unos (engl. acceptable daily intake, ADI) na 0 - 120

mg/kg tjelesne mase dnevno (JECFA, 1974).



Ponovna procjena 2015. godine pokazala je da L-glutaminska kiselina i njezine soli uzrokuju
nisku akutnu toksi¢nost. Studije akutne i subkronine izlozenosti nisu otkrile Stetne ucinke pri
uzimanju ovih aditiva u dozama do otprilike 5000 mg/kg tjelesne mase dnevno (kratkoro€ne
studije) i 5250 mg/kg tjelesne mase dnevno u jednom testu grani¢ne doze. Panel je procijenio
da su dostupni podaci o genotoksi¢nosti dovoljni za procjenu genotoksi¢nosti glutamata. Na
temelju toga, Vije€e je zakljuCilo da glutaminska kiselina i njezine soli (E620 - E625) ne

predstavljaju rizik od genotoksi¢nosti kada se koriste kao dodaci hrani (EFSA Panel, 2017).

2.3. 1ZLOZENOST L-GLUTAMINSKOJ KISELINI PUTEM HRANE

ANS Panel procijenio je kroni¢nu izlozenost glutaminskoj kiselini i glutamatima (E620 -
E625) za razliCite skupine stanovnistva, ukljuCuju¢i dojen¢ad, malu djecu, djecu, adolescente,
odrasle i starije osobe. Izlozenost prehrambenim aditivima glutaminske kiseline i glutamata
(E620-E625) izraCunata je mnozenjem njihovih koncentracija u svakoj kategoriji hrane s
koli¢inom potrosnje po kilogramu tjelesne mase za svaku osobu. Na temelju toksikoloske baze
podataka i razine bez opaZenog Stetnog ucinka (engl. no observed adverse effect level,
NOAEL) od 3200 mg/kg tjelesne mase dnevno, utvrdenog u studiji neurorazvojne toksic¢nosti,
te primjenom faktora sigurnosti od 100, ANS Panel je utvrdio ADI od 30 mg/kg tjelesne mase
dnevno, izrazen kao glutaminska kiselina, za L-glutaminsku kiselinu i glutamate (E620 - E625).
Doze koje su povezane s glavoboljom iznose 85,8 mg/kg tjelesne mase dnevno, s poviSenim
krvnim tlakom 150 mg/kg tjelesne mase te s povecanjem inzulina vise od 143 mg/kg $to je iznad
ADI vrijednosti (EFSA Panel, 2017).

2.4. MEHANIZAM DJELOVANJA L-GLUTAMINSKE KISELINE

Glutaminska kiselina, neesencijalna je aminokiselina koja je najzastupljenija slobodna
aminokiselina u mozgu te sluzi kao klju¢ni ekscitacijski neurotransmiter u srediSnjem Zivéanom
sustavu (engl. central nervous system, CNS). Osim toga, glutamat ima ulogu u odrzavanju
redoks ravnoteze piridinskih nukleotida i sluzi kao izvor energije. Metabolizam glutamata je
usko povezan s Krebsovim ciklusom, pri ¢emu glutamat dehidrogenaza katalizira reakciju
glutamata s oksidiranim oblikom nikotinamid adenin dinukleotida (NAD*) kako bi se proizveli a-
ketoglutarat i nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) (Krebs i Veech, 1969). Kada su razine

glukoze u mozgu niske, glutamat sluzi kao alternativni izvor energije (Miller i sur., 1975).

Glutamat se oslobada iz presinapti¢kih neurona pri prijenosu ziv€anih impulsa i veZe se na
glutamatne receptore na postsinaptickim neuronima. Ova neurotransmisija se prekida
preuzimanjem glutamata od strane astrocita. Istrazivanja su pokazala da vrlo visoke doze

glutamata mogu uzrokovati oste¢enje mozga u podrucjima nezastiCenima krvno-mozdanom



barijerom (engl. blood-brain barrier, BBB), $to podrzava teoriju da prekomjerna stimulacija
ekscitatornih receptora moze dovesti do smrti neurona (Price i sur., 1981). Ova hipoteza je
dodatno potkrijepljena kao objasnjenje ostecenja neurona u akutnim stanjima poput mozdanog
udara (Martin i sur., 1994). Subkutana primjena visokih doza glutaminske kiseline i njenih soli
u Stakora tijekom ranog postnatalnog razdoblja izaziva citotoksi¢ne efekte u CNS-u (Urefia-

Guerrero i sur., 2003).

Receptori za umami okus, koji se nalaze na jeziku, grlu i cijelom gastrointestinalnom traktu,
igraju vaznu ulogu u tim procesima (Stanska i Krzeski, 2016). Na slici 2 prikazan je metabolizam
glutamata koji zapocinje u crijevnim enterocitima gdje se pretvara u a-ketoglutarat, a zatim ulazi
u Krebsov ciklus tj. ciklus trikarboksilnih kiselina (engl. tricarboxylic acid cycle, TCA cycle) za
razliite aminokiseline ili glukozu. Istrazivanja su pokazala da se vecina glutamata iz hrane
oksidira u crijevima pri prvom prolasku, a njegov povecéani unos koristi se za stvaranje adenozin

trifosfata (engl. Adenosine triphosphate, ATP) ili drugih aminokiselina (Kazmi i sur., 2017).
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Slika 2. Metabolizam glutamata (prema Kazmi i sur., 2017)
PEP — fosfoenolpiruvat; TCA ciklus - ciklus trikarboksilnih kiselina; CO2 — ugljikov(IV) oksid
Apsorpcija glutamata u crijevima i njegov metabolizam znacajno se razlikuju izmedu
novorodencadi i odraslih. Kod beba majmuna razine glutamata u plazmi su ve¢e nego kod
odraslih, dok kod ljudi nije zabiljezena takva razlika (Hays i sur., 2007). Ispitivanja na miSevima,
Stakorima i svinjama pokazala su da povecanje glutamata u plazmi nakon oralne primjene
glutamata ne rezultira povecanjem koncentracije glutamata u mozgu, osim u slu€ajevima

visokih doza (Monno i sur., 1995).

Metabolizam glutamata u mozgu uglavnom se odvija putem transaminacije u aspartat, a ne

glukozu (Balazs, 1965). Glutamat se izluCuje putem bubrega u malim koli¢inama, a njegova

razina u urinu moze se mjeriti (Ragginer i sur., 2012). Glutamat ima kljuénu ulogu u razli¢itim



fizioloSkim procesima, od neurotransmisije do energetskog metabolizma i probave (EFSA
Panel, 2017).

2.5. TOKSICNI UCINCI L-GLUTAMINSKE KISELINE

IstraZivanja su pokazala da konzumacija L-glutaminske kiseline i njenih soli moze izazvati
niz simptoma u ljudi. Povecanje razine glutamata u plazmi nakon oralnog unosa glutamata
moze dovesti do promjene krvnog tlaka i pojave simptoma kao $to su utrnulost, slabost i
palpitacije. Budu¢i da su tkiva osjetljiva na glutamat prisutna u cijelom tijelu, ucinci L-
glutaminske kiseline i njenih soli mogu biti sustavni (Vuli¢ i sur., 2019; Kazmi i sur., 2017,
Fernstrom i sur., 1996; Reynolds i sur., 1979; Abraham i sur., 1975).

Sedamdesetih godina proSlog stolje¢a, Uprava za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih
Drzava (engl. Food and Drug Administration, FDA) provodila je procjenu sigurnosti
prehrambenih aditiva gdje je MSG doSao pod nadzor nakon $to su izvjeS¢a pokazala da su
subkutane injekcije visokih doza MSG-a novorodenim miSevima izazvale degenerativne
promjene u mozgu. Najznacajniji u€inci zabiljeZzeni su u specificnom dijelu mozga koji kontrolira
izlu€ivanje nekoliko hormona hipofize. Kada su te Zivotinje dosegle odraslu dob, bile su nizeg
rasta, pretile te su imale probleme s reprodukcijom, to je sve bilo povezano s poremecenim
funkcijama hipotalamusa i hipofize. Degenerativhe promjene u hipotalamusu bile su vidljive
samo tijekom prvih 12 - 24 sata nakon primjene MSG-a, ali su funkcionalne posljedice postale

oCite kada su Zivotinje odrasle (Olney i Ho, 1970).

KliniCka istraZivanja pokazuju da su prve nuspojave zabiljeZzene 1968. godine, nazvane
"sindrom kineskog restorana" sa simptomima poput utrnulosti, slabosti i ubrzanih otkucaja srca
nakon konzumacije obroka. Unos glutamata putem hrane Cesto rezultira poveéanim osjecajem
gladi $to je potvrdeno u razli¢itim studijama (Kazmi i sur., 2017). Ranije su koli¢ine slobodnog
glutamata u prehrani bile niske, ali razvoj tehnologije proizvodnje glutamata uvelike je poveéao
njegovu dostupnost, sto je dovelo do povecéane izloZenosti ljudi ovom aditivu i potencijalnih

zdravstvenih problema (Samuels, 2020).

lako FDA i EFSA (engl. European Food Safety Authority) tvrde da je glutamat siguran za
upotrebu, postoji rasprava o tome koliko je zapravo siguran (Zanfirescu i sur., 2019).
Istrazivanja na zivotinjskim modelima sugeriraju da glutamat moze uzrokovati toksicne ucinke
na reproduktivne funkcije, neurotoksi¢nost, osteéenje testisa, promjene u ponasanju i druge.
Povecana konzumacija MSG-a povezana je s raznim zdravstvenim problemima poput pretilosti,
inzulinske rezistencije, dijabetesa, neurolodkih poremecaja i oStecenja sr€anog tkiva (Nnadozie
i sur., 2019).



