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 پر فروش در سراسر جهان با ترکیبات اصلی سلامت محور مانند پودر و کره یشکلات تلخ به عنوان محصول
کاکائو در کنار سطح بالایی از آگاهی مصرف کنندگان در ارتباط با حفظ و افزایش سلامتی، ایده غنی سازي 

هدف از این تحقیق اثرات حضور . کند وبیوتیک را تقویت میهاي باکتري پر انواع شکلات با سویه
با  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، استرپتوکوکوس ترموفیلوس و بیفیدوباکتریومهاي ریزپوشانی شده  باکتري

آلژینات سدیم و نشاسته مقاوم ذرت بر خواص فیزیکوشیمیایی شامل سنجش رطوبت، اسیدیته، فعالیت آبی، 
هاي رئولوژي شامل سنجش گرانروي ظاهري و  و سختی بافت، رنگ سنجی و ویژگیتوزیع اندازه ذرات 

با هدف  C° 25 و C° 4 روز در دو دماي 180پلاستیک شکلات تلخ پروبیوتیک در طول بازه نگهداري 
هاي حاصل از تحقیق، از آزمایش  به منظور تجزیه و تحلیل داده. تعیین دماي ذخیره سازي بررسی شدند

اي دانکن، در  ها توسط آزمون چند دامنه ر قالب طرح کاملا تصادفی استفاده شد و مقایسه میانگینفاکتوریل د
هاي   ویژگی180 و 150، 90، 30، 7، 0هاي روز  طبق نتایج در دوره. انجام پذیرفت) α=1(%سطح احتمال 

هاي مختلف شکلات  و رئولوژیکی در دو دماي نگهداري و نیز در میان تیماررنگ شکلاتفیزیکوشیمیایی، 
بدین ترتیب هر سه محصول به . مشاهده نشد) P >05/0(دار  ها تفاوت معنی تلخ پروبیوتیک حاصل از سویه

هاي مناسبی از نظر خصوصیات ذکر شده جهت حضور در بازار  عنوان شکلات تلخ پروبیوتیک داراي ویژگی
 . مصرف را دارد

  
  
  
  

 

رانی اییع غذایمجله علوم و صنا                                   
 

 ir.ac.modares.fsct.www:ت مجلهی سا 

یپژوهش_یمقاله علم  
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  مقدمه - 1
جامد  شکر و پودر پراکنده و شکلات سوسپانسیونی از ذرات ریز 

طبق استاندارد که در فاز پیوسته چربی است %) 70حدود ( کاکائو
 تشکیل 1 از کره کاکائوی ایران و نیز سازمان غذا و دارد آمریکامل

 این مخلوط طی یک فرآیند پیچیده و امروزه. ]4- 1[شده است 
 ،3بهبود بافت، 2چند مرحله اي که شامل مخلوط کردن و بارگیري

، 7، خنک کردن6، قالب گیري5، مشروط کردن دمایی4کنچ کردن
طی این  . گردد شود تهیه می ی م9 و بسته بندي8جدا کردن از قالب

فیزیکوشیمیایی، ساختار، بافت هاي  به جهت کنترل ویژگیفرآیند 
 شده وهایی انجام   شکلات تلاشو خصوصیات رئولوژیکی

 پروسه تولیدشرایط ویژه از نظر دما و فشار را براي هر بخش از 
 به جهت بهبود بافت، نیزچند افزودنی همچنین . شود فراهم می

  در طول فراوريطعم شکلاتو ولوژیک و عطر خواص رئ
 به جهت بهبود طعم، رنگ و عطر شکلات از. شود افزوده می

 از pHبا افزایش شود که   استفاده میپتاسیم یا بی کربنات سدیم
لستیتن به . پذیرد  صورت میيفرایند بهبوددر  8 به حدود 5/5

ت منظور دستیابی به گرانروي مناسب در هنگام انتقال شکلا
ها و نیز به منظور مشروط کردن دمایی و قالب  مذاب در لوله

هاي   ویژگیمیان در ]4- 6[ شود گیري ایده آل افزوده می
حضور رطوبت در .  استها مهمترین آنوبت از ط ر،شیمیایی

هاي مضر   افزایش احتمال رشد میکرواورگانیسمشکلات موجب
سطح  بر روي هاي روشن  تخریب بافت و ایجاد لکهزا، و بیماري

را به دلیل  محصول و ساختار را افزایش دادهو درون شکلات 
و نگهداري تضعیف کاهش گرانروي در هنگام قالب گیري 

از سوي دیگر میزان اسیدیته و . کند میشکلات را با مشکل مواجه 
به نوع که اسیدیته .  استاز اهمیت ویژه برخوردارفعالیت آبی نیز 

                                                             
1. Cocoa Butter (CB) 
2 .  Mixing 
3. Refining 
4. Conching 
5. Tempering 
6. Molding  
7. Cooling 
8. Demolding 
9. Packaging 

تواند علاوه  ربی شکلات بستگی دارد میدر چکره کاکائو و فساد 
تاثیر منفی بر عطر و طعم شکلات موجب تخریب ساختار و ریز 

 با توجه به .ساختار شکلات شده و شکنندگی آن را افزایش دهد
در %) 35بالاي (و شکر %) 30بیش از (حضور مقدار بالاي چربی 

 این محصول موجب شده تا فعالیت آبی فرمولاسیون شکلات 
ش چشمگیري داشته باشد اما با افزودن هر ماده دیگري در کاه

  از دیگر موارد .شکلات این تعادل احتمال دارد که بر هم زده شود
 بسیار مهم که نه تنها در هنگام فرایند که در زمان مصرف بر

حداکثر اندازه . گذارد توزیع اندازه ذرات است شکلات تاثیر می
 میکرومتر است 20 الی 15ین ذرات مورد قبول در شکلات تلخ ب

بزرگتر از آن ضمن ایجاد احساس شنی بودن محصول در ذرات و 
حذف پروفایل نامطبوع عطر و مانند (هاي از فرآیند  بخش، دهان

، قالب گیري و یکردن دمای مشروططعم در مرحله ورز دادن، 
 خصوصیات بافت از دیگر .دهد  تحت تاثیر قرار میرا نیز) غیره

از همه خصوصیات فیزیکی  که استشکلات م میتوان  مهیفیزیک
آن پیچیده تر بوده و همراه با عطر و طعم و رنگ، مهمترین ارکان 

 خریداران را تشویق به انتخاب و را تشکیل وکیفی شکلات 
بافت یک . است نسبت به محصولات مشابه یک محصولترجیح 

احساس با تجربه ذهنی خریدار است که به مرتبط پارامتر کیفی 
غذا در دهان و برداشتی که از ویژگی هاي فیزیکی آن در نتیجه 

بسته به اینکه تأکید بر . کند گاز زدن و جویدن دارد اشاره می
ساختار، قوام یا احساس دهانی محصول باشد، طیف گسترده اي 

. توان استفاده کرد ها را براي توصیف بافت شکلات می از ویژگی
ه حضور چربی و شکر در شکلات از سوي دیگر و با توجه ب

تلخ، خصوصیات فیزیکوشیمیایی و بررسی بافت براي آن بسیار 
 10ی چربلکه  وهاي مهمی مانند ویسکوزیته مهم است زیرا پارامتر

