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Wstęp od Redakcji Akademii Wiedzy Eko Złotna

Rozwój rolnictwa, młynarstwa i piekarstwa opiera się zarówno na badaniach naukowych, jak i praktyce.  
Celem Akademii Wiedzy Eko Złotna jest udostępnianie światowej literatury naukowej w postaci wiernych 
tłumaczeń oraz oddzielnego komentarza opartego na doświadczeniach praktycznych.



Ocena poziomu akrylamidu i właściwości fizycznych chleba wypiekanego 
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Streszczenie:  W ciągu ostatnich dziesięcioleci wzrosła świadomość dotycząca zawartości akrylamidu w gotowanej żywności. W 
naszym społeczeństwie promuje się stosowanie naturalnych, domowych, ekologicznych i organicznych składników jako strategii  
przeciwdziałania wzrostowi zachorowalności na nowotwory. W niniejszej pracy zbadano wpływ stosowania kwasu i przedłużonej 
fermentacji na ograniczenie powstawania akrylamidu w pieczywie. Ponadto, aby spełnić wymagane normy produkcji przemysłowej, 
oceniono  również  wymiary  i  kwasowość.  W  tym  celu  przygotowano  próbki  przy  różnych  czasach  fermentacji  ciasta  przed 
pieczeniem (0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minut) oraz przy różnych udziałach kwasu (0, 20 i 50%). Do oznaczania akrylamidu w  
skórce chleba zastosowano metodę wysokosprawnej chromatografii  cieczowej połączonej z tandemową spektrometrią masową z 
jonizacją elektrospryskową (HPLC-ESI-MS/MS). Potwierdzono, że wraz z wydłużaniem czasu fermentacji obserwowano spadek 
poziomu akrylamidu w próbkach zawierających 0 i 20% kwasu, przy czym spadek ten był bardziej wyraźny w przypadku tych 
drugich. Jednak próbki zawierające 50% kwasu wykazywały zupełnie inne zachowanie w zależności od przedziału czasu fermentacji.  
Badania fizyczne wykazały, że wymiary kawałków zwiększały się wraz z czasem fermentacji i zawartością kwasu, aż do momentu,  
gdy nadmierna degradacja glutenu i kwaszenie środowiska doprowadziły do spłaszczenia i zmniejszenia wysokości próbek. Badanie  
to wykazało, że próbki zawierające 20% kwasu zachowywały odpowiednią jakość glutenu przez dłuższy czas fermentacji niż próbki  
z  50%  zawartością  kwasu,  opóźniając  spłaszczenie  próbek  wraz  z  upływem  czasu  fermentacji.  Przeprowadzono  obliczenia 
statystyczne w celu wyjaśnienia korelacji między różnymi zmiennymi, stwierdzając, że wskaźnik miareczkowy był powiązany z 
czasem fermentacji, zawartością kwasu, gęstością nasypową oraz zawartością akrylamidu.

Słowa kluczowe: akrylamid, reakcja Maillarda, kwas, wskaźnik miareczkowy, fermentacja, HPLC-ESI-MS/MS

1. Wprowadzenie

Akrylamid jest związkiem sklasyfikowanym jako neurotoksyczny i prawdopodobnie rakotwórczy dla ludzi [1]. Powstaje on w 
trakcie reakcji Maillarda, złożonego procesu z udziałem cukrów redukujących i L-asparaginy [2, 3]. Na poziom akrylamidu wpływa 
temperatura podczas produkcji, przy czym wyższe temperatury powodują wzrost stężenia akrylamidu
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[4, 5].  Udokumentowano  ostre  zagrożenia  dla  zdrowia  związane  z  akrylamidem,  co  podkreśla  potrzebę  opracowania  strategii  
mających na celu ograniczenie jego obecności w produktach spożywczych [6–8].

Niedawno kilku autorów [9, 10] dokonało przeglądu strategii mających na celu zminimalizowanie powstawania akrylamidu w 
produktach zbożowych. Wszystkie z nich skupiały się na trzech głównych kierunkach:

(a) Wyeliminowanie lub zastąpienie substratów prekursorowych: Zastąpienie cukru inwertowanego syropem sacharozowym 
[11],  zastąpienie NH₄HCO₃przez  NaHCO₃[12] oraz zmniejszenie stężenia NaCl [4, 13] okazały się  obiecującymi metodami obniżania 
poziomu akrylamidu w pieczywie. Dodanie asparaginazy do ciasta chlebowego [14, 15] oraz zastosowanie niektórych aminokwasów, 
które konkurują z asparaginą w reakcji Maillarda [16, 17], wykazały skuteczność w obniżaniu poziomu akrylamidu, jednak względy 
kosztowe ograniczają ich powszechne stosowanie w przemyśle piekarniczym [15]. Ponadto wybór odmian zbóż o niskiej zawartości 
asparaginy spowoduje zmniejszenie stężenia akrylamidu w produktach końcowych [10].

(b) Modyfikacja warunków obróbki: Akrylamid powstaje przede wszystkim w skórce, gdzie znajduje się od 90% do 99% tego 
związku [18], a na jego powstawanie wpływają takie czynniki, jak niski poziom wilgotności i czas trwania fermentacji. Wiadomo, że  
niski poziom wilgotności sprzyja powstawaniu akrylamidu, ponieważ niższy poziom wilgotności w skórce sprzyja wywołaniu reakcji 
Maillarda [19]. Z drugiej jednak strony zaobserwowano również wzrost zawartości akrylamidu przy bardzo wysokich poziomach 
wilgotności [20, 21], prawdopodobnie z powodu zwiększonej mobilności prekursorów i tworzenia się akrylamidu [20, 22]. W celu 
zmniejszenia  zawartości  akrylamidu  proponuje  się  przedłużoną  fermentację  [23, 24]  oraz  stosowanie  kwasu  w  połączeniu  z 
drożdżami  [20].  Niedawno  Zhou  i  in.  [25]  zbadali  różne  szczepy  i  doszli  do  wniosku,  że  Pediococcus  pentosaceus  był 
najskuteczniejszy w zmniejszaniu zawartości akrylamidu w produkcie końcowym.

(c) Eliminacja  lub  redukcja  akrylamidu  po  jego  powstaniu:  Abedi  i  in.  [15]  ostatnio  zgłębiali  zastosowanie  inżynierii 
enzymatycznej w celu ograniczenia powstawania akrylamidu w żywności. Akrylamidazę wykorzystano do hydrolizy akrylamidu  
pochodzącego z żywności i środowiska do kwasu akrylowego i amoniaku. Błonnik pokarmowy okazał się również skuteczny w 
ograniczaniu utraty wilgoci podczas pieczenia [26], co w konsekwencji zmniejsza powstawanie akrylamidu [27, 28].

Pomimo znaczenia zmniejszenia zawartości akrylamidu w produkcie końcowym konieczne jest  uwzględnienie właściwości 
reologicznych  i  organoleptycznych,  ponieważ  chleb  musi  spełniać  inne  wymagania  stawiane  przez  konsumentów.  W  naszym 
społeczeństwie promuje się stosowanie naturalnej, domowej, ekologicznej i organicznej żywności jako rozwiązania mającego na celu 
walkę ze wzrostem zachorowalności na nowotwory. Kwas, naturalny środek fermentacyjny, stanowi obiecujący sposób na obniżenie 
poziomu akrylamidu w chlebie przy jednoczesnej poprawie jego jakości. Długotrwała fermentacja i dodanie kwasu wiążą się ze 
zmniejszeniem zawartości akrylamidu w chlebie,  poprawiając jednocześnie jego właściwości reologiczne – staje się on bardziej  
miękki, mniej elastyczny, a tym samym łatwiejszy do rozciągania i formowania [29, 30].