Ve¢ vise od 60 godina, provode se istrazivanja o u€incima MSG-a koji se Cesto koristi kao
jednokratna oralna doza do 150 mg/kg tjelesne mase, a ponekad i kroni¢no do 6 tjedana s
dnevnim dozama do 150 000 mg/dan (oko 2000 mg/kg tjelesne mase/dan za osobu od 70 kQ)
i tijekom 12 tjedana u dnevnim dozama do 45 000 mg/dan (oko 600 mg/kg tjelesne mase/dan,
u tri podijeljene doze tj. oko 200 mg/kg pri svakom doziranju), bez ozbiljnih nuspojava osim
povremene mucnine (Fernstrom, 2018). Eksperimenti na primatima takoder su istrazivali
sigurnost MSG-a u dozama od 1000 do 4000 mg/kg tielesne mase. Istrazivanja su pokazala da
MSG ne uzrokuje neurodegenerativhe promjene u hipotalamusu, ¢ak i pri visokim dozama
(Reynolds i sur., 1979; Abraham i sur., 1975). Kod novorodenih majmuna, znac¢ajna povecanja
razine glutamata u plazmi nisu dovela do ostecenja funkcije hipofize, $to sugerira da ni visoke
doze MSG-a ne uzrokuju Stetne uc€inke. Fernstrom i sur. (1996) pokazali su da je izloZenost
oralnoj dozi od 150 mg/kg MSG-a znacajno povecala razinu glutamata u plazmi, ali nije

uzrokovala znaCajne promjene u razinama hormona hipofize, uklju€ujuci prolaktin.
2.5.1. Toksicni u€inci L-glutaminske kiseline na sredisnji ziv€ani sustav

Kod sisavaca, ekscitacijski neurotransmiteri poput glutamata imaju klju¢nu ulogu u razli¢itim
fizioloSkim i patoloskim procesima u srediSnjem ziv€anom sustavu (Mattson, 2008). Sve vedi
broj dokaza sugerira da povec¢ana agresivnost kod Zivotinja moZe biti rezultat prekomjerne
aktivacije glutamatnih putova u kombinaciji s nizim razinama y-aminomasla¢ne kiseline
(GABA), koja je vazna za funkcije srediSnjeg ziv€anog sustava. Takoder, slobodni radikali koji
djeluju na dopaminergicke sustave mogu dovesti do neurodegeneracije i smanjenja
lokomotorne aktivnosti. L-glutaminska kiselina povezana je s naruSavanjem ravnoteze izmedu
endogenih antioksidansa i slobodnih radikala, $to rezultira gubitkom integriteta membrane,
smanjenom funkcijom neurona, pove¢anom nespecificnom propusnoséu razli€itih iona, te
patoloSkim promjenama unutarstani¢nih metaboliCkih putova (Swamy i sur., 2013). Osim toga,
postoji povezanost sa stanichom smréu, smanjenjem broja fotoreceptora i glija stanica u
neuronima dojen¢adi sisavaca koji su bili izlozeni L-glutaminskoj kiselini (Husarova i
Ostatnikova, 2013). Takoder, uzrokuje promjene u hipokampusu, uklju€uju¢i smanjenu
regulaciju ciklicke 5' adenozin monofosfat-aktivirane protein kinaze (AMPK) te mijenja
histomorfologiju neuronskog oStecenja u cerebralnom korteksu i malom mozgu kod glodavaca
(Swamy i sur., 2013). Dokazi sugeriraju da prehrana bogata MSG-om mijenja neurokemijske
tvari u velikom mozgu, hipokampusu i malom mozgu kod odraslih sisavaca (Banerjee i sur.,
2021). NeuroloSka stanja koja su povezana s glutamatom ukljuCuju migrene, epileptiCne
napade, autizam, hiperaktivnost, Alzheimerovu bolest, multiplu sklerozu i Parkinsonovu bolest
(Beraisur., 2017).



2.5.2. Utjecaj L-glutaminske kiseline na kardiovaskularni sustav

Primjena L-glutaminske kiseline dovodi do oksidacijskog stresa u srcu, uz poveéanje razina
laktat dehidrogenaze, aspartat transaminaze i alanin transaminaze. Kod Stakora s infarktom
miokarda, glutamat je izazvao promjene u sr€anom ritmu, uklju€ujuci tahiaritmiju, ovisno o
primijenjenoj dozi L-glutaminske kiseline (Yan i sur., 2013). Takoder, nacin primjene MSG-a
igra vaznu ulogu gdje metode poput intraperitonealne, intravenske i supkutane primjene koriste
nesto vecCe doze od onih koje ljudi unose putem hrane. S druge strane, Konrad i sur. (2012)
sugerirali su da je pretilost uzrokovana glutamatom povezana s hipertenzijom, bradikardijom i
vagusnim simpatiCkim ucincima. Pretilost inducirana glutamatom, koja se razvija zbog
nakupljanja masnoc¢a u masnom tkivu uslijed povecane regulacije kolesterola, na kraju dovodi
do kardiovaskularnih poremecaja (Airaodion i sur., 2019). Sr€ane anomalije izazvane
glutamatom uklju€uju dislipidemiju, poremecaj ravnoteze izmedu slobodnih radikala i razina

antioksidansa, oksidacijski stres, nekrozu kardiomiocita i sréanu aritmiju (Banerjee i sur. 2021).

2.5.3. Toksi¢ni ucinci L-glutaminske kiseline na jetru

Kroni¢na izloZenost glutamatu povezana je s naruSenom propusno$¢u membrane, $to
dovodi do jetrene fibroze kroz deformaciju hepatocita, dilataciju srediSnje vene, liziranje crvenih
krvnih stanica, degenerativnih promjena s vakuolizacijom te stani¢nu infiltraciju na modelu
glodavaca (Zanfirescu i sur., 2019). Medutim, Takai i sur. (2014) izvijestili su da glutamat izaziva
hiperinzulinemiju, hiperkolesterolemiju, staniCnu infiltraciju eozinofila, limfocita, neutrofila,
plazmocita, mastocita i makrofaga te nakupljanje liposoma u hepatocitima, $to na kraju rezultira
nealkoholnim steatohepatitisom (engl. non-alcoholic steatohepatitis, NASH) u miSjem modelu.
Osim toga, steatoza izazvana pretiloS¢u i upalni odgovor u jetri uzrokovan MSG-om dovode do
hepatocelularnog karcinoma. Kod ljudi, pove¢ana konzumacija glutamata povezana je s
nealkoholnom masnom bolesti jetre kod pacijenata s prekomjernom tezinom i dijabetesom.
Waer i Edress (2006) su pokazali da povec¢ani unos glutamata povecava sadrzaj glikogena u
jetri, slobodnih masnih kiselina, fosfolipida i triglicerida, stvarajuéi hiperlipidemijska stanja.
Dokazi takoder sugeriraju da glutamat izaziva oksidacijski stres poremecajem redoks
ravnoteze, eskalacijom peroksidacije lipida i smanjenjem razina endogenih antioksidansa, Sto
stimulira stvaranje kolagenskih vlakana u jetri. MSG uzrokuje oSteéenje jetre promjenom
metabolizma, povecanjem proizvodnje aspartat transaminaze, alanin transaminaze i gama-
glutamil transferaze, Sto rezultira upalom, steatozom, infiltracijom limfocita, monocita i
makrofaga te fibrozom i neoplasti¢nim promjenama, ukljuujuéi nodularne lezije (Banerjee i
sur., 2021).



2.5.4. Toksi¢ni ucinci L-glutaminske kiseline na reproduktivni sustav

Glutamat mijenja tipi¢nu histomorfoloSku strukturu testisa. Nedavna studija Mondal i sur.
(2018) pokazala je da svakodnevna konzumacija glutamata povecéava vjerojatnost narusene
spermatogeneze, s veéim pahinemom u primarnim spermatocitima i pove¢anim primarnim
folikulima. Osim toga, studija Eweka i sur. (2011) pokazala je Stetne ucinke glutamata na Zenski
reproduktivni sustav, uklju€ujuci odtecenja jajnika kao 5to su poremecéena vakuolizacija stanica
strome i bazalne membrane, povecana veli€ina stanica folikula te odvajanje endosalpinksa od
mezosalpinksa. Ksenobiotici poput glutamata uzrok su smanjene razine testosterona, promjena
u strukturi testisa, krvarenja testisa, oligospermije te veéeg rizika od neplodnosti (Pavlovic i sur.,
2007). Anabarkeh i sur. (2019) dokazali su da MSG inducira apoptozu zametnih stanica u
primarnim spolnim organima muzjaka, $to uzrokuje oste¢enje DNA putem ugradnje obiljeZzenog
2'-deoksiuridina, 5'-trifosfata (dUTP) na mjestima fragmentirane DNA u modelu Stakora, pri

¢emu je apoptoza bila izrazenija u primarnim spermatocitima nego u spermatogonijama.

2.5.5. Toksicni u€inci L-glutaminske kiseline na sustav izlu€ivanja

Bubrezi su klju¢ni organ u sustavu izlu€ivanja, odgovorni za uklanjanje toksi¢nih tvari iz tijela
i regulaciju ravnoteze tekucina i elektrolita. Promjene u crijevnoj mikrobioti koje igraju klju¢nu
ulogu u zaétiti ljudskog zdravlja povezane su s kroni¢nim bolestima poput kroni¢ne bubrezne
bolesti (Pongking i sur., 2020). Unos prehrane s glutamatom smanjuje prisutnost bakterija kao
8to su Megamonas, Faecalibacterium i Blautia, dok povecava prisutnost Collinsella (Peng i sur.,
2018). Jedan od znacajnih Cimbenika rizika za kroni€nu bubreznu bolest je prehrana
zastupljena s glutamatom, koja moze dovesti do opstruktivne nefropatije, uklju€ujuéi blokadu
bubrega i smanjenje razine inhibitora kamenca, poput citrata i magnezija, Sto rezultira
alkalizacijom urina. U stanicama bubrega, glutamat poti€e katabolizam glutamata, stvarajuci
uglji€ni dioksid (COy) i bikarbonat (HCO3’). Apsorpcija HCOs™ u cirkulaciju uzrokuje eliminaciju
viska luzina putem bubrega, Sto dovodi do alkalizacije urina i potiCe nefrolitjazu s
hidronefrozom (Pongking i sur., 2020). Studija temeljena na proteomskoj analizi, (Sharmai sur.,
2014) pokazala je da povecani unos glutamata dovodi do vece stope Krebsovog ciklusa zbog
visoke razine a-ketoglutarat dehidrogenaze, Sto takoder izaziva oksidacijski stres u bubreznim
stanicama. Oksidacijski stres u urinarnom sustavu nastaje zbog nekontroliranog metabolizma
glutamata, Sto izaziva stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta i pove¢anu proizvodnju slobodnih
radikala, uz nedovoljnu prisutnost endogenih antioksidansa, $to dovodi do nefrotoksi¢nosti i

oStecenja stanica u bubreznom sustavu (Banerjee i sur., 2021).



2.5.6. Uloga L-glutaminske kiseline u progresiji tumora

Glutamatni receptori takoder su otkriveni u limfocitima, timocitima i nekim drugim ne-
neuronskim stanicama. Dokazi sugeriraju da MSG izaziva pove¢anu regulaciju upalnih citokina
i smanjenu regulaciju adiponektina u slu¢ajevima kroni¢ne upale. Nakanishi i sur. (2008)
zabiljezili su da pretilost i dijabetes izazvani glutamatom pozitivno doprinose nealkoholnoj
masnoj bolesti jetre (engl. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), $to moze dovesti do
NASH-a s upalom i razvojem primarnog tumora do hepatocelularnog karcinoma. Razvoj raka
povezan je s aktivacijom natrijevih kanala, ekscitatornim glutamatom i ne-neuronskim
ekscitatornim receptorima, Sto rezultira hiperekscitabilno$¢u stanica. Povecana proizvodnja
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxigen species, ROS) u uvjetima oksidacijskog stresa
i abnormalno nakupljanje masti u jetri povezani su s prekomjernom tezinom i metaboli¢kim
sindromom, §to je takoder zabiljeZzeno tijekom razvoja hepatocelularnog karcinoma (Zanfirescu
i sur., 2019). Beyerle i sur. (2015) dokazali su povezanost izmedu kolorektalnog karcinoma i
aktivnosti glutation S-transferaze, citokroma P450 i UDP-glukuronozil transferaze kod ljudi.
Kako bi istraZili vezu izmedu kolorektalnog karcinoma i pretilosti izazvane glutamatom, Hata i
sur. (2012) takoder su utvrdili da pretilost izazvana MSG-om predstavlja visok rizik za razvoj
raka debelog crijeva izazvanog azoksimetanom putem povecane regulacije IGF-1 receptora uz
povecéane razine inzulina, kolesterola i Sec¢era u krvi. U malignim stanicama, ova modificirana
stani¢na signalizacija ima vaznu ulogu u sintezi ATP-a, kontroli koriStenja energije i odrzavanju
redoks ravnoteZe putem aerobne glikolize u tumoru i glutaminaze koja proizvodi glutamat iz
glutamina gdje ciklus limunske kiseline igra kljuénu ulogu u proizvodnji a-ketoglutarata iz

glutamata (Scalise i sur., 2017).