. گذارد و دیگر موارد بر احساس دهانی محصول تأثیر مستقیم می
خصوصیات فیزیکوشیمیایی شکلات به عوامل زیادي از قبیل 

 ها و  ترکیب کردن آن ورآیندفیل دهنده شکلات، اجزاي تشک
کره کاکائو، تنها . ]10-7[ شرایط نگهداري بستگی دارد همچنین

                                                             
10. Fat Bloom 
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فاز چربی موجود در شکلات هاي تلخ بوده و اسیدهاي چرب آن 
 2، اسید استئاریک)C18:1 ،35٪ (1با نسبت اسید اولئیک

)C18:0 ،34٪ (3و اسید پالمیتیک) C16:0 ،26٪ ( 9[است[. 
این اسیدهاي چرب  بسته به موقعیت استریفیکاسیون در مولکول 

- ، پالمیتوئیل4پالمیتوئیل- اولوئیل- گلیسرول شامل پالمیتوئیل
کره .  است6استئروایل- اولوئیل- و استئارایل5استئاروئیل- اولوئیل

کاکائو می تواند در شش شکل چند وجهی وجود داشته باشد که 
 در شکلات Vشکل . ا هستند پایدارترین آنهVI و βفرم هاي 

با بافت عالی غالب بوده اما در نگهداري طولانی مدت شکلات 
 تبدیل و موجب ظهور شکوفه VIبیش از حد به آرامی به فرم 

  .]10- 13[چربی می شود 
هاي رئولوژیکی براي شکلات که داراي فاز پیوسته چربی  ویژگی

قوام و به دلیل تاثیر بر خصوصیات مهمی مانند ویسکوزیته، 
از نظر رئولوژیکی شکلات تلخ . احساس دهانی بسیار مهم است

یک رفتار رئولوژیکی پیچیده از خود نشان می دهد یعنی مایع 
حداقل (غیر نیوتنی و برش دهنده است که تنش تسلیم آشکار 

و ویسکوزیته پلاستیکی ) مقدار انرژي براي شروع جریان مایع
، کاملاً به روند تولید )انرژي براي مایع را حرکت نگهدارد(

خواص رئولوژیکی شکلات پیچیده و به عوامل بستگی دارد 
تضعیف . زیادي از جمله ترکیب و شرایط فرآوري بستگی دارد

رفتار شکلات موجب برهم خوردن پروفایل عطر و طعم در آن 
پذیري محصول در هنگام قالب گیري  شده و با کاهش قالب

 ]23- 14[د شو روبرو می

هاي پروبیوتیک امروزه بر کسی پوشیده نیست لذا  باکتريتاثیر 
هاي ارزشمند را در  ند که این سویه هستمحققین در تلاش

فرمولاسیون محصولات غذایی مهندسی کرده تا بتوانند از مزایاي 
، دستگاه 7هاي قلبی و عروقی بیماري  برها مانند تاثیر ارزشمند آن

                                                             
1. Oleic acid 
2. Stearic acid 
3. Palmitic acid 
4. Palmitoyl-Oleoyl-Palmitoyl (POP) 
5. Palmitoyl-Oleoyl-Stearoyl (POS) 
6. Stearoyl-Oleoyl-Stearoyl (SOS) 
7. Cardiovascular Disease 

 به ویژه بیماري 9 گوارش، دستگاه8تناسلی و مجاري ادرار زنان
هاي  از ویژگی. ها بهره مند شوند  و سایر بیماري10التهابی روده

توانند در گستره وسیعی از  محصولات پروبیوتیک این است که می
محصولات و به اشکال گوناگون، به عنوان یک مکمل غذایی، 

هاي دارویی و یا استفاده از آن در فرمولاسیون محصولات  قرص
یکی از پرکاربردترین . ]23[د مصرف قرار گیرند غذایی مور

 به نام 11هاي گروه لاکتیکی ها باکتري پروبیوتیک هاي گونه
هاي مختلف   هستند که خود به جنس12هاي لاکتوباسیلوس باکتري

ها طی قرون متمادي در تخمیر  این باکتري. شوند تقسیم می
ر دیگ محصولات غذایی نقش داشته و در تهیه ماست و دوغ و
 1000محصولات لبنی در منطقه خاورمیانه سابقه مصرف بیش از 

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

ها در سیستم  ایمنی، کاهش فشار و کلسترول خون و  لاکتوباسیل
ارش داشته و خاصیت ضد سرطان رحم بهبود کارکرد دستگاه گو

اما . ]25- 24[باشند  و مجاري ادرار در بانوان را نیز دارا می
ها نیز مانند هر میکرواورگانیسم دیگري داراي  لاکتوباسیل

ها را  حساسیت زنده مانی و عمر مفید بوده که شرایط حضور آن
طبق . کند هاي حرارتی و ذخیره سازي دشوار می در فرآیند

داردهاي ایران و سازمان غذاو دارو ایالات متحده آمریکا تا استان
 نرسد داراي cfu/gr 106 به کمتر از ها باکتريزمانی که جمعیت 

اعتقاد بر  .]26[باشند  خاصیت پروبیوتیکی و اثر گذاري کافی می
 میکرو فلور روده 13این است که لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

بیوتیک موجب تثبیت  ف آنتیانسان را تقویت کرده و پس از مصر
 یکی دیگر 14استرپتو کوکوس ترموفیلوس. ]28- 27[شود  آن می

هاي فلورهاي میکروبی در دستگاه گوارش و به  از مهمترین بخش
ها است که براي ارتقا  ویژه در روده انسان و گروهی از پروبیوتیک

آنها همچنین . ]30- 29[شوند  سلامت انسان در نظر گرفته می
                                                             
8. Women's Uterine Diseases 
9. Digestion 
10 .  Inflammatory Bowel Disease (IBD) 
11 .  Lactic acid Bacteria (LAB) 
12. Lactobacillus bacteria  
13. Lactobacillus acidophilus 
14. Streptococcus sativarius subsp. thermophilus 
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اي داشته  هاي روده ند نقش مهمی در تعادل میکروارگانیسمتوان می
هاي مورد استفاده به   از دیگر گونه1بیفیدوباکتر. ]32- 31[باشند 

جهت بهبود سیستم ایمنی بدن است و در محصولات پروبیوتیک 
  . ]28- 27[ نقش پر رنگ و حضور فراوان دارد

را ذکور در این تحقیق سعی شده تا تاثیر سه سویه پروبیوتیک م
و به که با کمک نشاسته مقاوم ذرت و آلژینات سدیم ریزپوشانی 

 روز نگهداري در دو دماي 180شکلات تلخ افزوده شده را طی 
اتاق و یخچال بر خواص فیزیکوشیمیایی، رنگ و رئولوژیکی 

   .شکلات بررسی کنیم
  

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

  اسیدوفیلوس
-Lactobacillus acidophilus, DDSباکتري پروبیوتیک 

به شکل خشک انجمادي تهیه شد را به ) دانمارك- دنیسکو (®1
 MRS-Broth میلی لیتر محیط کشت 20جهت فعال کردن به

 ساعت کشت 24 افزوده و به مدت c° 37در دماي ) آلمان- مرك(
 میلی لیتر از همان محیط کشت منتقل گشت 90ه شد و در ادامه ب