Podczas fermentacji kwasowość ciasta wzrasta z powodu mikrobiologicznych produktów ubocznych metabolizmu, co wpływa 
na właściwości  sensoryczne i  techniczne chleba,  a  także na jego trwałość i  profil  odżywczy [ 31, 32].  Kwas wywołuje zmiany 
zarówno w strukturze  skórki,  jak  i  miąższu,  podnosząc  kwasowość  środowiska  i  oddziałując  na  różne  składniki  kluczowe dla 
kształtowania  się  chleba.  Składniki  te  obejmują  między  innymi  gluten,  skrobię  i  arabinoksylany  [33].  Warto  zauważyć,  że 
długotrwałe wytwarzanie kwasu może hamować rozwój bakterii z powodu ich własnych metabolitów. Pod względem właściwości  
reologicznych ciasta z bakteriami heterofermentacyjnymi dają aromatyczną, lekko elastyczną konsystencję w porównaniu z ciastami 
z bakteriami homofermentacyjnymi.

Drożdże również odgrywają kluczową rolę w fermentacji. Podczas gdy bakterie przekształcają węglowodany i aminokwasy w 
kwas mlekowy lub octowy oraz inne związki lotne, drożdże przyczyniają się do produkcji alkoholu i CO ₂ (dwutlenku węgla), zwiększając 
objętość ciasta. Dominacja drożdży lub bakterii zależy od warunków temperaturowych fermentacji [34].

Podsumowując,  działanie  mikroorganizmów podczas  fermentacji  powoduje  powstawanie  metabolitów,  które  wpływają  na  
różne cechy produktu końcowego [33], w tym na kształt i zawartość akrylamidu. W związku z tym jakość chleba można kontrolować 
poprzez dostosowanie czasu fermentacji [30] oraz proporcji kwasu stosowanego w przepisie.

W związku z tym niniejsze badanie ma na celu ocenę związku między czasem fermentacji a zawartością kwasu zarówno pod  
kątem poziomu akrylamidu, jak i właściwości fizycznych chleba (wymiary i kwasowość). W tym celu przed wypiekiem zastosowano  
różne czasy fermentacji (0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minut) wraz ze zmiennymi proporcjami
kwasu (0%, 20% i 50%).

Do oznaczenia zawartości akrylamidu w skórce chleba wykorzystano wysokosprawna chromatografię cieczową sprzężoną ze 
spektrometrem masowym o  wysokiej  rozdzielczości  z  podgrzewaną jonizacją  elektrospryskową (HPLC-ESI-MS).  Aby uzyskać 
głębszy  wgląd  w  zagadnienie,  przeprowadzono  analizy  statystyczne  w  celu  wyjaśnienia  korelacji  Spearmana  między  różnymi 
zmiennymi. Ponadto



przeprowadzono analizę dyskryminacyjną (DA) w celu zbadania rozkładu próbek i ich grupowania w oparciu o kilka czynników, które 
mogą mieć znaczenie dla usprawnienia procesu produkcji chleba.

2. Materiały, odczynniki i metody
2.1 Przygotowanie próbek chleba

Najpierw przygotowano kwas (określany jako Ciasto I) wyłącznie z mąki i wody. Kwas ten był skrupulatnie utrzymywany w 
optymalnych warunkach temperatury i wilgotności w przeznaczonej do tego komorze, poddawany cyklicznemu odświeżaniu poprzez 
dodawanie wody, wprowadzanie świeżej mąki oraz wyrabianie.

Następnie przygotowano różne partie ciasta (określane jako Ciasto II) bez uprzedniej fermentacji, wykorzystując mąkę i wodę.  
W tym celu 10 kg mąki pełnoziarnistej zmieszano z 6,5 l wody, 60 g środka poprawiającego właściwości chleba oraz 20 g drożdży w  
proszku. Następnie do Ciała II dodano różne ilości Ciała I, a mianowicie 0, 2 i 5 kilogramów, uzyskując ostatecznie całkowitą masę  
10 kg. Proces ten pozwolił uzyskać zawartość kwasu wynoszącą 0%, 20% i 50% w gotowych bochenkach chleba.

Po przygotowaniu ciast  przeprowadzono proces wyrabiania trwający 6 minut w temperaturze pokojowej,  w wyniku czego 
końcowa temperatura  próbek wyniosła  21 °C.  Po pozostawieniu  ciast  na  2  minuty  w celu  odpoczynku poddano je  procesowi  
formowania trwającemu kolejne 12 minut, w wyniku czego uzyskano próbki o masie od 60 do 80 g.

Próbki te podzielono na porcje i poddano fermentacji w komorze utrzymywanej przy wilgotności 70 ± 2% i temperaturze 30 ± 1 
°C przez różne okresy czasu: 0, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 minut. Na koniec wypieczono je w piecu półkowym ustawionym na 200  
°C przez 23 minuty, podczas których temperatura miąższu w podpróbkach osiągnęła 92 ± 1 °C. Po schłodzeniu w temperaturze  
pokojowej próbki przekazano do laboratorium w celu dalszej analizy.

2.2 Przygotowanie próbek do analizy akrylamidu

W tym celu zastosowano metodologię opisaną w normie UNE EN 16618:2015 [35].  Próbki rozdrobniono, aby umożliwić 
analizę  wyłącznie  skórki.  Następnie  skórkę  rozdrobniono  za  pomocą  młynka  ostrzowego,  a  potem  poddano  48-godzinnemu 
procesowi liofilizacji w celu uzyskania suchej próbki. Po tym etapie próbki zostały drobno i równomiernie zmielone za pomocą  
młynka kulowego. Odważono dokładnie 2 gramy każdej próbki i umieszczono je w osobnych probówkach typu Falcon o pojemności  
50 ml, do których do każdej próbki dodano 40 µl wewnętrznego standardu akrylamidu-d 3(Sigma-Aldrich, Wiedeń, Austria, 10 ppm 
w  wodzie).  Jednorodne  rozpuszczenie  uzyskano  poprzez  ręczne  mieszanie,  a  następnie  15-sekundowe  mieszanie  w  wirówce.  
Następnie przeprowadzono mieszanie mechaniczne przez 60 minut z prędkością 130 obrotów na minutę. Po tym etapie roztwór 
poddano wirowaniu w temperaturze 10 °C i przy sile odśrodkowej 3600 g przez 20 minut. Z uzyskanego supernatantu ostrożnie  
pobrano objętość 10 ml.

Przeprowadzono dwie procedury ekstrakcji w fazie stałej (SPE) w celu usunięcia wszelkich potencjalnych zanieczyszczeń w  
próbce, które mogłyby zakłócać oznaczanie analitu docelowego. W początkowej fazie SPE wykorzystano wkład Isolute Multimode.  
Najpierw kolumnę zrównoważono 3 ml metanolu (Panreac, Panreac Química S.L.U., Castellar del Vallés, Barcelona), a następnie  
przeprowadzono dwa etapy równoważenia przy użyciu 6 ml wody osmotyzowanej (Millipore Elix 3 Essential,  Millipore Corp.,  
Milford, MA, USA). Następnie przez kolumnę przepuszczono 10 ml ekstraktu wodnego i zebrano go do dalszej analizy.

Do drugiego SPE zastosowano wkład Isolute ENV+. Wkład ten zrównoważono 5 ml metanolu i 5 ml wody osmotyzowanej. 10  
ml ekstraktu wprowadzono do kolumny, a eluat odrzucono. Kolumnę przepłukano następnie 4 ml wody osmotyzowanej.