2.5.7. Utjecaj L-glutaminske kiseline na razvoj drugih bolesti

Glutamat uzrokuje razne Stetne ucinke na ljudsko zdravlje, uklju€ujuci dijabetes tipa 2 putem
aktivacije N-metil-D-aspartat receptora Sto rezultira disfunkcijom [(-stanica gusterace,
hiperfagijom, hiperleptinemijom, dislipidemijom, poremecajem disanja tijekom spavanja, te je
povezan s nociceptivnim odgovorima i sindromom kineskog restorana (Huang i sur., 2017).
Osim toga, konzumacija glutamata dovodi do pojave metabolickog sindroma poznatijeg kao
sindrom X koji obuhvaca skup bolesti kao Sto su pretilost, hiperglikemija, dislipidemija, visoki
krvni tlak, dijabetes, steatoza jetre i kardiovaskularni poremecaj. Hiperfagija, hiperleptinemija i
dislipidemija povezane su s konzumacijom glutamata, Sto rezultira pove¢anom razinom leptina

u serumu i promijenjenim omjerom lo$eg i dobrog kolesterola (Bautista i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovome radu provedena je laboratorijska analiza odredivanja L-glutaminske kiseline kao

aditiva u uzorcima mesnih proizvoda (n=58) (tablica 1) poslanih na analizu Hrvatskom

veterinarskom institutu tijekom 2023. godine.

3.1.1.Uzorci

Analizirani uzorci bili su proizvodi mesnih industrija s podru¢ja Republike Hrvatske

proizvedeni tijekom 2023. godine. Kategorizacija uzoraka mesnih proizvoda izvrSena je prema

Pravilniku o mesnim proizvodima (Pravilnik, 2018). Uzorci su hakon homogenizacije pohranjeni

u PVC posudice te skladisteni u hladnjaku na +4 °C ili ledenici na -20 °C do pocetka analize.

Tablica 1. Analizirani uzorci mesnih proizvoda

Kategorija mesnih

proizvoda

Proizvodi od

usitnjenog mesa

Trajni i polutrajni
suhomesnati
proizvodi

Trajne kobasice

Vrsta mesnih

proizvoda

Cajna pasteta
Jetrena pasteta
KokoS$ja pasteta

Prsni vrsci
Suha rebra
Dimljeni buncek
Rolana lopatica
Lopatica
Dimljena vratina
Zimska kobasica
Trajna kobasica
Turist kobasica
Panceta
Sendvi¢ salama
Panona
Wintera
Budola

* ista vrsta proizvoda razli¢itog proizvodaca

11

Broj analiziranih

uzoraka

o
o
1
1
o

2*

Ukupan broj
analiziranih

uzoraka
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Tablica 1. Analizirani uzorci mesnih proizvoda — nastavak

Kategorija mesnih Vrsta mesnih Broj analiziranih Ukupan broj
proizvoda proizvoda uzoraka analiziranih
uzoraka
Debrecinka 1
Kranjska kobasica 4*
Bbq kobasica sa sirom 1
Vikend kobasica 1
Slaninska kobasica 2
Jeger 1
Obiteljska kobasica 1
Polutrajne Safalada 1
kobasice Pucka kobasica 3*
Cili kobasica 1 35
Safalada 1
Sunka — PIZZA 1
Domaca dubravska 1
kobasica
Hrenovke 10*
Posebna salama 1
Hot dog hrenovke 1
Sendvi¢ narezak sa sirom 1
Extra salama 1
Mortadela 1
Pileéi parizer 1

*ista vrsta proizvoda razli€itog proizvodaca
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3.1.2. Laboratorijsko posude i uredaiji

Tijekom analize odredivanja L-glutaminske kiseline u uzorcima mesnih proizvoda koristeno

je sljedece laboratorijsko posude i uredaiji:

Odredivanje vode u uzorcima

Uredaj za homogeniziranje (Grindomix GM 200, Retsch)

Analiticka vaga, s precizno$éu vaganja od 0,0001 g (CP 225 D, Sartorius)
Porculanski lonci¢, promjera oko 60 mm i visine oko 25 mm

Tanak stakleni Stapic, duljine oko 80 mm

Termostat, s moguénos$cu odrzavanja temperature na 103 °‘C £ 2 °C
Desikator, sa sredstvom za isusSivanje (CuSOy)

Pijesak, opran kiselinom i oZzaren (Merck KGaA, Njemacka)

Odredivanje L-glutaminske kiseline

TehniCka vaga s preciznosc¢u vaganja od 0,01 g (GF-2000)

Centrifuga, s moguénoscu postizanja 5000 o/min (Rotanta 460RF, Hettich, Njemacka)
Vertikalna mijeSalica, ,head-over-head* (Multi RS-60, bioSan, Latvija)

pH metar (SevenCompact 20, METTLER TOLEDO)

UV/VIS spektrofotometar (HACH DR 6000, Njemacka)

Jednokratna automatska pipeta, s moguéno&éu pipetiranja volumena 10-100 uL, 100-
1000 pL, 5000 pL te 10 mL

Odmijerne tikvice volumena 250, 500 i 1000 mL

Konusne PTFE epruvete sa ¢epom na navoj volumena 50 mL

Plasticni lijevak

Filter papir, crna vrpca

Staklene epruvete s ubrusenim ¢epom volumena 10 mL

3.1.3. Otapala i reagensi

Perklorna kiselina, min. 60 % p.a. (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Kalij hidroksid, p.a. (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Kit L-glutamic acid (R-Biopharm, Njemacka)

Ultra Cista voda elektoliticke provodljivosti < 0,05 uS/cm (Direct-Q 3 UV, Merck,

Njemacka)
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3.2. METODE

Kako bi se odredio udio L-glutaminske kiseline u uzorcima mesnih proizvoda bilo je potrebno

prvo odrediti udio vode u svakom pojedinacnom uzorku.

3.2.1. Princip i postupak odredivanja vode u uzorcima mesnih proizvoda

Metoda se temeljila na mijeSanju prethodno homogeniziranog uzorka s pijeskom te susenju
na 103 ‘C + 2 °C do konstantne mase. Gubitak mase uzorka predstavljao je udio vode koji je

ovisan o karakteristikama samog uzorka.

3.2.1.1. Postupak odredivanja

e Priprema uzorka
Uzorci su izrezani na kockice i homogenizirani na uredaju Grindomix GM 200, 16
sekundi pri 4000 o/min. Nakon homogenizacije uzorci su pohranjeni u plasti¢nim
posudicama s poklopcem koje su bile napunjene skroz do vrha za usporavanje procesa
kvarenja zbog manjeg kontakta sa zrakom. Pohranjeni uzorci u posudicama analizirani

su u $to kracem vremenskom periodu.

e Priprema lonci¢a i pijeska
U porculanski longi¢ kvantitativno je prenesen pijesak &ija je masa bila 3-4 puta veéa
od mase uzorka. Porculanski lon€i¢ s pijeskom i staklenim Stapi¢em bilo je potrebno
osusiti na 103 £ 2 °C u termostatu 30 minuta. Zatim je slijedilo hladenje na sobnu
temperaturu u deksikatoru te potom vaganje lon€i¢a s pijeskom i staklenim Stapi¢em s

tocnos¢u odvage 0,0001 g (mo).

o Sudenje uzorka
U prethodno osusSeni, ohladeni i izvagani porculanski lon€i¢ s pijeskom i staklenim
Stapi¢em odvagano je 5 g homogeniziranog uzorka s to¢no$¢u odvage 0,0001 g (my).
Zatim je uzorak pomocu staklenog Stapica izmijeSan s pijeskom te stavljen na susenje
u termostatu 2 sata na 103 £ 2 "C. Nakon isteka vremena su$enja uslijedilo je hladenje
na sobnu temperaturu u deksikatoru te ponovno vaganje uzorka s to¢noSc¢u odvage od
0,001 g. Procesi suSenja (1 sat na 103 = 2 °C), hladenja i vaganja, ponavljali su se sve

dok se rezultat dvaju uzastopnih vaganja nisu razlikovali vise od 0,1 %.
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Sadrzaj vode w racuna se prema sljedecoj jednadzbi:

w="1"24100% [1]

mp—my

gdje je w sadrzaj vode (%), mo masa lonci¢a s pijeskom i staklenim Stapicem (g), m1 masa
loncCic¢a testnog uzorka, pijeska i staklenog Stapica prije susenja (g), m> masa lonci¢a testnog

uzorka, pijeska i staklenog Stapi¢a poslije suSenja (g).
Rezultat je potrebno izraziti na jedno decimalno mjesto.

3.2.2. Princip i postupak odredivanja L-glutaminske kiseline u uzorcima mesnih proizvoda

Princip odredivanja L-glutaminske kiseline (CsHoNO4) predstavlja oksidativhu deaminaciju u
prisustvu oksidiranog oblika nikotinamid adenin dinukleotida (NAD*) do a-ketoglutarata i
amonijaka (NHs) djelovanjem enzima glutamat dehidrogenaze. U reakciji dolazi do redukcije
NAD* u nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) koji konvertita iodonitrotetrazolij u formazan
gdje se koli¢ina formazana mjeri spektrofotometrijski pri 492 nm. Ovaj princip prikazan je putem

kemijskih jednadzbi:

glutamat dehidrogenaza
CsHoNO4 + NAD* + H,0 » a—ketoglutarat + NH3; + NADH + H*

NADH dehidrogenaza

NADH + iodonitrotetrazolij » formazan + NAD*

3.2.2.1. Postupak odredivanja L-glutaminske kiseline
e Vaganje
U konusnu PTFE epruvetu volumena 50 mL odvagano je 5 g prethodno

homogeniziranog uzorka s preciznoScu odvage 0,01 g.

e Priprema uzorka za odredivanje L-glutaminske kiseline
U konusnu PTFE epruvetu s odvaganim uzorkom dodano je 40 mL 1M perklorne
kiseline te je takav uzorak mijeSan na ,head-over-head” mijeSalici pri 50 o/min tijekom
10 minuta. Nakon isteka vremena sadrzaj epruvete centrifugiran je pri 4600 o/min, 5

minuta na sobnoj temperaturi. Supernatant bilo je potrebno filtrirati (crna vrpca) u novu
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konusnu PTFE epruvetu gdje je odbaceno prvih par mL filtrata. Pipetirano je 10 mL
filtrata u novu konusnu PTFE epruvetu te je podeSen pH na 10 pomoéu 2M KOH gdje
je zabiljezen volumen utroSenog kalijevog hidroksida. Takav sadrzaj epruvete
centrifugiran je 5 minuta pri 4000 o/min na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja
sadrzaj je epruvete ponovno je filtriran (crna vrpca) te je takva otopina bila koriStena za

odredivanje L-glutaminske kiseline.

