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Streszczenie: W ciggu ostatnich dziesiecioleci wzrosta §wiadomo$¢ dotyczaca zawartosci akrylamidu w gotowanej zywnosci. W
naszym spoteczenstwie promuje sie stosowanie naturalnych, domowych, ekologicznych i organicznych sktadnikéw jako strategii
przeciwdzialania wzrostowi zachorowalnos$ci na nowotwory. W niniejszej pracy zbadano wptyw stosowania kwasu i przedtuzonej
fermentacji na ograniczenie powstawania akrylamidu w pieczywie. Ponadto, aby spelni¢ wymagane normy produkcji przemystowej,
oceniono réwniez wymiary i kwasowos¢. W tym celu przygotowano prébki przy réznych czasach fermentacji ciasta przed
pieczeniem (0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minut) oraz przy ré6znych udziatach kwasu (0, 20 i 50%). Do oznaczania akrylamidu w
skorce chleba zastosowano metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej z tandemowa spektrometria masowa z
jonizacja elektrospryskowa (HPLC-ESI-MS/MS). Potwierdzono, ze wraz z wydluzaniem czasu fermentacji obserwowano spadek
poziomu akrylamidu w prébkach zawierajacych 0 i 20% kwasu, przy czym spadek ten by} bardziej wyrazny w przypadku tych
drugich. Jednak prébki zawierajace 50% kwasu wykazywaty zupehie inne zachowanie w zaleznosci od przedzialu czasu fermentacji.
Badania fizyczne wykazaly, ze wymiary kawatkdow zwiekszaly sie wraz z czasem fermentacji i zawarto$cia kwasu, az do momentu,
gdy nadmierna degradacja glutenu i kwaszenie srodowiska doprowadzily do sptaszczenia i zmniejszenia wysokosci prébek. Badanie
to wykazato, ze prébki zawierajace 20% kwasu zachowywaty odpowiednia jakos¢ glutenu przez dhuzszy czas fermentacji niz préobki
z 50% zawarto$cia kwasu, opdzniajac splaszczenie prébek wraz z uptywem czasu fermentacji. Przeprowadzono obliczenia
statystyczne w celu wyjasnienia korelacji miedzy réznymi zmiennymi, stwierdzajac, ze wskaznik miareczkowy byt powiazany z
czasem fermentacji, zawartoScia kwasu, gestoScig nasypowa oraz zawarto$cig akrylamidu.

Stowa kluczowe: akrylamid, reakcja Maillarda, kwas, wskaznik miareczkowy, fermentacja, HPLC-ESI-MS/MS

1. Wprowadzenie

Akrylamid jest zwigzkiem sklasyfikowanym jako neurotoksyczny i prawdopodobnie rakotwérczy dla ludzi [ 1]. Powstaje on w
trakcie reakcji Maillarda, ztozonego procesu z udziatem cukréw redukujacych i L-asparaginy [ 2, 3]. Na poziom akrylamidu wptywa
temperatura podczas produkcji, przy czym wyzsze temperatury powoduja wzrost stezenia akrylamidu
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[4, 5]. Udokumentowano ostre zagrozenia dla zdrowia zwiazane z akrylamidem, co podkresla potrzebe opracowania strategii
majacych na celu ograniczenie jego obecnosci w produktach spozywczych [6-8].

Niedawno kilku autoréw [9, 10] dokonato przegladu strategii majacych na celu zminimalizowanie powstawania akrylamidu w
produktach zbozowych. Wszystkie z nich skupialy sie na trzech gtéwnych kierunkach:

(a) Wyeliminowanie lub zastapienie substratéw prekursorowych: Zastapienie cukru inwertowanego syropem sacharozowym
[11], zastapienie NH yco,przez nanco,[12] oraz zmniejszenie stezenia NaCl [4, 13] okazaly sie obiecujagcymi metodami obnizania
poziomu akrylamidu w pieczywie. Dodanie asparaginazy do ciasta chlebowego [14, 15] oraz zastosowanie niektérych aminokwasow,
ktére konkuruja z asparaging w reakcji Maillarda [16, 17], wykazaty skuteczno$¢ w obnizaniu poziomu akrylamidu, jednak wzgledy
kosztowe ograniczajg ich powszechne stosowanie w przemysle piekarniczym [15]. Ponadto wybdr odmian zb6z o niskiej zawarto$ci
asparaginy spowoduje zmniejszenie stezenia akrylamidu w produktach koncowych [10].

(b) Modyfikacja warunkéw obrébki: Akrylamid powstaje przede wszystkim w skérce, gdzie znajduje sie od 90% do 99% tego
zwiazku [18], a na jego powstawanie wptywajq takie czynniki, jak niski poziom wilgotnosci i czas trwania fermentacji. Wiadomo, ze
niski poziom wilgotnosci sprzyja powstawaniu akrylamidu, poniewaz nizszy poziom wilgotnosci w skérce sprzyja wywotaniu reakcji
Maillarda [19]. Z drugiej jednak strony zaobserwowano réwniez wzrost zawartosci akrylamidu przy bardzo wysokich poziomach
wilgotnosci [20, 21], prawdopodobnie z powodu zwiekszonej mobilnosci prekursoréw i tworzenia sie akrylamidu [20, 22]. W celu
zmniejszenia zawarto$ci akrylamidu proponuje sie przedtuzong fermentacje [23, 24] oraz stosowanie kwasu w polaczeniu z
drozdzami [20]. Niedawno Zhou i in. [25] zbadali rézne szczepy i doszli do wniosku, ze Pediococcus pentosaceus byt
najskuteczniejszy w zmniejszaniu zawartosci akrylamidu w produkcie koricowym.

(c) Eliminacja lub redukcja akrylamidu po jego powstaniu: Abedi i in. [15] ostatnio zglebiali zastosowanie inzynierii
enzymatycznej w celu ograniczenia powstawania akrylamidu w zywnosci. Akrylamidaze wykorzystano do hydrolizy akrylamidu
pochodzacego z zywnosci i Srodowiska do kwasu akrylowego i amoniaku. Blonnik pokarmowy okazat sie réwniez skuteczny w
ograniczaniu utraty wilgoci podczas pieczenia [26], co w konsekwencji zmniejsza powstawanie akrylamidu [27, 28].

Pomimo znaczenia zmniejszenia zawartosci akrylamidu w produkcie koicowym konieczne jest uwzglednienie wlasciwosci
reologicznych i organoleptycznych, poniewaz chleb musi spelnia¢ inne wymagania stawiane przez konsumentéw. W naszym
spoteczenstwie promuje sie stosowanie naturalnej, domowej, ekologicznej i organicznej zywnosci jako rozwigzania majacego na celu
walke ze wzrostem zachorowalnosci na nowotwory. Kwas, naturalny srodek fermentacyjny, stanowi obiecujacy sposéb na obnizenie
poziomu akrylamidu w chlebie przy jednoczesnej poprawie jego jakodci. Diugotrwala fermentacja i dodanie kwasu wiaza sie ze
zmniejszeniem zawarto$ci akrylamidu w chlebie, poprawiajac jednoczesnie jego wiasciwosci reologiczne — staje sie on bardziej
miekki, mniej elastyczny, a tym samym fatwiejszy do rozciggania i formowania [29, 30].

Podczas fermentacji kwasowos¢ ciasta wzrasta z powodu mikrobiologicznych produktéw ubocznych metabolizmu, co wptywa
na wiasciwosci sensoryczne i techniczne chleba, a takze na jego trwalo$¢ i profil odzywczy [31, 32]. Kwas wywoluje zmiany
zaréwno w strukturze skorki, jak i miazszu, podnoszac kwasowos¢ srodowiska i oddzialujac na rézne sktadniki kluczowe dla
ksztaltowania sie chleba. Skladniki te obejmuja miedzy innymi gluten, skrobie i arabinoksylany [33]. Warto zauwazy¢, ze
dhlugotrwale wytwarzanie kwasu moze hamowa¢ rozw6j bakterii z powodu ich wlasnych metabolitéw. Pod wzgledem wiasciwosci
reologicznych ciasta z bakteriami heterofermentacyjnymi daja aromatyczna, lekko elastyczng konsystencje w poréwnaniu z ciastami
z bakteriami homofermentacyjnymi.

