ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΤΜΗΜΑ ΕΠΙΣΤΗΜΗΣ ΔΙΑΙΤΟΛΟΓΙΑΣ-ΔΙΑΤΡΟΦΗΣ

ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΕΙΑ ΤΡΟΦΙΜΩΝ - ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ - 2009
ΜΕΤΡΗΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΥΓΡΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΙΣΟΘΕΡΜΩΝ ΡΟΦΗΣΕΩΣ

Μαζί με τη θερμοκρασία ενός προϊόντος η ενεργότητα υγρασίας ενός τροφίμου (ενεργότητα ύδατος ή νερού, water activity, activite de l’ eau, aw) είναι το πιο χρήσιμο μέγεθος που σχετίζεται με τη σταθερότητα ενός τροφίμου. H ιδιότητα αυτή εκφράζει την υδατική κατάσταση ενός τροφίμου, αποτελεί μέτρο της διαθεσιμότητας του νερού του τροφίμου και είναι αδιάστατο μέγεθος.  

Ορισμός Α:
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Η ενεργότητα υγρασίας είναι ο λόγος της τάσεως των ατμών του διαλύματος προς την τάση των ατμών του καθαρού νερού (ορισμός Scott, 1957).

Για την κατανόηση της παραπάνω σχέσεως, που αποτελεί την απλούστερη αλλά σχετικώς ακριβή μέθοδο υπολογισμού της ενεργότητας υγρασίας, μπορούμε να φανταστούμε ότι δύο ίδια, ερμητικώς κλειστά δοχεία περιέχουν το μεν ένα το τρόφιμο το δε δεύτερο καθαρό, απιονισμένο νερό στην ίδια θερμοκρασία. Όπως είναι φυσικό ένα μέρος της υγρασίας του τροφίμου του ενός δοχείου και αντίστοιχα ένα μέρος του νερού του άλλου δοχείου εξατμίζονται και μεταβαίνουν στην υπερκείμενη αέρια φάση, που βρίσκεται σε δυναμική ισορροπία με το στερεό τρόφιμο ή το νερό, αντιστοίχως. Αν με ένα ανιχνευτή μετρήσουμε τις μερικές πιέσεις του νερού σε καθένα από τα δύο δοχεία, τότε ο λόγος τους μας δίνει την ενεργότητα υγρασίας του περιεχόμενου νερού στο τρόφιμο. Η θεωρητική αυτή μεθοδολογία μέτρησης της ενεργότητας υγρασίας είναι στην πραγματικότητα πολύ κοντά στην πραγματική μεθοδολογία μέτρησης της ενεργότητας υγρασίας, χρησιμοποιώντας κατάλληλα όργανα, τα όργανα μέτρησης της ενεργότητας υγρασίας (Aw-meters).

Ορισμός Β:
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Σύμφωνα με τον Hardman (1976) ο ανωτέρω ορισμός αναφέρεται ως ο λόγος της μερικής τάσης ατμών του νερού σε ισορροπία με ένα υδατικό διάλυμα (π.χ. άλατος) προς την τάση ατμών του καθαρού νερού της ίδιας θερμοκρασίας.

Ορισμός Γ:
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Για πρακτικούς σκοπούς, χρησιμοποιείται μια ποσότητα, η οποία καλείται Σχετική Υγρασία Ισορροπίας (Equilibrium Relative Humidity, ERH) και ορίζεται ως εξής:
pequ = μερική τάση υδρατμών σε ισορροπία με το δείγμα στον αέρα σε πίεση 1 atm (101,3 kPa) και θερμοκρασία T.

Psat = μερική τάση υδρατμών κορεσμού στις ίδιες συνθήκες.
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Από αυτό προκύπτει ότι:

Περιεκτικότητα Νερού σε Υγρή Βάση (moisture content, wet basis)

Ορίζεται ως ο λόγος της μάζας του νερού ενός τροφίμου προς τη μάζα του τροφίμου δηλαδή Xw.b.= kg νερού/kg τροφίμου. Πρόκειται για βασικώτατη παράμετρο ποιότητας ενός τροφίμου. Σε αρκετές περιπτώσεις η περιεκτικότητα υγρασίας σε υγρή βάση ενός τροφίμου εκφράζεται επί τοις % (κατά βάρος).