Priprema otopina za mjerenje L-glutaminske kiseline
Kako bi se odredio udio L-glutaminske kiseline koristen je kit koji se sastojao od 4

otopine (slika 3).
Otopina 1 s 24 mL otopine — koristila se nerazrijedena

Otopina 2 — 35 mg liofilizata otopiti u 2,5 mL redistilirane vode. Ovako priredena otopina

bila je stabilna tjedan dana

Otopina 3 s 2,5 mL otopine koju je bilo potrebno razrijediti sa 6 mL redestilirane vode.

Ovako priredena otopina bila je stabilna mjesec dana

Otopina 4 s 1,2 mL otopine Koristila se nerazrijedena

——rs

Slika 3. Kit koriSten za odredivanje L-glutaminske kiseline (vlastita fotografija)
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Za odredivanje L-glutaminske kiseline bilo je potrebno pripremiti slijepu probu i uzorak za

mjerenje na spektrofotometru na nacin prikazan tablicom 2.

Tablica 2. Priprema otopina za odredivanje L-glutaminske kiseline

SLIJEPA UZORAK
PROBA
Otopina 1 0,600 mL 0,600 mL
Otopina 2 0,200 mL 0,200 mL
Otopina 3 0,200 mL 0,200 mL
redestilirana voda 2,000 mL 1,800 mL
uzorak - 0,200 mL

¢ QOdredivanje L-glutaminske kiseline pomo¢u UV/VIS spektrofotometra

Ovako pripremljene otopine promijeSane su u epruvetama i nakon 2 minute ocitana je
Az (apsorbancija) te je mjerenje ponavljano nakon 2 minute. Ako je razlika u apsorbanciji
bila ve¢a od 0,010 uzorak se morao tretirati na nacin da se uklone reducirajuce tvari.
Visoke koncentracije reducirajuéih tvari poput L-askorbinske kiseline u meshim
aditivima ili sulfatna kiselina u vo¢nim sokovima ometaju postupak analize buduci da
reagiraju s iodonitrotetrazolijem. Navedeno interferiranje se uklanja tretiranjem uzorka

s H,0, (vodikov peroksid).

Nakon mjerenja u slijepu probu i u uzorak dodano je 0,030 mL otopine 4, promijeSano
te ostavljeno 15 minuta u tami (slika 4). Nakon isteka vremena o¢itana je apsorbancija
otopina (A2) te je ponavljano mjerenje svake 2 minute. Mjerenje je zavrdeno kada je
povecanje apsorbancije konstantno svake 2 minute ili kada je apsorbancija pocela

padati.
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Slika 4. Razvijanje boje uzoraka prilikom odredivanja sadrzaja L-glutaminske kiseline

(vlastita fotografija)

Udio sadrzaja L-glutaminske kiseline izraCunava se pomocu slijedecih jednadzbi:
AA = (AZ - Al)uzorka - (AZ - Al)slijepe probe [2]

gdje je AA razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe, A; izmjerena apsorbancija

nakon 2 min, Azizmjerena apsorbancija otopine.

Izradun koncentracije L-glutaminske kiseline

c=0,1120+ A g/L [3]

gdje je ¢ koncentracija L-glutaminske kiseline (g/L), AA razlika izmjerene apsorbancije uzorka i

slijepe probe.

lzraGun mase uzorka

ax 1000+ d
masa uzorka = Grammedie) g/L [4]

gdje je amasa uzorka (g), b volumen perklorne kiseline (mL), d volumen filtrata (mL), e volumen
KOH (mL), w udio vode u uzorku (%), 1000 faktor korekcije (g—mg).
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lzradun sadrzaja L-glutaminske kiseline

A
Q) * 100% tj.(%)x10 - g/kg  [5]

Udio L — glutaminske kiseline = —————-
masa uzorka (Z) 100

3.3. OBRADA PODATAKA

Analiza koncentracije L-glutaminske kiseline u razliitim vrstama mesnih proizvoda
provedena je koriStenjem analize varijance (ANOVA) u programu Excel. Prikupljeni su podaci
iz razliCitih kategorija mesnih proizvoda (proizvodi od usitnjenog mesa, trajni i polutrajni
suhomesnati proizvodi, trajne kobasice i polutrajne kobasice) gdje je unutar svake kategorije

analizirano viSe uzoraka od razli¢itih proizvodaca.

3.3.1. Unos podataka i izraCun osnovnih parametara u Excel-u

Podaci su uneseni u Excel tablicu na nacin gdje svaka kolona predstavlja jednu kategoriju
mesnih proizvoda, a redovi su predstavljali pojedina¢ne uzorke. Za svaku skupinu izracunati su
broj uzoraka, zbroj vrijednosti, prosje€na vrijednost i varijanca te su rezultati prikazani u tablici
7.

3.3.2. Provodenje ANOVA analize

Pomocu ugradenih funkcija u programu Excel, izvedena je ANOVA analiza s jednim
promjenjivim faktorom kako bi se ispitala razlika u koncentraciji L-glutaminske kiseline i udjelu
vode medu analiziranim kategorijama mesnih proizvoda te je postavljen nivo znacajnosti P =
0,05. Rezultati ANOVA analize prikazani su u tablicama 8 i 10, koje uklju€uju sumu kvadrata
(SS), stupnjeve slobode (df), srednju kvadratnu vrijednost (MS), F-vrijednost, P-vrijednost i

kriti€¢nu F-vrijednost.

3.3.3. Posthoc analiza

Za dodatnu potvrdu rezultata, izvedena je posthoc analiza kojom je izraCunata prosje¢na
razlika srednjih vrijednosti, standardna devijacija, standardna greska, t-vrijednost te interval

pouzdanosti koji sugerira postoje li statistiCki znacajne razlike izmedu skupina.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
Glutaminska kiselina (HOOC(CH2).CH(NH>)COOH), neesencijalna je, alifatska, polarna a-

aminokiselina, a njezin je anion glutaminat. Glutaminat i glutamin izvori su amino-skupina za
sve druge aminokiseline. Glutaminska kiselina ima srediSnju ulogu u metabolizmu dusikovih
spojeva (Hrvatska enciklopedija, mrezno izdanje, 2024). U citoplazmi stanica &ini vise od
polovice ukupnih aminokiselina. Sluzi za sintezu purinskih nukleotida, pirimidinskih baza (preko
asparaginske kiseline) sto je potrebno za sintezu nukleinskih kiselina, za sintezu glutationa, y-
aminomaslacne kiseline koja je neurotransmiter u inhibicijskim sinapsama (Medicinski leksikon,
mrezno izdanje, 1992). U medicini se upotrebljava kao lijek protiv neuroza, psihi¢kih smetniji,

depresije, umora i dr. (Proleksis enciklopedija, mrezno izdanje, 2012).

Upotreba glutaminske kiseline u prehrambenoj industriji zna¢ajno se povecala u posljednjih
30 godina. Naj¢esc¢e se dodaje u prehrambene proizvode u obliku MSG, koji poboljSava okus
raznih prehrambenih proizvoda (juha i umaka, preradenih mesnih proizvoda, krekera,
konzervirane hrane te razli€itih gotovih jela) dajuc¢i im pikantan umami okus (Yamaguchi i
Ninomiya, 2000), smanjuje potrebu za soli i mastima bez promjene okusa te se moze Koristiti

kao zamjena za kuhinjsku sol jer sadrzi trecinu natrija (Kazmi i sur., 2017).

Razlog povecanja upotrebe ovog aditiva je promjena prehrambenih navika, urbanizacija,
poboljSani zivotni standard i razvoj prehrambeno-preradivacke industrije. L-glutaminska kiselina
i glutamati (E 620 — 625) odobreni su kao prehrambeni aditivi u EU. Ipak, dodatak glutamata

zabranjen je u nekim zemljama poput SAD-a, Meksika i Kanade zbog zabrinutosti oko pretilosti.

Prekomjeran unos glutaminske kiseline, osim s pretilosti, povezuje se s nizom zdravstvenih
problema, poput neurodegenerativnih bolesti (npr. Alzheimerove i Parkinsonove bolesti),
kardiovaskularnih problema, alergijskih reakcija te bolesti povezanih s imunoloskim odgovorom
(Hazzaa i sur., 2020; Bera i sur., 2017). lako je odobren kao siguran aditiv, velika koli¢ina
glutamata moze uzrokovati ostecenje ili smrt neuronskih stanica (Samuels, 2020). Doze L-
glutaminske kiseline koje se povezuju s glavoboljom iznose 85,8 mg/kg tjelesne mase dnevno,
s poviSenim krvnim tlakom 150 mg/kg tjelesne mase dnevno, a s povecanjem inzulina 143

mg/kg tjelesne mase dnevno (EFSA Panel, 2017).

Cilj istraZivanja ovog diplomskog rada bio je odrediti udio L-glutaminske kiseline kao aditiva
u mesnim proizvodima s podru€ja Republike Hrvatske. Na samom pocetku istrazivanja
postavljena je teza o potencijalnoj pojavi toksi¢nih ucinaka na ljudski organizam uzrokovana L-
glutaminskom kiselinom kao aditivom u mesnim proizvodima te je provedena analiza L-

glutaminske kiseline u mesnim proizvodima proizvedenim na hrvatskom trzistu tijekom 2023.
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godine. Dobiveni rezultati pokazali su uCestalost upotrebe glutaminske kiseline kao aditiva u
mesnim proizvodima s podruc¢ja Republike Hrvatske te su jasno doveli do zaklju¢aka o
postivanju zakonski propisanih dozvoljenih granica dodatka ovog aditiva, kao i o potencijalngj

pojavi toksi¢nih ucinaka u€estalom konzumacijom analiziranih uzoraka mesnih proizvoda.

Radi bolje interpretacije rezultata u obzir je potrebno uzeti ADI i NOAEL vrijednosti, kao i
zakonski propisane maksimalno dozvoljene koli¢ine dodatka ovog aditiva te sva prethodno
analizirana istrazivanja koja su odredivala vrijednosti glutaminske kiseline u mesu i mesnim

proizvodima.

JECFA je 1974. godine procijenila ADI vrijednost L-glutaminske kiseline od 0 do 120 mg/kg
(JECFA, 1974). Skoro pola stolje¢a nakon, Bera i sur. (2017) procijenili su ADI vrijednost za L-
glutaminsku kiselinu do 16 mg/kg, dok prema procjeni EFSA iz 2017. godine ADI vrijednost
iznosi 30 mg/kg. Iz prethodnih procijenjenih vrijednosti, 2017. godine procijenjena je niza ADI
vrijednosti L-glutaminske kiseline kao aditiva u odnosu na 1974. godinu $to moze ukazivati na
veCu istrazenost ovog aditiva te svjesnost o moguéim toksi¢nim ucéincima L-glutaminske
kiseline. Osim procijene ADI vrijednosti koja je vrlo bitna za sigurnu konzumaciju ovog aditiva,
prema Uredbi Komisije (EU) br. 1129/2011 dana je najve¢a dopustena koli¢ina dodatka L-
glutaminske kiseline u hranu do 10 g/kg izrazena kao L-glutaminska kiselina bila ona
pojedinacno ili kombinaciji s mononatrijevim glutamatom, monokalijevim glutamatom,
kalcijevim diglutamatom, monoamonijevim glutamatom i magnezijevim diglutamatom (E620-
625).