Drozdze rowniez odgrywaja kluczowa role w fermentacji. Podczas gdy bakterie przeksztatcaja weglowodany i aminokwasy w
kwas mlekowy lub octowy oraz inne zwiazki lotne, drozdze przyczyniajq sie do produkcji alkoholu i CO, @wutenku wegia)y ZWiekszajac
objeto$¢ ciasta. Dominacja drozdzy lub bakterii zalezy od warunkéw temperaturowych fermentacji [34].

Podsumowujac, dziatanie mikroorganizméw podczas fermentacji powoduje powstawanie metabolitéw, ktére wpltywaja na
rézne cechy produktu koricowego [33], w tym na ksztalt i zawartos¢ akrylamidu. W zwigzku z tym jako$¢ chleba mozna kontrolowaé
poprzez dostosowanie czasu fermentacji [30] oraz proporcji kwasu stosowanego w przepisie.

W zwiazku z tym niniejsze badanie ma na celu ocene zwigzku miedzy czasem fermentacji a zawarto$cig kwasu zaréwno pod
katem poziomu akrylamidu, jak i wlasciwosci fizycznych chleba (wymiary i kwasowos$¢). W tym celu przed wypiekiem zastosowano
rozne czasy fermentacji (0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minut) wraz ze zmiennymi proporcjami
kwasu (0%, 20% i 50%).

Do oznaczenia zawartosci akrylamidu w skérce chleba wykorzystano wysokosprawna chromatografie cieczowq sprzezona ze
spektrometrem masowym o wysokiej rozdzielczosci z podgrzewana jonizacja elektrospryskowa (HPLC-ESI-MS). Aby uzyskaé
glebszy wglad w zagadnienie, przeprowadzono analizy statystyczne w celu wyjasnienia korelacji Spearmana miedzy r6znymi
zmiennymi. Ponadto



przeprowadzono analize dyskryminacyjna (DA) w celu zbadania rozktadu prébek i ich grupowania w oparciu o kilka czynnikéw, ktére
moga mie¢ znaczenie dla usprawnienia procesu produkcji chleba.

2. Materialy, odczynniki i metody
2.1 Przygotowanie probek chleba

Najpierw przygotowano kwas (okreslany jako Ciasto I) wylacznie z maki i wody. Kwas ten byt skrupulatnie utrzymywany w
optymalnych warunkach temperatury i wilgotno$ci w przeznaczonej do tego komorze, poddawany cyklicznemu od$wiezaniu poprzez
dodawanie wody, wprowadzanie $wiezej maki oraz wyrabianie.

Nastepnie przygotowano rozne partie ciasta (okreslane jako Ciasto II) bez uprzedniej fermentacji, wykorzystujac make i wode.
W tym celu 10 kg maki pelnoziarnistej zmieszano z 6,5 | wody, 60 g Srodka poprawiajacego wiasciwosci chleba oraz 20 g drozdzy w
proszku. Nastepnie do Ciata II dodano rézne ilodci Ciata I, a mianowicie 0, 2 i 5 kilograméw, uzyskujac ostatecznie catkowita mase
10 kg. Proces ten pozwolit uzyska¢ zawartos¢ kwasu wynoszaca 0%, 20% i 50% w gotowych bochenkach chleba.

Po przygotowaniu ciast przeprowadzono proces wyrabiania trwajacy 6 minut w temperaturze pokojowej, w wyniku czego
koncowa temperatura probek wyniosta 21 °C. Po pozostawieniu ciast na 2 minuty w celu odpoczynku poddano je procesowi
formowania trwajacemu kolejne 12 minut, w wyniku czego uzyskano prébki o masie od 60 do 80 g.

Probki te podzielono na porcje i poddano fermentacji w komorze utrzymywanej przy wilgotnosci 70 + 2% i temperaturze 30 + 1
°C przez rézne okresy czasu: 0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minut. Na koniec wypieczono je w piecu pétkowym ustawionym na 200
°C przez 23 minuty, podczas ktorych temperatura miazszu w podprébkach osiagnela 92 + 1 °C. Po schlodzeniu w temperaturze
pokojowej prébki przekazano do laboratorium w celu dalszej analizy.

2.2 Przygotowanie probek do analizy akrylamidu

W tym celu zastosowano metodologie opisana w normie UNE EN 16618:2015 [35]. Prébki rozdrobniono, aby umozliwic¢
analize wylacznie skorki. Nastepnie skdérke rozdrobniono za pomoca miynka ostrzowego, a potem poddano 48-godzinnemu
procesowi liofilizacji w celu uzyskania suchej prébki. Po tym etapie probki zostaty drobno i réwnomiernie zmielone za pomoca
mitynka kulowego. Odwazono doktadnie 2 gramy kazdej probki i umieszczono je w osobnych probéwkach typu Falcon o pojemnosci
50 ml, do ktérych do kazdej probki dodano 40 pl wewnetrznego standardu akrylamidu-d*(Sigma-Aldrich, Wieden, Austria, 10 ppm
w wodzie). Jednorodne rozpuszczenie uzyskano poprzez reczne mieszanie, a nastepnie 15-sekundowe mieszanie w wiréwce.
Nastepnie przeprowadzono mieszanie mechaniczne przez 60 minut z predkoscia 130 obrotéw na minute. Po tym etapie roztwor
poddano wirowaniu w temperaturze 10 °C i przy sile odsrodkowej 3600 g przez 20 minut. Z uzyskanego supernatantu ostroznie
pobrano objeto$¢ 10 ml.

Przeprowadzono dwie procedury ekstrakcji w fazie statej (SPE) w celu usuniecia wszelkich potencjalnych zanieczyszczen w
probcee, ktére moglyby zakléca¢ oznaczanie analitu docelowego. W poczatkowej fazie SPE wykorzystano wkiad Isolute Multimode.
Najpierw kolumne zréwnowazono 3 ml metanolu (Panreac, Panreac Quimica S.L.U., Castellar del Vallés, Barcelona), a nastepnie
przeprowadzono dwa etapy réwnowazenia przy uzyciu 6 ml wody osmotyzowanej (Millipore Elix 3 Essential, Millipore Corp.,
Milford, MA, USA). Nastepnie przez kolumne przepuszczono 10 ml ekstraktu wodnego i zebrano go do dalszej analizy.

Do drugiego SPE zastosowano wklad Isolute ENV+. Wkiad ten zréwnowazono 5 ml metanolu i 5 ml wody osmotyzowanej. 10
ml ekstraktu wprowadzono do kolumny, a eluat odrzucono. Kolumne przeptukano nastepnie 4 ml wody osmotyzowane;j.

W celu elucji akrylamidu zastosowano 2 ml roztworu sktadajacego sie z 60% metanolu w wodzie. Na koniec eluat poddano
odparowaniu do uzyskania stalej objetosci 500 pl. Ten stezony roztwoér przeniesiono nastepnie do bursztynowej fiolki w celu
pozniejszego wprowadzenia do aparatury do wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria masowaq
(HPLC-MS). Wyniki analizy akrylamidu podano dla chleba z suchg skérka, a kazda prébke przygotowano w trzech powtérzeniach
do analizy akrylamidu.