Περιεκτικότητα Νερού σε Ξηρή Βάση (moisture content, dry basis)

Ορίζεται ως ο λόγος της μάζας του νερού ενός τροφίμου προς τη μάζα του ξηρού μέρους του τροφίμου (στερεών) δηλαδή Xd.b.= kg νερού/kg στερεού. Πρόκειται μία διαφορετική έκφραση της περιεκτικότητας υγρασίας ενός τροφίμου, η οποία  συσχετίζεται με την ενεργότητα υγρασίας με κάποια σχέση, την ισόθερμη ρόφησης. 
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Μεταξύ των δύο εκφράσεων της περιεκτικότητας υγρασίας ενός τροφίμου (υγρής και ξηρής βάσεως) ισχύουν οι παρακάτω σχέσεις:
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Συσχέτιση περιεκτικότητας υγρασίας και ενεργότητας υγρασίας τροφίμου

Η ενεργότητα υγρασίας και η περιεκτικότητα υγρασίας είναι δύο διαφορετικές ποσότητες που σχετίζονται μεταξύ τους μέσω κατάλληλων εξισώσεων ή σχημάτων. Έχουν προταθεί πολλές συσχετίσεις/ μαθηματικές εξισώσεις μεταξύ της ενεργότητας υγρασίας και της περιεκτικότητας νερού (υγρασίας) αλλά αναφέρονται μόνο τρεις από τις επικρατέστερες:
Η εξίσωση Brunauer‑Emmett‑Teller (BET)
Η εξίσωση Brunauer‑Emmett‑Teller (BET) δίνει μία καλή ημι-εμπειρική προσέγγιση των ισοθέρμων ρόφησης δηλαδή της συσχέτισης περιεκτικότητας υγρασίας και ενεργότητας υγρασίας ενός τροφίμου. Η ε
ξίσωση ΒΕΤ  δίδει καλή προσαρμογή στοιχείων για μια ευρεία περιοχή τροφίμων στηνπεριοχή 0,05<aw<0,45
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X  = περιεκτικότητα υγρασίας σε ξηρή βάση (kg H2O/kg ξηρών στερεών)

Xm= περιεκτικότητα υγρασίας μονοστοιβάδος (kg H2O/kg  ξηρών στερεών)

C = σταθερά, η οποία είναι συνάρτηση της θερμοκρασίας και σχετίζεται με τη θερμότητα προσροφήσεως του νερού στα σωματίδια του τροφίμου.

Ο προσδιορισμός των σταθερών της εξίσωσης BET γ
ίνεται με γραφική παράσταση της ποσότητας aw/[X(1‑aw)] έναντι της aw δίδει ευθεία γραμμή με κλίση (C‑1)/XmC και τετμημένη στην αρχή 1/XmC και από τα οποία υπολογίζονται τα Xm και C.

Η εξίσωση Guggenheim-Andersοn-de Boer (GAB)
Σήμερα η εξίσωση  των ισοθέρμων
 GAB (Guggenheim-Andersοn-de Boer) θεωρείται ως η καλύτερη εξίσωση (σε σχέση με την ΒΕΤ) για τη συσχέτιση περιεκτικότητας υγρασίας και ενεργότητας υγρασίας ενός τροφίμου.
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Η εξίσωση GAB είναι μία εξίσωση τριών παραμέτρων με σταθερές k, C και Xm. Οι σταθερές C και Xm είναι όμοιες ως προς τη σημασία με την εξίσωση ΒΕΤ. Η σταθερά k είναι μία τρίτη παράμετρος η οποία βελτιώνει την προσαρμογή σε μια ευρύτερη περιοχή περιεκτικοτήτων υγρασίας από την ΒΕΤ.
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Μία πολυωνυμική μη γραμμική παλινδρόμηση του aw/X έναντι του aw θα δώσει τις τιμές των συντελεστών α, β και γ του τριωνύμου αx²+βx+γ, όπου:
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Οι σχέσεις αυτές μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την εκτίμηση των C, k και Xm.
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Εξίσωση Henderson
Ισόθερμες Ρόφησης
Είναι η σχέση (με τη μορφή αριθμητικής συνάρτησης ή γραφικής παράστασης) μεταξύ της ολικής περιεκτικότητας νερού σε ξηρή βάση (Χd.b.) και της αντίστοιχης ενεργότητας υγρασίας του τροφίμου (aw), σε μια περιοχή υγρασίας και σε σταθερή θερμοκρασία (ισόθερμη). Σχετίζεται με την ισορροπία του νερού σε δύο φάσεις, αυτή των υδρατμών και αυτή του νερού του τροφίμου. 