W celu elucji akrylamidu zastosowano 2 ml roztworu składającego się z 60% metanolu w wodzie. Na koniec eluat poddano  
odparowaniu  do  uzyskania  stałej  objętości  500  μl.  Ten  stężony roztwór  przeniesiono następnie  do  bursztynowej  fiolki  w celu 
późniejszego  wprowadzenia  do  aparatury  do  wysokosprawnej  chromatografii  cieczowej  sprzężonej  ze  spektrometrią  masową 
(HPLC-MS). Wyniki analizy akrylamidu podano dla chleba z suchą skórką, a każdą próbkę przygotowano w trzech powtórzeniach 
do analizy akrylamidu.

W celu sporządzenia krzywych kalibracyjnych przygotowano roztwór macierzysty wzorca akrylamidu poprzez rozpuszczenie 
wzorca  akrylamidu  (europejskie  materiały  referencyjne  ERM-BD272,  zawartość  masowa  akrylamidu  w  chlebie  chrupiącym,  
pochodzącego z



Bundesanstalt  für  Materialforschung und -prüfung (BAM) o  zawartości  akrylamidu wynoszącej  0,98 ± 0,09 mg/kg)  w wodzie  
osmotycznej. Roztwór ten został odpowiednio rozcieńczony w celu przygotowania roboczego roztworu wzorcowego o stężeniu 100 
ppb i wykorzystany do sporządzenia krzywej kalibracyjnej metodą dodawania wzorca w zakresie 10–60 ppb. Zastosowane naczynia  
miarowe posiadały certyfikat potwierdzający, że są wykonane ze szkła borokrzemowego klasy A.

2.3 Pomiar wymiarów chleba

Biorąc pod uwagę, że masa ciast wykorzystanych do wyprodukowania kawałków chleba była w przybliżeniu taka sama (76,33  
± 2,9 g), mogliśmy dokonać ilościowego porównania zmienności wymiarów kawałków w zależności od zawartości kwasu oraz czasu  
fermentacji każdego kawałka. Pomiary przeprowadzono przy użyciu skali pomiarowej, a wyniki wyrażono w cm. Ważenie próbek  
przeprowadzono przy użyciu wagi precyzyjnej firmy Sartorius o maksymalnej nośności 500 g i dokładności 0,01 g.

Gęstość objętościową chleba określono poprzez podzielenie masy (g) przez objętość (cm³) kawałków chleba.

2.4 Przygotowanie roztworów próbek do analizy całkowitej kwasowości miareczkowej

Wskaźnik miareczkowy określono poprzez pomiar objętości 0,1 N NaOH (Panreac, Panreac Química S.L.U., Castellar del 
Vallés, Barcelona) potrzebnej do zneutralizowania kwasowości próbki i uzyskania pH na poziomie 8,5. Parametr ten służy jako 
reprezentatywny wskaźnik kwasowości żywności. Wskaźnik miareczkowy ma znaczące zalety w porównaniu z konwencjonalnym 
pomiarem  pH,  ponieważ  minimalizuje  wahania  pH  wywołane  zmianami  temperatury  otoczenia.  Dzieje  się  tak  podczas  
porównywania sygnałów próbek z krzywą kalibracyjną opartą na wzorcach skorygowanych temperaturowo.

Badania  przeprowadzono  w  trzech  powtórzeniach,  wykorzystując  trzy  identyczne  próbki  każdego  rodzaju  chleba,  
przygotowane i upieczone w dokładnie takich samych warunkach i w tym samym czasie. Procedura wstępnej obróbki próbek oraz 
oznaczanie wskaźnika kwasowości miareczkowej przeprowadzono zgodnie z metodą opisaną przez Zannini i in. [36]. Początkowo 
każdy kawałek został zmierzony i zważony przed zmieleniem w młynku laboratoryjnym IKA A11 Basic. Do analizy wybrano trzy  
porcje po 10 g z homogenizowanych próbek. Następnie do każdej próbki dodano 90 ml wody dejonizowanej i mieszano w kąpieli  
ultradźwiękowej przez 15 minut, po czym próbki poddano dalszej homogenizacji za pomocą mieszadła magnetycznego przez 30  
minut. Po przygotowaniu rozcieńczeń próbek wskaźnik kwasowości miareczkowej określono metodą wolumetryczną.

2.5 Analiza akrylamidu

W ostatnim czasie szerokie zastosowanie zyskała technika tandemowej spektrometrii masowej z jonizacją elektrospryskową 
(ESI), co wynika przede wszystkim z rosnącego zapotrzebowania na analizę składu żywności [37, 38].

System ESI stanowi formę jonizacji przy ciśnieniu atmosferycznym, umożliwiającą jonizację cząsteczek w roztworze zarówno  
o polaryzacji dodatniej, jak i ujemnej, co poprawia rozdzielczość spektrometrii masowej. Wysokosprawna chromatografia cieczowa  
(HPLC) w połączeniu z tandemową spektrometrią masową z jonizacją elektrospryskową (ESI-MS) umożliwia generowanie widm 
masowych obejmujących nienaruszone jony molekularne oraz jony fragmentacyjne. Identyfikację pików przeprowadzono poprzez 
dopasowanie ich widm masowych i czasów retencji do związków referencyjnych [39].

Rozdzielenie  chromatograficzne  przeprowadzono  przy  użyciu  systemu HPLC Thermo Scientifics  Ultimate  3000  (Thermo 
Electron Corporation, Bellefonte, PA) wyposażonego w kolumnę analityczną Hypercarb (100 × 2,1 mm średnicy wewnętrznej) o  
grubości warstwy 5 µm. Materiał Hypercarb z porowatego węgla grafitowego (PGC) składa się z całkowicie porowatych cząstek 
sferycznych i wykazano, że zapewnia poprawę w zastosowaniach, w których występują ograniczenia dotyczące pH, istnieje potrzeba  
retencji  polarnej  lub  zwiększonej  selektywności  w  przypadku  blisko  spokrewnionych  związków,  przewyższając  możliwości  
tradycyjnych faz stacjonarnych na bazie  krzemionki  [40, 41].  Większość parametrów ustawiono zgodnie z  opisem w metodzie 
normatywnej, z kilkoma wyjątkami wskazanymi poniżej. Temperaturę próbnika i temperaturę kolumny ustawiono odpowiednio na 5 
°C i 30 °C. Fazy ruchome zastosowane do gradientu elucji to: A (0,1% kwas mrówkowy w wodzie osmotyzowanej), B (metanol)  
oraz C (H₂O). Gradient elucji ustalono w następujący sposób: 0–10 min, 100% A; 10–13 min, 95% B + 5% C; 13–19,4 min, 100% A, 
przy natężeniu przepływu 0,40 ml/min.

Aliquoty o objętości 10  μl ekstraktu próbki wstrzykiwano do układu chromatograficznego za pomocą autosamplera. Układ 
HPLC był połączony z wysokorozdzielczym spektrometrem masowym Orbitrap Q-Exactive, wyposażonym w źródło ESI firmy 
Thermo Scientific.



Źródło ESI pracowało w trybie dodatnim i ujemnym przy napięciu rozpylania ustawionym na 4 kV, natężeniu przepływu gazu  
osłonowego  (N₂)  na  40  jednostek  arbitralnych,  natężeniu  przepływu gazu  pomocniczego  (N₂)  na  15  jednostek  arbitralnych  oraz 
temperaturach kapilary i gazu pomocniczego wynoszących odpowiednio 320 °C i 230 °C. Poziom soczewki ustawiono na 50 V, a  
zakres mas m/z wynosił 50–100. Wszystkie dane przetworzono przy użyciu oprogramowania Xcalibur w wersji 4.5.445.18 (2021)  
(Thermo Fisher Scientific).

