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 در طي شش پروبيوتيك درشكلاتلاكتوباسيلوس كازئي  مانيزنده ارزيابي

  ماه نگهداري در دماي انباري و يخچالي
  

  

  3حسينيرفيع عارف، سيد ∗2رادعزيز همايوني، 1محبوبه مهربان رودبنه
  

  بريز، تبريز، ايراندانشجوي كارشناسي ارشد گروه علوم و صنايع غذائي، دانشكده تغذيه، دانشگاه علوم پزشكي ت -1

  صنايع غذايي، دانشكده تغذيه، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، تبريز، ايران دانشيارگروه علوم و -2

  صنايع غذايي، دانشكده تغذيه، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، تبريز، ايران ارگروه علوم ويدااست -3

)24/10/93: رشيپذ خيتار  29/4/93: افتيدر خيتار(  

 
  

  چكيده
هاي غذايي، توجه خاصي به سمت توليد و توسعه ها در رژيم و پروبيوتيك و گسترش استفاده از آنفراسودمندها به غذاهاي وزه با توجه به نياز انسانامر

 حامل مناسبي اند كه شكلاتتحقيقات نشان داده. توانند نقش مهمي در ارتقاي سلامتي جامعه ايفا نمايدمحصولات پروبيوتيك مبذول گشته است كه مي

ميائي يتوليد شد و برخي از فاكتورهاي فيزيكوشلاكتوباسيلوس كازئي در اين مطالعه،شكلات پروبيوتيك حاوي .باشدهاي پروبيوتيك ميبراي ميكروارگانيسم

به شكلات تأثير لاكتوباسيلوس كازئي افزودن .مورد بررسي قرار گرفتندلاكتوباسيلوس كازئيماني باكتري به همراه ارزيابي زنده) aw(و فعاليت آبيpHشامل

 اتاق و يخچالي، نداشته  متفاوتش ماهه در دو دمايدر طول مدت زمان نگهداري و فعاليت آبيpH فيزيكوشيماييداري بر روي پارامترهاينامطلوب و معني

 ).P>05/0(اري بيشتر از شكلات كنترل بوده است دبر اساس نتايج به دست آمده، مقدار فعاليت آبي در شكلات پروبيوتيك بطور معني).<05/0P(است 

مشاهده نگرديد  C˚ 4 وC˚ 22در شكلات پروبيوتيك طي شش ماه نگهداري در دماهاي لاكتوباسيلوس كازئي داري بر زنده ماني ير معنيهمچنين تأث

)05/0P> .(محيطي نگهداري شود بدون اينكه هيچگونه تغيير تواند در دمايدهند كه شكلات پروبيوتيك حاصله ميهاي بدست آمده نشان ميافتهي 

، با اينكه كاهش جزئي در تعداد C˚ 4 وC˚ 22طي دوره نگهداري شش ماهه در دماهايهمچنين . هاي فيزيكوشيميايي آن ايجاد شودنامطلوبي در ويژگي

محصول بهعنواننيبنابراتر بيايد و  پائينCFU/g108ايت از باكتري پروبيوتيك رخ داده است اما اين كاهش در حدي نيست كه شمارش پروبيوتيك ها در نه

  .شوديشناختهم پروبيوتيكفراسودمند

  

   لاكتوباسيلوس كازئيماني، شكلات، پروبيوتيك، زنده:كليد واژگان

 

                                                           
 ir.ac.tbzmed@homayounia:مسئول مكاتبات∗
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   مقدمه- 1
 يزنده هايباكتري حاوي غذايي محصولات مصرف

