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هاي فراسودمند موجب شده تا محصولات  افزایش آگاهی جامعه نسبت به مزایاي پیشگیري فراورده

غذایی که محبوبیت زیاد و مصرف فراگیري دارند توسط محققین جهت بهبود سلامت جامعه 
هاي  فاده از افزودن باکتري با است1در این تحقیق شکلات تلخ پروبیوتیک. انتخاب شوند

Lactobacillus acidophilus, DDS-1®  ،Bifidobacterium, UABla-12™  و 
Streptococcus thermophilus (TH-4®)  به شکل ریزپوشانی شده با آلژینات سدیم و

ها و نیز تأثیر حضور  تولید شده و زنده مانی پروبیوتیک% 60نشاسته مقاوم ذرت به شکلات تلخ 
        روزه در دو دماي180هاي حسی شکلات در طول بازه نگهداري  ها بر روي ویژگی باکترياین 

C° 4 و C° 25) با عبور از شبیه ساز دستگاه  گوارش و هنگام ) با هدف تعیین دماي ذخیره سازي
در طی دوره نگهداري جمعیت هر سه سویه نسبت به خود و دیگر . ها ارزیابی شد تحویل به روده

نگهداري ). P >05/0(دار و با کاهش همراه بود  ها در دو دماي نگهداري داراي تفاوت معنی یهسو
 و در دو log cfu/g 7 موجب زنده مانی جمعیت بیفیدوباکتریوم در سطح C° 4محصول در دماي 

 بود که نشان از حفظ log cfu/g 7 نیز C° 25 و در دماي log cfu/g 8 سویه دیگر در سطح
همچنین نتایج نشان داد که افزودن این سه سویه . بیوتیک محصول در هر دو دما داشتشرایط پرو
هاي حسی شکلات تلخ با توجه  بر ویژگی) P >05/0(هاي پروبیوتیک تأثیر معنی داري  از باکتري

ها  هاي کنترل و پروبیوتیک  در نمونهC° 25به دو دماي نگهداري نگذاشته اما نگهداري در دماي 
 C° 4لذا نگهداري شکلات تلخ پروبیوتیک در دماي .  کیفیت حسی شکلات شدموجب افت

 ماه ماندگاري داشته و به عنوان یک 6تواند موجب شود تا این محصول به مدت حداقل  می
  .محصول فراسودمند به بازار مصرف ارائه شود

 

                                            
1. Probiotic Dark Chocolate (PDC) 

 

                             مجله علوم و صنایع غذایی ایران
  

www.fsct.modares.ac.ir  سایت مجله:   
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  مقدمه - 1
شکلات یکی از محبوب ترین محصولات شیرینی سازي در 

 تغییر یافته که نوع 2کاکائوجهان است که از دانه گیاهی به نام 
 باشد هاي مایایی و آزتکی می ه از زبانت گرفتأ و نش3کلمه کوکوآ

یک فرآیند پیچیده و چند  به طور معمول در .آید به دست می
کنچ  ،5بهبود بافت، 4مرحله اي که شامل مخلوط کردن و بارگیري

، جدا 9، خنک کردن8، قالب گیري7، مشروط کردن دمایی6کردن
ید تولهاي خودکار   توسط دستگاه11 و بسته بندي10کردن از قالب

هاي منحصر به فردي  این محصول داراي ویژگی. ]3-1[می شود 
بوده که علت اصلی آن حضور فاز پراکنده پودر کاکائو، شکر و 

چربی شکل در فاز پیوسته اي  یا دانههاي پودري  دیگر افزودنی
مواد اولیه گوناگون  است که علاوه بر امکان افزودن )کره کاکائو(

، )پسته، فندوق، بادام و غیره(ار هاي روغنی خشکب مانند دانه
و همچنین ایجاد ) کشمش، پودر نارگیل و غیره(هاي خشک  میوه

امکان غنی سازي با دیگر مواد غذایی که ارزش بالایی در حفظ 
 فراسودمند و فیبرهايمانند دانه یا روغن بزرك، (سلامتی ما دارند 

  . ]4[ هدد تشکیل مینیز پروفایل عطر و طعم بی نظیري را ، )غیره
امروزه محققین تلاش  همین ساختار امکان این را فراهم ساخته تا

 تا مواد غذایی مورد استفاده را به شکل یک مجموعه تامین کنند
عاملی جهت   یا انرژي و  نظیر تامینکننده موارد مورد نیاز بدن

در این راستا افزودن . هاي گوناگون در آورند پیشگیري از بیماري
ها  طبیعی که خاصیت پیشگیري و یا درمان بیماريبرخی اجزاي 

 را دارند در محصولات بیشتر و بیشتر شده و از سوي دیگر
افزایش آگاهی از ارتباط بین رژیم غذایی با این محصولات و 
حفظ سلامتی در بین مصرف کنندگان در سراسر جهان نیز در 

 ، 12هاي قلبی و عروقی افزایش بیماري. ]5[حال افزایش است 
 به ویژه 14، دستگاه گوارش13دستگاه تناسلی و مجاري ادرار زنان

                                            
2. Cacao 
3   Cocoa 
4. Mixing 
5. Refining 
6. Conching 
7. Tempering 
8. Molding  
9. Cooling 
10. Demolding 
11. Packaging 
12. cardiovascular disease 
13. women's uterine diseases 
14. digestion 

هایی که با رژیم غذایی در   و سایر بیماري15بیماري التهابی روده
ارتباط هستند موجب شده تا میزان علاقه مصرف کنندگان به 

 در تغذیه آنان روز 16استفاده از محصولات پیشگیرانه و فراسودمند
افزون بر ارزش تغذیه اي پایه، د محصول فراسودمن. افزون شود

دست کم داراي یک خاصیت مشخص و به اثبات رسیده جهت 
کاهش دهنده یک بیماري است /ارتقا سلامت و پیشگیري کننده 

 امروزه محصولات فراسودمند بر حسب نوع ماده اولیه، .]6[
هاي زیادي  هاي گوناگون به گروه  آن بر بیماريها و تاثیر ویژگی

ها  شوند اما مهمترین ویژگی همه آن ها تقسیم می از خوراکی
بایست این باشد که ظاهر ماده غذایی مورد نظر را حفظ کرده  می

هاي حسی و استانداردهاي تولید محصول را  و ماهیت، ویژگی
هاي فراسودمند  ترین گروه یکی از گسترده. تغییر نداده باشد

پروبیوتیکها . دباشن  می17هاي پروبیوتیک مجموعه میکرواورگانیسم
یا /باکتریها و(هاي زنده  توان به عنوان میکروارگانیسم را می

تعریف کرد که براي بدن انسان یا حیوانات فواید ) مخمرها
سلامتی را به ویژه در حفظ و یا بهبود تعادل فلور میکروبی محیط 

هاي  از ویژگی. ]11- 7[آورند  دستگاه گوارش و روده فراهم می
تیک این است که می توانند در گستره وسیعی محصولات پروبیو