W celu sporzadzenia krzywych kalibracyjnych przygotowano roztwo6r macierzysty wzorca akrylamidu poprzez rozpuszczenie
wzorca akrylamidu (europejskie materiaty referencyjne ERM-BD272, zawartos¢ masowa akrylamidu w chlebie chrupiacym,
pochodzacego z



Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (BAM) o zawartosci akrylamidu wynoszacej 0,98 + 0,09 mg/kg) w wodzie
osmotycznej. Roztwor ten zostal odpowiednio rozcieniczony w celu przygotowania roboczego roztworu wzorcowego o stezeniu 100
ppb i wykorzystany do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej metoda dodawania wzorca w zakresie 10-60 ppb. Zastosowane naczynia
miarowe posiadaty certyfikat potwierdzajacy, ze sa wykonane ze szkla borokrzemowego klasy A.

2.3 Pomiar wymiarow chleba

Biorac pod uwage, ze masa ciast wykorzystanych do wyprodukowania kawatkéw chleba byta w przyblizeniu taka sama (76,33
+ 2,9 g), mogliSmy dokonac ilo$ciowego poréwnania zmienno$ci wymiaréw kawatkéw w zaleznosci od zawartosci kwasu oraz czasu
fermentacji kazdego kawatka. Pomiary przeprowadzono przy uzyciu skali pomiarowej, a wyniki wyrazono w cm. Wazenie probek
przeprowadzono przy uzyciu wagi precyzyjnej firmy Sartorius o maksymalnej nosnosci 500 g i doktadnosci 0,01 g.

Gestos¢ objetosciowa chleba okreslono poprzez podzielenie masy (g) przez objetos¢ (“™) kawatkéw chleba.

2.4 Przygotowanie roztworow probek do analizy catkowitej kwasowosci miareczkowej

Wskaznik miareczkowy okreslono poprzez pomiar objetosci 0,1 N NaOH (Panreac, Panreac Quimica S.L.U., Castellar del
Vallés, Barcelona) potrzebnej do zneutralizowania kwasowosci prébki i uzyskania pH na poziomie 8,5. Parametr ten stuzy jako
reprezentatywny wskaznik kwasowos$ci zywnosci. Wskaznik miareczkowy ma znaczace zalety w poréwnaniu z konwencjonalnym
pomiarem pH, poniewaz minimalizuje wahania pH wywolane zmianami temperatury otoczenia. Dzieje sie tak podczas
poréwnywania sygnatéw préobek z krzywa kalibracyjng oparta na wzorcach skorygowanych temperaturowo.

Badania przeprowadzono w trzech powtérzeniach, wykorzystujac trzy identyczne probki kazdego rodzaju chleba,
przygotowane i upieczone w dokladnie takich samych warunkach i w tym samym czasie. Procedura wstepnej obrébki probek oraz
oznaczanie wskaznika kwasowos$ci miareczkowej przeprowadzono zgodnie z metodq opisang przez Zannini i in. [36]. Poczatkowo
kazdy kawatek zostat zmierzony i zwazony przed zmieleniem w miynku laboratoryjnym IKA A1l Basic. Do analizy wybrano trzy
porcje po 10 g z homogenizowanych prébek. Nastepnie do kazdej prébki dodano 90 ml wody dejonizowanej i mieszano w kapieli
ultradZwiekowej przez 15 minut, po czym prébki poddano dalszej homogenizacji za pomoca mieszadta magnetycznego przez 30
minut. Po przygotowaniu rozcieniczen probek wskaznik kwasowo$ci miareczkowej okreslono metoda wolumetryczna.

2.5 Analiza akrylamidu

W ostatnim czasie szerokie zastosowanie zyskata technika tandemowej spektrometrii masowej z jonizacja elektrospryskowa
(ESI), co wynika przede wszystkim z rosnacego zapotrzebowania na analize sktadu zywnosci [37, 38].

System ESI stanowi forme jonizacji przy cisnieniu atmosferycznym, umozliwiajaca jonizacje czasteczek w roztworze zarGwno
o polaryzacji dodatniej, jak i ujemnej, co poprawia rozdzielczo$¢ spektrometrii masowej. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC) w polaczeniu z tandemowa spektrometriag masowa z jonizacja elektrospryskowa (ESI-MS) umozliwia generowanie widm
masowych obejmujacych nienaruszone jony molekularne oraz jony fragmentacyjne. Identyfikacje pikéw przeprowadzono poprzez
dopasowanie ich widm masowych i czaséw retencji do zwiazkow referencyjnych [39].

Rozdzielenie chromatograficzne przeprowadzono przy uzyciu systemu HPLC Thermo Scientifics Ultimate 3000 (Thermo
Electron Corporation, Bellefonte, PA) wyposazonego w kolumne analityczng Hypercarb (100 x 2,1 mm $rednicy wewnetrznej) o
grubosci warstwy 5 pm. Material Hypercarb z porowatego wegla grafitowego (PGC) sklada sie z catkowicie porowatych czastek
sferycznych i wykazano, ze zapewnia poprawe w zastosowaniach, w ktérych wystepuja ograniczenia dotyczace pH, istnieje potrzeba
retencji polarnej lub zwiekszonej selektywnosci w przypadku blisko spokrewnionych zwiazkéw, przewyzszajac mozliwosci
tradycyjnych faz stacjonarnych na bazie krzemionki [40, 41]. Wiekszo$¢ parametréw ustawiono zgodnie z opisem w metodzie
normatywnej, z kilkoma wyjatkami wskazanymi ponizej. Temperature prébnika i temperature kolumny ustawiono odpowiednio na 5
°C i 30 °C. Fazy ruchome zastosowane do gradientu elucji to: A (0,1% kwas mrowkowy w wodzie osmotyzowanej), B (metanol)
oraz C (H,0). Gradient elucji ustalono w nastepujacy sposéb: 0—10 min, 100% A; 10-13 min, 95% B + 5% C; 13-19,4 min, 100% A,
przy natezeniu przeptywu 0,40 ml/min.

Aliquoty o objetosci 10 pl ekstraktu probki wstrzykiwano do ukladu chromatograficznego za pomoca autosamplera. Uktad
HPLC byt polaczony z wysokorozdzielczym spektrometrem masowym Orbitrap Q-Exactive, wyposazonym w zrédto ESI firmy
Thermo Scientific.



Zrédlo ESI pracowato w trybie dodatnim i ujemnym przy napieciu rozpylania ustawionym na 4 kV, natezeniu przeptywu gazu
ostonowego (v,) na 40 jednostek arbitralnych, natezeniu przeptywu gazu pomocniczego (n,) na 15 jednostek arbitralnych oraz
temperaturach kapilary i gazu pomocniczego wynoszacych odpowiednio 320 °C i 230 °C. Poziom soczewki ustawiono na 50 V, a
zakres mas m/z wynosit 50—100. Wszystkie dane przetworzono przy uzyciu oprogramowania Xcalibur w wersji 4.5.445.18 (2021)
(Thermo Fisher Scientific).

Wyniki analizy prébek poréwnano z referencyjnym standardem wewnetrznym ERM-BD272, analizowanym w identycznych
warunkach. Oznaczenie iloSciowe prébek przeprowadzono poprzez poréwnanie z krzywymi kalibracyjnymi sporzadzonymi przy
uzyciu réznych rozcieficzen standardu wewnetrznego.