 داراي پروبيوتيك، ويژه محصولات به ،(LAB)اسيدلاكتيكي

 عملكرد بهبود طريق از كنندگانمصرف براي بخش سلامت ثراتا

 و خون كلسترول كاهش ايمني، سيستم تقويت گوارشي، سيستم

 LAB مفيد خواص گذاري اثر. باشدمي سرطاني ضد خواص

 باكتري موثر دوز و مصرف ميزان استفاده، مورد يگونه به وابسته

 تاريخ پايان در LAB يزنده هايسلول تعداد. محصولاست در

 ليتريك ميلي در 107CFUتا 106حدود  در بايد محصول مصرف

  . ]2و1[ باشد محصول از گرم يك يا

 تخمير غذايي مواد توليد در هاقرن براي لاكتيكي اسيد هايباكتري

 همچنين. گرفت قرار استفاده مورد لبني صنايع در اًمخصوص شده،

 محصولات ها،سسوسي انواع از بعضي توليد در LAB كاربرد

 توجه مورد نيز شدهفرآوري سبزيجات از انواعي و نانوايي

 حاوي محصولات توليد براي تقاضا افزايش. ]3[ قرارگرفت

 ها،پروبيوتيك الخصوص علي لاكتيكي، اسيد ي زنده هايباكتري

 هايويژگي كه ديگري غذايي مواد يافتن سمت به را مطالعات

  .داد سوق باشند، داشته را هايكپروبيوت ميزباني براي لازم

 نيستند، لاكتيكي اسيد هايباكتري ميزبان طبيعي بطور جاتشيريني

 شكلات در موجود كاكائوي يكره يديپيل ساختار حالاين با

 خود از كيوتيپروب يهايباكتر براي خوبي يمحافظت خواص

 شكلاتپ ساخت در توجه قابل موارد. ]4[ است نشانداده

 پروبيوتيك، باكتري افزودن ينحوه و زمان مانند روبيوتيك،

 و ساخت تكنولوژي آن، مصرفي دوز و استفاده مورد يگونه 

 متعددي مطالعات در مصرف، زمان تا محصول نگهداري شرايط

  . است قرارگرفته بررسي مورد

 يحاو كيوتيپروب شكلات ديتول مطالعه نيا از هدف

 ينگهدار طيشرا در هاآن ينمازنده يبررس و يكازئلوسيلاكتوباس

. دوب ماهه 6 ينگهدار دوره يط) خچال يو طيمح يدما (متفاوت

 pHشامل شكلات ييايميكوشيزيف يهايژگيو از يبرخ نيهمچن

 كه داد نشان بتوان تا گرفت قرار يابيارز مورد يآب تيفعال و

 يهايژگيو يرو بر يسوئ ريتأث يلوسكازئيلاكتوباس افزودن

 نيا راتييتغ يمحدوده نيهمچن و است نداشته يديتول شكلات

 ريتأث ينگهدار زمان مدت يط ييايميكوشيزيف يپارامترها

 شكلات در يلوسكازئيلاكتوباس يمانزنده يرو بر ينامطلوب

 شده حفظ يفراسودمند سطح در هاآن تعداد و نداشته كيوتيپروب

 انكنندگ مصرف يبرا را يسلامت سودمند اثرات توانديم كه است

  . دينما نيتأم

  

 ها مواد و روش- 2

   انتخاب باكتري پروبيوتيك-2-1

 لاكتوباســيلوس كــازئي  زنــده هــايســلول تحقيــق ايــن در

)Lactobacillus casei 431(و خالص ه،يسو تك صورت به 

 دانمـارك  هنـسن  شركت از شده يداريخر يانجماد شده خشك

)CHR-Hansen Denmark (قرارگرفت استفاده مورد .  

   توليد شكلات- 2-2

در اين تحقيق، شكلات اريچ مغزدار فندقي كه در پايلوت شركت 

توليد شد، مورد بررسي ) سوداشكلات آي(شكوه شاد شانجان 

 اين شكلات، مواد اوليه شامل پودر كاكائو، براي تهيه. قرار گرفت

تين، وانيلين و كره كاكائو پس از توزين با ترازوي يپودر شكر، لس

 گرم، به دستگاه خميرگير ريخته شد و 01/0ي با دقت آزمايشگاه

. هاي دستگاه مخلوط گرديد دقيقه توسط پره20 الي 15به مدت 

دماي مواد در هنگام مخلوط شدن در اين دستگاه در حدود 

C˚40اين دستگاه داراي . وارد شد1مواد به والس اين سپس.  بود

ل همزدن باشدكه عم ميC˚28-26هايي با دماي تقريبيغلطك

درادامه و . دهد ذرات را بصورت همزمان انجام ميوكاهش اندازه

، مواد در بالميل آزمايشگاهي كه داراي 2براي انجام عمل كانچ

دماي مواد در اين .  كيلوگرم است، وارد شدند30مخزني با حجم 

 ساعت 4-5مدت زمان آن درحدود   وC˚42مرحله در حدود

روي مواد  دقيقهبر20- 30مدت سپس عمل تمپرينگ در طي . بود

گيري آماده راي قالب بC˚ 30انجام شد تا مواد با دماي كمتر از 

كه باكتري پروبيوتيك نسبت به دماهاي بالايي كه آنجائي از .شوند

                                                           
1. Refining 
2. Conching 
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گردد حساس است، در اين در مراحل توليد شكلات اعمال مي