از محصولات و به اشکال گوناگون، به عنوان مکمل غذایی، 
هاي دارویی و یا استفاده از آن در فرمولاسیون محصولات  قرص

یکی از پرکاربردترین . ]12[غذایی مورد مصرف قرار گیرند 
 به نام 18هاي گروه لاکتیکی ها باکتري پروبیوتیک هاي گونه

هاي مختلف   هستند که خود به جنس19هاي لاکتوباسیلوس اکتريب
ها طی قرون متمادي در تخمیر  این باکتري. شوند تقسیم می

 دوغ ، پنیر، داشته و در تهیه ماست اساسیمحصولات غذایی نقش
و دیگر محصولات لبنی در منطقه خاورمیانه سابقه مصرف بیش 

 اما علاوه بر تاثیر این نتایج مطالعات پیشین.  ساله دارند1000از 
ها بر کیفیت محصولات غذایی نشان از نقش مثبت و  باکتري

ها در سیستم  ایمنی، کاهش فشار و  بهبود دهندگی لاکتوباسیل
کلسترول خون و بهبود کارکرد دستگاه گوارش داشته و خاصیت 

باشند  ضد سرطان رحم و مجاري ادرار در بانوان را نیز دارا می
ها نیز مانند هر میکرواورگانیسم دیگري   لاکتوباسیلاما. ]14- 13[

                                            
15. inflammatory bowel disease (IBD) 
16. Functional Food 
17. Probiotics 
18. Lactic acid Bacteria (LAB) 
19. Lactobacillus bacteria  
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داراي حساسیت زنده مانی و عمر مفید بوده که شرایط حضور 
. کند هاي حرارتی و ذخیره سازي دشوار می ها را در فرآیند آن

طبق استانداردهاي ایران و سازمان غذاو دارو ایالات متحده 
 cfu/grتا  106ازآمریکا تا زمانی که جمعیت میکروبها به کمتر 

باشند  نرسد داراي خاصیت پروبیوتیکی و اثر گذاري کافی می 107
 میکرو 20اعتقاد بر این است که لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس. ]15[

بیوتیک  فلور روده انسان را تقویت کرده و  پس از مصرف آنتی
 از دیگر 21هابیفیدوباکتر. ]17-16[شود  موجب تثبیت آن می

ستفاده به جهت بهبود سیستم ایمنی بدن است و هاي مورد ا گونه
 داشته ودر محصولات پروبیوتیک نقش پر رنگ و حضور فراوان 

علائم عفونت هاي تنفسی را کاهش و در بهبود آن نقش مهمی 
 یکی دیگر از مهمترین 22استرپتوکوکوس ترموفیلوس. ]18[داشته 
ر هاي فلورهاي میکروبی در دستگاه گوارش و به ویژه د بخش

ها است که براي ارتقا سلامت  روده انسان و گروهی از پروبیوتیک
توانند  آنها همچنین می. ]22- 19[شوند  انسان در نظر گرفته می

اي داشته باشند  هاي روده نقش مهمی در تعادل میکروارگانیسم
هاي پروبیوتیک بیشتر  هاي سنتی باکتري  حامل. ]25- 23[

اما مشکلات زیاد . ده استمحصولات لبنی و به ویژه ماست بو
ناشی از مصرف محصولات لبنی از جمله عدم تحمل لاکتوز، 

 شیر و  درهاي آلرژي زا موجودمقدار کلسترول بالا، پروتئین
 استفاده از  مدتماندگاري نسبتاً کوتاهمهمتر از همه، لبنیات و 

بنابراین تولید محصول جدید و غیر لبنی . کند ها را محدود می آن
تاکنون چند . ها از اهمیت بیشتري برخوردار می شود وبیوتیکبا پر

تلاش براي تولید محصولات شکلات پروبیوتیک انجام شده 
تولید این محصول که همگی در راستاي بهبود کیفیت و است 

  . ]28- 26[بوده اند 
شکلات تلخ با تولید سه نوع در این تحقیق سعی شده تا 

 مذکور که با کمک روبیوتیکسویه پبا حضور سه که پروبیوتیک 
و در دماي اتاق نشاسته مقاوم ذرت و آلژینات سدیم ریزپوشانی 

را پس از  ها  میزان زنده مانی باکتريو یخچال نگهداري شده اند،
حسی  نیز خواصو عبور از سیستم شبیه سازي دستگاه گوارش 

  .بررسی کنیمهنگام مصرف  را ها شکلات
  

                                            
20. Lactobacillus acidophilus 
21. Bifidobacterium animalis subsp. Lactis 
22. Streptococcus subsp. thermophilus 

  ها  مواد و روش- 2
  ها ها و محیط کشت آن  باکتري تهیه- 2-1
تهیه و کشت باکتري لاکتوباسیلوس -2-1-1

  اسیدوفیلوس
-Lactobacillus acidophilus, DDSباکتري پروبیوتیـک  

خــشک بــه شــکل )  کــشور دانمــارك-Daniscoشــرکت ( ®1
 میلـی لیتـر محـیط      20تهیه شد را به جهت فعال کردن به       انجمادي  
ــشور آ-Merckشــرکت  (MRS-Broth23کــشت  در ) لمــانک

 ساعت کـشت شـد و در ادامـه    24 افزوده و به مدت    C° 37دماي  
 میلی لیتر از همان محیط کشت منتقل گـشت تـا در شـرایط         90به  

ــرار گیــرد ــاز  . تکثیــر ق ــایومس پروبیوتیــک در اواخــر ف ســپس  ب
ــانتریفیوژ    ــا س ــاریتمی ب ــرکت (لگ ــان -Sigmaش ــشور آلم              )  ک

جداســازي و  C° 4 در دمــاي  دقیقــه10 گــرم بــه مــدت 600در 
 %9/0اسـتریل    دو بـار در محلـول  در مرحلـه بعـد  . شـد ت برداش

 )در یـک لیتـر آب   NaCl گـرم  9 کلریـد سـدیم یـا   % 9 (سـالین 
تحـت شـرایط مـشابه سـانتریفیوژ و         )  آلمـان  – Merckشرکت  (

 Fonsecaها از روش      بعد براي لیوفیلیزه کردن باکتري    . شسته شد 
 از لیـوفیلیزه    پیشها    تعداد باکتري . ده شد استفا) 2015(و همکاران   

        شدن شمارش و سپس مرحله ریـز پوشـانی انجـام انجـام گرفـت             
]13[.  
  تهیه و کشت باکاري بیفیدوباکتریوم لاکتیس-2-1-2

 ™Bifidobacterium, UABla-12 باکتري پروبیوتیک
 به مدت c° 37در دماي  ) کشور دانمارك- Daniscoشرکت (

 TOS-propionate agar یط کشت ساعت در مح24
medium و MUP)  شرکتMerck –کشت شد)  آلمان .