Οι ισόθερμες ρόφησης υγρασίας για αμυλούχα τρόφιμα χαμηλής περιεκτικότητας υγρασίας εμφανίζουν συνήθως κάποια σιγμοειδή μορφή (Ισόθερμη τύπου ΙΙ). Μπορούν να χωρισθούν σε τρεις ζώνες:
Η ζώνη Ι
 (έως περίπου aw=0,25) αντιστοιχεί στην περιεκτικότητα υγρασίας "μονοστοιβάδος" (monolayer moisture content) του τροφίμου.
 Η τιμή μονοστοιβάδας ορίζεται ως η προσεγγιστική ποσότητα νερού, η οποία είναι αναγκαία για να σχηματισθεί μία στοιβάδα πάχους ενός μορίου νερού επί των υψηλώς πολικών ομάδων του ξηρού υλικού, κατά προσέγγιση 1 mole νερού σε 1 mole υψηλώς πολικών ομάδων. Το νερό αυτό είναι ακίνητο, δεν μπορεί να χρησιμεύσει ως διαλύτης και συμπεριφέρεται απλώς ως τμήμα του στερεού. Είναι ισχυρά προσροφημένο στο στερεό και δεν βρίσκεται στην υγρή φάση. Εμφανίζει πυκνότητα περίπου 1,6 g/cc αντί της γνωστής 1 g/cc του νερού. Η θερμότητα (ενθαλπία) εξατμίσεως του νερού αυτού είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτήν του καθαρού νερού (θερμότητα εξατμίσεως και η θερμότητα προσροφήσεως) και το νερό αυτό (ζώνη Ι) παραμένει ακατάψυκτο στους ‑40°C. Συνήθως το νερό της ζώνης Ι εκλαμβάνεται το νερό που αντιστοιχεί στο 3% της μάζας των στερεών.
Το νερό στη ζώνη II της ισόθερμης ονομάζεται νερό πολυστοιβάδας (multilayer water). 
Το νερό της πολυστοιβάδας 
συνδέεται με τα γειτονικά μόρια κυρίως με δεσμούς υδρογόνου μεταξύ νερού- νερού (πάνω από ένα μόριο νερού ανά πολική ομάδα του τροφίμου) και νερού-διαλυτής ουσίας. Η θερμότητα εξατμίσεως για την πολυστοιβάδα του νερού είναι ελαφρά έως μέτρια μεγαλύτερη από εκείνη του καθαρού νερού. Το περισσότερο από το νερό των ζωνών Ι και ΙΙ παραμένει απάγωτο-υγρό  στους ‑40°C. Το νερό διατηρείται στο στερεό πλέγμα με τριχοειδή συμπύκνωση και προσρόφηση πολυστοιβάδας. Η ισόθερμη ρόφησης στη ζώνη ΙΙ γίνεται επίπεδη γιατί πολύ μικρές μεταβολές στην περιεκτικότητα του νερού στο τρόφιμο αντανακλούν πολύ μεγάλες μεταβολές της ενεργότητας υγρασίας. Συνήθως το νερό της ζώνης ΙΙ εκλαμβάνεται ως το νερό που αντιστοιχεί στο 10% της μάζας των στερεών.