و گيري، درون مغزي اضافه كرديم تحقيق باكتري را قبل از قالب

گيري صورت داخل شكلات و قالب سپس تزريق مغزي به

براي ساخت مغزي شكلات پودر شكر، روغن، . گرفت

شيرخشك، وانيل، پودر كاكائو، لسيتين و پودر فندق داخل بالميل 

آزمايشگاهي مخلوط شده و سپس مغزي به دو قسمت شاهد و 

 3زان به ميلاكتوباسيلوس كازئي ليوفيليزهباكتري . نمونه تقسيم شد

 شير استريل حل شد، به مواد افزوده و مخلوط mL50گرم داخل

 را g/CFU 107 يعني ميزان فراسودمنديگرديد تا بتواند سطح 

 در فرآورده نهايي پروبيوتيك طي دوره نگهداري و مصرف آن

هاي شكلات كنترل و پروبيوتيك سپس نمونه. تأمين نمايد

براي نمايش . چيده شدند پييگيري شده و در فويل آلومينيومقالب

به ترتيب از 2و شكلات پروبيوتيك 1هاي شكلات كنترلنمونه

  . استفاده گرديدP.Ch  و C.Chحروف اختصاري 

2-3 - pH  

 ميكرو pH 211 مدل(  متر pH، توسط دستگاهpHگيرياندازه

بدين ترتيب كه . انجام گرفت)  آلمان،Hannaپروسسور، شركت 

 مغزي شكلات يي آسياب شدهونه گرم از نم10ابتدا در حدود 

 دقيقه به حال 20آب مقطر مخلوط كرده و به مدت mL100را با

 محلول فوقاني را با pHسپس . نشين شودخود گذاشتيم تا ته

pHكاليبره شده بود، 7 و 4هاي بافر  كه توسط محلولي متر 

  .اندازه گيري نموديم

  )aw(فعاليت آبي  - 2-4

        دستگاههاي شكلات، از  آبي نمونهفعاليتبراي اندازه گيري 

 awمدل (سنجms1 شركت ،Novasinaاستفاده ) ، سوئيس

 گرم مغزي شكلات را در داخل محل 12در حدود . گرديد

 دقيقه، عدد 2مخصوص قرارگيري نمونه قرار داده و پس از 

مربوط به فعاليت آبي از روي مانيتور دستگاه خوانده شده و 

  .گزارش گرديد

                                                           
1. Control Chocolate 
2. Probiotic Chocolate 

  ها  آناليز ميكروبي نمونه-2-5

كارخانـه بـا    اي از شكلات پروبيوتيك توليـد شـده در  ابتدا نمونه

)   در ليتـر  نمـك  گرم5/8به غلظت (  محلول فيزيولوژيكي سالين

، 10- 5، 10- 4، 10-3، 10-2، 10-1هاي گردد و سپس رقتمخلوط مي
ــشت  9-10،10-10، 8-10، 7-10، 6-10 ــده و در محــيط ك ــاده ش  آم

MRS-agar  شود و سپس در دمـاي      كشت ميC˚37    انكوبـه -

 سـاعت زيـر     72هاي زنده پـس از گذشـت        تعداد باكتري . گرديد

  .دستگاه كلني كانتر شمارش گرديد

  هاداده آماري تحليل و تجزيه روش -2-6

آزمايش فاكتوريل در قالب طـرح   ها با استفاده ازطراحي آزمايش

 بـراي بررسـي تفـاوت      . تكـرار انجـام گرفـت     3كاملا تصادفي با    

هـاي پارامترهـاي فيزيكوشـيميايي      داري بـين ميـانگين داده     معني

ــدت    ــه م ــداري ب ــي دوره نگه ــرات ط ــكلات تغيي ــاه، از 6ش  م

 در  )ANOVA(دستورالعمل مربوط به آزمـون آنـاليز واريـانس          

 استفاده شد و همچنين براي ارزيابي تغييرات تعداد و          05/0سطح  

كـازئي در شـكلات پروبيوتيـك،       اسيلوسماني باكتري لاكتوب  زنده

هـا در سـه     كليه آزمون .  مورد استفاده قرار گرفت    T-Testروش  

تكرار مورد بررسي قرار گرفتند و تجزيه و تحليل آماري داده هـا             

  . انجام شدSPSS17توسط 

  

  ها يافته-3

  pH ارزيابي تغييرات -3-1

رده  آو )1( شـكلات در جـدول       يها براي نمونه  pHنتايج آزمون   

هـاي نـشان داده   پس از آناليز آماري و بر اساس يافتـه     . شده است 

شود كه در طي دوره نگهداري شده در جدول مذكور، مشاهده مي     

هاي شكلات معمـولي و      نمونه pHداري بين مقادير    تفاوت معني 

 .)<P 05/0(وجود ندارد C˚4 وC˚22پروبيوتيك در دماهاي 
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 طي C˚4 وC˚22مختلف دماهاي در) P.Ch(پروبيوتيك  شكلات و) C.Ch(معمولي  تشكلا در pH مقادير ميانگين 1جدول 

 نگهداري زمان مدت

  

 گروه )روز(دوره نگهداري 

1 7 14 21 28 60 90 120 150 180 

C.Ch 
C˚4 

04/0
±

68/6
aA

B
 

 

02/0
±

68/6
a

B  

 

02/0
±

69/6
a

B  

04/0
±

68/6
aA

B
 

 03/0
±

67/6
aA

B
 

 01/0
±

67/6
aA

B
 

05/0
±

68/6
aA

B
 

02/0
±

66/6
a

A
 

02/0
±

66/6
aA

B
 

 