Wyniki analizy próbek porównano z referencyjnym standardem wewnętrznym ERM-BD272, analizowanym w identycznych 
warunkach. Oznaczenie ilościowe próbek przeprowadzono poprzez porównanie z krzywymi kalibracyjnymi sporządzonymi przy  
użyciu różnych rozcieńczeń standardu wewnętrznego.

2.6 Analiza wskaźnika kwasowości miareczkowej

Wskaźnik kwasowości miareczkowej określono za pomocą pH-metru firmy Hanna Instruments, wyposażonego w 
wielokrotnego napełniania elektrodę kombinowaną do pomiaru pH (nr kat. HI 1131) oraz sondę temperatury (nr kat. HI 7662-W). 
Przed użyciem sprzęt skalibrowano w temperaturze 25 °C przy użyciu certyfikowanych wzorców firmy Hach o wartościach pH 4,01, 
7,00 i 9,21. Do oznaczenia wskaźnika kwasowości miareczkowej wykorzystano 0,1 N roztwór NaOH, przygotowany z granulek 
klasy technicznej, i znormalizowano go za pomocą wewnętrznego wzorca – ftalanu wodoru potasu (Panreac, Panreac Química 
S.L.U., Castellar del Vallés, Barcelona) o minimalnej czystości 99,5%. W procesie standaryzacji NaOH jako wskaźnik 
zastosowaliśmy roztwór fenoloftaleiny (Panreac, Panreac Química S.L.U., Castellar del Vallés, Barcelona) w mieszaninie wody i 
etanolu o stężeniu 5% w/w. Rozcieńczenia próbek przygotowano przy użyciu kąpieli ultradźwiękowej i mieszadeł magnetycznych. 
Odczynniki odważono przy użyciu
wagi analitycznej Mettler Toledo o maksymalnej nośności 120 g i dokładności 0,0001 g.

Do  przygotowania  próbek  wykorzystano  mąkę  pełnoziarnistą.  Skład  mąki  mieścił  się  w  następujących  przedziałach 
procentowych: woda (13,0–13,5%), skrobia (63–67%), gluten (10–14%), tłuszcz (1,6–2,2%) oraz cukier (2,0–3,0%). Ponadto środek 
poprawiający  właściwości  mąki  zawierał  mąkę  pszenną,  enzymy  pszeniczne,  środek  przeciwzbrylający  (E-170)  oraz 
przeciwutleniacz (E-300).

2.7 Analiza statystyczna

Każdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki podano jako średnią (± SD, n = 3). Analizę statystyczną przeprowadzono 
przy  użyciu  oprogramowania  Origin  w  wersji  2018.  Wzajemne  zależności  między  różnymi  zmiennymi  oceniono  za  pomocą 
dwustronnego testu Spearmana, przy progu istotności ustalonym na poziomie p ≤ 0,05. W celu pogłębienia analizy statystycznej  
przeprowadzono analizę dyskryminacyjną (DA) w celu zbadania istniejących różnic między próbkami o różnej zawartości kwasu pod 
kątem niektórych cech chleba, takich jak zawartość akrylamidu, wzrost objętości, kwasowość i czas fermentacji.

3. Wyniki i dyskusja
3.1 Wymiary chleba

Rysunek 1 przedstawia długość, szerokość, wysokość i pole przekroju próbek przygotowanych z 0, 20 i 50% kwasu przy  
różnych czasach fermentacji.

Jak widać, wymiary próbek rosły we wszystkich przypadkach, aż do osiągnięcia maksymalnej wartości. Punkt przegięcia dla 
długości (rysunek 1(a)) i szerokości (rysunek 1(b)), występujący po 240 minutach fermentacji, osiągnięto w przypadku kawałków z 
50% zawartością kwasu, po czym nachylenie krzywej nie jest już tak wyraźne jak przed tym punktem. W przypadku próbek bez  
kwasu lub z 20% zawartością kwasu maksymalną długość i szerokość osiągnięto po 300 minutach fermentacji. Tendencja zmian  
długości  i  szerokości  w przypadku próbek o czasie  fermentacji  krótszym niż podane w tabeli  wykazuje wzrost  we wszystkich  
przypadkach. Próbki bez kwasu charakteryzują się najkrótszą maksymalną długością do 240 minut fermentacji, natomiast próbki z  
20% zawartością kwasu wykazują najmniejszą maksymalną szerokość do tego samego czasu fermentacji.

Jeśli chodzi o wzrost objętości kawałków w trakcie fermentacji (rysunek 1(c)), po 180 minutach fermentacji zauważalny jest  
spadek w przypadku próbek przygotowanych bez kwasu.  Próbki  te  osiągnęły po 300 minutach taki  sam wzrost  objętości,  jaki  
uzyskano dla próbek przygotowanych bez fermentacji. W przypadku próbek z 20% i 50% zawartością kwasu maksymalne wartości 
wzrostu objętości osiągnięto po 300 minutach fermentacji.

Jak widać, do 240 minut fermentacji najniższą szerokość osiągnęły kawałki przygotowane



z 20% kwasem, przy czym te same próbki osiągnęły najwyższą wysokość w całym procesie fermentacji. Wzrost ciasta chlebowego 
wynika  z  wytwarzania  i  odpowiedniego  zatrzymywania  gazu.  Maksymalne  wartości  wzrostu  osiągnięte  przez  kawałki  ciasta 
chlebowego są następujące: 3,90 ± 0,25 cm dla próbek bez kwasu, 5,40 ± 0,17 cm dla próbek z 20% kwasu oraz 4,80 ± 0,19 cm dla  
próbek z 50% kwasu. Na podstawie tych pomiarów można wywnioskować, że zastosowanie 20% kwasu i pozostawienie ciasta do  
fermentacji  przez  300  minut  może  skutkować  wzrostem  maksymalnej  wysokości  o  138%  w  porównaniu  z  kawałkami 
przygotowanymi bez kwasu, które osiągają szczytową wysokość po 180 minutach fermentacji. Co ciekawe, kawałki przygotowane z 
50% kwasu wykazują niższe wartości wysokości niż te z 20% kwasu.

20  8,8

19

18

17

16

15

14

13

12

11 2,2
0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360

Czas fermentacji (min) 

(a)
Czas fermentacji (min) 

(b)

6,0

5,5

5,0

4,5

4,0

  35

3,5

3,0

2,5 5

0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360

Czas fermentacji (min) Czas fermentacji (min)

(c) (d)

Rysunek 1. Długość (a), szerokość (b), wysokość (c) i pole przekroju (d) próbek wykonanych z 0% (-), 20% (-) i 50% (-) kwasu oraz o różnych czasach 
fermentacji. Przedstawiono również słupki odchylenia standardowego (SD)

Różnice  w  wymiarach  kawałków  chleba  można  przypisać  właściwościom  reologicznym  samego  ciasta,  w  tym  takim 
czynnikom, jak konsystencja, wytrzymałość, rozciągliwość, elastyczność, siła i inne. Na właściwości te wpływa kilka czynników, w 
tym  stopień  degradacji  glutenu,  nawodnienie,  kwasowość,  zawartość  cukru  oraz  proces  wyrabiania  ciasta.  W  tym  kontekście 
MacRitchie [42] zaproponował, że degradacja glutenu zachodzi, gdy stosunkowo nieelastyczne składniki struktury drugorzędowej, 
takie  jak  helisy  alfa  i  arkusze  beta,  przekształcają  się  w  nieuporządkowane  struktury  spiralne,  które  nie  zwiększają  ogólnej  
wytrzymałości sieci glutenowej. W konsekwencji przemiana ta może prowadzić do powstania mniejszych produktów końcowych  
[43].
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Degradacja  glutenu  odgrywa  kluczową  rolę  w  zatrzymywaniu  gazowych  produktów  ubocznych  oraz  wpływa  na 
odkształcalność ciasta, umożliwiającą przyjęcie tych metabolitów. Gdy ciasto charakteryzuje się wysoką przepuszczalnością, może 
uwalniać znaczną ilość gazowych produktów ubocznych, co prowadzi do zmniejszenia wymiarów bochenka. Z drugiej strony, gdy 
ciasto jest  nadmiernie  sztywne,  nieelastyczne i  oporne,  jego zdolność do odkształcania  się  i  tworzenia  pęcherzyków powietrza  
(pęcherzyków) w celu zatrzymania gazowych metabolitów staje się ograniczona. W rezultacie struktura miękiszu staje się gęstsza, co  
również skutkuje mniejszymi kawałkami chleba.