شرکت (بایومس پروبیوتیک در اواخر فاز لگاریتمی با سانتریفیوژ 
Sigma -دقیقه در دماي 10 گرم به مدت 600در )  کشور آلمان 

c° 49/0استریل  سپس دو بار در محلول.  برداشت می شود% 
 )در یک لیتر آب NaCl گرم 9 یاکلرید سدیم %  9(سالین 

تحت شرایط مشابه سانتریفیوژ شسته ) آلمان- Merckشرکت (
 ) کشور آلمان- Merckشرکت (خواهد شد و درآب دیونیزه 

در مرحله . رقیق گشته تا در فرایند بعدي مورد استفاده قرار گیرند
 و Fonsecaها از روش  بعد براي لیوفیلیزه کردن باکتري

                                            
23. De Man, Rogosa and Sharpe agar 
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 از لیوفیلیزه پیشها  تعداد باکتري.  استفاده شد)2015(همکاران 
 شدن شمارش و سپس مرحله ریز پوشانی انجام انجام گرفت

]13 ،29[ .  
 تهیــه و کــشت بــاکتري اســـترپتوکوکوس    -2-1-3

  ترموفیلوس
-Streptococcus thermophilus, TH باکتري پروبیوتیک 

 به C° 37در دماي )  کشور دانمارك- Daniscoشرکت ( ®4
شرکت  (M17 broth ساعت در محیط کشت 24 مدت

Merck –بایومس پروبیوتیک در اواخر فاز . کشت شد)  آلمان
 600در )  کشور آلمان- Sigmaشرکت ( با سانتریفیوژ لگاریتمی

سپس دو بار .  برداشت شدC° 4 دقیقه در دماي 10گرم به مدت 
 گرم 9 کلرید سدیم یا% 9( سالین %9/0استریل  در محلول

NaCl شرکت  ()در یک لیتر آبMerck -تحت شرایط ) آلمان
رقیق گشته تا در  مشابه سانتریفیوژ شسته و درآب دیونیزه شده

 از پیشها  تعداد باکتري. فرایند بعدي مورد استفاده قرار گرفتند
جداسازي و شست و شوي، تعیین و سپس بر اساس تعداد کلونی 

  . ]13[ آن،  مرحله بعدي انجام گرفت
  24ها جام روش ریزپوشانی باکتري ان- 2-2

با  ها به صورت جداگانه براي هر باکتري و پروبیوتیک ریزپوشانی
 3  ابتدا. شد انجام استریل شرایط در و امولسیون روش از استفاده

 ایالات متحده - Sigma-Aldrichشرکت (آلژینات سدیم  گرم
 nationalشرکت (ذرت  مقاوم  نشاسته گرم 2 و )آمریکا

starch –اضافه مقطر آب لیتر میلی 100 به آرامی به)  انگلستان 
هم دمایی  از پس. شد استریل اتوکلاو در شدن حل از  پسو

 01/0سوسپانسیون میکروبی  با آلژینات  محلول،محیط با محلول
 تشکیل براي. شوند همگن تا گردیده مخلوط دقیقه 5 مدت به% 

شرکت (ذرت  نروغ  میلی لیتر 500به حاصل مخلوط امولسیون،
 80 توئین امولسیفایر درصد 2حاوي  ) ایران-اویلا

  باافزوده و ) ایالات متحده آمریکا- Sigma-Aldrichشرکت(
دقیقه و  30 مدت به ) ایران- شرکت شیمی فن( مغناطیسی همزن

 به ها تشکیل کپسول جهت. گشت  یکنواختrpm 500 سرعت
 30 از پس و  اضافه مولار 1/0کلسیم  نظر کلرید مورد محلول

 ها کپسول منظور جداسازي به شدند نشین ته ها کپسول که دقیقه

                                            
24. Encapsulation procedure 

 گرم 350  با سرعت) کشور آلمان- Sigmaشرکت ( سانتریفوژ از
 محلول با شده جدا هاي کپسول. شد استفاده دقیقه 10 مدت به

 .]29[ شدند  نگهداريC° 4 شسته و در دماي 1/0آب پپتونه 

  تهیه شکلات تلخ- 2-3
پودر  .دهد روند تهیه شکلات تلخ پروبیوتیک را شرح می 1شکل 

، کره کاکائو ) کشور ترکیه- Altinmarkaشرکت (کاکائو 
شرکت نیشکر (، شکر ) کشور ترکیه- Altinmarkaشرکت (

، ) کشور چین- Polar Bearشرکت (، وانیل ) ایران- هفت تپه
)  کشور بلژیک- Fismer Lecithinشرکت  ( سویا لسیتین

و نمک ید دار )  کشور ایران–گروه صنعتی کاوه (یم کربونات سد
 ویژه )گریندر (25میکسررا درون )  کشور ایران- شرکت گلها(

 مخلوط C ° 55  دقیقه در دماي270شکلات ریخته و به مدت 
در مرحله بهبود بافت به جهت کاهش اندازه ذرات . نمودیم

) ن آلما- Whienerشرکت  (27 از نوع بالمیل26شکلات به ریفاینر
سپس براي بهبود .  دقیقه چرخش داده شدند180منتقل و به مدت 

 28پروفایل عطر طعم شکلات در دستگاه ورز دهنده یا کنچ
 درجه سلسیوس 70در دماي )  کشور هلند- Caotechشرکت (

 مخزن همزن و المنت به بعد ساعت ورز داده شده و 12به مدت 
نگهداري بعد منتقل و تا مرحله )  آلمان- Whienerشرکت (دار 

سپس با دستگاه مشروط . کاهش یابد C° 45 کرده تا دماي آن به
محصول را )  کشور آلمان- Sollichشرکت  (29کننده شکلات

هاي   ، با باکتريC° 5/26تمپر کرده و پس از رسیدن به دماي 
مخلوط و ) 2-2 و 1- 2هاي  بخش(تهیه و ریز پوشانی شده 
در )  کشور آلمان- Sollichشرکت (توسط دستگاه قالب گیري 

 گرم از 6به وزن هر قالب  (30جنس پلی کربناتهاي  قالب
 دقیقه در تونل خنک کننده 40ریخته و به مدت ) شکلات

ها  سپس نمونه. رسید C° 4 به دماي)  آلمان- Whienerشرکت (
 بسته بندي 31 جدا و با استفاده از پلی اتیلن با چگالی کم از قالب

 روز 180به مدت ) C° 4(و یخچال ) C° 25(و در دو دماي اتاق 
  .)1جدول  (]32-30 [نگهداري کردیم 

                                            
25. Grinder 
26. Refiner 
27. Ball-Mill 
28. Conche 
29. Tempering Machine 
30. Polycarbonate chocolate mold 
31. Low-density polyethylene (LDPE) 
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Fig 1 Scheme of Scheme of Probiotic Dark Chocolate (PDC) manufacturing process (adapted from 1). 

  
Table 1 The abbreviations, the percentage and the ingredients of samples*. 