03/0
±

65/6
a

A
 

C.Ch 
C˚22 

02/0
±

68/6
a

A
B

C
 

01/0
±

70/6
aB

C  

 02/0
±

66/6
aA

B
 

 03/0
±

68/6
a

A
B

C
 

 02/0
±

66/6
aA

B
 

 02/0
±

69/6
a

A
B

C
 

03/0
±

67/6
a

A
B

C
 

 

02/0
±

65/6
aA

 

 02/0
±

65/6
a

A
B

C
 

03/0
±

69/6
a

C  

 

P.Ch 
C˚4 

08/0
±

65/6
aA

 

08/0
±

64/6
aA

 

 

08/0
±

64/6
aA

 

 

07/0
±

64/6
aA

 

 

02/0
±

68/6
aA

 

06/0
±

63/6
aA

 

09/0
±

61/6
aA

 

07/0
±

64/6
aA

 

 

07/0
±

64/6
aA

 

08/0
±

65/6
aA

 

P.Ch 
C˚22 

03/0
±

66/6
aA

B
 

06/0
±

63/6
aA

B
 

06/0
±

63/6
aA

B
 

05/0
±

67/6
aA

B
 

08/0
±

65/6
aA

B
 

03/0
±

68/6
a

B  

08/0
±

63/6
aA

B
 

01/0
±

66/6
aA

B
 

01/0
±

66/6
a

A
 

02/0
±

67/6
aA

B
 

  )n=3(انحراف معيار ±ميانگين* 

و حروف بزرگ متفاوت در هر رديـف       )Tukey( توسط آزمون توكي     α=0.05ن بيانگر اختلاف معني دار در سطح        حروف كوچك متفاوت در هر ستو     ** 

 . مي باشد) LSD) Least Significant Difference توسط آزمون حداقل تفاوت معني دار يا α=0.05بيانگر اختلاف معني دار در سطح 

 

 )aw(فعاليت آبي  ارزيابي تغييرات - 3-2

نشان داده ) 2(ها در جدول دازه گيري فعاليت آبي نمونهج انينتا

   .شده است

پس از بررسي نتايج بدست آمده از آناليز آماري مشخص شد 

 در ميزان فعاليت آبي بين يداركهطي دوره نگهداري تفاوت معني

و ) >P 05/0(هاي شكلات كنترل و پروبيوتيك وجود دارد نمونه

پروبيوتيك بيشتر از شكلات هاي شكلات مقدار آن در نمونه

  .باشدكنترل مي
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 C˚4 وC˚22مختلف دماهاي در) P.Ch(پروبيوتيك  شكلات و) C.Ch(معمولي  شكلات در آبي فعاليت مقادير ميانگين 2جدول 

  نگهداري دوره طي

  

 )روز(دوره نگهداري 
 گروه

1 7 14 21 28 60 90 120 150 180 

C.Ch 4 ˚C 

01/0
±

20/0
aA

 

 

01/0
±

21/0
aA

 

 

01/0
±

20/0
aA

 

02/0
±

21/0
aA

B
 

 01/0
±

21/0
aA

B
 

 01/0
±

22/0
aA

B
 

01/0
±

22/0
aA

B
 

01/0
±

22/0
aA

B
 

01/0
±

23/0
aA

B
 

 

01/0
±

23/0
aB

 

C.Ch 22 ˚C 

01/0
±

20/0
a

A
 

01/0
±

20/0
a

A
 

 

01/0
±

21/0
a

A
 

 

01/0
±

20/0
a

A
 

 

01/0
±

20/0 
aA

 

 01/0
±

22/0
aA

B
 

01/0
±

22/0
a

B  

 01/0
±

22/0
aA

B
 

 

01/0
±

23/0
a

B  

01/0
±

23/0
a

B  

 

P.Ch 4 ˚C 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

 01/0
±

27/0
bA

 

 01/0
±

28/0
bA

 

 01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

28/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

 01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

P.Ch 22 ˚C 
01/0

±
27/0

bA
 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

26/0
bA

 

01/0
±

26/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

01/0
±

27/0
bA

 

  )n=3(انحراف معيار ±ميانگين* 

و حروف بزرگ متفاوت در هر رديـف       )Tukey( توسط آزمون توكي     α=0.05حروف كوچك متفاوت در هر ستون بيانگر اختلاف معني دار در سطح             ** 

  . مي باشد) LSD) Least Significant Difference توسط آزمون حداقل تفاوت معني دار يا α=0.05بيانگر اختلاف معني دار در سطح 

  

همچنين نتايج حاصله نشان دادند كهدر طول مدت شش ماه 

و  C.Ch 4 ˚C( شكلات كنترل نگهداري، فعاليت آبي نمونه

C.Ch 22 ˚C (داري داشته است افزايش معني)05/0 P<( .در 

هاي داري در ميزان فعاليت آبي نمونهحاليكه تغييرات معني

هاي عني نمونهيماي نگهداري شكلات پروبيوتيك در هر دو د

P.Ch 4 ˚C   وP.Ch 4 ˚C طي مدت نگهداري وجود نداشته

  .)<P 05/0(است 

  