Inni badacze [33] podkreślili, że dodanie kwasu do receptur chleba może skutkować zmniejszeniem objętości chleba z powodu  
degradacji  glutenu spowodowanej kwasowością wytwarzaną przez mikroorganizmy. Zjawisko to jest  szczególnie widoczne pod 
koniec okresu fermentacji, kiedy to próbki ulegają zmniejszeniu rozmiarów.

Analizując  dane  uzyskane  dla  przekroju  powierzchniowego  przedstawionego  na  rysunku  1(d),  stwierdziliśmy,  że  próbki  
zawierające 20% kwasu zachowują jakość glutenu przez dłuższy okres fermentacji w porównaniu z próbkami przygotowanymi z  
50% kwasu.

Porównując  te  dane  z  wynikami  uzyskanymi  dla  wyrobów  przygotowanych  bez  kwasu,  widać  wyraźnie,  że  te  ostatnie  
charakteryzują się mniejszą szerokością i wysokością. Zjawisko to można wyjaśnić dwoma możliwymi przyczynami: po pierwsze,  
istnieją dowody potwierdzające występowanie efektu synergicznego między bakteriami kwasu mlekowego a drożdżami, co skutkuje  
wytwarzaniem większych ilości gazowych metabolitów w próbkach zawierających kwas [44]. Po drugie, inni badacze przypisują ten 
wynik faktowi, że ciasto nie osiąga takiego samego stopnia dojrzałości glutenu, jaki obserwuje się w bochenkach przygotowanych z  
kwasem podczas dłuższych okresów fermentacji [43]. Stwierdzenia te wyjaśniają również różnicę w czasie fermentacji wymaganym 
do osiągnięcia maksymalnego wyrośnięcia w próbkach przygotowanych z kwasem w porównaniu z tymi bez kwasu. W tym drugim 
przypadku przewaga drożdży nad innymi mikroorganizmami może oznaczać, że maksymalny wzrost został osiągnięty w krótszym 
czasie fermentacji w porównaniu z próbkami, w których dominowały bakterie kwasu mlekowego (LAB).

Analizując kształt bochenków, na rysunku 2 przedstawiono zmiany gęstości objętościowej chleba po upieczeniu w funkcji  
czasu fermentacji dla próbek o różnym udziale kwasu. Jak pokazano na rysunku 2, wszystkie próbki wykazywały spadek gęstości aż 
do osiągnięcia  300 minut  fermentacji  przed pieczeniem. Po przekroczeniu tego punktu krzywe dla  próbek zawierających kwas 
zaczęły wykazywać tendencję wzrostową. Wzrost ten można przypisać połączeniu kilku czynników: nadmiernej degradacji glutenu  
oraz zmniejszeniu populacji mikroorganizmów odpowiedzialnych za wytwarzanie tych metabolitów. Hipoteza ta pomaga wyjaśnić,  
dlaczego efekt ten wydaje się być bardziej wyraźny w próbkach o wyższej zawartości kwasu.
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3.2 Kwasowość chleba

W tych samych warunkach fermentacji oceniliśmy wskaźnik miareczkowy dla próbek zawierających różne
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zawartości kwasu. Na podstawie danych uzyskanych po 360 minutach, przyjętych jako punkt odniesienia, zauważono, że wskaźnik  
miareczkowy dla próbek o zawartości kwasu wynoszącej 0%, 20% i 50% wynosił odpowiednio 6,00 ml, 11,80 ml i 15,23 ml.  
Wskazuje to, że kwasowość wzrosła o prawie 100% i 150% odpowiednio dla próbek zawierających 20% i 50% kwasu w porównaniu  
z próbką odniesienia bez kwasu. Rysunek 3 przedstawia wskaźnik miareczkowy dla próbek o zawartości kwasu wynoszącej 0%, 20% 
i 50% w trakcie fermentacji. Linią przerywaną zaznaczono dopasowanie liniowe. Jak widać, tendencja ta była bardziej wyraźna w 
próbkach zawierających większy udział kwasu.
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Rysunek 3. Wskaźnik kwasowości miareczkowej próbek przygotowanych z 0, 20 i 50% kwasu oraz o różnych czasach fermentacji. Obszar wypełniony pod i nad 
krzywymi odpowiada odchyleniu standardowemu osi y. Linie przerywane przedstawiają linię regresji metodą najmniejszych kwadratów

Zgodnie z przewidywaniami zaobserwowano wzrost wskaźnika kwasowości miareczkowej w próbkach o wyższym udziale 
kwasu i dłuższym czasie fermentacji. Warto zauważyć, że niektóre szczepy heterofermentacyjne wytwarzają kwas mlekowy, kwas 
octowy, alkohole i dwutlenek węgla. W temperaturze 25 °C wartość pKa kwasu mlekowego jest o 1 jednostkę niższa niż kwasu  
octowego, co wskazuje,  że kwas mlekowy jest  10 razy bardziej  podatny na deprotonowanie niż kwas octowy, co prowadzi do 
wyższej kwasowości [20]. W związku z tym pieczywo wyprodukowane wyłącznie z drożdży, bez kwasu, nie będzie wykazywać 
znacznej produkcji kwasu mlekowego, a co za tym idzie, będzie miało wyższe pH.

Wzrost wskaźnika miareczkowego wraz z czasem fermentacji był bardziej zauważalny w kawałkach zawierających kwas niż w 
tych bez kwasu. Na rysunku 3 widać, że nachylenia skorygowanych linii wskaźnika miareczkowalnego w funkcji czasu fermentacji  
wynosiły odpowiednio 0,024 i 0,029 dla próbek zawierających 20% i 50% kwasu. Oba nachylenia były dość podobne; niemniej 
jednak nachylenie obliczone dla próbek bez kwasu wyniosło 0,0071, co wskazuje na
3,7-krotnie bardziej stromy spadek w porównaniu ze nachyleniem obserwowanym w próbkach z kwasem.

Wynik  ten  można  przypisać  wytwarzaniu  zarówno  kwasu  mlekowego,  jak  i  octowego  przez  bakterie  obecne  w  kwasie.  
Zjawisko  to  jest  zgodne  z  ustaleniami  opisanymi  przez  Vranckena  i  in.  [34],  którzy  wykazali,  że  w temperaturze  fermentacji 
wynoszącej  30  °C  przez  6  godzin  ustanowiono  optymalne  warunki  do  namnażania  się  homofermentacyjnych  bakterii  kwasu 
mlekowego,  odpowiedzialnych  za  produkcję  kwasu  mlekowego.  Możliwy  był  jednak  również  pewien  rozwój  innych  bakterii 
heterofermentacyjnych odpowiedzialnych za produkcję kwasu octowego, choć w mniejszym stopniu.