2.6 Analiza wskaznika kwasowosci miareczkowej

Wskaznik kwasowos$ci miareczkowej okreslono za pomoca pH-metru firmy Hanna Instruments, wyposazonego w
wielokrotnego napekniania elektrode kombinowana do pomiaru pH (nr kat. HI 1131) oraz sonde temperatury (nr kat. HI 7662-W).
Przed uzyciem sprzet skalibrowano w temperaturze 25 °C przy uzyciu certyfikowanych wzorcéw firmy Hach o warto$ciach pH 4,01,
7,001 9,21. Do oznaczenia wskaznika kwasowosci miareczkowej wykorzystano 0,1 N roztwér NaOH, przygotowany z granulek
klasy technicznej, i znormalizowano go za pomoca wewnetrznego wzorca — ftalanu wodoru potasu (Panreac, Panreac Quimica
S.L.U., Castellar del Vallés, Barcelona) o minimalnej czysto$ci 99,5%. W procesie standaryzacji NaOH jako wskaznik
zastosowaliSmy roztwor fenoloftaleiny (Panreac, Panreac Quimica S.L.U., Castellar del Vallés, Barcelona) w mieszaninie wody i
etanolu o stezeniu 5% w/w. Rozcieficzenia prébek przygotowano przy uzyciu kapieli ultradZwiekowej i mieszadel magnetycznych.
Odczynniki odwazono przy uzyciu
wagi analitycznej Mettler Toledo o maksymalnej nosnosci 120 g i doktadnosci 0,0001 g.

Do przygotowania prébek wykorzystano make pelnoziarnistg. Sklad maki miescit sie w nastepujacych przedziatach
procentowych: woda (13,0-13,5%), skrobia (63-67%), gluten (10-14%), thuszcz (1,6-2,2%) oraz cukier (2,0-3,0%). Ponadto $rodek
poprawiajacy wiasciwoSci maki zawieral make pszenng, enzymy pszeniczne, $rodek przeciwzbrylajacy (E-170) oraz
przeciwutleniacz (E-300).

2.7 Analiza statystyczna

Kazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki podano jako $rednig (+ SD, n = 3). Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu oprogramowania Origin w wersji 2018. Wzajemne zaleznoSci miedzy réznymi zmiennymi oceniono za pomoca
dwustronnego testu Spearmana, przy progu istotnosci ustalonym na poziomie p < 0,05. W celu poglebienia analizy statystycznej
przeprowadzono analize dyskryminacyjna (DA) w celu zbadania istniejacych réznic miedzy prébkami o r6znej zawartosci kwasu pod
katem niektdrych cech chleba, takich jak zawarto$¢ akrylamidu, wzrost objetosci, kwasowos¢ i czas fermentacji.

3. Wyniki i dyskusja
3.1 Wymiary chleba

Rysunek 1 przedstawia dtugos¢, szerokos$é, wysokos$c i pole przekroju probek przygotowanych z 0, 20 i 50% kwasu przy
réznych czasach fermentacji.

Jak wida¢, wymiary prébek rosty we wszystkich przypadkach, az do osiggniecia maksymalnej wartosci. Punkt przegiecia dla
dhugosci (rysunek 1(a)) i szerokosci (rysunek 1(b)), wystepujacy po 240 minutach fermentacji, osiagnieto w przypadku kawatkéw z
50% zawarto$cia kwasu, po czym nachylenie krzywej nie jest juz tak wyrazne jak przed tym punktem. W przypadku prébek bez
kwasu lub z 20% zawarto$cia kwasu maksymalng dtugos$¢ i szerokos$¢ osiagnieto po 300 minutach fermentacji. Tendencja zmian
dhugosci i szerokoSci w przypadku prébek o czasie fermentacji krétszym niz podane w tabeli wykazuje wzrost we wszystkich
przypadkach. Prébki bez kwasu charakteryzuja sie najkrétsza maksymalng dtugoscia do 240 minut fermentacji, natomiast probki z
20% zawartoscia kwasu wykazuja najmniejsza maksymalng szeroko$¢ do tego samego czasu fermentacji.

Jesli chodzi o wzrost objetosci kawatkow w trakcie fermentacji (rysunek 1(c)), po 180 minutach fermentacji zauwazalny jest
spadek w przypadku prébek przygotowanych bez kwasu. Prébki te osiagnely po 300 minutach taki sam wzrost objetosci, jaki
uzyskano dla prébek przygotowanych bez fermentacji. W przypadku prébek z 20% i 50% zawartos$cia kwasu maksymalne wartosci
wzrostu objetosci osiagnieto po 300 minutach fermentacji.

Jak wida¢, do 240 minut fermentacji najnizszq szerokos¢ osiagnety kawatki przygotowane



z 20% kwasem, przy czym te same probki osiagnety najwyzszq wysoko$¢ w catym procesie fermentacji. Wzrost ciasta chlebowego
wynika z wytwarzania i odpowiedniego zatrzymywania gazu. Maksymalne warto$ci wzrostu osiagniete przez kawatki ciasta
chlebowego sa nastepujace: 3,90 + 0,25 c¢cm dla prébek bez kwasu, 5,40 + 0,17 cm dla prébek z 20% kwasu oraz 4,80 + 0,19 c¢m dla
probek z 50% kwasu. Na podstawie tych pomiar6w mozna wywnioskowa¢, ze zastosowanie 20% kwasu i pozostawienie ciasta do
fermentacji przez 300 minut moze skutkowa¢ wzrostem maksymalnej wysokosci o 138% w poréwnaniu z kawatkami
przygotowanymi bez kwasu, ktére osiagaja szczytowa wysokos$¢ po 180 minutach fermentacji. Co ciekawe, kawalki przygotowane z
50% kwasu wykazuja nizsze wartosci wysokosci niz te z 20% kwasu.
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Rysunek 1. Dhugosc (a), szerokosc (b), wysokosc (c) i pole przekroju (dS) prébek wykonanych z 0% (-), 20% (-) i 50% (-) kwasu oraz o réznych czasach
fermentacji. Przedstawiono réwniez sfupki odchylenia standardowego (SD)

Réznice w wymiarach kawatkéw chleba mozna przypisa¢ wlasciwosciom reologicznym samego ciasta, w tym takim
czynnikom, jak konsystencja, wytrzymatos¢, rozciggliwos¢, elastycznosé, sita i inne. Na wlasciwosci te wptywa kilka czynnikéw, w
tym stopien degradacji glutenu, nawodnienie, kwasowo$¢, zawarto$¢ cukru oraz proces wyrabiania ciasta. W tym kontek$cie
MacRitchie [42] zaproponowal, ze degradacja glutenu zachodzi, gdy stosunkowo nieelastyczne skladniki struktury drugorzedowej,
takie jak helisy alfa i arkusze beta, przeksztatcaja sie w nieuporzadkowane struktury spiralne, ktére nie zwiekszaja ogélnej
wytrzymatosci sieci glutenowej. W konsekwencji przemiana ta moze prowadzi¢ do powstania mniejszych produktéw koncowych
[43].



Degradacja glutenu odgrywa kluczowa role w zatrzymywaniu gazowych produktéw ubocznych oraz wpltywa na
odksztatcalno$¢ ciasta, umozliwiajaca przyjecie tych metabolitow. Gdy ciasto charakteryzuje sie wysoka przepuszczalno$cia, moze
uwalnia¢ znaczng ilo$¢ gazowych produktéw ubocznych, co prowadzi do zmniejszenia wymiaréw bochenka. Z drugiej strony, gdy
ciasto jest nadmiernie sztywne, nieelastyczne i oporne, jego zdolno$¢ do odksztalcania sie i tworzenia pecherzykéw powietrza
(pecherzykéw) w celu zatrzymania gazowych metabolitéw staje sie ograniczona. W rezultacie struktura miekiszu staje sie gestsza, co
réwniez skutkuje mniejszymi kawatkami chleba.

Inni badacze [33] podkreslili, Ze dodanie kwasu do receptur chleba moze skutkowa¢ zmniejszeniem objetosci chleba z powodu
degradacji glutenu spowodowanej kwasowoscia wytwarzang przez mikroorganizmy. Zjawisko to jest szczegdlnie widoczne pod
koniec okresu fermentacji, kiedy to probki ulegaja zmniejszeniu rozmiardw.

Analizujac dane uzyskane dla przekroju powierzchniowego przedstawionego na rysunku 1(d), stwierdziliSmy, ze probki
zawierajace 20% kwasu zachowuja jakos¢ glutenu przez dluzszy okres fermentacji w poréwnaniu z prébkami przygotowanymi z
50% kwasu.