  

  لاكتوباسيلوس كازئيماني  بررسي زنده- 3-3
 نشان داده شده است، 3ج حاصله كه در جدول يبر اساس نتا

 شده يك نگهداريوتي شكلات پروبيهاها در نمونهيتعداد باكتر

 يها كمتر از نمونهيزي ناچيليزان خيبه م C ˚22 يدر دما

دار نبوده ي معنين اختلاف از نظر آماري بوده است كه اC˚4يدما

ها در ي در تعداد باكترين كاهش جزئيهمچن). <P 05/0(است 

 و C˚4 و در هر يك از دو دماي يروزهاي مختلف دوره نگهدار

C˚22باشديدار نمي معني، مشاهده شد كه از نظر آمار       

)05/0 P>.(  
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) P.Ch(پروبيوتيك  شكلات و) C.Ch(معمولي  شكلات در) Log CFU/g(لاكتوباسيلوس كازئي  باكتري تعداد ميانگين 3جدول 

  نگهداري دوره طيC˚ 4 وC˚ 22مختلف دماهاي در

  

 )روز(دوره نگهداري 
 گروه

1 7 14 21 28 60 90 120 150 180 

P.Ch 4 
˚C 

6/0
±7/9

a
B  

6/0
±3/9

aA
B
 

 0/0
±0/9

aA
B
 

 6/0
±7/8

aA
B
 

 6/0
±3/8

aA
B

 

0/0
±0/8

a
A
 

6/0
±3/8

aA
B
 

6/0
±3/8

aA
B
 

 

0/1
±0/8

a
A
 

6/0
±3/8

aA
B
 

P.Ch 22 
˚C 

6/0
±3/9

aA
 

6/0
±7/8

aA
 

6/0
±3/8

aA
 

6/0
±3/8

aA
 

6/0
±3/8

aA
 

0/1
±0/8

aA
 

6/0
±3/8

aA
 

0/1
±0/8

aA
 

0/0
±0/8

aA
 

0/1
±0/8

aA
 

  )n=3(انحراف معيار ±ميانگين* 

 توسط آزمون تي براي نمونه هاي مستقل و حروف بزرگ متفـاوت در  α=0.05 هر ستون بيانگر اختلاف معني دار در سطح    حروف كوچك متفاوت در   ** 

  . توسط آزمون آزمون تي براي نمونه هاي زوجي مي باشدα=0.05هر رديف بيانگر اختلاف معني دار در سطح 

  