Το νερό της ζώνης III είναι το λιγότερο ισχυρά ενωμένο με το στερεό τρόφιμο και το πλέον ευκίνητο σε μοριακό επίπεδο νερό του τροφίμου και ονομάζεται ελεύθερο νερό (free water or bulk water).
 Στις πηκτές ή τα κυτταρικά συστήματα, το νερό αυτό εγκλωβίζεται φυσικώς έτσι ώστε να εμποδίζεται η μακροσκοπική ροή του
. Tο μέρος αυτό του νερού του τροφίμου έχει τα χαρακτηριστικά και τις ιδιότητες του νερού σε αραιά διαλύματα αλάτων.
 Η θερμότητα εξατμίσεως είναι ουσιαστικά ίδια με αυτήν του καθαρού νερού. Το νερό αυτό καταψύχεται εύκολα (στους 0°C), είναι διαθέσιμο ως διαλύτης, είναι άφθονο και επιτρέπει την εύκολη πραγματοποίηση αντιδράσεων και κυρίως την ανάπτυξη μικροοργανισμών. Αποτελεί περισσότερο του 95% του συνολικού νερού σε τρόφιμα υψηλής υγρασίας (φρούτα, λαχανικά) και για τη συντήρηση των τροφίμων αυτών πρέπει να αφαιρείται. Στη ζώνη αυτή, η επίδραση των αδιαλύτων στερεών επί της aw είναι αμελητέα και εξαρτάται από την περιεκτικότητα διαλυτών στερεών και του νερού του διαλύματος.

Προσδιορισμός της aw και των ισοθέρμων ρόφησης
Χρησιμοποιούνται δ
ύο βασικές μέθοδοι:

Δυναμική μέθοδος: τρόφιμο γνωστής περιεκτικότητας σε υγρασία επιτρέπεται να έλθει σε ισορροπία με το μικρό ελεύθερο χώρο ενός αεροστεγώς κλειστού δοχείου και μετράται η μερική τάση ατμών με μανόμετρο ή η σχετική υγρασία του υπερκείμενου αέρα. Χρησιμοποιούνται ως όργανα μέτρησης ηλεκτρικά υγρόμετρα, κελλιά σημείου δρόσου, ψυχρόμετρα τριχός, και υγρόμετρα (Aw-meters) διαφόρων εταιρειών (Rotronic, Decagon, Novasina, κ.α.). Στο Εργαστήριο θα χρησιμοποιηθεί το όργανο  pAwkit της Decagon.

Μία μικρή ποσότητα τροφίμου (1-2 g) τοποθετείται στον ειδικό πλαστικό υποδοχέα. Η μέτρηση προκύπτει μετά τον χαρακτηριστικό ήχο (2-3 λεπτά) αλλά μπορεί με ικανοποιητική ακρίβεια να ληφθεί μετά 1 λεπτό, ενώ καταγράφεται και η θερμοκρασία. Η ενεργότητα υγρασίας συσχετίζεται με την περιεκτικότητα υγρασίας σε ξηρή και υγρή βάση.

Η μέθοδος επαναλαμβάνεται για τα τρία τρόφιμα.

Στατική μέθοδος: περιλαμβάνει έκθεση ενός μικρού δείγματος τροφίμου σε διαφορετικές ατμόσφαιρες σταθερής υγρασίας. Μετά την εξισορρόπηση (μετά συνήθως από 7-14 ημέρες), προσδιορίζεται η υγρασία σταθμικά ή με άλλες μεθόδους. Για τη διαμόρφωση της σχετικής υγρασίας χρησιμοποιούνται συνήθως κορεσμένα διαλύματα αλάτων. Για παράδειγμα 200 g NaCl σε 100 g απιονισμένου νερού δίνουν κορεσμένο διάλυμα άλατος με Σχετική Υγρασία 75% (στους 25°C) που θα δώσει τρόφιμο (μετά την εξισορρόπηση) Aw=0,75. (Εναλλακτικά χρησιμοποιούνται διαλύματα γλυκερόλης ή θειϊκού οξέος διαφόρων συγκεντρώσεων που δίδουν σχετικές υγρασίες διαφορετικών επιπέδων).

Θα χρησιμοποιηθούν τα ακόλουθα άλατα και οι αντίστοιχες σχετικές υγρασίες που θα δημιουργηθούν (25οC):

	Διάλυμα Κορεσμένου Άλατος
	Σχετικές Υγρασίες (%) και Ισοδύναμες Ενεργότητες Υγρασίας (Awx100%)

	(Silica Gel)
	0

	MgCl2
	32,8

	K2CO3
	43,2

	Mg(NO3)2
	52,9

	NANO2
	65,4

	NACl
	75,3

	(Απιονισμένο Νερό)
	100


Πηγή:   Roos, Y.H. 1995. “Phase transitions in foods”, Academic Press, New York
Και στις δύο μεθόδους τη στατική και τη δυναμική η εύρεση της ενεργότητας υγρασίας ακολουθείται από προσδιορισμό της περιεκτικότητας υγρασίας (π.χ. με τη μέθοδο του φούρνου).