Poréwnujac te dane z wynikami uzyskanymi dla wyrobéw przygotowanych bez kwasu, wida¢ wyraznie, ze te ostatnie
charakteryzuja sie mniejszq szeroko$cia i wysokoscig. Zjawisko to mozna wyjasni¢ dwoma mozliwymi przyczynami: po pierwsze,
istnieja dowody potwierdzajace wystepowanie efektu synergicznego miedzy bakteriami kwasu mlekowego a drozdzami, co skutkuje
wytwarzaniem wiekszych iloéci gazowych metabolitéw w prébkach zawierajacych kwas [44]. Po drugie, inni badacze przypisujq ten
wynik faktowi, ze ciasto nie osiaga takiego samego stopnia dojrzatosci glutenu, jaki obserwuje sie w bochenkach przygotowanych z
kwasem podczas dhuzszych okreséw fermentacji [43]. Stwierdzenia te wyjasniaja rowniez réznice w czasie fermentacji wymaganym
do osiggniecia maksymalnego wyros$niecia w prébkach przygotowanych z kwasem w poréwnaniu z tymi bez kwasu. W tym drugim
przypadku przewaga drozdzy nad innymi mikroorganizmami moze oznacza¢, ze maksymalny wzrost zostat osiagniety w krétszym
czasie fermentacji w poréwnaniu z prébkami, w ktérych dominowaty bakterie kwasu mlekowego (LAB).

Analizujac ksztatt bochenkéw, na rysunku 2 przedstawiono zmiany gestosci objetos$ciowej chleba po upieczeniu w funkcji
czasu fermentacji dla prébek o réznym udziale kwasu. Jak pokazano na rysunku 2, wszystkie probki wykazywaty spadek gestosci az
do osiggniecia 300 minut fermentacji przed pieczeniem. Po przekroczeniu tego punktu krzywe dla prébek zawierajacych kwas
zaczely wykazywac tendencje wzrostowg. Wzrost ten mozna przypisa¢ polaczeniu kilku czynnikéw: nadmiernej degradacji glutenu
oraz zmniejszeniu populacji mikroorganizméw odpowiedzialnych za wytwarzanie tych metabolitéw. Hipoteza ta pomaga wyjasni¢,
dlaczego efekt ten wydaje sie by¢ bardziej wyrazny w probkach o wyzszej zawarto$ci kwasu.
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3.2 Kwasowosc¢ chleba

W tych samych warunkach fermentacji oceniliSmy wskaznik miareczkowy dla probek zawierajacych rézne



zawarto$ci kwasu. Na podstawie danych uzyskanych po 360 minutach, przyjetych jako punkt odniesienia, zauwazono, ze wskaznik
miareczkowy dla probek o zawarto$ci kwasu wynoszacej 0%, 20% i 50% wynosit odpowiednio 6,00 ml, 11,80 ml i 15,23 ml.
Wskazuje to, ze kwasowos$¢ wzrosta o prawie 100% i 150% odpowiednio dla prébek zawierajacych 20% i 50% kwasu w poréwnaniu
z prébka odniesienia bez kwasu. Rysunek 3 przedstawia wskaznik miareczkowy dla prébek o zawarto$ci kwasu wynoszacej 0%, 20%
i 50% w trakcie fermentacji. Linig przerywang zaznaczono dopasowanie liniowe. Jak wida¢, tendencja ta byta bardziej wyrazna w
probkach zawierajacych wiekszy udziat kwasu.
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Rysunek 3. Wskaznik kwasowos$ci miareczkowej probek przygotowanych z 0, 20 i 50% kwasu oraz o réznych czasach fermentacji. Obszar wypetniony pod i nad
krzywymi odpowiada odchyleniu standardowemu osi y. Linie przerywane przedstawiajq linie regresji metoda najmniejszych kwadratéw

Zgodnie z przewidywaniami zaobserwowano wzrost wskaznika kwasowos$ci miareczkowej w prébkach o wyzszym udziale
kwasu i dluzszym czasie fermentacji. Warto zauwazy¢, ze niektdére szczepy heterofermentacyjne wytwarzaja kwas mlekowy, kwas
octowy, alkohole i dwutlenek wegla. W temperaturze 25 °C warto$¢ pKa kwasu mlekowego jest o 1 jednostke nizsza niz kwasu
octowego, co wskazuje, ze kwas mlekowy jest 10 razy bardziej podatny na deprotonowanie niz kwas octowy, co prowadzi do
wyzszej kwasowosci [20]. W zwiazku z tym pieczywo wyprodukowane wylacznie z drozdzy, bez kwasu, nie bedzie wykazywac
znacznej produkcji kwasu mlekowego, a co za tym idzie, bedzie miato wyzsze pH.

Wzrost wskaznika miareczkowego wraz z czasem fermentacji byt bardziej zauwazalny w kawatkach zawierajacych kwas niz w
tych bez kwasu. Na rysunku 3 wida¢, ze nachylenia skorygowanych linii wskaznika miareczkowalnego w funkcji czasu fermentacji
wynosity odpowiednio 0,024 i 0,029 dla prébek zawierajacych 20% i 50% kwasu. Oba nachylenia byly dos¢ podobne; niemniej
jednak nachylenie obliczone dla probek bez kwasu wyniosto 0,0071, co wskazuje na
3,7-krotnie bardziej stromy spadek w pordwnaniu ze nachyleniem obserwowanym w prébkach z kwasem.

Wynik ten mozna przypisa¢ wytwarzaniu zaréwno kwasu mlekowego, jak i octowego przez bakterie obecne w kwasie.
Zjawisko to jest zgodne z ustaleniami opisanymi przez Vranckena i in. [34], ktérzy wykazali, ze w temperaturze fermentacji
wynoszacej 30 °C przez 6 godzin ustanowiono optymalne warunki do namnazania sie homofermentacyjnych bakterii kwasu
mlekowego, odpowiedzialnych za produkcje kwasu mlekowego. Mozliwy by} jednak réwniez pewien rozwoj innych bakterii
heterofermentacyjnych odpowiedzialnych za produkcje kwasu octowego, cho¢ w mniejszym stopniu.

3.3 Ocena akrylamidu

Schematyczny proces, w ktérym asparagina reaguje z dikarbonylem pochodzacym z cukru redukujacego, tworzac zasade
Schiffa, ktéra po kilku etapach prowadzi do powstania produktu koficowego, jakim jest akrylamid [45], przedstawiono na rysunku
4(a). Ponadto na rysunku 4(b) przedstawiono zawarto$¢ akrylamidu w zalezno$ci od czasu fermentacji w skorce upieczonego chleba
zawierajacego 0, 20 i



50% kwasu. Jak wida¢, w miare uptywu czasu podczas fermentacji odnotowano spadek poziomu akrylamidu, szczegdlnie wyrazny w
probkach zawierajacych 0% i 20% kwasu. Odkrycie to jest zgodne z ustaleniami innych autoréw, ktérzy badali zmiany poziomu
akrylamidu podczas fermentacji [23, 46, 47]. Spadek poziomu akrylamidu w tych prébkach mozna przypisa¢ potaczeniu kilku
czynnikéw. Po pierwsze, dobrze udokumentowano, ze proces fermentacji prowadzi do obnizenia pH ciasta w wyniku wytwarzania
przez mikroorganizmy kwasnych metabolitéw, gléwnie kwasu mlekowego i octowego. Ten wzrost kwasowosci srodowiska moze
spowodowac¢ protonowanie czasteczki asparaginy, ograniczajac jej zdolnos¢ do reagowania i tworzenia zasady Schiffa, a tym samym
powstawania akrylamidu [48]. Po drugie, drozdze i bakterie odpowiadaja za redukcje asparaginy i cukréw redukujacych [17, 23], co
prowadzi do spadku stezenia akrylamidu w produkcie koicowym.
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Rysunek 4. (a) Schemat powstawania akrylamidu z prekursora asparaginy. (b) Zawarto$¢ akrylamidu w skérce prébek upieczonego chleba zawierajacych 0, 20
i 50% kwasu oraz o ré6znym czasie fermentacji przed pieczeniem. Wypekiony obszar pod i nad krzywymi przedstawia odchylenie standardowe (SD) osi y. (c)
Szczegdtowe przedstawienie zmian stezenia akrylamidu w réznych fazach aktywnosci biologicznej mikroorganizméw dla probek zawierajacych 50% kwasu