   نتايجتحليل و  تفسير-4
 و نكات تكنولوژيكي در مراحل توليد شترــبي هـچ رـه ناختـش

ونيز طي مدت زمان دــتوليهاي پروبيوتيكي در حينمورد فرآورده

هاي نجر به شناخت هرچه بيشتر محدوديتها، مآن اريدــنگه

 يبيشتر ييچههادر يهگشايند ها و نيزتوليد و برطرف نمودن آن

 سطح يتقاار و محصولات پروبيوتيك ندـش صنعتي يسو به

  .شد هداخو جامعه سلامتي

pH        يكـي از مهمتـرين خـصوصيات فيزيكوشـيميايي محـصول

باشـد كـه افـزايش يـا كـاهش آن تـأثير فراوانـي در فـساد و                   مي

هاي شكلات   نمونه pHبررسي تغييرات   . ماندگاري محصول دارد  

اول اينكـه در طـول نگهـداري        . از دو منظر داراي اهميـت اسـت       

جدول ( بود   7/6 تا   6/6ها در حدود     نمونه pHمحصول، محدوده   

لاكتوباســيلوس  اپتــيمم بــراي رشــد pHي ؛ لــذا بــا محــدوده)1

-سازي پروبيوتيكفاصله داشته و مانع از فعال    )  pH=4-5(كازئي

 يكــي از pHدوم اينكــه تغييــرات . هــا در مغــزي شــكلات شــد

فاكتورهاي تأثيرگذار بر كيفيت محـصول، فـساد و مانـدگاري آن            

  . اثر منفي بر اين پارامتر نداشتاست و افزودن پروبيوتيك مذكور 

داري شـود، تفـاوت معنـي   مشاهده مي) 1(همانطور كه در جدول    

هاي شكلات پروبيوتيك و    نمونهيگيري شده  اندازه pHبين مقادير   

كنترل طي مدت زمان نگهداري در دماي محيط و يخچالي وجود           

در طـي دوره نگهـداري،      با اين حال مشاهده شده بود كـه         . ندارد

بـه ميـزان    ) C.Ch( براي نمونه هاي شكلات كنتـرل        pHمقادير  

باشد؛ كه  مي) P.Ch(بسيار ناچيزي بيشتر از شكلات پروبيوتيك       

مربوط به افزايش يافتن مقادير فعاليت آبي       تواند  علت اين امر مي   

)aw (            در شكلات معمولي طي دوره نگهداري بوده كـه منجـر بـه

 دليـل ديگـر    .شـود  مـي  pH و بنابراين افزايش     +Hغلظت  كاهش  

ها و يا آزاد شدن تواند ناشي از فعاليت برخي از لاكتوباسيلوسمي

ها باشد كه سبب افزايش اسيديته محـصول و         هايي از آن  متابوليت

 در شـكلات پروبيوتيـك نـسبت بـه شـكلات            pHشدن مقدار كم

  .شودمعمولي مي

و  Beresfordهمچنين بر اساس نتايج مطالعه انجام شده توسط         

 بهينـه بـراي رشـد اغلـب         pH، ميـزان    2001همكارانش در سال    

 pHباشد و رشد آنها در مقادير  خنثي ميpHها نزديك به يباكتر

 pHبنـابراين، كـاهش در ميـزان        . ]5[شـود    خنثي مـي   5كمتر از   

هاي شكلات پروبيوتيك مورد بررسي در تحقيق حاضر بـه          نمونه

مــاني اي نيــست كــه منجــر بــه آســيب رســاندن بــه زنــدهانــدازه

  .  هاي موجود در شكلات پروبيوتيك شوندلاكتوباسيلوس
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هـاي شـكلات     در طـي دوره نگهـداري بـراي نمونـه          pHمقادير  

 ـ تقريبا   C˚ 4  و C˚ 22پروبيوتيك در هر دو دماي       ابتي را  روند ث

ولي از آنجائيكه مقـدار فعاليـت آبـي در شـكلات       . دهندنشان مي 

پروبيوتيك كمي بالاتر از شكلات معمولي بوده اسـت، در نتيجـه            

 در  +Hاين مقدار از فعاليت آبي باعـث تعـديل غلظـت يونهـاي              

  .  در آن گرديده استpHشكلات پروبيوتيك و ثابت ماندن مقدار 

در  و همكارانش Aragon-Alegroتوسط  اي كهمطالعهدر

طي مدت زمان بود نشان داده شد كه انجام شده  2007سال

هاي موس شكلاتي كنترل، نگهداري، مقادير اسيديته نمونه

 كاهش pHبيوتيك افزايش و متعاقبا مقادير پروبيوتيك و پري

يافته بود، كه اين مسأله در مورد موس شكلاتي پروبيوتيك غني 

 روز 28بعد از زمان . تر بودنولين نمايانبيوتيك ايشده با پري

 در موس شكلاتي پروبيوتيك در مقايسه با pHنگهداري، مقدار 

موس شكلاتي معمولي كاهش بيشتري يافته بود كه احتمالاً به 

بعنوان ) L. paracasei(علت حضور لاكتوباسيلوس پاراكازئي 

  . ]6[باكتري پروبيوتيك مورد استفاده بوده است 

ــي فعاليـــت  ــصوصيات  ) aw(آبـ ــرين خـ ــي از مهمتـ ــز يكـ نيـ

باشد كه اطلاع از ميزان ايـن فـاكتور         فيزيكوشيميايي محصول مي  

تواند باعث جلوگيري از خسارت و بنابراين منجر بـه آسـيب            مي

ــه محــصول مــي ميــزان فعاليــت آبــي يكــي از . گــرددكمتــري ب

پارامترهايي است كه بر رشد ميكروارگانيسم ها اثـر گذاشـته و از            

ميـزان  . اي در نگهداري مواد غذايي برخـوردار اسـت   هميت ويژه ا

فعاليت آبي شكلات به علت مقدار چربي و شكر فـراوان، بـسيار             

هـا را محـدود   هـا و قـارچ  و رشـد بـاكتري    ) 3/0حدود  (كم بوده   

ســاخته اســت كــه ايــن موضــوع در مانــدگاري محــصول مــؤثر  

  . ]8[است

د كه شكلات پروبيوتيك     نشان دادن  )2(نتايج ارايه شده در جدول      

باشد امـا  نسبت به شكلات معمولي داراي فعاليت آبي بالاتري مي     

به قدري نيست كه بتواند موجب فعاليت بـاكتري پروبيوتيـك در            

 و همكارانش در Budrynاي كه توسط در مطالعه. شكلات گردد

هـاي   مـشاهده شـد كـه در روكـش          انجام شـده بـود،     2007سال  

 غني سازي   LABكه با مقادير متفاوتي از      ها  شكلاتي بيسكوئيت 

روكش % 35هاي داراي    در بيسكوئيت  awاند، بيشترين ميزان    شده

همچنـين در   . باشدشكلات و در محصول تازه غيرپروبيوتيك مي      

انجام شده بود،   ) Candy(اي كه روي محصول آب نبات       بررسي

روكـش شـكلات حـاوي      % 25در محصول تـازه و داراي ميـزان         

ميـزان  بطور كلـي    .  مشاهده گرديد  awيك، بيشترين مقدار    پروبيوت

دهـي شـده بـا    نبات و بيسكوئيت پوششفعاليت آبي در مورد آب  

ضخامت متوسطي از شكلات پروبيوتيك، نسبتا بـالا بـوده اسـت            

]9[ .  