سپس  بایومس پروبیوتیک در اواخر . تا در شرایط تکثیر قرار گیرد
 گرم به مدت 600در ) آلمان- سیگما(فاز لگاریتمی با سانتریفیوژ 

در مرحله بعد .  جداسازي و برداشت شدc° 4 دقیقه در دماي 10
 گرم 9 لرید سدیم یاک% 9 ( سالین٪9/0استریل  دو بار در محلول

NaCl تحت شرایط مشابه )  آلمان- مرك( )در یک لیتر آب
ها از  بعد براي لیوفیلیزه کردن باکتري. سانتریفیوژ و شسته شد

تعداد . استفاده شد) 2015( و همکاران Fonsecaروش 
پیش از لیوفیلیزه شدن شمارش و سپس مرحله ریز  ها باکتري

   .]24[ پوشانی انجام انجام گرفت
  

                                                             
1. Bifidobacterium animalis subsp. Lactis 

  تهیه و کشت باکاري بیفیدوباکتریوم لاکتیس-2-1-2
 ™Bifidobacterium, UABla-12 باکتري پروبیوتیک

 ساعت در محیط 24 به مدت c° 37در دماي ) دانمارك-دنیسکو(
  MUP و TOS-propionate agar medium کشت

بایومس پروبیوتیک در اواخر فاز . کشت شد) آلمان- مرك(
 10 گرم به مدت 600در ) آلمان- سیگما(ژ لگاریتمی با سانتریفیو

 سپس دو بار در محلول.  برداشت می شودc° 4دقیقه در دماي 

در یک  NaCl گرم 9 کلرید سدیم یا%  9( سالین ٪9/0استریل 
تحت شرایط مشابه سانتریفیوژ شسته ) آلمان-مرك ()لیتر آب

 رقیق گشته تا در فرایند )آلمان- مرك(خواهد شد و درآب دیونیزه 
در مرحله بعد براي لیوفیلیزه . بعدي مورد استفاده قرار گیرند

استفاده ) 2015( و همکاران Fonsecaها از روش  کردن باکتري
ها پیش از لیوفیلیزه شدن شمارش و سپس  تعداد باکتري. شد

  . ]33  و24[ مرحله ریز پوشانی انجام انجام گرفت
 تهیــه و کــشت بــاکتري اســـترپتوکوکوس    -2-1-3

  یلوسترموف
-Streptococcus thermophilus, TH باکتري پروبیوتیک 

 ساعت در 24 به مدت c° 37در دماي ) دانمارك- دنیسکو( ®4
بایومس . کشت شد) آلمان-مرك (M17 brothمحیط کشت 

) آلمان-سیگما( با سانتریفیوژ لگاریتمیپروبیوتیک در اواخر فاز 
سپس . ت شد برداشc°4 دقیقه در دماي 10 گرم به مدت 600در 

 گرم 9 کلرید سدیم یا% 9( سالین ٪9/0استریل  دو بار در محلول

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

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

  . ]24[ آن،  مرحله بعدي انجام گرفت

  2ها  انجام روش ریزپوشانی باکتري- 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
                                                             
2. Encapsulation procedure 
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 2 و )ده آمریکاایالات متح- سیگما آلدریچ(آلژینات سدیم  گرم
 به آرامی به) انگلستان- نشنال استارچ(ذرت  مقاوم  نشاسته گرم

 اتوکلاو در شدن حل از اضافه و پس مقطر آب لیتر میلی 100

 با آلژینات محیط، محلول با هم دمایی محلول از پس. شد استریل

 گردیده مخلوط دقیقه 5 مدت به % 01/0سوسپانسیون میکروبی 

  500به حاصل مخلوط امولسیون، تشکیل يبرا. شوند همگن تا
 امولسیفایر درصد 2حاوي  ) ایران- اویلا(ذرت  روغن میلی لیتر

 افزوده و با )ایالات متحده آمریکا- سیگما آلدریچ( 80 توئین

 دقیقه و سرعت 30 مدت به ) ایران- شیمی فن( مغناطیسی همزن

rpm 500محلول به ها تشکیل کپسول جهت. گشت  یکنواخت 

 که دقیقه 30 از پس و  اضافه مولار 1/0کلسیم  نظر کلرید مورد

 از ها کپسول منظور جداسازي به شدند نشین ته ها کپسول

 دقیقه 10 مدت به گرم 350با سرعت ) آلمان-سیگما سانتریفوژ

 1/0آب پپتونه  محلول با شده جدا هاي کپسول. شد استفاده
  .]33[ شدند  نگهداريC°4شسته و در دماي 

  تهیه شکلات تلخ - 2-3
پودر . دهد  روند تهیه شکلات تلخ پروبیوتیک را شرح می1شکل 
، شکر )ترکیه-آلتین مارکا(، کره کاکائو )ترکیه-آلتین مارکا(کاکائو 

 سویا ، لسیتین)چین- پلار بییر(، وانیل )ایران- نیشکر هفت تپه(
گروه صنعتی (کربونات سدیم ) کشور بلژیک- فیسمر لسیتین(

  1را درون میکسر) ایران-گلها(و نمک ید دار ) ایران-کاوه
 c ° 55  دقیقه در دماي270 ریخته و به مدت )آلمان- ویینر(

در مرحله بهبود بافت به جهت کاهش اندازه . مخلوط نمودیم
منتقل و ) آلمان-ویینر (3 از نوع بالمیل2ذرات شکلات به ریفاینر

 سپس براي بهبود.  دقیقه چرخش داده شدند180به مدت 
  4پروفایل عطر طعم شکلات در دستگاه ورز دهنده یا کنچ

 ساعت ورز داده شده و 12به مدت  c°70در دماي ) هلند- کاتچ(
منتقل و تا مرحله ) آلمان-ویینر(بعد به مخزن همزن و المنت دار 

سپس با .  کاهش یابدC° 45بعد نگهداري کرده تا دماي آن به 
                                                             
1. Grinder 
2  . Refiner 
3. Ball-Mill 
4  . Conch 

محصول را تمپر ) لمانآ- سولیش (5دستگاه مشروط کننده شکلات
هاي تهیه و   ، با باکتريC° 5/26کرده و پس از رسیدن به دماي 

مخلوط و توسط ) 2-2 و 1- 2هاي  بخش(ریز پوشانی شده 
جنس پلی هاي  در قالب) آلمان- سولیش(دستگاه قالب گیري 

ریخته و به مدت )  گرم از شکلات6به وزن هر قالب  (6کربنات
 C° 4به دماي ) آلمان-ویینر(ده  دقیقه در تونل خنک کنن40

 جدا و با استفاده از پلی اتیلن با  ها از قالب سپس نمونه. رسید
 یخچال و) C° 25( بسته بندي و در دو دماي اتاق 7چگالی کم

)c° 4 ( 11 و 3 و 1[  روز نگهداري کردیم180به مدت[)  جدول
1.(  

 
Fig1 Scheme of Scheme of Probiotic Dark Chocolate 

(PDC) manufacturing process (adapted from 
Afoakwa, 2010). 