3.3 Ocena akrylamidu

Schematyczny proces,  w którym asparagina  reaguje  z  dikarbonylem pochodzącym z  cukru redukującego,  tworząc  zasadę  
Schiffa, która po kilku etapach prowadzi do powstania produktu końcowego, jakim jest akrylamid [45], przedstawiono na rysunku 
4(a). Ponadto na rysunku 4(b) przedstawiono zawartość akrylamidu w zależności od czasu fermentacji w skórce upieczonego chleba  
zawierającego 0, 20 i
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50% kwasu. Jak widać, w miarę upływu czasu podczas fermentacji odnotowano spadek poziomu akrylamidu, szczególnie wyraźny w 
próbkach zawierających 0% i 20% kwasu. Odkrycie to jest zgodne z ustaleniami innych autorów, którzy badali zmiany poziomu  
akrylamidu podczas fermentacji  [23, 46, 47].  Spadek poziomu akrylamidu w tych próbkach można przypisać połączeniu kilku 
czynników. Po pierwsze, dobrze udokumentowano, że proces fermentacji prowadzi do obniżenia pH ciasta w wyniku wytwarzania  
przez mikroorganizmy kwaśnych metabolitów, głównie kwasu mlekowego i octowego. Ten wzrost kwasowości środowiska może  
spowodować protonowanie cząsteczki asparaginy, ograniczając jej zdolność do reagowania i tworzenia zasady Schiffa, a tym samym 
powstawania akrylamidu [48]. Po drugie, drożdże i bakterie odpowiadają za redukcję asparaginy i cukrów redukujących [17, 23], co 
prowadzi do spadku stężenia akrylamidu w produkcie końcowym.
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Rysunek 4. (a) Schemat powstawania akrylamidu z prekursora asparaginy. (b) Zawartość akrylamidu w skórce próbek upieczonego chleba zawierających 0, 20  
i 50% kwasu oraz o różnym czasie fermentacji przed pieczeniem. Wypełniony obszar pod i nad krzywymi przedstawia odchylenie standardowe (SD) osi y. (c)  
Szczegółowe przedstawienie zmian stężenia akrylamidu w różnych fazach aktywności biologicznej mikroorganizmów dla próbek zawierających 50% kwasu

Jednak próbki zawierające 50% kwasu wykazały zupełnie inne zachowanie (rysunek 4(c)): w pierwszym etapie, od 0 do 120  
minut,  poziom akrylamidu  pozostawał  pozornie  stały,  po  czym nastąpił  gwałtowny  spadek  aż  do  240  minut,  kiedy  to  sygnał 
ponownie wzrósł. Nietypowe tendencje w spadku stężenia akrylamidu wraz z czasem fermentacji odnotowali również inni autorzy w  
przypadku próbek zawierających wysoki udział kwasu lub poddanych nadmiernie długiej fermentacji [23]. Wysoka zawartość kwasu 
powoduje  złożone  reakcje  związane  z  rozwojem  mikroorganizmów,  które  w  zależności  od  procesów  mikrobiologicznych 
zachodzących w danym momencie mogą zarówno hamować, jak i sprzyjać tworzeniu się akrylamidu. Stwierdzono, że aktywność 
amylolityczna i proteolityczna bakterii kwasu mlekowego może w znacznym stopniu wpływać na wyniki dotyczące akrylamidu [ 49]. 
Im wyższa aktywność amylolityczna, tym wyższa zawartość cukrów redukujących w pożywce, co skutkuje wysokim poziomem 
akrylamidu w etapie 1. Następuje jednak gwałtowny spadek, gdy pH pożywki wpływa na reakcję Maillarda (etap
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2). Podobnie, im wyższa aktywność proteolityczna, tym większa ilość aminokwasów konkurujących z asparaginą w reakcji Maillarda 
[4, 17, 50], co prowadzi do spadku zawartości akrylamidu. Zjawiska te powodują wyraźne zmniejszenie zawartości akrylamidu w 
etapie 2 na rysunku 4(c).

We wszystkich przypadkach zaobserwowano wzrost zawartości akrylamidu w ostatnim etapie fermentacji (240 min dla próbek  
z 50% zawartością kwasu oraz 300 min dla próbek z 0% i 20% zawartością kwasu), co było szczególnie wyraźne przy wyższych  
udziałach kwasu. Zjawisko to zostało wcześniej udokumentowane [23, 24] jako skutek działania bakterii kwasu mlekowego. Wydaje 
się, że mikroorganizmy te wywierają znaczący niekorzystny wpływ na fermentację drożdżową, co skutkuje ograniczeniem zdolności 
drożdży do metabolizowania asparaginy, a w konsekwencji wzrostem stężenia akrylamidu. Ograniczenie to było bardziej wyraźne 
przy niższym pH, przy czym próbki zawierające większą ilość kwasu wykazywały szybszy wzrost zawartości akrylamidu (etap 3 na 
rysunku 4(c)). Niemniej jednak pożądane byłyby dalsze badania w tym zakresie.

3.4 Analiza statystyczna i korelacje

Korelację między badanymi zmiennymi w próbkach oceniono za pomocą współczynników korelacji  Spearmana.  Tabela 1  
przedstawia korelację Spearmana między procentową zawartością kwasu, czasem fermentacji,  zawartością akrylamidu, gęstością  
nasypową oraz wskaźnikiem miareczkowalnym.

Zawartość akrylamidu wykazała ujemną korelację z czasem fermentacji (współczynnik korelacji Spearmana (SC): -0,69) oraz  
wskaźnikiem miareczkowalnym (SC: -0,63), a także dodatnią korelację z gęstością nasypową (SC: 0,76). Tendencję tych korelacji  
przedstawiono  na  rysunku  5(a),  gdzie  można  wizualnie  dostrzec  ujemną  korelację  między  akrylamidem  a  wskaźnikiem 
miareczkowalnym (a)  oraz dodatnią  korelację  z  gęstością  nasypową (b).  Jak  można zauważyć,  w obu przypadkach brakowało  
korelacji z zawartością kwasu.
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Rysunek 5. Schematy korelacji zawartości akrylamidu z (a) wskaźnikiem miareczkowalnym oraz (b) gęstością nasypową badanych próbek, wraz z słupkami błędu

Zgodnie z oczekiwaniami wskaźnik miareczkowalny wykazywał dodatnią korelację zarówno z procentową zawartością kwasu  
(SC: 0,66), jak i czasem fermentacji (SC: 0,72). Natomiast wykazywał ujemną korelację z gęstością nasypową chleba (SC: -0,76)  
oraz  zawartością  akrylamidu  (SC:  -0,62).  Spośród  tych  korelacji  najsilniejszą  zaobserwowano  między  wskaźnikiem 
miareczkowalnym a gęstością nasypową, co przedstawiono na rysunku 6. W tym przypadku korelacja z zawartością kwasu była silna  
i przebiegała zgodnie z wzorcem wykładniczym dla próbek zawierających kwas, ale nie dla próbek składających się wyłącznie z  
drożdży. Brak korelacji w przypadku próbek bez kwasu można przypisać ograniczonemu wzrostowi kwasowości wraz z czasem 
fermentacji, co ilustruje nachylenie krzywej dla tej grupy próbek na rysunku 3.