Ovim istrazivanjem odredena je koli¢Cina dodane L-glutaminske kiseline u 58 uzoraka
mesnih proizvoda proizvedenih na podru€ju Republike Hrvatske. Posljedi€no tome odredeno je
postivanje Uredbe Komisije (EU) br. 1129/2011 o najvecoj dopustenoj koli€ini od strane
proizvodaca. Osim toga, dobiveni rezultati usporedeni su s dostupnim istrazivanjima temeljenih
na istim vrstama mesnih proizvoda te su u konacnici izraCunate vrijednosti potrebne koli€ine
mesnih proizvoda za izazivanje potencijalne toksi¢nosti L-glutaminske kiseline na ljudski

organizam.

Kako bi se provela analiza bilo je potrebno odrediti udio vode u uzorcima te se nakon toga
proveo postupak odredivanja L-glutaminske kiseline. Odredivanje udjela vode u svakom
pojedinacnom uzorku mesnih proizvoda temeljio se na suSenju uzorka na odredenoj
temperaturi sve do konstantne mase gdje je gubitak mase uzorka predstavljao udio vode koji
je bio vrlo bitan podatak prilikom izracuna udjela glutaminske kiseline u mesnim proizvodima.

Nakon odredivanja udjela vode u uzorcima provedena je analiza L-glutaminske kiseline koja se
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temelji na oksidativnoj deaminaciji glutaminske kiseline u prisustvu odredenih enzima Sto
poslijedi¢no rezultira formiranjem formazana, €ija se koli€¢ina mjeri spektrofotometrijski pri 492

nm.

U diplomskom radu prikazani su rezultati analize L-glutaminske kiseline u uzorcima mesnih
proizvoda izrazeni u g/kg, kao i udio vode izrazen u % koji je znaCajan za izraCun udjela L-

glutaminske kiseline.

Tablica 3 prikazuje dobivene rezultate za kategoriju proizvoda od usitnjenog mesa. Unutar
ove kategorije analizirano je ukupno pet uzoraka od kojih su dva uzorka Cajne pastete, dva
uzorka jetrene pastete te jedan uzorak kokoSje pastete (tablica 1). 1z dobivenih rezultata
odreden je interval unutar kojeg su se kretale vrijednosti udjela L-glutaminske kiseline u
kategoriji proizvoda od usitnjenog mesa te on iznosi 0,25 - 1,11 g/kg. Jedan od uzoraka ¢ajne
pastete imao je najvisi udio L-glutaminske kiseline koji iznosi 1,11 g/kg dok je uzorak kokosje
pastete imao najniZi udio L-glutaminske kiseline koji iznosi 0,25 g/kg. Uzorci €ajne i jetrene
pastete analizirani su od dva razli¢ita proizvodaca gdje se sadrzaj L-glutaminske kiseline kretao
u intervalu od 1,00 - 1,11 g/kg za &ajne pastete i 0,35 - 0,45 g/kg za jetrene pastete. S druge
strane, uzorke c&ajne i jetrene pastete moguée je usporediti s rezultatima dobivenih
istrazivanjem Vuli¢ i sur. (2019) gdje je odreden udio L-glutaminske kiseline u ¢ajnim pastetama
u rasponu 1,21 - 11,46 g/kg te u jetrenim pastetama u rasponu 1,52 - 11,93 g/kg. Dakle, ovim
istrazivanjem dobiveni rezultati udjela L-glutaminske kiseline u ¢ajnim i jetrenim pastetama u
odnosu na rezultate istrazivanja Vuli¢ i sur. (2019) ukazuju na smanjenje dodavanja L-
glutaminske kiseline kao aditiva u kategoriji proizvoda od usitnjenog mesa s podrucja Republike
Hrvatske u posljednjih pet godina. UzevSi u obzir nalin izrade pojedinih vrsta unutar ove
kategorije, bio je oCekivan viSi udio glutaminske kiseline u €ajnoj pasteti koja se najCesSce
izraduje od kombinacije viSe sirovina i zacina, dok su jetrena i kokoSja paSteta poznatije po
kombinaciji osnovnog mesa i zaCina. Dakle, u ovom slu€aju uo¢eno je potencijalno ,maskiranje”
nekvalitetnih sirovina. Osim toga, u ovoj kategoriji mesnih proizvoda, maksimalna dozvoljena
koli€ina od 10 g/kg L-glutaminske kiseline kao aditiva u mesnim proizvodima, nije prekoracena

buduci da je maksimalna izmjerena vrijednost iznosila 1,11 g/kg.

Za interpretaciju rezultata osim udjela glutaminske kiseline u mesnim proizvodima vrlo je
bilo vazno u obzir uzeti i udio vode koji je odreden u svakom proizvodu. UzevSi u obzir sve
analizirane uzorke u ovoj kategoriji, udio vode kretao se u intervalu 25,50 - 57,30 % gdje je
najnizi udio odreden u uzorku ¢ajne pastete, a najvisi u uzorku kokosje pastete. Izmedu uzoraka

Cajne pastete udio vode kretao se u rasponu 25,50 - 25,80 %, a izmedu uzoraka jetrene pastete
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39,70 - 40,10 %. Unutar ove kategorije utvrden je trend unutar kojeg nizi udio vode u proizvodu

slijedi viSi udio glutaminske kiseline i obrnuto.

Tablica 3. Udjeli L-glutaminske kiseline i vode u proizvodima od usitnjenog mesa

Kategorija mesnih Vrsta mesnih

proizvoda proizvoda

Cajna pasteta

Proizvodi od Jetrena pasteta

usitnjenog mesa

Koko§ja pasteta

Udio vode
(%)

25,80
25,50
40,10
39,70
57,30

L-glutaminska kiselina
(9/kg)

1,00
1,11
0,45
0,35
0,25

Udio vode i L-glutaminske kiseline za kategoriju trajnih i polutrajnih suhomesnatih proizvoda

prikazan je u tablici 4. Unutar ove kategorije analizirano je ukupno sedam uzorka od kojih su

dva uzorka suhih rebara te po jedan uzorak od prsnih vrSaka, dimljenog bunceka, rolane

lopatice, lopatice i dimljene vratine (tablica 1).

Tablica 4. Udjeli L-glutaminske kiseline i vode u kategoriji trajnih i polutrajnih suhomesnatih

proizvoda

Kategorija mesnih Vrsta mesnih

proizvoda proizvoda

Prsni vrsci

Suha rebra
Trajni i polutrajni

suhomesnati proizvodi
Dimljeni buncek

Rolana lopatica
Lopatica

Dimljena vratina

Udio vode
(%)

52,50

65,60
51,60
58,20
68,50
73,00
73,20

L-glutaminska kiselina
(9/kg)

0,42

0,47
0,52
0,51
0,49
1,18
0,25

Iz dobivenih rezultata odreden je interval unutar kojeg su se kretale vrijednosti udjela L-

glutaminske kiseline u kategoriji trajnih i polutrajnih suhomesnatih proizvoda koji je iznosio 0,25
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- 1,18 g/kg. NajviSi udio L-glutaminske kiseline odreden je u uzorku lopatice od 1,18 g/kg dok
uzorak dimljene vratine ima najnizi udio L-glutaminske kiseline koji iznosi 0,25 g/kg. Uzorci
suhih rebara analizirani su od dva razli€ita proizvodaca gdje se sadrzaj L-glutaminske kiseline
krece se u intervalu od 0,47 - 0,52 g/kg. Unutar ove kategorije nije odreden isti trend kao u
prethodnoj kategoriji proizvoda od usitnjenog mesa. Naime, unutar kategorije trajnih i
polutrajnih suhomesnatih proizvoda olekivani su rezultati nizeg udjela glutaminske kiseline
budu¢i da se nacin proizvodnje ovih proizvoda temelji na jednoj mesnoj sirovini. Medutim,
rezultati su pokazali relativno visoke udjele u odnosu na prethodnu kategoriju u kojoj su bili
oCekivaniji visi udjeli. Razlog tomu moZe biti koriStenje nekvalitetne mesne sirovine te njezino
»-maskiranje“ ve¢im dodatkom L-glutaminske kiseline. U ovoj kategoriji dodatak L-glutaminske
kiseline kao aditiva s maksimalnom vrijednosti od 1,18 g/kg bio je unutar maksimalne

dozvoljene koli€ine.

Takoder, udio vode kao i u prethodnoj kategoriji uzet je u obzir radi interpretacije rezultata.
Udio vode u ovoj kategoriji bio je u intervalu 51,60 - 73,20 % gdje je najnizi udio odreden u
uzorku prsnih vrsaka, a najvisi u uzorku dimljene vratine. Izmedu uzoraka suhih rebara udio
vode se krece u rasponu od 51,60 - 65,60 %. U ovoj kategoriji nije zabiljeZen trend poveznice
udjela vode s udjelom dodatka aditiva L-glutaminske kiseline kao $to je bio slu¢aj prethodno u

kategoriji proizvoda od usitnjenog mesa.

Unutar kategorije trajnih kobasica analizirano je ukupno 11 uzoraka $to predstavlja po dva
uzorka od zimske kobasice, pancete i budole te po jedan uzorak od trajne kobasice, turist
kobasice, sendvi¢ salame, panone i wintere (tablica 1). Tablica 5 predstavlja prikaz rezultata
dobivenih za trajne kobasice te odreduje interval unutar kojeg se kretala vrijednost udjela L-
glutaminske kiseline u kategoriji trajnih kobasica te on iznosi 0,36 - 1,84 g/kg. U uzorku panona
kobasice odreden je najvisi udio L-glutaminske kiseline koji iznosi 1,84 g/kg, dok u uzorku turist
kobasice najnizi udio L-glutaminske kiseline od 0,36 g/kg. Uzorci zimske kobasice, pancete i
budole analizirani su od viSe razli€itih proizvodaCa gdje se sadrzaj L-glutaminske kiseline
zimske kobasice kretao u intervalu od 0,70 - 0,90 g/kg, u uzorcima pancete izmedu 0,49 - 0,52
g/kg, a u uzorcima budole u rasponu od 1,15 - 1,37 g/kg. Maksimalni izmjereni udio L-
glutaminske kiseline u kategoriji trajnih kobasica iznosi 1,84 g/kg Sto pokazuje kako ni u ovoj
kategoriji maksimalna dozvoljena koli€ina L-glutaminske kiseline kao aditiva u mesnim
proizvodima nije prekoraena. Za ovu kategoriju prije same provedbe analize oCekivan je udio
glutaminske kiseline u nesto vec¢im udjelima, $to je u konacnici i odredeno. U odnosu na
prethodne dvije kategorije mesnih proizvoda velika vecina uzoraka kategorije trajnih kobasica

sadrzavala je viSi udio ovog aditiva. Kao i do sada, razlog potrebi za ve¢om upotrebom L-
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glutaminske kiseline unutar ove kategorije ,maskiranje“ manje kvalitetnih sirovina koristenih za
proizvodnju proizvoda te radi pojaCavanja okusa buduci da je ova kategorija mesnih proizvoda

poznatija po svojem pikantnijem okusu.