                                                             
5. Tempering Machin 
6. Polycarbonate chocolate mold 
7. Low-density polyethylene (LDPE) 
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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 
3.7 0.3 40 35 21 0 0 0 DC 

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

Probiotic Dark Chocolate- Streptococcus thermophilus (PDC-S.t), Dark Chocolate (DC) 
 

  شبیه سازي و بررسی بخش گوارش  - 2-4
براي شبیه سازي بزاق دهان ابتدا هر عدد شکلات تلخ پروبیوتیک 

 استریل منتقل و سپس با محلول شبه  میلی لیتر الکترولیت30به 
 از KCl ،gr/l 22/0 از NaCl ، gr/l 2/2 از gr/l2/6(بزاق 

CaCl2،  gr/l 2/1 از NaHCO3 ( درصد  01/0به همراه
در .  دقیقه قرار گرفت2 براي Stomacherلیزوزیم در کیسه 

مرحله شبیه ساز محیط معده، محلول شکلاتی حاصل از مرحله 
 میلی لیتر الکترولیت 30ز مرحله بزاقی در قبل پس از خروج ا

 در انکوباتور HCl  از mol/L 1و  % 3/0محلول حاوي پپسین 
 کاهش 2 به  pH ساعت قرار گرفت تا 1 براي c° 37و در دماي 

براي .  حاصل شدpHاطمینان از این کاهش با سنجش . یافت
 با کمک محلول اشباع بیکربنات pHشبیه سازي استرس روده 

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

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

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

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

ساخته شده در کشور سیگما آلدریچ شده در کشور آلمان و  
آزمون حسی نیز به کمک . ایالات متحده آمریکا تهیه شدند

رتمان تحقیقات و توسعه کارخانه کیان شکلات کارکنان بخش دپا
  . انجام شد)شکلات پارمیدا(کیمیا 

  

  اندازه گیري درصد رطوبت - 2-6
  گرم 001/0ابتدا پلیت و شکلات به صورت جداگانه با ترازوي 

 و شکلات را درون پلیت قرار داده و توزین) سویس- اوهاس( 
 3 به مدت C°105در درجه ) ایران-  بهمن12( آون  را درها آن

درون را به  و شکلات پلیتسپس . ساعت حرارت داده شد
سیدن به دماي محیط خنک و بلافاصله آنها رتا منتقل و دسیکاتور 

 1 و درصد رطوبت موجود در شکلات از معادله  کردهرا وزن
  : بدست آمد

                                 )1(  
 برابر با وزن نمونه شکلات پیش M1 برابر با وزن پلیت، M0که 

درصد  M3 وزن نمونه و پلیت پس از حرارت و M2از حرارت، 
  .]35[رطوبت شکلات است 

  اندازه گیري اسیدیته روغن استخراج شده - 2-7
 gهگزان مقدار   - و توسط حلال ان    608بر اساس روش استاندارد     

  در ارلــن  از چربــی شــکلات را اســتخراج کــرده و ســپس 5/3

ml250     میلی لیتري تـوزین کـرده و ml 50    الکـل اتیلیـک خنثـی 
 قطره معرف فنول فتالئین را به آن افـزوده و در حـالی      3جوشان و   

که در حالت جوش اسـت بـا محلـول هیدروکـسید سـیدیم تیتـر                
 گـرم بـر حـسب اسـید         g 100مقدار اسـیدیته  چربـی در        . کردیم

  . به دست آمد2 معادلهاز طریق ) A(اولئیک 
                                              )2(  

 برابر با نرمالیته Nبرابر با حجم محلول هیدروکسید سدیم،  Vکه 
 برابر با وزن چربی استخراج شده Wمحلول هیدروکسید سدیم و 

  .]36[بود 
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   اندازه گیري فعالیت آبی- 2-8
  پروبیوتیک تلخهاي شکلات براي اندازه گیري فعالیت آبی نمونه

) سوییس- نواسینا(از دستگاه مخصوص سنجش این ویژگی 
 از شکلات در داخل محل g 15به این منظور . استفاده شد

 دقیقه عدد نمایشگر نشان 2قرارگیري نمونه قرار گرفت و پس از 
  .ها بود دهنده فعالیت آبی نمونه

  اندازه گیري اندازه ذرات  - 2-9
  با استفاده از دستگاه زتاسایزر این آزمون به صورت دستگاهی و 

دماي  و  گرم شکلات مذاب5مقدار . انجام شد) ژاپن- میتوتویا( 
 تنظیم دستگاه آن را کاملا بسته و دکمه . آماده کردیمپیچ را اتاق

. صفر کننده را فشار دادیم تا اندازه نشان دهنده کالیبره و صفر شد
ده و شکلات را  باز کرcm 2سپس پیچ تنظیم را به مقدار حدود 

. روي میله پیچ تنطیم ریخته و شروع به بستن پیچ تنظیم کردیم
هر کجا که پیچ تنظیم روان و سریع نچرخید بستن را متوقف 
کرده و اندازه مشخص شده بر روي نشانگر دیجیتال را یادداشت 

  .]36[باشد  گیري به میکرومتر می واحد اندازه. نمودیم
  آزمون سنجش سختی بافت- 2-10

 )انگالستان-هانسفیلد(این آزمون با استفاده از دستگاه بافت سنج 
 ساعت نگه 6 به مدت c°20ابتدا نمونه را در دماي . انجام شد

سپس نمونه در جایگاه مخصوص خود در دستگاه بافت . داشتیم
در نهایت بخش . سنج و زیر میله عمودي قرار داده شد

یین آمدن ، فشار میله بر  دستگاه را روشن کرده و با پاگر پردازش
شکلات و مقدار نفوذ آن به شکلات تا پیش از شکست شکلات 

  .]37  و24[ اندازه گیري و در نهایت اندازه هر دو بخش ثبت شد
  هاي رئولوژیک   آزمون- 2-11

هاي آنالیز شده با استفاده از روشی  خصوصیات رئولوژیکی نمونه
در اندازه گیري  1که توسط انجمن بین المللی شیرینی سازي

از دستگاه . ویسکوزیته شکلات توصیه شده است تعیین شد
ها  قبل از اندازه گیري نمونه. استفاده شد) اسپانیا- مایر(ویسکومتر 

 دقیقه ذوب 60در مدت سلسیوس  درجه 42-40 با دماي آوندر 
 داده ها و سایر پارامترهاي رئولوژیکی محاسباتبراي . شدند

از مدل ) پلاستیکیظاهري و و گرانروي   جریامقدار عملکرد(

                                                             
1. International Confectionery Association (ICA) 

شاخص آماري از برازش معادله داده شده در و  ریاضی کاسون
 با استفاده از نرم  و حاسباتتعیین) r (2قالب ضریب همبستگی

اندازه .  شدانجام روش مربعات و Rheoplus/32 V3.21افزار 
با استفاده از نرخ برشی  c°40گیري خصوصیات جریان در دماي 

براساس مقادیر اندازه گیري .  انجام شدs-150 تا s-12محدوده در 
 مورد 3معادله از طریق تنش برشی بسته به نرخ برشی نرخ شده 