Biorąc pod uwagę silne korelacje między różnymi zmiennymi, przeprowadzono statystyczną analizę wielowymiarową z wykorzystaniem
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analizy dyskryminacyjnej (DA). Rysunek 7 przedstawia wyniki uzyskane na wykresie wyników kanonicznych, który ujawnił trzy 
odrębne grupy w oparciu o cztery wybrane czynniki: czas fermentacji, zawartość akrylamidu, wskaźnik miareczkowy oraz wysokość  
nad poziomem morza. Obszar danych o najbardziej  ujemnych wartościach na osi  odciętych odpowiadał wynikom uzyskanym z  
próbek  zawierających  0%  kwasu.  Pozostałe  obszary  odpowiadały  odpowiednio  zawartości  kwasu  wynoszącej  20%  i  50%, 
przesuwając się stopniowo w kierunku dodatniej osi odciętych.
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Rysunek 6.  Schematy korelacji  gęstości  nasypowej z  wskaźnikiem miareczkowania,  z  słupkami błędu dla różnych zawartości kwasu w próbkach.  Linie  
przedstawiają krzywe dopasowania dla próbek zawierających 20% i 50% kwasu. Na wykresie wskazano również wyrażenie matematyczne linii dopasowania 
oraz współczynnik R kwadratowy (współczynnik determinacji) krzywych
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Rozkład zaobserwowany w modelu analizy dyskryminacyjnej umożliwił nam określenie zawartości kwasu w 
niezidentyfikowanej próbce ze 100% pewnością, o czym świadczy zerowy wskaźnik błędu w klasyfikacji danych szkoleniowych.
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Tabela 1. Korelacja Spearmana między zawartością kwasu, czasem fermentacji, zawartością akrylamidu, gęstością nasypową i wskaźnikiem miareczkowalności

Kwas Czas fermentacji Akrylamid Gęstość nasypowa Wskaźnik 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*

Gęstość nasypowa -0,09631 -0,91616* 0,76364* 1 -0,75544*

Wskaźnik miareczkowy 0,65997* 0,71586* -0,63202* -0,75544* 1

* Korelacja jest istotna przy p ≤ 0,05

4. Wnioski

Wyniki  wykazały,  że  wymiary  kawałków chleba  zwiększały  się  wraz  z  wydłużaniem  czasu  fermentacji  i  zwiększaniem  
zawartości  kwasu.  Jednakże  istniał  punkt,  w  którym nadmierna  degradacja  glutenu  i  podwyższona  kwasowość  w  środowisku 
prowadziły  do  spłaszczenia  i  zmniejszenia  wysokości  kawałków.  Próbki  zawierające  20% kwasu  zachowały  optymalną  jakość  
glutenu przez dłuższe okresy fermentacji w porównaniu z próbkami o zawartości kwasu wynoszącej 50%.

Jeśli  chodzi  o  wskaźnik miareczkowy, dodatnie nachylenia  dopasowanych linii  dla próbek z kwasem były dość podobne. 
Natomiast nachylenie uzyskane dla próbek bez kwasu wskazywało na 3,7-krotnie bardziej stromy spadek, co przypisano niższej  
zawartości metabolitów mikroorganizmów.

Wyniki dotyczące akrylamidu wykazały, że stężenie tego związku zmniejszało się wraz z wydłużaniem czasu fermentacji, co  
było szczególnie wyraźne w próbkach zawierających 0 i 20% kwasu. Jednak zachowanie próbek zawierających 50% kwasu różniło 
się  w  zależności  od  etapu  fermentacji.  Zmienność  tę  przypisano  aktywności  amylolitycznej  i  proteolitycznej  bakterii  kwasu 
mlekowego, które miały znaczący wpływ na wyniki dotyczące akrylamidu.

Aby uzyskać dodatkowe informacje, przeprowadzono analizy statystyczne w celu oceny korelacji Spearmana między różnymi 
zmiennymi, które wykazały, że wskaźnik miareczkowy był powiązany z czasem fermentacji, zawartością kwasu, gęstością nasypową 
oraz zawartością akrylamidu.

Wykres wyników kanonicznych uzyskany metodą analizy dyskryminacyjnej (DA) pozwolił wyodrębnić trzy odrębne grupy na  
podstawie zawartości kwasu, z wykorzystaniem czterech wybranych czynników: czasu fermentacji, poziomu akrylamidu, wskaźnika 
miareczkowalnego oraz wysokości nad poziomem morza.
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Komentarz Eko Złotna

1. Dlaczego te badania są dla nas interesujące?

Publikacja dotyczy zagadnienia, które z punktu widzenia Eko Złotna jest szczególnie interesujące: czy 
sposób prowadzenia fermentacji pieczywa może wpływać nie tylko na jego smak, strukturę i trwałość, ale 
również na powstawanie akryloamidu podczas wypieku.

Autorzy pokazują, że czas fermentacji oraz udział kwasu piekarskiego pozostają w związku z zawartością 
akryloamidu w gotowym pieczywie. Jest to istotny kierunek badań, ponieważ wskazuje, że fermentacja 
może być czymś więcej niż tylko etapem technologicznym prowadzącym do spulchnienia ciasta.

Jednocześnie wyniki tej publikacji należy interpretować w granicach przeprowadzonego doświadczenia. 
Badano konkretną mąkę, określoną recepturę, udział kwasu piekarskiego wynoszący 0, 20 i 50% oraz 
fermentację trwającą maksymalnie 360 minut.

I właśnie tutaj zaczynają się pytania, które z perspektywy Eko Złotna są równie interesujące jak same 
wyniki.

2. Najważniejsza wartość publikacji

Za szczególnie wartościowe uważamy potraktowanie fermentacji jako zmiennej badawczej.

Autorzy nie ograniczyli się do porównania pieczywa z kwasem piekarskim i bez niego. Zastosowali siedem 
czasów fermentacji: od 0 do 360 minut, dzięki czemu mogli obserwować dynamikę zachodzących zmian. 
Badali jednocześnie zawartość akryloamidu, kwasowość i właściwości fizyczne pieczywa.

Wyniki pokazują też coś, co jest bardzo ważne z punktu widzenia praktyka: więcej i dłużej nie zawsze 
oznacza lepiej.

Przy 50% udziale kwasu piekarskiego przebieg zmian zawartości akryloamidu był bardziej złożony niż w 
pozostałych wariantach. Autorzy wiążą to między innymi z aktywnością bakterii kwasu mlekowego, 
drożdży oraz przemianami asparaginy.

To ważna przestroga przed upraszczaniem wyników do hasła: „im dłuższa fermentacja, tym mniej 
akryloamidu”. Tego omawiana publikacja nie dowodzi.

3. Najpoważniejsze ograniczenie: nie wiemy dokładnie, jaką mąkę badano

To naszym zdaniem podstawowy problem metodologiczny publikacji.

Autorzy posługują się określeniem „wholemeal flour”, ale nie przedstawiają charakterystyki 
technologicznej mąki pozwalającej jednoznacznie ustalić, czym faktycznie był badany materiał.

Nie wiemy między innymi, czy mąkę uzyskano w młynie walcowym czy żarnowym, jaki był rzeczywisty 
udział poszczególnych części anatomicznych ziarna, czy znajdował się w niej zarodek, jaka była granulacja, 
jakie były podstawowe parametry jakościowe i technologiczne mąki ani z jakiej odmiany lub odmian 
pszenicy ją otrzymano.

Dlatego w naszym opracowaniu nie utożsamiamy automatycznie „wholemeal flour” z mąką całoziarnową 
w znaczeniu przyjętym przez Eko Złotna.



Dla nas mąka całoziarnowa oznacza produkt przemiału całego ziarna, wraz z jego naturalnie 
występującymi częściami, w tym zarodkiem. Jeżeli mąka przemysłowa została wcześniej rozdzielona na 
frakcje, a następnie część z nich ponownie połączono, technologicznie jest to inny produkt.

Nie twierdzimy jednak, że właśnie tak postąpili autorzy. Publikacja po prostu nie dostarcza danych 
pozwalających to ustalić. To rozróżnienie jest bardzo ważne.

4. Nie znamy również pochodzenia ziarna

Drugim ograniczeniem jest brak informacji o sposobie produkcji surowca.