هاي شكلات نشان مي دهد كه بررسي تغييرات فعاليت آبي نمونه

در هر دو دماي ) C.Ch(هاي شكلات كنترل فعاليت آبي نمونه

طي مدت زمان نگهداري شش ماهه بطور  C˚4 وC˚22نگهداري 

علت تواند بهداري افزايش يافته بود كه اين موضوع ميمعني

كريستاليزاسيون مجدد ساكارز موجود در شكلات باشد كه باعث 

آزادسازي آب و در نتيجه افزايش فعاليت آبي محصول در طي 

 و Budrynا نتايج حاصل از مطالعه اين نتيجه ب. نگهداري شود

 كه بر روي پوشش شكلاتي پروبيوتيك 2007همكارانش در سال 

. ]9[ نبات انجام شده بود، مطابقت داردسكوئيت و آبيدر ب

 ميزان آسيب awباشدكه با افزايش شكلات جزء محصولاتي مي

شود و به همين به محصول بيشتر و فساد محصول تسريع مي

 توجه زيادي مبذول aw كه به مقدار جهت ضروري است

  .]7[گردد

 تا 20/0ي فعاليت آبي در بررسي حاضر در محدوده محدوده

داري در مقادير فعاليت آبي  متغير بوده است كه تفاوت معني28/0

هاي شكلات پروبيوتيك در هيچ كدام از دماها طي زمان نمونه

هاي روكشاي كه بر روي در مطالعه. نگهداري مشاهده نگرديد

صورت گرفته بود، ) LABغني شده با (شكلاتي پروبيوتيك 

ها در طول مدت زمان نگهداري با توجه به فعاليت آبي نمونه

ي قابل نكته. ضخامت روكش محصول روند متفاوتي داشتند

ي تغييرات فعاليت آبي است كه در تحقيق فوق توجه محدوده

 و 34/0 تا 21/0د براي بيسكوئيت و آب نبات به ترتيب در حدو

اين حدود از فعاليت آبي .  متغير بوده است338/0 تا 229/0

هاي موجود در شكلات را نداده ي فعال شدن به پروبيوتيكاجازه

ي نيمه فعال آنابيوسيس باقي ها در مرحلهدر نتيجه پروبيوتيكو 

ماني و پايداري مانده و در طول مدت نگهداري محصول زنده

  . ]10[نشان دادند بالايي از خود 

-ماني باكترينتايج بسياري از تحقيقات نشان داده است كه زنده

هاي اسيدلاكتيك در برخي از فرآورده هاي قنادي بطور ويژه اي 

همچنين محتواي بسيار پايين آب يا رطوبت در اين . باشدبالا مي
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كمتر از (گروه از محصولات، يعني داشتن فعاليت آبي پايين 