  ،آزمایش قرار گرفت
                       )3(  

  ηCA، برابر با عملکرد کاسون  CAτ  برابر با نرخ تنش برشی،τ  که

 برابر با نرخ برشی Dسون ویسکوزیته و برابر با نرخ پلاستیک کا
  .]38[ است

   آزمون رنگ سنجی - 2-12
- هانترلبشرکت (براي آزمون رنگ سنجی از دستگاه رنگ سنج 

براي این منظور نمونه . استفاده شد) کشور ایالات متحده آمریکا
 10 و ضخامت 90به صورت دایره اي به قطر مجددا شکلات را 

حل مخصوص نمونه در دستگاه قرار  و در مقالبگیريمیلی متر 
نور از منبع نوري دستگاه به نمونه تابیده و در سیستم . داده شد

CIELABفاکتورهاي a  ،b  وL سنجیده و فاکتور ΔE محاسبه 
)  درجه سلسیوس20-25(اندازه گیري در دماي محیط . گردید

  ).4معادله (انجام گرفت 
)4(  

   
، )100سفیدي، (تا روشنی ) 0سیاهی،  (یروشنای درجه LPDCکه 

aPDC درجه سبز تا قرمز و bPDCدهد  از  آبی تا زرد را نشان می 
]39[.  
   تجزیه و تحلیل آماري - 2-13

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

هاي  هاي پارامتر نی داري بین میانگین دادهبررسی تفاوت مع
شکلات و  سنجی رنگرئولوژیکی و نیز ، خواص فیزیکوشیمیایی

 ماه از دستورالعمل مربط به آزمون آنالیز 6ها طی  تغییرات آن
 با استفاده از نرم افزار p >05/0در سطح ) ANOVA(واریانس 

SPSS محاسبه شد 26 نسخه .  
                                                             
2. Correlation coefficient 
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  ها و تحلیل دادهنتایج  - 3
   رطوبتارزیابی تغییرات- 3-1

بیشترین مقدار رطوبت معادل ، 2نظر به جدول مقایسه میانگین 

  و در دماي180 در روز PDC-B.Uدر تیمار وزنی  درصد 43/0
c°4  درصد در تیمار 29/0اما کمترین مقدار آن معادل PDC-

S.t  و دماي  روز اولدرC°4 گردیدمشاهده .  

Table 2  Values of the moisture parameter of the dark chocolates with and without probiotics during 
storage of 180 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 

Time 
180 150 120 90 30 7 0 specimens 

0.42±0.08a 00.40±0.03a 0.32±0.06a 0.34±0.05a 0.36±0.03a 0.39±0.06a 0.31±0.04a PDC-L.a 
(4 °C) 

0.33±0.07a 0.31±0.08a 0.33±0.02a 0.33±0.01a 0.35±0.04a 0.38±0.03a 0.30±0.05a PDC-L.a 
(25 °C) 

0.43±0.08a 0.39±0.06a 0.32±0.04a 0.37±0.04a 0.37±0.4a 0.36±0.03a 0.30±0.06a PDC-B.U 
(4 °C) 

0.39±0.05a 0.39±0.04a 0.33±0.04a 0.36±0.07a 0.35±0.01a 0.33±0.06a 0.31±0.06a PDC-B.U 
(25 °C) 

0.40±0.06a 0.41±0.04a 0.36±0.06a 0.38±0.03a 0.40±0.02a 0.34±0.01a 0.29±0.04a PDC-S.t 
(4 °C) 

0.39±0.05a 0.40±0.06a 0.39±0.05a 0.34±0.01a 0.35±0.01a 0.33±0.04a 0.33±0.07a PDC-S.t 
(25 °C) 

0.44±0.01a 0.39±0.04a 0.39±0.02a 0.38±0.06a 0.34±0.07a 0.35±0.04a 0.34±0.04a DC 
 (4 °C) 

0.39±0.05a 0.39±0.01a 0.35±0.04a 0.35±0.01a 0.32±0.08a 0.33±0.05a 0.31±0.05a DC 
 (25 °C) 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 

 *Data are means ± SD. 
وزنی % 2 معادل 608میزان رطوبت مجاز از دیدگاه استاندارد 

به طور کلی حضور رطوبت در شکلات سبب  هرچند ،است
تر بر روي آن شده و از فاکتورهایی است  هایی کمرنگ ایجاد لکه

تاثیر دارد اما ها   از جمله پروبیوتیکها که بر رشد میکروارگانیسم
ترین پارامترهایی است که با افزایش  داري اکسیداتیو از مهمپای

رطوبت از مقدار آن کاسته شده و احتمال اکسیداسیون افزایش 
. یابد که تاثیر بسیار زیادي بر کاهش جمعیت میکروبی دارد می

هاي  سویههاي حاوي  ، مقدار رطوبت نمونه2مطابق جدول 
زایش نداشته و در اف c°25و   c°4 در دو دماي  باکتريمخالف

 ).P˂0.05 (دار نبود  معنیتفاوتداراي مقایسه با نمونه کنترل 
توان به شرایط صحیح نگهداري  علت اصلی نتیجه حاصل را می

بندي و نگهداري صحیح در محیط  بسته. ها نسبت داد نمونه
دور از منابع حرارتی و نور مستقیم آفتاب در (خشک و خنک 

ها جهت جلوگیري از ورود  ن روشتری از مناسب) دماي اتاق
 و همکاران Afoakwa. رطوبت احتمالی به درون شکلات است

در تحقیقات خود جهت حفظ کیفیت شکلات و ) 2010(
بندي با مواد پلی  ها، بسته جلوگیري از نفوذ رطوبت به درون آن

 .]36  و7[ اتیلنی را پیشنهاد نمودند

  رات اسیدیتهیارزیابی تغی - 3-2
 ها اسیدیته نمونهبیشترین مقدار ،  3ل مقایسه میانگین مطابق جدو

 و دماي 180 در روز PDC-B.Uهاي   در تیمار% 36/1معادل 
c°25 و همچنین  PDC-S.t و دماي 120 و در روز c°4 

 درصد در تیمار 29/1 اما کمترین مقدار آن معادل . مشاهده شد
  . دید گرمشاهده c°4 و دماي 0انتهاي روز کنترل و در روز 

هاي شکلات تلخ  اسیدیته کره کاکائو پیش از افزودن به نمون
گیري شد که با تغییرات اندك در این مقدار  اندازه% 9/0معادل 

ي طی دوره دار معنیها تفاوت   روزه نمونه180طی نگهداري 
بین مقدار اسیدیته تیمارها و  c°25 و c°4نگهداري در دو دماي 

بیشینه مجاز این پارامتر . )P˂0.05(نمونه کنترل مشاهده نشد 
 وزنی بر حسب اسید اولئیک موجود در چربی کره کاکائو %5/1

توانند بر این مقدار اثر منفی گذاشته و  عوامل مختلفی می. است
موجب تخریب پروفایل طعمی، تضعیف بافت و ساختار شکلات 
و همچنین ایجاد فساد شیمیایی در شکلات کنند اما نمازي و 
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نتایج مشابهی دست یافته در تحقیقات خود به ) 1390 (همکاران
و نیز  c°4و بیان داشتند که شکلات به شرط نگهداري در دماي 

  در اسیدیته   حفظ  موجب کامل   با بتسته بندي  در محل خشک
  

تاثیري بر افزایش اسیدیته ) 5/1% معادل  (608 محدوده استاندارد 
  .]40 و36[ها نخواهد داشت نمونه