Ζυγίσεις για κάθε τρόφιμο και για κάθε ενεργότητα υγρασίας:

1. Άδειο δοχείο αλουμινίου (W1)

2. Δοχείο αλουμινίου μαζί με το τρόφιμο πριν το πείραμα (W2)

3. Δοχείο αλουμινίου μαζί με το τρόφιμο 7 ημέρες μετά το πείραμα (W3)

4. Δοχείο αλουμινίου μαζί με το τρόφιμο μετά την τελική ξήρανση του τροφίμου (W4)

Υπολογισμός Περιεκτικότητας Νερού σε Υγρή Βάση μετά την Εξισορρόπηση για 7 ημέρες σε διάφορες σχετικές υγρασίες (moisture content, wet basis):

Xw.b.= (W3 – W4) / (W3 - W1)  (σε kg νερού/kg τροφίμου)

Υλικά:

· Αλεύρι

· Κρυσταλλική Ζάχαρη

· Φρυγανιά

· Σταφίδες

Ερωτήσεις:

I. ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ ΥΓΡΑΣΙΑΣ

1. Να ευρεθεί από κάθε ομάδα η ενεργότητα υγρασίας και η περιεκτικότητα υγρασίας σε υγρή και ξηρή βάση για καθένα από τα ανωτέρω αυτά τρόφιμα.

2. Τι παρατηρείτε για την περιεκτικότητα υγρασίας της κρυσταλλικής ζάχαρης;

IΙ. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΙΣΟΘΕΡΜΩΝ ΡΟΦΗΣΕΩΣ
3. Ζυγίστε με ακρίβεια από 6 δείγματα των ανωτέρω τροφίμων (περίπου 0,5-2 g τροφίμου) [Δοχείο αλουμινίου μαζί με το δείγμα τροφίμου, πριν το πείραμα (W2)]

4. Τοποθετείστε ένα δοχείο από το κάθε τρόφιμο σε κάθε ένα από τα δοχεία κορεσμένων διαλυμάτων αλάτων συγκεκριμένης σχετικής υγρασίας και αφήστε τα για 7 ημέρες. 

5. Μετά 7 ημέρες ξαναζυγίστε τα δείγματά σας [Δοχείο αλουμινίου μαζί με το τρόφιμο 7 ημέρες μετά το πείραμα (W3)].

6. Υπολογίστε την υγρασία των δειγμάτων επαναζυγίζοντας τα δείγματα [Δοχείο αλουμινίου μαζί με το τρόφιμο μετά την τελική ξήρανση του τροφίμου (W4)]

7. Κατασκευάστε την καμπύλη ισόθερμης ρόφησης για κάθε προϊόν (υποθέστε σταθερή θερμοκρασία 25οC). Τι παρατηρείτε για την μορφή των καμπυλών;

IΙΙ. ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ ΣΤΑΘΕΡΩΝ ΕΞΙΣΩΣΕΩΣ ΒΕΤ

8. Προσδιορίστε τις σταθερές της εξίσωσης BET με προσαρμογή ή με τη βοήθεια γραφικής παράστασης:

Α. Υπολογίστε την ποσότητα aw/[Xξ.β.(1‑aw)] για τα ζεύγη τιμών ενεργότητας υγρασίας και περιεκτικότητας υγρασίας σε ξηρή βάση (Xξ.β.)

Β. Κάνετε το διάγραμμα των ποσοτήτων aw/[Xξ.β.(1‑aw)] , έναντι της aw 

Γ. Η καμπύλη είναι ευθεία γραμμή με κλίση (C‑1)/XmC και τετμημένη στην αρχή 1/XmC 

Δ. Από τα ανωτέρω στοιχεία (κλίση, αποτέμνουσα) υπολογίζονται τα Xm και C
9. Τι παρατηρείτε για την τιμή του Xm;
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