Jednak prébki zawierajace 50% kwasu wykazaty zupehie inne zachowanie (rysunek 4(c)): w pierwszym etapie, od 0 do 120
minut, poziom akrylamidu pozostawal pozornie staty, po czym nastapit gwaltowny spadek az do 240 minut, kiedy to sygnat
ponownie wzrést. Nietypowe tendencje w spadku stezenia akrylamidu wraz z czasem fermentacji odnotowali réwniez inni autorzy w
przypadku prébek zawierajacych wysoki udziat kwasu lub poddanych nadmiernie dtugiej fermentacji [23]. Wysoka zawarto$¢ kwasu
powoduje zlozone reakcje zwigzane z rozwojem mikroorganizméw, ktére w zaleznosci od proceséw mikrobiologicznych
zachodzacych w danym momencie moga zaréwno hamowac, jak i sprzyja¢ tworzeniu sie akrylamidu. Stwierdzono, ze aktywnos$¢
amylolityczna i proteolityczna bakterii kwasu mlekowego moze w znacznym stopniu wptywac na wyniki dotyczace akrylamidu [ 49].
Im wyzsza aktywno$¢ amylolityczna, tym wyzsza zawartos¢ cukréw redukujacych w pozywce, co skutkuje wysokim poziomem
akrylamidu w etapie 1. Nastepuje jednak gwattowny spadek, gdy pH pozywki wptywa na reakcje Maillarda (etap



2). Podobnie, im wyzsza aktywno$¢ proteolityczna, tym wieksza ilos¢ aminokwaséw konkurujacych z asparaging w reakcji Maillarda
[4, 17, 50], co prowadzi do spadku zawartosci akrylamidu. Zjawiska te powoduja wyrazne zmniejszenie zawartosci akrylamidu w
etapie 2 na rysunku 4(c).

We wszystkich przypadkach zaobserwowano wzrost zawarto$ci akrylamidu w ostatnim etapie fermentacji (240 min dla prébek
z 50% zawartoScia kwasu oraz 300 min dla prébek z 0% i 20% zawartoscig kwasu), co byto szczegélnie wyrazne przy wyzszych
udziatach kwasu. Zjawisko to zostato wczes$niej udokumentowane [23, 24] jako skutek dziatania bakterii kwasu mlekowego. Wydaje
sie, ze mikroorganizmy te wywieraja znaczacy niekorzystny wptyw na fermentacje drozdzowa, co skutkuje ograniczeniem zdolnoSci
drozdzy do metabolizowania asparaginy, a w konsekwencji wzrostem stezenia akrylamidu. Ograniczenie to byto bardziej wyrazne
przy nizszym pH, przy czym probki zawierajace wieksza ilos¢ kwasu wykazywaly szybszy wzrost zawartosci akrylamidu (etap 3 na
rysunku 4(c)). Niemniej jednak pozadane bylyby dalsze badania w tym zakresie.

3.4 Analiza statystyczna i korelacje

Korelacje miedzy badanymi zmiennymi w prébkach oceniono za pomoca wspétczynnikéw korelacji Spearmana. Tabela 1
przedstawia korelacje Spearmana miedzy procentowa zawarto$cia kwasu, czasem fermentacji, zawartoscig akrylamidu, gestoScia
nasypowa oraz wskaznikiem miareczkowalnym.

Zawartos¢ akrylamidu wykazata ujemna korelacje z czasem fermentacji (wspotczynnik korelacji Spearmana (SC): -0,69) oraz
wskaznikiem miareczkowalnym (SC: -0,63), a takze dodatnia korelacje z gestoscig nasypowa (SC: 0,76). Tendencje tych korelacji
przedstawiono na rysunku 5(a), gdzie mozna wizualnie dostrzec ujemna korelacje miedzy akrylamidem a wskaznikiem
miareczkowalnym (a) oraz dodatnig korelacje z gestoscig nasypowa (b). Jak mozna zauwazy¢, w obu przypadkach brakowato
korelacji z zawarto$cig kwasu.
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Rysunek 5. Schematy korelacji zawartosci akrylamidu z (a) wskaznikiem miareczkowalnym oraz (b) gestoscia nasypowa badanych probek, wraz z stupkami btedu

Zgodnie z oczekiwaniami wskaznik miareczkowalny wykazywat dodatnia korelacje zaréwno z procentowa zawartoscig kwasu
(SC: 0,66), jak i czasem fermentacji (SC: 0,72). Natomiast wykazywal ujemna korelacje z gestoscia nasypowa chleba (SC: -0,76)
oraz zawarto$cia akrylamidu (SC: -0,62). Sposréd tych korelacji najsilniejsza zaobserwowano miedzy wskaznikiem
miareczkowalnym a gesto$cia nasypowa, co przedstawiono na rysunku 6. W tym przypadku korelacja z zawarto$cia kwasu byta silna
i przebiegata zgodnie z wzorcem wykladniczym dla prébek zawierajacych kwas, ale nie dla prébek sktadajacych sie wytacznie z
drozdzy. Brak korelacji w przypadku prébek bez kwasu mozna przypisa¢ ograniczonemu wzrostowi kwasowosci wraz z czasem
fermentacji, co ilustruje nachylenie krzywej dla tej grupy prébek na rysunku 3.

Biorac pod uwage silne korelacje miedzy réznymi zmiennymi, przeprowadzono statystycznag analize wielowymiarowa z wykorzystaniem



analizy dyskryminacyjnej (DA). Rysunek 7 przedstawia wyniki uzyskane na wykresie wynikéw kanonicznych, ktéry ujawnit trzy
odrebne grupy w oparciu o cztery wybrane czynniki: czas fermentacji, zawarto$¢ akrylamidu, wskaznik miareczkowy oraz wysokos¢
nad poziomem morza. Obszar danych o najbardziej ujemnych warto$ciach na osi odcietych odpowiadat wynikom uzyskanym z
probek zawierajacych 0% kwasu. Pozostale obszary odpowiadaly odpowiednio zawarto$ci kwasu wynoszacej 20% i 50%,
przesuwajac sie stopniowo w kierunku dodatniej osi odcietych.
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Rysunek 6. Schematy korelacji gestosci nasypowej z wskaznikiem miareczkowania, z stupkami btedu dla réznych zawartosci kwasu w prébkach. Linie
przedstawiaja krzywe dopasowania dla prébek zawierajacych 20% i 50% kwasu. Na wykresie wskazano réwniez wyrazenie matematyczne linii dopasowania
oraz wspotczynnik R kwadratowy (wspétczynnik determinacji) krzywych
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Rysunek 7. Analiza dyskryminacyjna trzech grup o réznej zawartosci kwasu (¢ 0%, * 20% i * 50%) w zaleznosci od czasu fermentacji, zawartosci akrylamidu,
wskaznika miareczkowego i wysokosci

Rozktad zaobserwowany w modelu analizy dyskryminacyjnej umozliwit nam okreslenie zawartosci kwasu w
niezidentyfikowanej prébce ze 100% pewnoscia, o czym Swiadczy zerowy wskaznik btedu w klasyfikacji danych szkoleniowych.