Salt, vanilla, 
Sodium 

Carbonate 
(Wt. %) 

Lecithin 
(Wt. %) 

Sugar 
(Wt. 
%) 

Cocoa 
Butter 
(Wt. 
%) 

Cocoa 
Powder 
(Wt. %) 

Streptococcus 
thermophilus, 

TH-4® 
 (Wt. %) 

Bifidobacterium, 
UABla-12™  

(Wt. %) 

Lactobacillus 
acidophilus, 
DDS-1® (Wt. 

%) 
Abbreviation 

3.7 0.3 40 34 21 0 0 1 PDC-L.a 
3.7 0.3 40 34 21 0 1 0 PDC-B.U 
3.7 0.3 40 34 21 1 0 0 PDC-S.t 

*  Probiotic Dark Chocolate- Lactobacillus acidophilus (PDC-L.a), Probiotic Dark Chocolate- Bifidobacterium 
(PDC-B.U), 

Probiotic Dark Chocolate- Streptococcus thermophilus (PDC-S.t) 
  
  شبیه سازي و بررسی بخش گوارش  - 2-4

براي شبیه سازي بزاق دهان ابتدا هر عدد شکلات تلخ پروبیوتیک 
 میلی لیتر الکترولیت استریل منتقل و سپس با محلول شبه 30به 

 از KCl ،gr/l 22/0 از NaCl ، gr/l 2/2 از gr/l2/6(بزاق 

CaCl2،  gr/l 2/1 از NaHCO3 (لیزوزیم در  01/0 %به همراه
در مرحله شبیه .  دقیقه قرار گرفت2 براي Stomacherسه کی

ساز محیط معده، محلول شکلاتی حاصل از مرحله قبل پس از 
 میلی لیتر الکترولیت محلول حاوي 30خروج از مرحله بزاقی در 
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        در انکوباتور و در دمايHCl  از mol/L 1و  % 3/0پپسین 
C° 37 ساعت قرار گرفت تا 1 براي pH کاهش یافت2  به  .

شبیه براي .  حاصل شدpHکاهش با سنجش این اطمینان از 
 با کمک محلول اشباع بیکربنات سدیم pHسازي استرس روده 

 برگشته و در ادامه محلول شکلاتی حاصل از مرحله 5/7به 
% 45/0 میلی لیتر محلول الکترولیتی استریل حاوي 30پیشین در 

 شرایط بی هوازي در دماي پانکراتین در % 1/0نمک صفرایی و 
C° 37 ها  در نهایت تعداد میکروب.  ساعت قرار گرفت4 به مدت

  .]40[ گیري شد با آزمون میکروبی اندازه
   مواد آزمایشگاهی- 2-5

هاي میکروبی در آزمایشگاه مرکزي دانشگاه تهران  تمام آزمون
 ساخته Merckشرکت ها از  انجام و مواد مورد نیاز در این آزمون

ساخته شده  Sigma-Aldrich ه در کشور آلمان و  شرکتشد
آزمون حسی نیز به . در کشور ایالات متحده آمریکا تهیه شدند

کمک کارکنان بخش دپارتمان تحقیقات و توسعه کارخانه کیان 
  . انجام شد)شکلات پارمیدا(شکلات کیمیا 

  زنده مانیمیکروبی و بررسی   آزمون- 2-6
باکتري مارش آزمون میکروبی و ش-2-6-1

  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
 از MRS Agar ،ml 1/0  از محـیط کـشت    ml 200نـسبت  
سیپروفلوکـساسین را بـا     از محلـول ml  1کلیندامایسین و محلول

 دقیقـه در  15هم مخلوط کرده و پس از آنکه در اتوکلاو به مـدت       
ــت 9 اســتریل کــردیم، C° 121دمــاي  ــر روي پلی  گــرم از آن را ب

 1 تهیـه و    32 را با اسـتفاده از بـافر پپتـون آبـی           1/0غلظت  ریخته و   
 از نمونـه شـکلات حـاوي ایـن     g1میلی لیتـر از آن را بـه همـراه        

 توسط نمونه جذب از و پسگذاشته  بر روي محیط کشت باکتري

به مـدت   C° 37 هوازي در دماي شرایط در ها کشت، پلیت محیط
 سـپس بـا   .شـدند  گـذاري  گرمخانـه  وارونـه  طور  ساعت و به72

کمک کلونی شمار تعداد کلونی هـا مـورد شـمارش و ثبـت قـرار           
  .]13[ گرفتند

ــاکتري   -2-6-2 ــمارش بـ ــی و شـ ــون میکروبـ آزمـ
  یفیدوباکتریوم لاکتیسب

                                            
32. Peptone buffer water (PBW) 

 توزین کرده و پس از ml250 محلول را در ارلن PBW گرم 90
 و در حمام آب گرم افزوده گرم نمونه را به آن 10سترون سازي، 

بعد .  دقیقه در همان حالت قرار گرفت5سیده و  رC° 45تا دماي 
   گرم محیط کشت9 گرم از این محیط کشت را به 1

TOS-propionate agar medium و MUP افزوده شد و 
ها شمارش   گرمخانه گذاري و تعداد کلونی1- 6- 2مانند بخش 

  .شدند
ــاکتري   -2-6-3 ــمارش بـ ــی و شـ ــون میکروبـ آزمـ

  استرپتوکوکوس ترموفیلوس
باکتري زي محیط کشت، تلقیح و شمارش آماده سا

 محیط کشت 1-6-2مانند بخش استرپتوکوکوس ترموفیلوس 
  .]19، 13[ و شمارش انجام شدآماده سازي، تلقیح 

 شکلات تلخ فراسودمند آزمون حسی - 2-7
هاي شکلات تلخ پروبیوتیک در حین  بررسی کیفیت حسی نمونه

شکلات تعیین ذخیره سازي با استفاده از روش ارزیابی حسی 
 حسی با تعیین سه خصوصیات ارزیابی 2بر اساس جدول . شد

 و یرنگ، براقیت سطح، فرم و صاف(ویژگی اصلی که شامل ظاهر 
و نیز خصوصیات بافت ) بو و طعم(، عطر )یک دست بودن سطح

خواص مکانیکی، هندسی، سطحی و سایر خصوصیات (
نتخاب شده براي هر یک از خواص حسی ا. انجام شد) دینامیکی

 بر اساس تأثیر هر یک از ویژگی ها بر کیفیت کلی 33ضریب وزنی
همچنین با هدف .  ذکر شد2حسی شکلات تعیین و در جدول 

 5 تا بهترین برابر 1ترین برابر  تعیین امتیازات، نمراتی از ضعیف
نمرات داده شده توسط هر فرد در انتها  جمع . اختصاص داده شد

 و به عنوان امتیاز وزنی ضرب در ضرایب 5 تا 1ها از  مجموع آن
ها بسته به دامنه نمره  کیفیت نمونه. آن بخش قرار گرفت

محصولاتی که با . اختصاص داده شده توسط ارزیابان تعیین شد
 امتیاز مورد ارزیابی قرار گرفتند بعنوان غیر قابل قبول 5/2کمتر از 