ها و به ويژه ساكاروز و دسترسي  بالاي كربوهيدرات، غلظت)6/0

پايين به اكسيژن منجر شده است كه بعنوان حامل مناسبي براي 

- زنده. هاي اسيد لاكتيك به بدن انسان مطرح باشندانتقال باكتري

هاي اسيد لاكتيك به نوع سويه اسيد لاكتيك، فرم و ماني باكتري

ي، تركيب اجزاء تشكيل حالت ورود آنها به داخل محصول غذاي

، شرايط توليد و نحوه دريافت )بويژه نوع چربي(دهنده محصول 

اين فرآورده قنادي و همچنين مدت زمان و شرايط نگهداري آن 

  .]11[بستگي دارد 

اي كه بر روي موس شكلاتي پروبيوتيك صورت گرفته  در مطالعه 

 و  روز28بود، نشان داده شد كه در طي مدت نگهداري به مـدت      

در L. paracasei، جمعيـت ميكروبـي   C˚ 5خچـالي يدر دماي 

اين نتايج نـشان  .  قرار گرفته بودLog CFU/g 7تعداد بالاتر از 

پايداري خوبي در شكلات داشته و L. paracaseiمي دهند كه 

ها در موس شكلاتي طي همچنين شرايط مناسبي براي پروبيوتيك 

-ايش تعداد پروبيوتيك  نگهداري برقرار شده است كه منجر به افز       

  .]6[ها در اين فرآورده شده است

 ماهـه   6در تحقيق حاضر، با گذشت زمان و طي دوره نگهـداري            

، با اينكه كاهش جزئي در تعداد باكتري    C˚4و  C˚ 22در دماهاي   

رخ داده است، اما اين كاهش در       لاكتوباسيلوس كازئي پروبيوتيك  

 CFU/g108 از ها در نهايـت   حدي نيست كه شمارش پروبيوتيك    

توان اينگونه توضـيح داد كـه       علت اين پديده را مي    .پائين تر بيايد  

-بصورت ليوفيليزه كه در آن باكتري(ها پس از افزودن پروبيوتيك  

هـا داخـل   به مغزي شـكلات، بـاكتري   ) ها حالت نيمه فعال دارند    

افتند كه به هيچ عنوان قابليـت انتـشار         محصول جامدي به دام مي    

 شكلات  هاي پروبيوتيك در سطح مغزي    حتي سلول . دگاز را ندار  

اي از شكلات پوشـش    نيز به اكسيژن دسترسي ندارند چون با لايه       

پوشش شـكلاتي روي مغـزي و نيـز پوشـش فويـل             .اندداده شده 

ها با اكسيژن و نيـز تـأثير رطوبـت    كي پروبيوت تماسآلومينيوم، از   

       و علــت درصــد بــالاي چربــي همچنــين بــه.كنــدجلــوگيري مــي

كننده، محتواي رطوبـت در محـيط شـكلات بـسيار پـائين       شيرين

شـير و چربـي     . ها قادر به رشد و نمو نيـستند       است و پروبيوتيك  

هاي پروبيوتيـك حمايـت     موجود در مغزي شكلات نيز از سلول      

  . ]12[كندمي

و   Da Silvaنتايج مطالعـه مـا بـا نتـايج بدسـت آمـده توسـط       

هـا نـشان    خواني دارد، بطوريكـه آن     هم 2013همكارانش در سال    

 ـ    L.Caseiهـاي    شمارش تعـداد بـاكتري     ،دادند  ي در نـوعي فرن

بـوده  CFU/g109 روز بيشتر از     15شكلاتي طي مدت نگهداري     

انـد كـه    در يكي از مطالعات پيشين، نتايج نـشان داده        . ]13[است  

دهي پروبيوتيك ها در شـكلات بـه عنـوان يـك راه حـل               پوشش

هاي پروبيوتيـك در برابـر      ي محافظت از باكتري   بسيار مناسب برا  

ها به بدن   شرايط و استرس محيطي براي انتقال بهينه و مناسب آن         

توان نتيجـه گرفـت كـه شـكلات         بنابراين مي . ]14-19[باشد  مي

هاي پروبيوتيك و اثرات سودمند حامل مناسبي براي انتقال باكتري

  .باشدها به بدن انسان  ميآن

تأثيرات نامطلوبي بر لاكتوباسيلوس كازئي زودن در مجموع، اف

.  و فعاليت آبي نداشته استpHروي پارامترهاي فيزيكوشيمايي 

در شكلات مغزدار لاكتوباسيلوس كازئي همچنين نتايج زنده ماني 

محصول نهايي مطابق تعريف فدراسيون توليد شده نشان دادند كه 

زنده  باكتريCFU/g 107با در برداشتن بيش از1جهاني لبنيات

   شمار پروبيوتيك به  فرآورده  به عنوانلاكتوباسيلوس كازئي 

  .باشدخچال نمييرود و نيازي به نگهداري در شرايط دمايي مي

  

   سپاسگزاري- 5
 تأمين مواد خاطربدين وسيله از شركت شكوه شاد شانجان به 

اوليه و انجام برخي از آزمايشات و نيز دانشكده تغذيه دانشگاه 

 طرح پژوهشي را نلوم پزشكي تبريز كه امكانات اجرايي ايع

  .شودفراهم نموده است، تشكر مي
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Nowadays, regarding to human need to functional and probiotic foods and the extend use of these foods, 
considerable attention is donated to production and development of probiotic products which eventually 
can play an important role in improvement of society health.Additionally, investigations have identified 
the chocolate as a proper carrier for probiotics. In the present study,probiotic chocolate containing 
Lactobacillus casei was manufactured and then some of physicochemical parameters including pH and 
water activity (aw) together with survival assessment of Lactobacilluscasei in chocolate were 
investigated.Addition of Lactobacillus casei to chocolate haven’t had any adverse and significant effects 

on physicochemical parameters such as pH and water activity during 6-month storage time at ambient and 
refrigerated temperatures (P>0.05). According to obtained results, the amount of water activity in 
probiotic chocolate was higher than control chocolate (P<0.05). Moreover, the survival of Lactobacillus 
casei in probiotic chocolate didn’t changed significantly during 6 months storage at two different 

temperatures of 4 and 22 ˚C (P>0.05).The obtained results declared that the enriched chocolate with 
Lactobacillus casei can be stored at ambient temperature without having any unfavorable changes in its 
physicochemical properties such as pH and water activity. Also, even with slight decrease in population 
of probiotic bacteria of Lactobacillus casei during the 6-month storage time at temperatures of 4 and 22 
˚C, but the final product which included 108 CFU/g probiotic cells can be considered as a functional 
probiotic foodstuff. 
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