Table 3 Values of the Acidity parameter of the dark chocolates with and without probiotics during 
storage of 180 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 

Time 
180 150 120 90 30 7 0 specimens 

1.32±0.01a 1.31±0.07a 1.30±0.05a 1.30±0.01a 1.31±0.03a 1.31±0.02a 1.30±0.01a PDC-L.a 
(4 °C) 

1.33±0.04a 1.33±0.03a 1.35±0.07a 1.33±0.05a 1.33±0.04a 1.31±0.08a 1.30±0.05a PDC-L.a 
(25 °C) 

1.33±0.08a 1.30±0.05a 1.32±0.05a 1.33±0.04a 1.31±0.8a 1.30±0.02a 1.30±0.06a PDC-B.U 
(4 °C) 

1.36±0.07a 1.30±0.06a 1.33±0.02a 1.36±0.05a 1.32±0.05a 1.31±0.07a 1.30±0.04a PDC-B.U 
(25 °C) 

1.35±0.05a 1.31±0.04a 1.36±0.04a 1.30±0.05a 1.30±0.08a 1.32±0.01a 1.31±0.07a PDC-S.t 
(4 °C) 

1.34±0.03a 1.30±0.01a 1.35±0.01a 1.32±0.01a 1.33±0.03a 1.30±0.04a 1.32±0.01a PDC-S.t 
(25 °C) 

1.34±0.04a 1.32±0.06a 1.33±0.04a 1.31±0.04a 1.32±0.07a 1.32±0.06a 1.29±0.05a DC 
(4 °C) 

1.33±0.07a 1.32±0.05a 1.32±0.03a 1.32±0.06a 1.33±0.08a 1.32±0.04a 1.30±0.05a DC 
(25 °C) 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 

 *Data are means ± SD. 
  )aw(ارزیابی تغییرات فعالیت آبی - 3-3

بیشترین مقدار فعالیت آبی در ،  4مطابق جدول مقایسه میانگین 
  و150هاي  در روزPDC-S.tهاي  در تیمار% 25ها معادل  نمونه

 اما کمترین .  مشاهده شدc°4 و c°25دماي در هر دو  و 180
در  7 روز انتهاي روز تاو ها تیمار اکثر  در %20/0مقدار آن معادل 

  . مشاهده گردید دما هر دو

Table 4 – Values of the Water activity parameter of the dark chocolates with and without probiotics 
during storage of 180 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 

Time 
180 150 120 90 30 7 0 specimens 

0.24±0.02a 0.24±0.06a 0.23±0.05a 0.23±0.01a 0.22±0.03a 0.22±0.02a 0.21±0.04a PDC-L.a 
(4 °C) 

0.23±0.02a 0.23±0.01a 0.22±0.01a 0.21±0.03a 0.21±0.02a 0.21±0.02a 0.20±0.05a PDC-L.a 
(25 °C) 

0.24±0.02a 0.24±0.05a 0.23±0.05a 0.22±0.04a 0.22±0.3a 0.20±0.01a 0.20±0.01a PDC-B.U 
(4 °C) 

0.24±0.01a 0.23±0.04a 0.21±0.01a 0.22±0.01a 0.22±0.01a 0.21±0.01a 0.20±0.01a PDC-B.U 
(25 °C) 

0.25±0.02a 0.25±0.01a 0.23±0.04a 0.23±0.05a 0.23±0.02a 0.21±0.01a 0.21±0.01a PDC-S.t 
(4 °C) 

0.25±0.01a 0.24±0.01a 0.23±0.01a 0.22±0.01a 0.21±0.01a 0.20±0.01a 0.20±0.01a PDC-S.t 
(25 °C) 

0.22±0.04a 0.22±0.06a 0.20±0.02a 0.21±0.04a 0.20±0.02a 0.20±0.01a 0.20±0.01a DC 
(4 °C) 

0.22±0.01a 0.22±0.02a 0.22±0.01a 0.22±0.01a 0.21±0.01a 0.21±0.02a 0.20±0.01a DC 
(4 °C) 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 

*Data are means ± SD. 
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عوامل مختلفی مانند نوع مواد اولیه مورد استفاده، دما و رطوبت 
توانند بر فعالیت آب در شکلات  آنها و نیز نوع ترکیب کردن می

شکلات تلخ به دلیل ترکیبات موجود . ]42 و 41[تأثیر بگذارند 
و روسینی . ]43[در آن ذاتا محصولی با فعالیت آب کم است 

براي % 34/0ی را برابر مقدار فعالیت آب ]41[) 1988(همکاران 
 کلیه نمونه ها یفعالیت آب در این مطالعه. کرد بیان شکلات تلخ

این تفاوت ممکن است در نتیجه .  تعیین شد25/0 یا برابرکمتر 
فرزانمهر و . در نمونه ها باشدها  حضور باکتريتفاوت هاي 

ی شکلات تلخ با اینولین به عالیت آبفنیز اما  ]44[ )2009(عباسی 
میزان فعالیت آبی در  . تعیین کردند34/0 عنوان جایگزین شکر را

شکلات به علت حضور درصد بالاي شکر و چربی بسیار کم 
هاي تحقیق   حذف شکر منجر به افزایش جزئی آن در نمونهاست

 رشد نبود فعالیت آبی کافی ممکن است از طرفی. آنان شئه بود
 در نتایج نمایانگر افزایش. ندها را نیز محدود ک ها و قارچ ريباکت

ها بود که این تفاوت اگرچه  فعالیت آبی نمونه کنترل و پروبیوتیک
 مقدار فعالیت آبی شکلات تلخ و) ˂05/0p ( نبودمعنی دار

پروبیوتیک بیشتر از نمونه کنترل گزارش شد اما میزان این فعالیت 
ها تاثیر  د بر رشد و ادامه بقاي باکتريبه مقداري نیست که بتوان

 کردند که مشاهده ]45[) 2007( و همکاران Budryn. بگذارد
هایی که با مقادر  هاي شکلاتی بیسکوییت فعالیت آبی در روشکش

هاي   غنی سازي شده بودند بیشتر از روکشLABمتفاوتی از 
نیز نتایج  ]46[) 1396(رودبنه و همکاران . نمونه کنترل بود

مشابهی درباره بالا بودن میزان فعالیت آبی شکلات پروبیوتیک 
داشته و  نسبت به نمونه معمولی و کنترل خود LABحاوي 

هاي تلخ حاوي  را براي شکلات% 27/0 الی 20/0محدود 
  .لاکتوباسیلوس کازئی به دست آوردند

بافت  اندازه ذرات، گرانروي و ارزیابی- 3-4
 شناسی

، اندازه ذرات شکلات 7 الی 5 میانگین  مقایسههاي طبق جدول  
 بود که µm15در تیمارهاي کنترل و شکلات تلخ پروبیوتیک 

 روز 180 نگهداريطی در با یکدیگر و تفاوت معنی داري 

 است µm10 در حدود ي مورد استفادهها  باکتريابعاد .اند هنداشت
 و )ریفاینر (مرحله بهبود بافتانجام در حالی که با توجه به 

 15 هحدودم در آن اجزاي  در تهیه شکلاتهش اندازه ذراتکا
  اندازه ازاین مقدار بزرگتر که قرار گرفتند میکرومتر 20الی 