Tabela 1. Korelacja Spearmana miedzy zawartoscia kwasu, czasem fermentacji, zawartoscig akrylamidu, gestoscig nasypowaq i wskaznikiem miareczkowalnosci

Kwas Czas fermentacji Akrylamid Gesto$¢ nasypowa Wskaznik miareczkowy
Kwas 1 0 -0,12521 -0,09631 0,65997*
Czas fermentacji 0 1 -0,69203* -0,91616* 0,71586*
Akrylamid -0,12521 -0,69203* 1 0,76364* -0,63202*
Gesto$¢ nasypowa -0,09631 -0,91616* 0,76364* 1 -0,75544*
Wskaznik miareczkowy 0,65997* 0,71586* -0,63202* -0,75544%* 1

* Korelacja jest istotna przy p < 0,05

4. Whnioski

Wyniki wykazaly, ze wymiary kawatkéw chleba zwiekszaly sie wraz z wydluzaniem czasu fermentacji i zwiekszaniem
zawartosci kwasu. Jednakze istnial punkt, w ktérym nadmierna degradacja glutenu i podwyzszona kwasowo$¢ w srodowisku
prowadzity do splaszczenia i zmniejszenia wysokosci kawatkéw. Probki zawierajace 20% kwasu zachowaty optymalng jako$é
glutenu przez dhuzsze okresy fermentacji w poréwnaniu z prébkami o zawarto$ci kwasu wynoszacej 50%.

Jedli chodzi o wskaznik miareczkowy, dodatnie nachylenia dopasowanych linii dla prébek z kwasem byly dos¢ podobne.
Natomiast nachylenie uzyskane dla prébek bez kwasu wskazywalo na 3,7-krotnie bardziej stromy spadek, co przypisano nizszej
zawarto$ci metabolitow mikroorganizméw.

Wyniki dotyczace akrylamidu wykazaty, Ze stezenie tego zwigzku zmniejszato sie wraz z wydtuzaniem czasu fermentacji, co
bylo szczegélnie wyrazne w prébkach zawierajacych 0 i 20% kwasu. Jednak zachowanie prébek zawierajacych 50% kwasu réznito
sie w zaleznos$ci od etapu fermentacji. Zmienno$¢ te przypisano aktywnosci amylolitycznej i proteolitycznej bakterii kwasu
mlekowego, ktére mialty znaczacy wpltyw na wyniki dotyczace akrylamidu.

Aby uzyska¢ dodatkowe informacje, przeprowadzono analizy statystyczne w celu oceny korelacji Spearmana miedzy r6znymi
zmiennymi, ktére wykazaly, ze wskaznik miareczkowy by}t powiazany z czasem fermentacji, zawartoscig kwasu, gestoscia nasypowa
oraz zawarto$cia akrylamidu.

Wykres wynikéw kanonicznych uzyskany metodq analizy dyskryminacyjnej (DA) pozwolit wyodrebni¢ trzy odrebne grupy na
podstawie zawartosci kwasu, z wykorzystaniem czterech wybranych czynnikéw: czasu fermentacji, poziomu akrylamidu, wskaznika
miareczkowalnego oraz wysokosci nad poziomem morza.
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Komentarz Eko Ztotna

1. Dlaczego te badania sa dla nas interesujace?

Publikacja dotyczy zagadnienia, ktére z punktu widzenia Eko Ztotna jest szczegdlnie interesujgce: czy
sposOb prowadzenia fermentacji pieczywa moze wptywac nie tylko na jego smak, strukture i trwatos¢, ale
réwniez na powstawanie akryloamidu podczas wypieku.

Autorzy pokazujg, ze czas fermentacji oraz udziat kwasu piekarskiego pozostajg w zwigzku z zawartoscig
akryloamidu w gotowym pieczywie. Jest to istotny kierunek badan, poniewaz wskazuje, ze fermentacja
moze by¢ czyms$ wiecej niz tylko etapem technologicznym prowadzgacym do spulchnienia ciasta.

Jednoczesnie wyniki tej publikacji nalezy interpretowad w granicach przeprowadzonego doswiadczenia.
Badano konkretng make, okreslong recepture, udziat kwasu piekarskiego wynoszacy 0, 20 i 50% oraz
fermentacje trwajgcg maksymalnie 360 minut.

I wiasnie tutaj zaczynajq sie pytania, ktére z perspektywy Eko Ztotna sg rownie interesujgce jak same
wyniki.

2. Najwazniejsza wartosc¢ publikacji

Za szczegOlnie wartosciowe uwazamy potraktowanie fermentacji jako zmiennej badawcze;.

Autorzy nie ograniczyli sie do poréwnania pieczywa z kwasem piekarskim i bez niego. Zastosowali siedem
czasOw fermentacji: od 0 do 360 minut, dzieki czemu mogli obserwowa¢ dynamike zachodzgcych zmian.
Badali jednoczesnie zawartos¢ akryloamidu, kwasowos¢ i wasciwosci fizyczne pieczywa.

Wyniki pokazujg tez co$, co jest bardzo wazne z punktu widzenia praktyka: wiecej i dtuzej nie zawsze
oznacza lepiej.

Przy 50% udziale kwasu piekarskiego przebieg zmian zawartosci akryloamidu byt bardziej ztozony niz w
pozostatych wariantach. Autorzy wigzg to miedzy innymi z aktywnosciag bakterii kwasu mlekowego,
drozdzy oraz przemianami asparaginy.

To wazna przestroga przed upraszczaniem wynikéw do hasta: ,im dtuzsza fermentacja, tym mniej
akryloamidu”. Tego omawiana publikacja nie dowodzi.

3. Najpowazniejsze ograniczenie: nie wiemy doktadnie, jaka make badano

To naszym zdaniem podstawowy problem metodologiczny publikacji.

Autorzy postugujg sie okresleniem ,wholemeal flour”, ale nie przedstawiajg charakterystyki
technologicznej maki pozwalajgcej jednoznacznie ustali¢, czym faktycznie byt badany materiat.

Nie wiemy miedzy innymi, czy magke uzyskano w mtynie walcowym czy zarnowym, jaki byt rzeczywisty
udziat poszczeg6lnych czeSci anatomicznych ziarna, czy znajdowat sie w niej zarodek, jaka byta granulacja,
jakie byly podstawowe parametry jakosciowe i technologiczne maki ani z jakiej odmiany lub odmian
pszenicy jg otrzymano.

Dlatego w naszym opracowaniu nie utozsamiamy automatycznie ,wholemeal flour” z maka catoziarnowa
W znaczeniu przyjetym przez Eko Ztotna.



Dla nas maka catoziarnowa oznacza produkt przemiatu catego ziarna, wraz z jego naturalnie
wystepujgcymi czesciami, w tym zarodkiem. Jezeli mgka przemystowa zostata wczesniej rozdzielona na
frakcje, a nastepnie czes¢ z nich ponownie potaczono, technologicznie jest to inny produkt.

Nie twierdzimy jednak, ze wtasnie tak postgpili autorzy. Publikacja po prostu nie dostarcza danych
pozwalajgcych to ustali¢. To rozrdznienie jest bardzo wazne.

4. Nie znamy rowniez pochodzenia ziarna

Drugim ograniczeniem jest brak informacji o sposobie produkcji surowca.

Nie wiemy, czy wykorzystane ziarno pochodzito z uprawy ekologicznej, czy konwencjonalnej. Nie znamy
historii nawozenia ani ochrony roslin i nie mamy wynikéw badan ewentualnych pozostatosci srodkow
ochrony roslin.

Nie mozna na tej podstawie twierdzi¢, ze pozostatosci pestycyddw wptynety na wyniki doswiadczenia.
Bytoby to wyjscie poza dane przedstawione przez autoréw.

Mozna jednak postawi¢ naukowo uzasadnione pytanie: czy materiat pochodzgacy z ré6znych systeméw
uprawy zachowywatby sie podczas fermentacji identycznie?