 5/3 الی 5/2در نظر گرفته شده، امتیازات هر بخش در محدوده 
 با کیفیت بسیار خوب 5/4 الی 5/3محصولات با کیفیت خوب ، 

براي عینی .  محصولات با درجه کیفی عالی بودند5 الی 5/4و 
سازي و اطمینان از قابلیت اطمینان آنالیز حسی انجام مراحل 

) تحلیل گران حسی(صحیح انتخاب، آموزش و تأیید ارزیابان 
                                            

33. Weight coefficient (WC) 
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به عنوان رزیاب متخصص  ا10در این مطالعه . ضروري است
هیئت داوران ارزیابی حسی شکلات تلخ پروبیوتیک شرکت 

 انتخاب شده محصولات مورد از آنها براي ارزیابی 5 کهکردند 
      و) 1993، 1-8586 مطابق استاندارد ایزو(آموزش دیده بودند 

 نفر دیگر داراي وضعیت متخصصانی بودند که آموزش 5
.  را گذرانده اند8586- 2 ایزو مشخص شده توسط استاندارد

 ، 7، 0هاي شکلات در پایان روزهاي  تجزیه و تحلیل حسی نمونه
 از تاریخ تولید شکلات در طی ذخیره سازي 180 و 150، 90، 30

به منظور جلوگیري از هرگونه تأثیر منفی محیط بر . انجام شد
خصوصیات بافتی و شکل ظاهري نمونه هاي شکلات، آزمون از 

 1به مدت )  درجه سانتی گراد20(هایی که در دماي اتاق  نمونه
  .]35- 33[ساعت نگهداري شده بودند انجام شد 

Table 2  Sensory evaluation of the probiotic chocolate quality by scoring procedure (adapted from 33) 
Scores Description of evaluated property Description of evaluated 

property (WC) Sensory properties 

5.00 
 
 
 
 

4.00 
 

 
 
 

3.00 
 
  
 

2.00 
 

 
 

1.00 

Characteristic form and color (depending on 
cocoa-parts content), smooth 
and shiny surface, clear engraving, 
 
A slight deviation from the characteristic 
shape, color and surface, engraving 
less pronounced 
 
Noticeable deviation from the characteristic 
shape, color and gloss, 
noticeable fingerprints on the surface, 
presence of air bubbles 
 
More pronounced form deviations, absence 
of gloss, surface partially white 
or gray, presence of cuttings 
 
Marked variation from the characteristic 
shape – deformed shape, surface 
white or gray, higher damages; poor 
engraving 

∎Color 

∎Gloss 

∎Form 

∎Surface 

2.00 
APPEARANCE 

 
 

5.00 
 
 
 
 

4.00 
 
 
 
 

3.00 
 
 
 
 
 

2.00 
 
 
 
 

1.00 
 
 

Characteristical hardness and uniform, brittle 
snap, chewiness and 
(non)adhesion 
 
A slight deviation from the inherent hardness 
and snap, very good 
chewiness, slight adhesion 
 
Noticeable deviation from the characteristic 
hardness and snap in the 
presence of air bubbles in the breakage, good 
chewiness, more pronounced 
adhesion 
 
Clearly marked deviation of distinctive 
hardness and snap with the 
occurrence of fat bloom, clearly expressed 
crumbliness and adhesion, 
satisfactory chewiness 
 
Very pronounced hardness and crumbliness, 
presence of the fat bloom in 
the breakage, chewiness very bad and 
extremely strong adhesion 

∎MECHANICAL 

PROPERTIES 
Hardness 
Brittleness 
Chewiness 

Adhesiveness 

2.00 TEXTURE 
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Typical sandiness or absence of sandiness – 
characteristic smooth texture 
 
A slight deviation from the typical 
sandiness/smooth texture  
 
Noticeable deviation from the typical 
sandiness/smooth texture 
 
Clearly pronounced sandiness or coarse 
texture 
 
Very pronounced sandiness or coarse texture  

∎GEOMETRIC 

PROPERTIES 
Sandiness 

2.50 

The absence of segregated water/fat on the 
surface 
 
Slight segregation of water/fat on the surface  
 
Noticeable segregation of water/fat on the 
surface 
 
Clearly pronounced segregation of water/fat 
on the surface  
 
Very pronounced segregation of water/fat on 
the surface 

∎SURFACE PROPERTIES 

Wetness 
Greasiness 

0.50 

 
5.00 

 
4.00 

 
 

3.00 
 
 

2.00 
 
 

1.00 
 

5.00 
 

4.00 
 

3.00 
 
 

2.00 
 
 

1.00 
 

5.00 
 
 

4.00 
 
 

3.00 
 
 

2.00 
 
 
 

1.00 

Characteristical, gradual melting  
 
A slight deviation from characteristical, 
gradual melting  
 
Noticeable deviation from the 
characteristical, gradual melting  
 
Clearly pronounced deviation from the 
characteristical, gradual melting 
 
Very pronounced deviation from the 
characteristical, gradual melting – very 
slow or very fast melting 

∎OTHER DYNAMIC 

PROPERTIES Melting 

2.00 

5.00 
 

4.00 
 

3.00 
 

2.00 
 

1.00 

Distinctive, rounded, aromatic odor  
 
Characteristical, less rounded, aromatic odor  
 
Characteristical, poorer rounded, weakly 
aromatic odor  
 
Not characteristically, sourish,musty odor 
 
Foreign, sourish, stale, moldy odor 

∎ODOR & Taste 

4.00 
 
 
 
 
 

7.00 

AROMA 

 
   تجزیه و تحلیل آماري - 2-8

ها با استفاده از آزمایش فاکتوریل در قالب طرح  طراحی آزمایش
تفاوت . صورت گرفت) =3n( بار تکرار 3کاملا تصادفی با انجام 

 post با استفاده از آزمون ها زنده مانی باکتريهاي معنی داري در 

hoc Tukey’s HSD 05/0 در سطح< p نرم افزار کمک، با 

SPSS  همچنین از روش سطح پاسخ .  محاسبه شد26 نسخه
)RSM (ها، مدت براي ارزیابی تعداد و زنده مانی پروبیوتیک

زمان نگهداري و تاثیر دماي ذخیره بر روي زنده ماندن استفاده 
  . شد
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   نتایج و بحث- 3
  ها  زنده مانی باکتري- 3-1

 سویه نتایج به دست آمده در این آزمایش براي زنده مانی هر سه
Lactobacillus acidophilus, DDS-1®، 

Bifidobacterium, UABla-12™  و Streptococcus 
thermophilus (TH-4®) در شکلات تلخ پس از شبیه سازي 

روده به عنوان محل انتهاي دستگاه گوارش و هنگام تحویل به 
 نشان داده شده که به طور کلی 4 الی 2هاي  اصلی جذب در شکل

هاي  هاي زنده از سویه و بیشترین تعداد سلولخوب گزارش 
 در C° 4 در نگهداري در دماي log cfu/g 9مذکور را در سطح 