Nie wiemy, czy wykorzystane ziarno pochodziło z uprawy ekologicznej, czy konwencjonalnej. Nie znamy 
historii nawożenia ani ochrony roślin i nie mamy wyników badań ewentualnych pozostałości środków 
ochrony roślin.

Nie można na tej podstawie twierdzić, że pozostałości pestycydów wpłynęły na wyniki doświadczenia. 
Byłoby to wyjście poza dane przedstawione przez autorów.

Można jednak postawić naukowo uzasadnione pytanie: czy materiał pochodzący z różnych systemów 
uprawy zachowywałby się podczas fermentacji identycznie?

Jeżeli chcemy badać proces biologiczny, w którym uczestniczą drożdże i bakterie kwasu mlekowego, 
charakterystyka materiału wyjściowego ma znaczenie.

5. Problem powtarzalności doświadczenia

Z tego wynika kolejna kwestia. Jedną z podstawowych wartości doświadczenia naukowego jest możliwość 
jego powtórzenia.

Możemy zastosować te same czasy fermentacji, takie same udziały kwasu piekarskiego, tę samą 
temperaturę i ten sam czas wypieku. Ale jeżeli nie dysponujemy mąką o porównywalnych parametrach, 
nie odtwarzamy tego samego doświadczenia.

Możemy przeprowadzić doświadczenie podobne. Nie możemy natomiast z pełną pewnością stwierdzić, że 
weryfikujemy wyniki autorów na identycznym materiale.

To rozróżnienie powinno być szczególnie ważne wtedy, gdy wyniki badań naukowych próbuje się 
przekładać bezpośrednio na praktykę piekarską.

6. Poprawiacz piekarski jest dodatkową zmienną

W recepturze zastosowano również środek poprawiający właściwości pieczywa. Z perspektywy Eko Złotna 
jest to istotne.

Jeżeli badamy wpływ naturalnej fermentacji na strukturę pieczywa, aktywność enzymatyczną oraz 
ostatecznie zawartość akryloamidu, powinniśmy wiedzieć, co dokładnie znajdowało się w poprawiaczu.

Nie oznacza to, że jego zastosowanie dyskwalifikuje doświadczenie. Oznacza natomiast, że bez dokładnej 
znajomości jego składu trudniej oddzielić wpływ samej fermentacji od wpływu pozostałych elementów 
receptury.



Dla badań prowadzonych z perspektywy piekarstwa rzemieślniczego interesujące byłoby więc powtórzenie 
doświadczenia przy możliwie prostej recepturze: mąka - woda - kwas piekarski - sól.

7. Sześć godzin to dla nas dopiero początek pytania

Autorzy kończą doświadczenie po 360 minutach, czyli sześciu godzinach fermentacji. Z punktu widzenia 
zastosowanej przez nich metodyki jest to po prostu granica badanego przedziału.

Z perspektywy Eko Złotna pozostawia jednak otwarte bardzo ważne pytanie: co dzieje się później?

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

Nie możemy zakładać, że trend zaobserwowany między 0 a 360 minutą będzie trwał dalej. Właśnie wyniki 
uzyskane przy 50% udziale kwasu piekarskiego pokazują, że zależności biologiczne nie muszą być liniowe.

Dlatego nie formułowalibyśmy na podstawie tego artykułu zalecenia: „należy fermentować pieczywo jak 
najdłużej”.

Nasze stanowisko jest ostrożniejsze: wyniki uzasadniają dalsze badanie długiej fermentacji, ale same nie 
pokazują jeszcze, co dzieje się po przekroczeniu sześciu godzin.

8. A co z ekologiczną mąką żarnową?

I tutaj dochodzimy do zagadnienia najbardziej interesującego dla Akademii Wiedzy Eko Złotna.

Nie wiemy, czy wyniki autorów można bezpośrednio przenieść na pieczywo przygotowane z ekologicznej 
mąki uzyskanej z przemiału całego ziarna na żarnach.

Taki materiał może różnić się od mąki wykorzystanej w doświadczeniu pod względem składu, aktywności 
enzymatycznej, zawartości otrąb i zarodka, mikrobioty oraz właściwości fermentacyjnych.

Jeszcze większa ostrożność jest potrzebna przy dawnych gatunkach i odmianach zbóż. Nie mamy podstaw, 
aby zakładać, że dawne pszenice będą zachowywały się identycznie jak materiał wykorzystany przez 
autorów.

To nie jest słabość omawianych badań. Autorzy badali określony model. To natomiast naturalny następny 
etap badań.

9. Co zatem rzeczywiście wynika z publikacji?

Naszym zdaniem publikacja dostarcza mocnego argumentu za tym, aby fermentacji nie traktować 
wyłącznie jako procesu technologicznego odpowiedzialnego za wyrośnięcie ciasta.

Jej czas, mikroflora i stopień zakwaszenia mogą wpływać na przemiany chemiczne zachodzące później 
podczas wypieku. Autorzy wykazali również zależności pomiędzy czasem fermentacji, kwasowością, 
gęstością pieczywa i zawartością akryloamidu.

Jednocześnie publikacja pokazuje, jak ostrożnie należy przenosić wynik laboratoryjny do piekarni.

Nie istnieje jeden „czas fermentacji” właściwy dla każdej mąki, każdego kwasu piekarskiego i każdego 
pieczywa.



10. Co chcielibyśmy zbadać dalej?

Dla Eko Złotna omawiana publikacja nie zamyka tematu. Przeciwnie - stanowi bardzo dobry punkt wyjścia 
do kolejnego doświadczenia.

Interesujące byłoby przeprowadzenie badań porównawczych obejmujących jednocześnie ekologiczne 
ziarno o dokładnie określonym pochodzeniu, mąkę z przemiału całego ziarna na żarnach, dokładną 
charakterystykę materiału wyjściowego, brak poprawiaczy piekarskich, kwas piekarski o określonych 
parametrach, fermentację prowadzoną nie tylko przez 6 godzin, lecz również przez 12, 16 i 24 godziny, 
oraz porównanie współczesnej pszenicy z wybranymi dawnymi gatunkami i odmianami.

Dopiero takie doświadczenie pozwoliłoby odpowiedzieć na pytanie, które z naszej perspektywy jest 
najciekawsze: czy połączenie ekologicznego surowca, przemiału całego ziarna na żarnach i długiej 
fermentacji prowadzonej na kwasie piekarskim może dodatkowo ograniczać powstawanie akryloamidu w 
pieczywie - a jeżeli tak, to gdzie znajduje się technologiczne optimum tego procesu?

Konkluzja Eko Złotna

Nie odczytujemy omawianej publikacji jako dowodu, że „kwas piekarski rozwiązuje problem akryloamidu” 
ani że „im dłuższa fermentacja, tym zdrowszy chleb”.

Wyniki są znacznie ciekawsze. Pokazują, że sposób prowadzenia fermentacji ma znaczenie i może wpływać 
na procesy, które zachodzą później podczas wypieku. Jednocześnie pokazują granice prostych zależności: 
mikrobiologia kwasu piekarskiego, czas, kwasowość, właściwości mąki i struktura ciasta tworzą jeden 
układ technologiczny.

Dla Eko Złotna najważniejszym wnioskiem z tej publikacji nie jest więc gotowa receptura. Jest nim kierunek 
dalszych badań.

Badania te powinny naszym zdaniem objąć materiał dokładnie scharakteryzowany od pola aż po mąkę, 
ekologiczne zboża, przemiał żarnowy oraz znacznie dłuższą fermentację niż sześć godzin zastosowane w 
omawianym doświadczeniu.

Wtedy można będzie sprawdzić, czy obserwacje autorów zachowują swoją ważność również w technologii 
pieczywa, którą rozwijamy w praktyce Eko Złotna.
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