Jezeli chcemy badac proces biologiczny, w ktérym uczestniczg drozdze i bakterie kwasu mlekowego,
charakterystyka materiatu wyjSciowego ma znaczenie.

5. Problem powtarzalnosci doswiadczenia
Z tego wynika kolejna kwestia. Jedng z podstawowych wartosci doswiadczenia naukowego jest mozliwos¢
jego powtdrzenia.

Mozemy zastosowac te same czasy fermentacji, takie same udziaty kwasu piekarskiego, te samg
temperature i ten sam czas wypieku. Ale jezeli nie dysponujemy maka o poréwnywalnych parametrach,
nie odtwarzamy tego samego doswiadczenia.

Mozemy przeprowadzi¢ doswiadczenie podobne. Nie mozemy natomiast z petng pewnoscig stwierdzic¢, ze
weryfikujemy wyniki autoréw na identycznym materiale.

To rozréznienie powinno by¢ szczegdlnie wazne wtedy, gdy wyniki badan naukowych prébuje sie
przektadac bezposrednio na praktyke piekarska.

6. Poprawiacz piekarski jest dodatkowa zmiennga

W recepturze zastosowano réwniez srodek poprawiajgcy wtasciwosci pieczywa. Z perspektywy Eko Ztotna
jest to istotne.

Jezeli badamy wptyw naturalnej fermentacji na strukture pieczywa, aktywnos$¢ enzymatyczng oraz
ostatecznie zawartos¢ akryloamidu, powinnismy wiedzie¢, co doktadnie znajdowato sie w poprawiaczu.

Nie oznacza to, ze jego zastosowanie dyskwalifikuje doswiadczenie. Oznacza natomiast, ze bez doktadnej
znajomosci jego sktadu trudniej oddzieli¢ wptyw samej fermentacji od wptywu pozostatych elementéw
receptury.



Dla badan prowadzonych z perspektywy piekarstwa rzemies$iniczego interesujgce bytoby wiec powtérzenie
doswiadczenia przy mozliwie prostej recepturze: magka - woda - kwas piekarski - sol.

7. Szesc godzin to dla nas dopiero poczatek pytania

Autorzy koriczg doswiadczenie po 360 minutach, czyli szeSciu godzinach fermentacji. Z punktu widzenia
zastosowanej przez nich metodyki jest to po prostu granica badanego przedziatu.

Z perspektywy Eko Ztotna pozostawia jednak otwarte bardzo wazne pytanie: co dzieje sie pézniej?

W praktyce piekarskiej stosujemy procesy znacznie dtuzsze. Dlatego interesowatyby nas analogiczne
pomiary po 12 godzinach, 16 godzinach, a nawet 24 godzinach fermentacji.

Nie mozemy zaktada¢, ze trend zaobserwowany miedzy 0 a 360 minutg bedzie trwat dalej. Wtasnie wyniki
uzyskane przy 50% udziale kwasu piekarskiego pokazujg, ze zaleznosci biologiczne nie muszg by¢ liniowe.

Dlatego nie formutowalibySmy na podstawie tego artykutu zalecenia: ,nalezy fermentowac pieczywo jak
najdtuzej”.

Nasze stanowisko jest ostrozniejsze: wyniki uzasadniajg dalsze badanie dtugiej fermentacji, ale same nie
pokazujg jeszcze, co dzieje sie po przekroczeniu szesciu godzin.

8. A co z ekologiczng maka zarnow3a?
I tutaj dochodzimy do zagadnienia najbardziej interesujgcego dla Akademii Wiedzy Eko Ztotna.

Nie wiemy, czy wyniki autoréw mozna bezposrednio przenies¢ na pieczywo przygotowane z ekologicznej
maki uzyskanej z przemiatu catego ziarna na zarnach.

Taki materiat moze réznic¢ sie od maki wykorzystanej w doswiadczeniu pod wzgledem sktadu, aktywnosci
enzymatycznej, zawartosci otrgb i zarodka, mikrobioty oraz wtasciwosci fermentacyjnych.

Jeszcze wieksza ostroznos¢ jest potrzebna przy dawnych gatunkach i odmianach zbéz. Nie mamy podstaw,
aby zaktada¢, ze dawne pszenice bedg zachowywalty sie identycznie jak materiat wykorzystany przez
autoroéw.

To nie jest stabos¢ omawianych badan. Autorzy badali okreslony model. To natomiast naturalny nastepny
etap badan.

9. Co zatem rzeczywiscie wynika z publikacji?

Naszym zdaniem publikacja dostarcza mocnego argumentu za tym, aby fermentacji nie traktowac
wytgcznie jako procesu technologicznego odpowiedzialnego za wyros$niecie ciasta.

Jej czas, mikroflora i stopien zakwaszenia mogg wptywac na przemiany chemiczne zachodzgce poézniej
podczas wypieku. Autorzy wykazali rowniez zalezno$ci pomiedzy czasem fermentacji, kwasowoscig,
gestoscig pieczywa i zawartoscig akryloamidu.

Jednoczesnie publikacja pokazuje, jak ostroznie nalezy przenosi¢ wynik laboratoryjny do piekarni.

Nie istnieje jeden ,czas fermentacji” wiasciwy dla kazdej maki, kazdego kwasu piekarskiego i kazdego
pieczywa.



10. Co chcielibysmy zbadac dalej?

Dla Eko Ztotna omawiana publikacja nie zamyka tematu. Przeciwnie - stanowi bardzo dobry punkt wyjscia
do kolejnego doswiadczenia.

Interesujgce bytoby przeprowadzenie badan poréwnawczych obejmujgcych jednoczesnie ekologiczne
ziarno o doktadnie okreslonym pochodzeniu, make z przemiatu catego ziarna na zarnach, doktadng
charakterystyke materiatu wyjsciowego, brak poprawiaczy piekarskich, kwas piekarski o okreslonych
parametrach, fermentacje prowadzong nie tylko przez 6 godzin, lecz rowniez przez 12, 16 i 24 godziny,
oraz poréwnanie wspotczesnej pszenicy z wybranymi dawnymi gatunkami i odmianami.

Dopiero takie doswiadczenie pozwolitoby odpowiedzie¢ na pytanie, ktore z naszej perspektywy jest
najciekawsze: czy potaczenie ekologicznego surowca, przemiatu catego ziarna na zarnach i dtugiej
fermentacji prowadzonej na kwasie piekarskim moze dodatkowo ogranicza¢ powstawanie akryloamidu w
pieczywie - a jezeli tak, to gdzie znajduje sie technologiczne optimum tego procesu?

Konkluzja Eko Ztotna

Nie odczytujemy omawianej publikacji jako dowodu, ze ,kwas piekarski rozwigzuje problem akryloamidu”
ani ze ,im dtuzsza fermentacja, tym zdrowszy chleb”.

Wyniki sg znacznie ciekawsze. Pokazujg, ze sposob prowadzenia fermentacji ma znaczenie i moze wptywac
na procesy, ktére zachodzg p6zniej podczas wypieku. Jednoczesnie pokazujg granice prostych zaleznosci:
mikrobiologia kwasu piekarskiego, czas, kwasowos$¢, wtasciwosci maki i struktura ciasta tworzg jeden
uktad technologiczny.

Dla Eko Ztotna najwazniejszym wnioskiem z tej publikacji nie jest wiec gotowa receptura. Jest nim kierunek
dalszych badan.

Badania te powinny naszym zdaniem objg¢ materiat doktadnie scharakteryzowany od pola az po make,
ekologiczne zboza, przemiat zarnowy oraz znacznie dtuzszg fermentacje niz szeS¢ godzin zastosowane w
omawianym doswiadczeniu.

Wtedy mozna bedzie sprawdzi¢, czy obserwacje autoréw zachowujg swojg waznos¢ rowniez w technologii
pieczywa, ktorg rozwijamy w praktyce Eko Ztotna.
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