Tablica 5. Udjeli L-glutaminske kiseline i vode u kategoriji trajnih kobasica

Kategorija mesnih Vrsta mesnih Udio vode L-glutaminska kiselina

proizvoda proizvoda (%) (g/kg)
Zimska kobasica 60,70 0,70

32,60 0,90

Trajna kobasica 30,70 0,85

Turist kobasica 27,20 0,36

Trajne kobasice Panceta 33,80 0,52
30,70 0,49

Sendvi¢ salama 38,60 0,55

Panona 34,90 1,84

Wintera 34,20 1,23

Budola 37,10 1,15

37,70 1,37

Analizom rezultata dobivenih odredivanjem udjela vode dobiven je interval 27,20 - 60,70 %
unutar kojeg se nalaze dobivene vrijednosti udjela vode za proizvode u kategoriji trajnih
kobasica. Za trajne kobasice oc€ekivan je niZi udio vode od ostalih kategorija. NajniZi udio
odreden u uzorku turist kobasice, a najvisi u uzorku zimske kobasice. Uzorak zimske kobasice
koji je iznosio 60,70 % mozemo smatrati pogreSkom prilikom odredivanja udjela vode bududéi
da je duplo visi od drugog uzorka zimske kobasice. Svi uzorci osim jednog uzoraka zimske
kobasice kretali su se do maksimalno 38,60 % S&to uistinu prikazuje jednu od karakteristika ove
kategorije, a to je dulja trajnost proizvoda zbog sniZzenog udjela vode. U ovoj kategoriji nije
zabiljeZen trend poveznice udjela vode s udjelom dodatka aditiva L-glutaminske kiseline kao

Sto je bio slucaj u kategoriji proizvoda od usitnjenog mesa.
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Tablica 6 prikazuje udjele L-glutaminske kiseline i vode za kategoriju polutrajnih kobasica.
U ovoj kategoriji analizirano je najviSe uzoraka od svih kategorija, odnosno trideset pet uzoraka.
Od ukupnog broja uzoraka deset uzoraka predstavljaju uzorci hrenovki, Cetiri uzoraka kranjskih
kobasica, dva uzorka slaninskih kobasica, tri uzorka puckih kobasica te po jedan od uzoraka
debrecinke, bbqg kobasice sa sirom, vikend kobasice, jegera, obiteljske kobasice, safalade, Cili
kobasice, Sunke- PIZZA, domace dubravske kobasice, posebne salame, hot dog hrenovke,
sendvi€ nareska sa sirom, extra salame, mortadele te pileceg parizera (tablica 1). 1z dobivenih
rezultata odreden je interval unutar kojeg se nalaze vrijednosti udjela L-glutaminske kiseline u
kategoriji polutrajnih kobasica koji iznosi 0,12 - 2,04 g/kg. Jedan od uzoraka hrenovki imao je
najvisi udio L-glutaminske kiseline od 2,04 g/kg, dok jedan od uzoraka kranjskih kobasica imao
je najnizi udio L-glutaminske kiseline od 0,12 g/kg. Uzorci kranjskih kobasica, slaninskih
kobasica, safalade, pucke kobasice i hrenovki analizirani su od vise razli¢itih proizvodaca. Udio
L-glutaminske kiseline kranjskih kobasica nalazio se u intervalu od 0,12 - 0,79 g/kg, dok su se
uzorci slaninskih kobasica nalazili izmedu 0,35 - 0,48 g/kg. Uzorci safalade prikazali su raspon
1,02 - 1,49 g/kg, dok je kod puckih kobasica bio prisutan raspon 0,33 - 0,82 g/kg te raspon
uzoraka hrenovki 0,46 - 2,04 g/kg. Zbog svojih svojstva, za proizvode u ovoj kategoriji o¢ekivao
se veci udio glutaminske kiseline, $to je analizom i dobiveno u nekim od uzoraka. Naime,
dobiveni su rezultati koji variraju od niskih do visih udjela kojima je bilo potrebno pronaci uzrok

odnosno objasnjenje.

Tablica 6. Udjeli L-glutaminske kiseline i vode u polutrajnim kobasicama

Kategorija mesnih Vrsta mesnih Udio vode L-glutaminska kiselina

proizvoda proizvoda (%) (g/kg)
Posebna salama 37,90 0,70

Hot dog hrenovke 65,10 1,24

Sendvi€ narezak sa 66,90 0,59

sirom

Polutrajne kobasice Extra salama 68,40 0,67
Mortadela 60,10 0,24

PileCi parizer 71,30 0,31
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Tablica 6. Udjeli L-glutaminske kiseline i vode u polutrajnim kobasicama — nastavak

Kategorija mesnih Vrsta mesnih Udio vode L-glutaminska kiselina

proizvoda proizvoda (%) (g/kg)
Debrecinka 49,10 1,64

57,10 0,25

61,20 0,79

Kranjska kobasica 52,20 0,77

49,10 0,12

Bbg kobasica sa sirom 67,20 0,53

Vikend kobasica 52,80 0,47

57,30 0,35

Slaninska kobasica 36,20 0,48

Jeger 55,60 1,08

Obiteljska kobasica 57,10 1,19

Safalada 64,00 1,49

Polutrajne 60,90 1,02
kobasice 55,20 0,82
Pucka kobasica 52,80 0,48

55,70 0,33

Cili kobasica 52,30 0,39

Sunka — PIZZA 75,30 0,52

Domaca dubravska 60,70 0,23

kobasica

34,80 2,04

61,90 1,01

64,90 0,72

66,00 1,20

59,60 1,04

Hrenovke 66,90 1,02

62,70 0,92

56,10 0,46

62,10 0,75

60,50 0,86

27



Pregledom dobivenih rezultata uo¢eno je odstupanje dva uzorka kranjskih kobasica koji su
iznosili 0,12 g/kg i 0,25 g/kg Sto predstavlja dosta nizu vrijednost u odnosu na ostala dva uzorka
koja su relativno bliska po udjelu L-glutaminske kiseline s vrijednostima od 0,77 g/kg i 0,79 g/kg.
Ono $to je izgledno u ovome sluc€aju jest da je do razlike u vrijednostima doSlo zbog nejednako
koriStene koli€ine ovog aditiva medu proizvodacima ili zbog pogresSke prilikom mjerenja. Osim
toga, velike oscilacije u rezultatima uo¢ene su medu uzorcima hrenovki gdje je razlika izmedu
najviseg i najnizeg udjela jednaka 1,58 g/kg Sto ponovno ukazuje na potencijalne uzroke kao i
kod uzoraka kranjskih kobasica. Potreba za detaljinom analizom ove kategorije proizasla je iz
Cinjenice da je najmanja i najveca vrijednost udjela glutaminske kiseline u svih 58 uzoraka

analiziranih ovim istrazivanjem upravo odredena unutar iste kategorije.

Obzirom da je granitna vrijednost dodatka L-glutaminske kiseline 10 g/kg te da je
maksimalni izmjereni udio L-glutaminske kiseline u kategoriji polutrajnih kobasica 2,04 g/kg,
maksimalna dozvoljena koli€ina L-glutaminske kiseline nije prekoracena. Rezultati kategorije
polutrajnih kobasica usporedivi su s istrazivanjem Croitoru i sur. (2010) gdje je odreden udio L-
glutaminske kiseline u tradicionalnoj Sunki od 1,66 g/kg, pile¢oj Sunki od 0,93 g/kg, purecoj
Sunki od 0,73 g/kg. Buduci da se radi o Sunkama, usporedive su s uzorkom Sunka — PIZZA kaji
iznosi 0,52 g/kg te ukazuje na smanjenje udjela L-glutaminske kiseline u proizvodima proteklog
desetlje¢a, ali i na smanjenu upotrebu L-glutaminske kiseline u Republici Hrvatskoj u odnosu
na Rumunjsku gdje je provedeno istrazivanje Croitoru i sur. (2010). Takoder, Croitoru i sur.
(2010) odredili su udio L-glutaminske kiseline u svinjskim hrenovkama od 0,37 g/kg te u pilecoj
mortadeli u udjelu od 0,14 g/kg Sto je u ovom sluéaju ispod dobivenih raspona za oba uzorka.
Usporedbom rezultata moguée je zakljuciti kako je i dalje postojan trend ,maskiranja“ manje

kvalitetne sirovine u proizvodima poput hrenovaka.

S druge strane, udio vode odreden u ovoj kategoriji nalazio s u intervalu 34,80 - 75,30 %
gdje je najnizi udio vode odreden u uzorku hrenovke, a najviSi u uzorku Sunke — PIZZA.
Takoder, bitno je uociti kako udio vode unutar iste vrste mesnih proizvoda nije znacajno razlicit,
osim u slu€aju slaninskih kobasica gdje se udio vode razlikuje 21,10 % izmedu uzoraka te
uzoraka hrenovki koji se krece u rasponu 34,80 - 66,00 %. Unutar ove kategorije, udio vode
relativno je razli€it kod svakog proizvoda pojedinacno. Medutim, globalno gledajuci kategorija
polutrajnih kobasica uz trajne i polutrajne suhomesnate proizvode ocCekivano sadrzi visoke

udjele vode u svojim proizvodima.

Prethodnom analizom svake pojedinaCne kategorije dan je uvid koli¢ine L-glutaminske

kiseline kao aditiva unutar iste kategorije mesnih proizvoda, ali i unutar iste vrste koja je
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analizirana od vise razliCitih proizvodaca gdje se mogla zakljuditi ovisnost dodatak ovog aditiva

o vrsti mesnog proizvoda i proizvodacu.

Kako bi se potkrijepile prethodno navedene pretpostavke za svaku od analiziranih kategorija
mesnih proizvoda te kako bi se provela usporedba dobivenih vrijednosti izmedu svih
analiziranih kategorija mesnih proizvoda, provela se analize varijacije (ANOVA). Dakle, iz
prethodno navedenog slijedi teza kako izmedu analiziranih kategorija mesnih proizvoda postoje
razlike. ANOVA pruZza statisti¢ku obradu podataka gdje je postavljena P vrijednost jednaka 0,05
te ukoliko postoji statistiCki zna¢ajna razlika izmedu kategorija mesnih proizvoda dobivena P

vrijednost mora iznositi manje od zadane P vrijednosti.