تواند بر گرانروي و جریان  اندازه ذرات می. ]24[ ها است باکتري
شکلات هنگام انتقال در مسیر فرآیند و از همه مهمتر بر روي 

ذاشته و درصورت که از مشروط کردن دمایی تاثیر بسزایی گ
 میکرومتر افزایش یابد مراحل مورد ذکر را 18 الی 15محدوده 

از سویی ممکن است با عدم . مختل و به محصول آسیب برساند
مشروط شدن دمایی کامل ایجاد حس شنی در دهان و هنگام 

هاي  مصرف ایجاد کند و از سوي دیگر با توجه به فرم کریستال
بر ) شکوفه چربی(هاي چربی  د ضهور لکهها شاه نامتقارن چربی

  . ]20[ شود روي محصول می
در  گرانروي مقادیر اندازه گیري شده 7 الی 5بر اساس جداول   

طول مدت زمان نگهداري تفاوت معنی داري مشاهد شد 
)05/0p˂( . روز نگهداري مقادیر 30 و طی 5در جدول 

 60در دوره  بود در حالی Pa.s 2/9 در حدود ظاهريویسکوزیته 
 Pa.s 6/3 روز انتهایی به 90 ثبت و در Pa.s 8/6روزه نگهداري 

مربوط  در طول دوره نگهداري تفاوت معنی داراین . کاهش یافت
هاي شکلات تلخ پروبیوتیک و کنترل در هر دو  به تمام نمونه

دماي نگهداري مشاهده شد و ارتباط حضور و عدم حضور 
. سکوزیته ظاهري را ثابت نکردباکتري در شکلات و تغییرات وی

بود و مقادیر ویسکوزیته پلاستیک نیز همانند ویسکوزیته ظاهري 
 Pa.s 7/1 در دوره اول نگهداري به Pa.s 5/5 روز از 180طی 

هاي پروبیتیک و کنترل  در انتهاي دوره سوم رسید اما در بین نمونه
حضور درصد بالاي چربی که . تفاوت معنی داري وجود نداشت

کند تاثیر  رات جامد را پوشانده و شروع جریان را آسان میذ
 داشته و در مواردي مانند قالبفراوانی بر ویسکوزیته ظاهري 

در حالی که گرانروي پلاستیک بیشتر . گیري اهمیت فراوانی دارد
ادامه به محیط هاي برشی بالاتر مانند جریان از طریق پمپ و 

مواردي . شود مربوط مییر ها و جابجایی در مس جریان در لوله
 دمایی متاثر از هر دو ویسکوززیته بوده و مشروط کردنمانند 
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         تواند بر این مرحله تاثیر منفی بگذارد تغییر در آن دو می
 درصدي در 1کاهش شد که  پیش بینی میاگر چه . ]47 و 24، 1[

 ها به فرمولاسیوین میزان چربی و افزودن همین مقدار از باکتري
 بازتابی از عملکرد نیروي بین ذرات جامد یعنی فاصله به عنوان

را شکلات تلخ ها عملکرد ویسکوزیته ظاهري و پلاستیک  بین آن
اما با توجه به نتایج تحقیقات  دهد تا حد بیشتري تحت تأثیر قرار

Lalicˇic´-Petonijevic´ تفاوت  ]24[) 2015( و همکاران
 .]47 و 48[ ها به وجود نیامد يمعنی داري در اثر افزودن باکتر

در  و 999/0ضریب تعیین براي محاسبه ویسکوزیته پلاستیک 
  .  بود985/0 ظاهريویسکوزیته 

هاي  بین نمونه داري ما در رفتار بافت شناسی نیز تفاوت معنی  
هاي  بر اساس یافته.  نشدمشاهدهکنترل و شکلات تلخ پروبیوتیک 

در دو دماي نفوذ در تیمار کنترل  بیشترین مقدار ،7 الی 5جداول 
c°4 و c°25  و در دور اول نگهداري متر   میلی5/3و به مقدار

 و به شکلات تلخ پروبیوتیکتیمار 3هر کمترین مقدار آن در 
. بود  در هر دو دماي نگهداريگیري اندازهمتر   میلی8/2مقدار 

 Nاز ها  همچنین نیروي مورد نیاز جهت سنجش سختی نمونه
 در انتهاي N 3/7به  نمونه کنترل در دور اول نگهداري  در6/8

کاهش یافت که تفاوت معنی دار در هر دو مورد  روزه 180دوره 
طور کلی روند کاهش مقدار نفوذ با به ). ˂05/0p(مشاهد شد 

 رابطه مستقیم دارد که  در شکلاتکاهش مقدار نیرو جهت نفوذ
وره نگهداري در طول دحکایت از کاهش انسجام بافت شکلات 

 اندازه باشدهرچه این مقادیر کمتر از طرفی در هنگام تولید . دارد
تر، میزان پذیرش دهانی کمتر، مشروط  درشتشکلات ذرات 

ذوب همچنین تر و تا حدودي غیر ممکن و  کردن دمایی سخت
 Afoakwa . افتد تراتفاق می شدن شکلات در دماي محیط سریع

دند که سختی بافت رابطه عکس در تحقیق خود نشان دا) 2010(
با توجه به . ]1[با اندازه ذرات، مقدار چربی و مقدار لسیتین دارد

اندازه ذرات از که کمتر ) µm10در حدود (ها  اندازه ذره باکتري
توان نتیجه گرفت که افزودن آن به شکلات تلخ  شکلات است می

غییر فرم  تاثیري ندارد اما در گذر زمان و با توجه به تفراسودمند
 تبدیل شده و موجب ایجاد VI به βهاي کره کاکائو از  کریستال

تر و کاهش انسجام و پیوندهاي عرضی در  بافت سست
هاي تلخ پروبیوتیک و نمونه کنترل در دو دماب نگهداري  شکلات

 .]13، 10[شد 

Table 5 Values of the Physical and flow parameters of the dark chocolates with and without probiotics 
during storage of 30 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 

Time (180) 
Viscosity (Pa.s) specimens PSD (µm) Hardness 

(N) 
Breaking 

Point (mm) 
Yield value 

(Pa) Plastic Apparent 
Correlation 

coefficient (r) 
PDC-L.a 

(4 °C) 15.27±0.02a 8.59±0.01a 3.45±0.01a 19.65±0.01a 5.57±0.01a 9.21±0.02a 0.99895 

PDC-L.a 
(25 °C) 15.41±0.01a 8.57±0.01a 3.46±0.02a 19.63±0.02a 5.58±0.01a 9.23±0.02a 0.99831 

PDC-B.U 
(4 °C) 15.47±0.01a 8.61±0.02a 3.45±0.02a 19.64±0.02a 5.57±0.02a 9.25±0.01a 0.99279 

PDC-B.U 
(25 °C) 15.39±0.01a 8.61±0.01a 3.53±0.02a 19.67±0.01a 5.55±0.01a 9.22±0.02a 0.99768 

PDC-S.t 
(4 °C) 15.47±0.02a 8.63±0.02a 3.49±0.01a 19.68±0.02a 5.56±0.02a 9.22±0.01a 0.99801 