براي دو سویه  log cfu/g 8روز اول و هفتم و کمترین آن 
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و استرپتوکوکوس ترموفیلوس و 

cfu/g 7ي  در انتهاي طول دوره ذخیره ساز براي بیفیدوباکتریوم
بیشترین در هر سه سویه  نیز C° 25 در دماي.  بود180در روز 

 و log cfu/g 9 به روز اول در سطح طتعداد کلونی مربو
 بود log cfu/g 7 در سطح 180کمترین آن در انتهاي روز 

  ).3- 1شکل (
 HSD Tukeyنتایج تجزیه و تحلیل آماري با استفاده از آزمون 

 25 و 4ره سازي در دماهاي نشان می دهد در طول ذخی) 1شکل (
در ) p >05/0(درجه سلسیوس از نظر آماري اختلاف معنی داري 

 وجود دارد و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهاي زنده  تعداد سلول
. این کاهش تعداد با افزایش زمان نیز از نظر آماري معنی دار بود

اما با توجه به حداقل کلونی مورد نیاز براي این که یک محصول 
 است و در مورد log cfu/g 6 -7روبیوتیک لبنی باشد پ

د شکلات به اثر بخشی آن بر روي انسان باید نمحصولاتی مان
توجه کرد که تا به حال بررسی موضوعی بر روي شکلات 
پروبیوتیک و تاثیر آن بر انسان انجام نشده است در نتیجه مانند 

اد   استنlog cfu/g 6 -7دیگر محصولات به عنوان حداقل 
 ماه 6کنیم لذا محصولاتی که در دماي اتاق و یخچال پس از  می

ماندگاري در دماي محیط داراي شرایط احراز عنوان پروبیوتیک 
در مقایسه زنده مانی طول دوره نگهداري هر سه سویه . است

داراي رفتاري شبیه به یک دیگر بوده اما برخلاف سویه 
جمعیت آن بسیار لاکتوباسیسوس اسیدوفیلوس که سرعت کاهش 

کاهش جمعیت ، نشان دادکند و در نتیجه زنده مانی بالاتري را 

هاي استروپتوکوکوس ترموفیلوس و بیفیدوباکتریوم سویهزنده 
در .  در تعداد سلولهاي فعال بودندسرعت بیشتريداراي اندك 

 را نشان log cfu/g 9 سطحها  ابتدا و روز صفر تعداد باکتري
سطح همان  روز پس از تولید همچنان در 7داند که این میزان 

 C° 25در دماي  روزه 30در دوره ذخیره سازي . باقی مانده بود
 کاهش زنده مانی هر سه سویه بودیم و سطح هر سه شاهد

 کاهش یافت در حالی که این مقدار در log cfu/g 8باکتري به 
مطابق .  بودlog cfu/g 9 ها جمعیت پروبیوتیک C° 4دماي 
 روز ذخیره سازي این رقم براي 90 در طول ،4 تا 2اي ه شکل

 که  رسیدlog cfu/g 8 کاهش نشان داده و به نیزدماي یخچال 
این کاهش .  پیشین خود تغییرات معنی دار بوددر مقایسه با دوره

توان به عدم دسترسی به  جزئی طی سه ماه نگهداري را می
در . ]13[ دانسترطوبت آزاد و نیز در دسترس نبودن مواد مغذي 

معنی داري را نشان نداده تغییرات ها  جمعیت سویه روزه 90دوره 
 در دماي یخچال log cfu/g 8 برابر با جمعیتیهر سه باکتري و 

دوره بعد و تا روز این تغییرات در . را نشان دادندو در دماي اتاق 
 همچنان زنده C° 4 در دماي نیز یکسان بود و هر سه باکتري 150
 با c° 25 را نشان دادن اما در دماي محیط log cfu/g 8 مانی

 log cfu/g 7کاهش معنی دار جمعیت فعال خود روربرو و به 
متفاوت بوده و تا حدودي ات رتغییروز پایانی 30در. کاهش یافتند

هاي لاکتوباسیلوسس اسیدوفیلوس و  باکتري C° 4دماي در 
عنی داري در بدون تغییر ماسترپتوکوکوس ترموفیلوس جمعیت 

log cfu/g 8 ماندند در حالی که جمعیت بیفیدوباکتریوم با 
 C° 25در دماي .  رسیدlog cfu/g 7کاهش معنی دار به سطح 

اما هر سه باکتري در جمعیت خود تفاوت معنی داري را نسبت به 
 را log cfu/g 7دوره قبل نشان نداده و زنده مانی همان سطح 

) Lalicˇic´-Petronijevic) 2015براساس تحقیق . داشتند
 که ندهاي شکلات تجزیه و تحلیل شده نشان داد  تمام نمونه]13[

اگرچه داراي عنوان پروبیوتیک هستند اما تعداد سلول آنان در 
شرایط دماي اتاق کمتر از سطح لازم براي دستیابی به یک اثر 

در نتیجه، عملکرد .  روز است180درمانی در زمان مصرف پس از 
 روز از تاریخ تولید محدود می 180لات حاوي پروبیوتیک به شک

 و همکاران  Doleyresشود با توجه به اینکه طبق گفته هاي 
  وNag، همچنین )2006( و همکارانBernardeauو ) 2005(

حداقل تعداد باکتریهاي پروبیوتیک در زمان ) 2013(همکاران 
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اثرات درمانی باشد تا  cfu/g 106مصرف باید بیشتر یا مساوي 
 .]38-36[حاصل شود 

هاي پروبیوتیک در سطح  اولین عامل مهم حفظ جمعیت سویه
در تحقیق . قابل قبول مبحث میکروکپسوله کردن باکتریها است

Lalicˇic´-Petronijevic) 2015 (]13[ با توجه به عدم 
ها به شکل آزاد در شکلات  ها و افزودن آن کپسوله کردن باکتري

 دیگراز . ها با سرعت بیشتري اتفاق افتاد معیت آنکاهش فلور ج
عواملی که تا حدودي زیادي بر زنده مانی پروبیوتیک تاثیر 

با توجه به قرار گرفتن محصول . گذاشت روش تولید شکلات بود
 و استرس فرآیند تولید در دماي بالاهاي فرآیند  بخشدر برخی 

و نیز ) c° 75  و در کنچ حدودc° 45در گریندر معادل  (حرارتی
 یا bar1فشاري معادل  (فشار مکانیکی بر شکلات در حین تولید

kPa100 در  و دماي مناسب گامافزودن سویه ها در ، )در بالمیل
 درجه مرحله c° 26حدود دماي . بسیار با اهمیت استفرایند 

 وارده فشار مکانیکیاندك  توجه به در کناردمایی  مشروط کردن
 هرچند .استها   بهترین مرحله براي افزودن باکتريبه محصول

هاي  هاي پروبیوتیک تحت فشارها و استرس  سلولوجودبا این 
 39 قرار گرفتن در معرض اکسیژن، غلظت قند دیگري نظیر