Tablicom 7 i 8 prikazana je analiza varijance (ANOVA) koja uklju€uje prosje¢ne vrijednosti,
varijance te statistiCcke parametre za svaku skupinu. Buduéi da je P-vrijednost koja iznosi 0,33
veca od zadane P vrijednosti koja iznosi 0,05, govori kako izmedu skupina F-vrijednost nije
statisticki zna€ajna, odnosno nema dovoljno dokaza da odbacimo nultu hipotezu koja
pretpostavlja da izmedu skupina postoji zna¢ajna statisti¢ka razlika izmedu srednjih vrijednosti

koncentracije L-glutaminske kiseline.
Tablica 7. StatistiCka analiza rezultata L-glutaminske kiseline

Skupine Broj Zbroj Prosje€na Varijanca
uzoraka vrijednosti vrijednost

Proizvodiod 5 3,16 0,63 0,16

usitnjenog

mesa

Trajni i 7 3,84 0,55 0,90

polutrajni

suhomesnati

proizvodi

Trajne 11 9,96 0,91 0,20

kobasice

Polutrajne 35 26,72 0,76 0,19

kobasice
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Tablica 8. Rezultati ANOVA analize za L-glutaminsku kiselinu

lzvor SS df MS F P- F
varijacije vrijednost  kriti€na
Izmedu 063 3 021 1,18 0,33 2,78
skupina

SS -suma kvadrata, df - stupnjevi slobode, MS - srednja kvadratna vrijednost, F - F-vrijednost, P-

vrijednost -vrijednost znacajnosti, F kriti€na -kriticna F-vrijednost

Stoga, kako bi se potvrdila istinitost rezultata dobivenih analizom varijance (ANOVA)
izvedena je posthoc analiza kojom se odredio interval pouzdanosti za razlike izmedu skupina.
Posthoc analizom odreden je interval pouzdanosti koji pruza dodatne informacije o preciznosti
procjene razlike medu skupinama. Pomocu prosjeka razlike srednjih vrijednosti izmedu skupina
koja je iznosila 0,200, standardne devijacije koja je iznosila 0,093, standardne greske koja je
iznosila 0,102 te t-vrijednosti koja je iznosila 0,068, odreden je interval pouzdanosti koji je
iznosio 0,200 + 0,0069. Interval pouzdanosti odnosi se na raspon vrijednosti u kojem se s
odredenom vjerojatno$¢éu moze ocCekivati stvarna vrijednost razlike izmedu skupina. Sukladno
tome, donja granica intervala iznosila je 0,1931 te gornja granica intervala 0,2069. Buduci da
su granice intervala iznad nule te nula nije ukljuéena u interval, posthoc analiza sugerira na
postojanje statistiCki znacajnih razlika izmedu barem nekih skupina parova. Usporedujuci
prosjecne vrijednosti udjela L-glutaminske kiseline pojedinih kategorija vidljivo je kako trajne i
polutrajne kobasice sadrze veci udio ovog aditiva u odnosu na polutrajne i trajne suhomesnate

proizvode te proizvode od usitnjenog mesa.

Kao $to je navedeno na pocCetku ovog rada, radi odredivanja udjela glutaminske kiseline u
uzorcima bilo je potrebno provesti odredivanje udjela vode. Udio vode prvenstveno ima ulogu
povezanu s trajnosti proizvoda te se zbog toga manji udio vode oCekivao u proizvodima dulje
trajnosti. Osim toga, na pocCetku istrazivanja postojala je teza o poveznici udjela vode i dodatka
aditiva L-glutaminske kiseline. 1z pojedinacno dobivenih rezultata nije se moglo uociti pravilo
odnosno ima li udio vode utjecaja na koli€inu dodatka ovog aditiva. Posljedi¢no tome, kako bi
se adekvatno interpretirali dobiveni rezultati, u obzir je uzet odnos udjela vode i dodatka
glutaminske kiseline te je provedena analiza varijance za udjele vode u analiziranim uzorcima

te su rezultati prikazani u tablicama 9 i 10.
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Tablica 9. StatistiCka analiza rezultata udjela vode

Broj Zbroj Prosje€éna Varijanca

Skupine uzoraka vrijednosti vrijednost

(%) (%)
Proizvodi od
usitnjenog 5 197,10 39,42 217,58
mesa
Trajni i
polutrajni 7 442,60 63,23 83,90
suhomesnati
proizvodi
Trajne 11 398,20 36,20 77,45
kobasice
Polutrajne 35 2038,20 58,23 83,36
kobasice

Tablica 10. Rezultati ANOVA analize za udio vode

lzvor SS df MS F P- F

varijacije vrijednost kritiéna

Izmedu 517,93 3 1905,98 19,79 8,76E-09 2,78

skupina

SS - suma kvadrata, df - stupnjevi slobode, MS - srednja kvadratna vrijednost, F - F-vrijednost, P-

vrijednost - vrijednost znacajnosti, F kriti€na - kriti€na F-vrijednost
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ANOVA analizom podataka o udjelu vode (tablice 9 i 10) utvrdena je statistiCki znacajna
razlika u udjelu vode izmedu razli€itih skupina mesnih proizvoda gdje je F= 2,78 odnosno P <
0,05.

Iz usporedbe dobivenih rezultata proizlazi kako trajne kobasice sadrze prosje¢no najvisSi
udio L-glutaminske kiseline (0,91 g/kg), dok sadrze prosjecni najniZi udio vode (36,20 %).
Prosje¢no najnizi udio L-glutaminske kiseline (0,55 g/kg) odreden je u trajnim i polutrajnim
suhomesnatim proizvodima koje su sadrzavale prosjecno najvisi udio vlage (63,23 %). Ostale
kategorije mesnih proizvoda nalazile su se po udjelu vode izmedu kategorija trajnih kobasica i
trajnih i polutrajnin suhomesnatih proizvoda. lako analizom svih uzoraka pojedinih kategorija
mesnih proizvoda nije dokazan utjecaj vlage na dodatak L-glutaminske kiseline, uspjesno je
dokazano kako proizvodi dulje trajnosti sadrze maniji udio vlage. S druge strane, dodatak L-
glutaminske kiseline kao aditiva ovisi o kvaliteti mesa koje se dodaje u ovakve proizvode, buduci
da je njezina uloga pojacivac¢ okusa, odnosno ,maskiranje“ loSije kvalitete sirovine. Rezultati u
tablici 7 prikazuju kako trajne kobasice sadrze prosje€no najveci udio L-glutaminske kiseline,
nakon koijih slijede polutrajne kobasice, proizvodi od usitnjenog mesa te suhomesnati proizvodi.
Iz ovog poretka vrlo je jasno kako se udio L-glutaminske kiseline poveéava sa zastupljenosti
razliCitih sirovina u sastavu proizvoda. TocCnije, kombinacija razli€itih i nekvalitetnih mesnih
sirovina pokuSava se ,zamaskirati“ ve¢im dodatkom L-glutaminske kiseline kao aditiva, dok je
primjerice kod suhomesnatih proizvoda ona najmanje zastupljena upravo iz razloga sto je takav
proizvod nastao iz jedne mesne sirovine, odnosno cjelovitog mesnog komada bez
homogenizacije drugih sirovina kako bi se dobila kompaktna smjesa $to je primjer kod trajnih i

polutrajnih kobasica.

lako ANOVA nije pruzila dovoljno statistiCkin dokaza za opcu razliku izmedu skupina,
posthoc analiza naglaSava vaznost razumijevanja specificnih parova skupina koje pokazuju
statistiCki znaCajne razlike. Ono Sto je ANOVA utvrdila jest spoznaja da su razlike medu
kategorijama mesnih proizvoda prisutne, ali statisti¢ki nisu toliko zna¢ajne. Ova spoznaja je vrlo
jasna pregledom rezultata buduci da se udjeli glutaminske kiseline nalaze u rasponu 0,12 - 2,04
g/kg Sto ne predstavlja veliku razliku obzirom da se radi o razli€itim kategorijama mesa koje se
razlikuju po svojoj proizvodnji. Medutim, dobiveni rezultati ukazuju na potrebu daljnjih
istraZivanja, na vecem broju uzoraka, kako bi se dublje istrazile specificnosti koncentracije L-

glutaminske kiseline izmedu razli€itih skupina mesnih proizvoda.
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Pregledom dostupne literature, utvrden je vrlo mali broj istrazivanja provedenih na razli€itim
kategorijama mesnih proizvoda. Istrazivanja se odnose na opcenito pilece, svinjsko i govede
meso §to je teSko usporedivo s konkretnim mesnim preradevinama poput uzoraka analiziranih
u ovome istrazivanju. Osim istrazivanja Vuli¢ i sur. (2019) i Croitoru i sur. (2010) koja su
analizirala preradene mesne proizvode, dostupna su dva istrazivanja koja su se bavila
opcenitim pojmom pile¢eg, govedeg i svinjskog mesa, odnosno odredivanjem prirodno prisutne
L-glutaminske kiseline koja je neophodna za interpretaciju dobivenih rezultata ovog istrazivanja.
Ninomiya (1998) odredio je udio slobodne L-glutaminske kiseline u pileéem mesu od 440 mg/kg,
govedem mesu od 330 mg/kg te svinjskom mesu 200 mg/kg. S druge strane, Jinap i Hajeb
(2010) odredili su udio L-glutaminske kiseline u pileCem mesu od 220 mg/kg, govedem mesu
od 100 mg/kg te svinjskom mesu od 90 mg/kg. Navedena istrazivanja dovode do zakljucka
kako udio L-glutaminske kiseline odredene u mesnim proizvodima ovim istraZivanjem ne
predstavlja isklju€ivo udio L-glutaminske kiseline dodane kao aditiv, ve¢ odredeni dio upravo
proizlazi iz slobodne L-glutaminske kiseline, prirodno prisutne u mesu. Takoder, uocljivo je kako
je u periodu od 1998. do 2010. godine doslo do smanjenja udjela prirodno prisutne L-

glutaminske kiseline unutar kategorija pile¢eg, govedeg i svinjskog mesa.

Istrazivanjem Diaa Eldin i sur. (2023) odreden je udio MSG-a dodanog u preradevine
pileCeg mesa. Dobiveni rezultati koli€ine L-glutaminske kiseline iznose za konzervirano pilece
meso 3,95 + 0,51 g/kg, panirani odrezak 1,85 £ 0,28 g/kg, pile¢e mljeveno meso 2,75 + 1,05
g/kg, pile¢a Savarma 1,73 £ 0,22 g/kg te pohano pile¢e meso 1,47 + 0,85 g/kg. Istrazivanjem
Shaltout (1996) odredeni su udjeli L-glutaminske kiseline u konzerviranom pileéem mesu (0,21
g/kg) i paniranom pilecem mesu (0,001 g/kg), $to ukazuje na veci udio slobodne L-glutaminske
kiseline u odnosu na istrazivanje Diaa Eldin i sur. (2023). PileCe mljeveno meso i pohano pileée
meso usporedivo je s istrazivanjem Hassan i sur. (2018) kojim je dobivena niza vrijednost od
1,96 g/kg za mljeveno meso te viSa vrijednost od 1,85 g/kg za pohano pilece meso. Prethodno
navedena istrazivanja u odnosu na istrazivanja Vuli¢ i sur. (2019) te Croitoru i sur. (2010)
ukazuju na ucestaliju upotrebu L-glutaminske kiseline kao aditiva tijekom godina. Osim toga,
ovim istrazivanjima dokazana je upotreba L-glutaminske kiseline kao aditiva u mesnim

preradevinama buduci da su dobivene vrijednosti znatno iznad onih prirodno prisutnih u mesu.

Prethodno navedena istrazivanja bila su od velikog znacaja za interpretaciju dobivenih
rezultata udjela glutaminske kiseline prisutne u uzorcima mesnih proizvoda analiziranih ovim
istrazivanjem. Osim toga, ovim istrazivanjem uspje3no je dokazano postivanje Uredbe Komisije
(EU) br. 1129/2011 od strane proizvodaca, gdje ni u jednom analiziranom uzorku mesnih

proizvoda nije odreden udio L-glutaminske kiseline veci od maksimalne dozvoljene koli¢ine od

33



10 g/kg te je uoCen manji dodatak L-glutaminske kiseline u mesne proizvode hrvatskih

proizvodaca u odnosu na studije provedene izvan i unutar Republike Hrvatske.

Nadalje, dobiveni rezultati u ovome diplomskom radu povezani su s dostupnim literaturnim
navodima koji govore o sigurnim koli€inama L-glutaminske kiseline koje su dozvoljene za
konzumaciju tijekom jednog dana. Medutim, uzevsi u obzir da NOAEL vrijednost iznosi 3,2 g/kg
dnevno (EFSA Panel, 2017) te da uzorak hrenovki koji je ujedno prikazao najviSi udio L-
glutaminske kiseline u ovome istrazivanju iznosio je 2,04 g/kg, moze se izraCunati teorijski
koliko je potrebno kilograma mesnog proizvoda (hrenovki) da bi izazvao toksi€nost na ljudski
organizam. Na primjer, za osobu prosjeéne mase od 80 kg potrebno je konzumirati 256 g L-
glutaminske kiseline kako bi ona izazvala moguci toksi¢ni ucinak, odnosno potrebno je
konzumirati 125,5 kg hrenovki dnevno. Ovu koliinu je u stvarnosti nemoguce posti¢i buduci da
se radi o zaista velikoj koli€ini mesnog proizvoda koju bi trebala jedna osoba prosjecne tjelesne
mase konzumirati. Osim NOAEL vrijednosti, predstavljena je i ADI vrijednost koja iznosi 30
mg/kg tjelesne mase, $to predstavlja 2,4 g L-glutaminske kiseline dnevno po osobi tjelesne
mase 80 kg. Dakle, za dostizanje ADI vrijednosti potrebna je konzumacija 1,18 kg hrenovki. Za
razliku od dobivene vrijednosti potrebne koli€ine proizvoda za dostizanje NOAEL vrijednosti,
vrijednost dobivena za koli€inu proizvoda za dostizanje ADI vrijednosti je realna i moguca za

dostizanje.

Prema Brosnan i sur. (2014) dnevni unos dodane L-glutaminske kiseline u prehrani varira
izmedu 350 - 500 mg po osobi, kao i udio glutamata iz prirodnih izvora koji varira izmedu 130 -
180 mg/kg. Na primjeru uzoraka hrenovki, zanemarivsi udio prirodno prisutne L-glutaminske
kiseline u odnosu na ukupni udio, za unos dodane L-glutaminske kiseline potrebna je
konzumacija 0,17 — 0,23 kg hrenovki dnevno. Bitno je napomenuti kako L-glutaminska kiselina
nije zastupljena u prehrani ljudi samo preko mesa i mesnih proizvoda, vec¢ je dostupna i iz
drugih izvora te nije moguce odrediti izravnu toksi¢nost L-glutaminske kiseline prisutne u

mesnim proizvodima u prehrani ljudi.

Prema podacima EFSA Panel (2017) doze koje su povezane s glavoboljom iznose 85,8
mg/kg tjelesne mase dnevno, s povisenim krvnim tlakom 150 mg/kg tjelesne mase dnevno, kao
i s povecanjem inzulina viSe od 143 mg/kg. Odnosno, kako bi se izazvali simptomi glavobolje
za osobu prosjeCne mase 80 kg potrebna je konzumacija 6,86 g L-glutaminske kiseline, za
pojavu simptoma povisenog krvnog tlaka 12 g i poviSenje inzulina 11,44 g L-glutaminske
kiseline, Sto ujedno predstavlja 3,36 kg (glavobolja), 5,88 kg (povideni krvni tlak) te 5,61 kg

(poviSenje inzulina) konzumiranih hrenovki u jednom danu.
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Obzirom da ponovna procjena EFSA Panel (2017) nije otkrila Stetne akutne ucinke pri
uzimanju L-glutaminske kiseline u dozama do otprilike 5 g/kg tjelesne mase dnevno i 5,25 g/kg
tielesne mase dnevno u jednom testu grani¢ne doze $to u ovom slu€aju prelazi odredenu
NOAEL vrijednost od 3,2 g/kg tjelesne mase, dovodi do zakljuCka da je nemoguée uzrokovati
akutni toksi¢an ucinak L-glutaminske kiseline podrijetlom iz aditiva isklju€ivo konzumacijom

mesnih proizvoda.

lako mnoga znanstvena istrazivanja potkrjepljuju tezu o toksi¢nim u€incima L-glutaminske
kiseline kao aditiva, ni jedno istrazivanje nije dokazalo toksi¢nost L-glutaminske kiseline koja
potje€e iz mesnih proizvoda vec¢ toksi¢nost uzrokovanu dodatkom doza izolirane L-glutaminske
kiseline, odnosno konzumacijom bez hrane. Ovim istrazivanjem odredeni su udjeli ukupne L-
glutaminske kiseline u razli¢itim mesnim proizvodima koji su daleko ispod maksimalne
dozvoljene granice te je izracunata koli€¢ina mesnog proizvoda koja bi uzrokovala potencijalne
toksicne ucinke. Takoder, ljudska prehrana nije sacinjena isklju€ivo od mesa i mesnih proizvoda
te zbog toga nije moguce odrediti koliko Stetni utjecaj €ini L-glutaminska kiselina zastupljena u
takvoj hrani. Osim toga, L-glutaminska kiselina kao prirodno zastupljena aminokiselina u mesu
takoder doprinosi udjelu L-glutaminske kiseline u proizvodu. Kao najbolji pokazatelj koli€ine
dodane L-glutaminske kiseline u mesnim proizvodima jest to da svi analizirani uzorci sadrze
udio veci od onog odredenog u istrazivanjima koja su odredivala udio slobodne L-glutaminske

kiseline prirodno prisutne u pileéem, govedem i svinjskom mesu.

Stoga, ovim radom predstavijeni su podatci prethodno provedenih istrazivanja o
potencijalnim toksi¢nim u€incima L-glutaminske kiseline koji se javljaju oralnom konzumacijom
visokih doza MSG-a iznad ADI vrijednosti koja iznosi 30 mg/kg tjelesne mase. S druge strane,
eksperimentalnim dijelom odredene su koli¢ine L-glutaminske kiseline u razli€itim kategorijama
mesnih proizvoda, a rezultati dovode do zaklju¢ka da ukoliko se uzima u obzir samo dodana L-
glutaminska kiselina odnosno ona u ulozi aditiva, ona ne moze izazvati akutnu toksi¢nost.
Posljedi¢no tome, kako bi se istrazila toksi¢nost L-glutaminske kiseline u mesnim proizvodima
potrebno je provesti daljnja istrazivanja koja Ce utvrditi pojavu simptoma uzrokovanih
konzumacijom proizvoda koji u sebi sadrze ovaj aditiv pri tome i odrediti prirodno prisutnu L-
glutaminsku kiselinu buduci da i ona djeluje na ljudski organizam jednako kao i dodana L-

glutaminska kiselina.

U konacnici, vrlo je vazno poticati svijest o raznolikoj prehrani. L-glutaminska kiselina
prirodno je zastupliena aminokiselina koja ima svoje pozitivne i negativne ucinke, kao i svaki
drugi spoj koji se nalazi u bilo kojoj drugoj namirnici. Zbog toga, njezin unos je teSko potpuno

izbaciti iz prehrane, ali se moze ograniCiti na naCin da se namirnice bogate dodanom L-
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glutaminskom kiselinom ograni¢e kako se ne bi presao preporuceni dnevni unosa i u konacnici
dovelo do pojave akutnih i kroni¢nih toksi¢nih u¢inaka. Ovim radom nije bilo moguce dokazati
izravnu toksi¢nost aditiva L-glutaminske kiseline na ljudski organizam, ali je svakako pregledom

literature podignuta svijest o njezinim toksic¢nim ucincima te je vrlo vazno ne zaboraviti:

“Sto postoji §to nije otrov? Sve su stvari otrovne i nita nije bez otrova. Samo doza

odreduje da nesto nije otrov.” - Theophrastus Bombastus Von Hohenheim (Paracelsus)
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. ZAKLJUCCI

Prehrambeni aditivi, poput L-glutaminske kiseline i njezinih soli, odlikuju se svojim
pozitivnim ucincima na prehrambene proizvode, ali negativnim ucincima na ljudsko
zdravlje, osobito kod prekomjerne konzumacije.

Unato€ tome §to je L-glutaminska kiselina odobrena kao siguran aditiv, visoke doze
mogu dovesti do ekscitotoksi¢nih ucinaka, uzrokujuéi ostecenje neuronskih stanica, te
se povezuje s raznim zdravstvenim problemima poput pretilosti, inzulinske rezistencije,
dijabetesa, neuroloskih poremecaja i kardiovaskularnih bolesti te sa Stetnim ucincima
na reproduktivne funkcije i imunoloski odgovor.

Prosje¢no najvisi udio L-glutaminske kiseline odreden je u uzorcima iz kategorije trajnih
kobasica (0,91 g/kg), dok je prosjecno najnizi udio odreden u kategoriji trajnih i
polutrajnih suhomesnatih proizvoda (0,55 g/kg). U uzorku hrenovki odreden je najvisi
udio L-glutaminske kiseline od 2,04 g/kg dok je u uzorku kranjske kobasice odreden
najnizi od 0,12 g/kg.

Koli¢ine L-glutaminske kiseline u analiziranim mesnim proizvodima ne prelaze zakonom
dopustene vrijednosti od 10 g/kg $to smanjuje rizik od akutnih toksi¢nih ucinaka.

S obzirom na to da je L-glutaminska kiselina prirodno prisutna u mnogim prehrambenim
proizvodima, ukljuéuju¢i meso i mesne preradevine, moguéa je kumulativna izlozenost
iz razli€itin izvora hrane. Zbog toga, vrlo je vazno kontinuirano pratiti razinu glutamata u
prehrani i educirati potroSace o potencijalnim zdravstvenim rizicima.

Vaznost daljnjih istrazivanja i regulative u ovom podruc¢ju ne mogu se zanemariti, jer
iako trenutne razine L-glutaminske kiseline u hrani ne prelaze dopuStene granice,
dugoroc¢ni uginci visokih razina L-glutaminske kiseline, osobito kod osjetljivih skupina,
ostaju predmet zabrinutosti te je vazno nastaviti sa sustavnim kontrolama kako bi se
pratila upotreba L-glutaminske kiseline kao aditiva u proizvodima proizvedenima od

manje kvalitetnih sirovina.
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