درصدي، اثرات اسمزي و برش مکانیکی قرار دارند که همه این 
تواند  ه و میهاي پروبیوتیک فعال تأثیر گذاشت موارد بر تعداد سلول

باعث کاهش احتمال زنده ماندن آنها، هم در طول تولید و هم در 
این عوامل قطعاً در کاهش .  ]40- 39[دوره ذخیره سازي شود 

هاي زنده پروبیوتیک مورد استفاده در مطالعه ما  تدریجی سلول
این امر به ویژه در مورد بیفیدوباکتریوم ها صادق . نقش داشته اند
ا براي رشد و بقا اغلب به یک ماده مغذي خاص و است زیرا آنه

چه  علاوه بر این اگر. ]41[شرایط محیطی خاص نیاز دارند 
شکلات یک محصول جامد با تخلخل کم و محیطی با نفوذ کم 
هوا به درون آن است اما به دلیل سطح وسیع در تمام وجوه 
هندسی ممکن است برخی از سلولهاي باکتریایی در معرض 

مخرب اکسیژن قرار بگیرند که باعث کاهش تعداد اثرات 
   فاقد   شکلات  درون چند  هر .ها می شود سلولهاي زنده باکتري

ها زنده  امکان دسترسی اکسیژن بوده و بخش اعظم جمعیتی سویه
از سوي دیگر استفاده از شکر و . مانی قابل قبولی را نشان داده اند

توانند منجر به  ه میها ک عدم جایگزینی آن با دیگر شیرین کننده
تواند در کاهش  نیز میکه این مورد افزایش فشار اسمزي شوند 
همچنین استفاده از بسته بندي با . تعداد سلول ها تأثیر بگذارد

نفوذ پذیري حداقلی در مورد اکسیژن توانست بر حفظ این زنده 
  .مانی اثر مثبت بگذارد

هاي  ان باکتريبا وجود عملکرد قابل قبول شکلات به عنوان میز
 روز باید تأکید کرد 180پروبیوتیک ترکیب شده براي مدت 

پایداري محصولات لبنی تخمیر شده به عنوان متداول ترین 
اما . هاي پروبیوتیک با فاصله زیاد هنوز بهترین انتخاب است حامل
 180مهم عدم ماندگاري این محصولات لبنی به مدت مشابه  نکته

هاي تلخ   تولید شکلاتدیدگاهز این است که ا)  ماه6(روزه 
هاي  پروبیوتیک پیشرفت در گسترش و دسترس بودن این باکتري

هاي استاندارد  سازمانباید یادآور شد که . مفید را نشان می دهد
 لگاریتم کلونی در مصرف 9کشورهایی نظیر کانادا و ایتالیا میزان 

ها  صرف آنهاي پروبیوتیک را حداقل مقدار م  از باکتري34روزانه
 6هاي پروبیوتیک زنده به  نتایج فوق در مورد تعداد سلولداند  می

و مقدار مصرف شکلات بر اساس گرم شکلات اشاره دارد 
.  گرم است25 الی 20پیشنهاد سازمان بهداشت جهانی حدود 

 گرم شکلات تلخ پروبیوتیک، تعداد 12 تا 10بنابراین با مصرف 
ابر افزایش یافته که مطمئناً یک  بر2باکتریهاي مفید وارد شده 

و مقدار مورد نیاز روزانه پروبیوتیک بدن را تامین مزیت محسوب 
شکلات تلخ ، ذکر شدنیز نطور که پیشتر اهم. ]43- 42[ کند می

ماندگاري بیشتر در ) الف: پروبیوتیک مزایاي مضاعفی دارند
) هاي پروبیوتیک ، ب با باکتري) لبنی(مقایسه با محصولات سنتی 

محافظت بهتر از پروبیوتیک ها در حین انتقال از طریق معده و 
کارایی موثرتر در روده به دلیل محتواي چربی بالا محصول که با 

 و  Possemiersو ) 2008( و همکاران Maillardیافته هاي 
  .]45- 44[برابري دارد ) 2010(همکاران 

                                            
34. log cfu/serving or day 
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Fig 2 survival of encapsulated probiotic cells of L. acidophilus NCFM® (cfu/g) in dark chocolate during storage at 

�4 °C and �25 °C. Number of replications: n = 3. (The values per column show the differences in the content of the 
tested parameters dark chocolates with probiotic strain L. acidophilus NCFM®; Values with the same letters per 

column do not differ significantly at p <0.05.) 
 

 
Fig 3 survival of encapsulated probiotic cells of Bifidobacterium, UABla-12™ (cfu/g) in dark chocolate during 

storage at �4 °C and �25 °C. Number of replications: n = 3. (The values per column show the differences in the 
content of the tested parameters dark chocolates with probiotic strain Bifidobacterium, UABla-12™; Values with the 

same letters per column do not differ significantly at p <0.05.) 
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Fig. 4. survival of encapsulated probiotic cells of Streptococcus thermophilus (TH-4®) (cfu/g) in dark chocolate 

during storage at �4 °C and �25 °C. Number of replications: n = 3. (The values per column show the differences in 
the content of the tested parameters dark chocolates with probiotic strain Streptococcus thermophilus (TH-4®); 

Values with the same letters per column do not differ significantly at p <0.05.) 
  
   ارزیابی حسی- 3-2

بر اساس نتایج ارزیابی حسی و میانگین طبق جدول مقایسه 
 180 سازي هاي تلخ پروبیوتیک در مدت زمان ذخیره شکلات

هاي تجزیه و تحلیل  روزه می توان نتیجه گرفت که همه نمونه
  دوره آزمایش در گروه کیفیت حسی عالیشششده در هر 

 شده بین بررسیتغییرات .  طبقه بندي شده اند)5/4بالاي (
در . )˂05/0p( معنی دار نبود هاي پروبیوتیک و نمونه کنترل نمونه

هیئت ارزیابی عدم حضور حین ارزیابی شکل ظاهري، اعضاي 
  و شکرلکه حاصل از رطوبتحباب هوا، پدیده شکوفه چربی و 

 روز نگهداري 180 حتی پس از  راو نیز از دست دادن براقیت
 تفاوت معنی داري را مابین 5مناسب دانسته و با میانگین نمره 

و شکلات تلخ ) هر سه باکتري(شکلات تلخ پروبیوتیک 
ات بافتی مهمترین ویژگی خاصیت شنی از بین خصوصی. ندانستند

هاي  شدن شکلات بود که تفاوت معنی داري در شنی شدن نمونه
و هیچ کنترل و  شکلات تلخ پروبیوتیک و ماسه وجود نداشت 

این را می ). ˂05/0p(گونه حس شنی شدن در دهان ایجاد نشد 
ها نسبت داد و  توان به دانه بندي و اندازه ذرات کوچک باکتري

عدم واکنش و ایجاد پیوندهاي ایجاد کننده یک مجموعه نیز 
 Lalicˇic´-Petronijevicبزرگتر اما در دیگر تحقیقات مانند 

 Dophilusهاي بزرگتر مانند  که از پروبیوتیک ]13[) 2015(

بهره برده بودند موجب ایجاد حس شنی شده که در هنگام 
ن حس هاي حسی مشخص شد و نیز علت دیگر ایجاد ای ارزیابی

هاي کشت اضافه شده به  در دهان پراکندگی ناکافی محیط
نوع لیوفیلیزه  شکلات است زیرا گاهی اوقات استفاده نکردن از

از . سازد باکتري حضور این حس در دهان را امکان پذیر می
 عدم حضور طعم و بوي ،هاي تجزیه و تحلیلمهمترین نتیجه

یز شکلات تلخ خارجی و نامطبوع در هیچ یک از انواع آنال
به طور کلی قوي بودن . پروبیوتیک در طول دوره نگهداري است

پروفایل عطر و طعم شکلات و لیوفیلیزه کردن به شکل اصولی و 
عدم حضور محیط کشت در شکلات بر این مورد نیط اثر 
گذاشته و شکلات تلخ پروبیوتیک را فاقد هرگونه رایحه و مزه 

  .]48- 46، 13[نامطبوع می کند 
انش کنونی تأثیر افزودن پروبیوتیک بر خواص حسی محصولاتی د

با توجه به . مانند شکلات را به طور کامل مشخص نکرده است
این احتمال که باکتریهاي پروبیوتیک باعث شکوفایی چربی می 
شوند و یا با دانه بندي آنها بر خصوصیات بافتی تأثیر می گذارد، 

ها در آزمایش  وبیوتیکشکلات و به ویژه بافت شکلات با پر
متابولیسم . حاضر به طور دقیق مورد بررسی قرار گرفت

ها می تواند منجر به تولید اجزایی شود که ممکن است  پروبیوتیک
 مانند ظهور عطر و بگذارن منفی  اثربه طعم و رایحه محصول
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هاي  طعم به اصطلاح سرکه اي یا ترش که به ویژه از باکتري
 اگرچه در آزمایش حاضر از .]49[گیرد  اسیدوفیلوس نشأت می

باکتریهاي پروبیوتیک در حالت متابولیکی غیرفعال و لیوفیلیزه 
هاي تلخ  استفاده شده است اما ارزیابی طعم و بوي شکلات

 به عنوان مهمترین پارامتر حساسیت حسی با توجه به کپروبیوتی
وه مقبولیت قابل قبول توسط مصرف کنندگان و تأثیر تجاري بالق

 .]50[  استمحصولات

 

  

 

 

 

 
Fig 5  Sensory properties of: PDC-L.a in 4°c (a) and 
25°c (b), PDC-U.B in 4°c (c) and 25°c (d) and PDC-
S.t in 4°c (e) and 25°c (f) during storage of 180 days. 

 

   نتیجه گیري - 4
اي با موفقیت با سویه ه% 60در مطالعه حاضر شکلات تلخ 

 ,Lactobacillus acidophilusهاي پروبیوتیک باکتري

DDS-1®  Bifidobacterium, UABla-12™  و 
Streptococcus thermophilus (TH-4®)  ترکیب شده و

هر سه سویه از . تشکیل شکلات تلخ پروبیوتیک را دادند
هاي پروبیوتیک از نظر زنده ماندن شکلات تلخ در دو  باکتري
نتایج مشابه و قابل قبولی داشتند به طوري  C° 25 و C° 4دماي 
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 روز ویژگی محصول فراسودمند و شکلات تلخ 180که تا پایان 
پروبیوتیک را نشان دادند، اما مشخص شد که نگهداري در دماي 

C°  4منجر به زنده مانی جمعیت بیشتري از هر سه سویه شد  .
کند شکلات  اما نکته مهم این است که نتایج این تحقیق تأیید می

ها و  تلخ پروبیوتیک بدون نگرانی از افت شدید جمعیت باکتري
خروج محصول از شرایط پروبیوتیکی در دماي اتاق قابل 

ها  هاي زنده مانی بالاي سویه از مهمترین علت. نگهداري است
ها در مرحله پیش از قالب گیري که دماي  توان به افزودن آن می

را دارد، اشاره کرد ) C° 26دود ح(شکلات کمترین دماي القایی 
ها را از تنش حرارتی و فشار مراحل مختلف دور  که پروبیوتیک

هاي پروبیوتیک در شکلات  افزودن سویههمچنین . نگه داشت
هاي حسی آن نشده و  تلخ منجر به تغییر اساسی در ویژگی

شکلات تلخ کیفیت حسی بسیار خوبی را در تمام دوره هاي 
ها  د که این عامل به لیوفیلیزه بودن کامل باکتريآزمایش نشان دادن

هرچند شکلات . داردو عدم حضور محیط کشت در آن اشاره 
تلخی که در دماي اتاق نگهداري شده بود از نظر خواص حسی 

تري نسبت به نوع نگهداري شده در یخچال  داراي کیفیت پایین
توان  و میلذا در کل تولید این نوع شکلات امکان پذیر بوده . بود

همچنین نتایج این کار . آن را در صنعت شکلات سازي وارد کرد
هاي پروبیوتیک و شکلات تلخ  نشان داد که ترکیبی از باکتري

نشان دهنده مسیر امیدوار کننده به سمت تشکیل محصولات 
جدید فراسودمند است که داراي طعم لذت بخش و اثرات بهبود 
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Increasing public awareness of the benefits of preventing functonal products has 
led to the selection of food products that are very popular and widely consumed 
by researchers to improve public health. In this study, probiotic dark chocolate 
(PDC) Was enriched with actobacillus acidophilus, DDS-1®, Bifidobacterium, 
UABla-12 ™ and Streptococcus thermophilus TH-4® in the form of 
microencapsulation with sodium alginate and resistant corn starch to 60% dark 
chocolate. Production and survival of probiotics and the effect of the presence of 
these bacteria on the sensory properties of chocolate during a 180-day storage 
period at 4°C and 25°C (with the aim of determining the storage temperature) by 
passing through the gastrointestinal simulator and when Intestinal delivery was 
assessed. During the population maintenance period, all three strains had a 
significant difference with themselves and other strains in the two storage 
temperatures and were associated with a decrease (P <0.05). Storage of the 
product at 4°C caused the survival of Bifidobacterium population at 7 log cfu/g 
level, in the other two strains at 8 log cfu / g level and at 25°C 7 log cfu/g, which 
indicates the maintenance of probiotic conditions the product was at both 
temperatures. The results also showed that the addition of these three strains of 
probiotic bacteria did not have a significant effect (P <0.05) on the sensory 
properties of dark chocolate due to two storage temperatures, but storage at 25°C 
in control and probiotic samples reduced sensory quality. Therefore, storing 
probiotic dark chocolate at a temperature of 4 °C can make this product last for at 
least 6 months and be presented to the consumer market as a useful product. 
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