PDC-S.t 
(25 °C) 15.51±0.02a 8.59±0.02a 3.48±0.02a 19.69±0.01a 5.57±0.01a 9.21±0.01a 0.99809 

DC 
(4 °C) 15.50±0.01a 8.60±0.01a 3.51±0.01a 19.65±0.01a 5.58±0.02a 9.24±0.01a 0.99904 

DC 
(25 °C) 15.16±0.02a 8.59±0.01a 3.52±0.01a 19.66±0.01a 5.56±0.02a 9.21±0.01a 0.99982 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 
*Data are means ± SD. 
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Table 6 Values of the Physical and flow parameters of the dark chocolates with and without probiotics 
during storage of 30-90 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 

Time (30-90) 
Viscosity (Pa.s) specimens PSD (µm) Hardness 

(N) 
Breaking 

Point (mm) 
Yield value 

(Pa) Plastic Apparent 
Correlation 

coefficient (r) 
PDC-L.a 

(4 °C) 15.65±0.01a 8.27±0.02a 2.95±0.01a 7.98±0.01a 2.37±0.01a 6.81±0.02a 0.99141 

PDC-L.a 
(25 °C) 15.67±0.01a 8.29±0.02a 2.96±0.01a 7.95±0.02a 2.38±0.02a 6.82±0.02a 0.99844 

PDC-B.U 
(4 °C) 15.66±0.01a 8.26±0.01a 2.94±0.01a 7.94±0.01a 2.39±0.02a 6.81±0.02a 0.99849 

PDC-B.U 
(25 °C) 15.65±0.02a 8.29±0.01a 2.95±0.02a 7.97±0.02a 2.35±0.01a 6.82±0.01a 0.99729 

PDC-S.t 
(4 °C) 15.64±0.01a 8.26±0.02a 2.97±0.01a 7.98±0.01a 2.39±0.01a 6.82±0.01a 0.99879 

PDC-S.t 
(25 °C) 15.69±0.02a 8.28±0.02a 2.95±0.02a 7.99±0.02a 2.38±0.01a 6.81±0.02a 0.998 

DC 
(4 °C) 15.68±0.02a 8.29±0.01a 2.95±0.01a 7.96±0.02a 2.38±0.02a 6.80±0.01a 0.9994 

DC 
(25 °C) 15.68±0.02a 8.28±0.01a 2.96±0.01a 7.97±0.01a 2.38±0.01a 6.81±0.02a 0.99735 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 
*Data are means ± SD. 

 
Table 7 Values of the Physical and flow parameters of the dark chocolates with and without probiotics 

during storage of 90-180 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 
Time (90-180) 

Viscosity (Pa.s) specimens PSD (µm) Hardness 
(N) 

Breaking 
Point (mm) 

Yield value 
(Pa) Plastic Apparent 

Correlation 
coefficient (r) 

PDC-L.a 
(4 °C) 15.58±0.01a 7.39±0.02a 2.82±0.02a 7.88±0.01a 1.71±0.01a 3.59±0.02a 0.99172 

PDC-L.a 
(25 °C) 15.59±0.02a 7.37±0.02a 2.85±0.01a 7.85±0.02a 1.73±0.01a 3.62±0.01a 0.99862 

PDC-B.U 
(4 °C) 15.59±0.01a 7.36±0.01a 2.84±0.01a 7.88±0.01a 1.73±0.02a 3.61±0.02a 0.99927 

PDC-B.U 
(25 °C) 15.55±0.01a 7.39±0.02a 2.83±0.02a 7.86±0.02a 1.71±0.02a 3.58±0.02a 0.99937 

PDC-S.t 
(4 °C) 15.57±0.02a 7.36±0.02a 2.82±0.01a 7.87±0.02a 1.72±0.02a 3.62±0.01a 0.99879 

PDC-S.t 
(25 °C) 15.59±0.01a 7.36±0.01a 2.83±0.02a 7.86±0.01a 1.71±0.02a 3.61±0.01a 0.99978 

DC 
(4 °C) 15.58±0.01a 7.39±0.02a 2.84±0.02a 7.89±0.02a 1.73±0.01a 3.60±0.01a 0.99798 

DC 
(25 °C) 15.58±0.01a 7.38±0.01a 2.83±0.02a 7.86±0.02a 1.71±0.02a 3.61±0.01a 0.99739 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 
*Data are means ±SD 

ــخ   -3-5 ــکلات تل ــگ ش ــرات رن ــابی تغی ارزی
  فراسودمند

LPDCمقدار متوسط 
 ، aPDC ،bPDC  وΔE  در جدول نشان از

هاي کنترل و شکلات تلخ   عدم تفاوت معنی دار بین نمونه

هاي پروبیوتیک بر  پریبیوتیک داشت که عدم تاثیر حضور باکتري
این مورد نیز در تحقیقات . کلات را نشان دادروي ش

Petronijevic´  آنها نیز .  ثابت شد2015و همکارانش در سال
با افزودن میکروب به شکلات و نیز شیر کاکائو آزمون رنگ 
سنجی را انجام دادند که در نهایت مشخص شد افزودن 
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 . ]28[ نداردشکلات بر رنگ ) ˂05/0p(هاي پروبیوتیک تاثیر معنی داري  باکتري
Table 5  Values of the Physical and flow parameters of the dark chocolates with and without probiotics 

during storage of 30 days at 4 °C and 25 °C in percent±*. 
Time (180) 

specimens LPDC aPDC bPDC ΔE 

PDC-L.a 
(4 °C) 24.56±0.01a 1.36±0.01a 3.45±0.01a 1.65±0.01a 

PDC-L.a 
(25 °C) 24.55±0.02a 1.33±0.02a 3.46±0.02a 1.68±0.02a 

PDC-B.U 
(4 °C) 24.61±0.02a 1.33±0.01a 3.45±0.02a 1.64±0.02a 

PDC-B.U 
(25 °C) 24.59±0.02a 1.32±0.02a 3.53±0.02a 1.70±0.01a 

PDC-S.t 
(4 °C) 24.57±0.01a 1.35±0.01a 3.49±0.01a 1.68±0.02a 

PDC-S.t 
(25 °C) 22.59±0.01a 1.31±0.01a 3.48±0.02a 1.69±0.01a 

DC 
(4 °C) 15.50±0.01a 8.60±0.01a 3.51±0.01a 19.65±0.01a 

DC 
(25 °C) 15.16±0.02a 8.59±0.01a 3.52±0.01a 19.66±0.01a 

±Means within each column with the same letter are not significantly different (P˂0.05) 
*Data are means ± SD. 

و شکلات بر روي رنگ محصول و بافت پراکندگی اجزا اثر 
 20 الی 15در محدوده اندازه ذرات حفظ . پخش آن مشهود است

موجب ایجاد روشنایی و شفافیت درصد چربی  35و میکرومتر 
ي ها این در حالی است که حضور سویه. شود رنگ بیشتري می

ها تفاوت معنی داري بر رنگ  پروبیوتیک با توجه به ابعاد آن
 1 کاهش از طرف دیگر. هاي تلخ پروبیوتیک ایجاد نکرد شکلات

و به درصدي مقدار چربی نیز میزان پراکندگی ذرات و بافت 
دنبال آن رنگ شکلات را تغییر نداد که با نتایج تحقیقات 

Saputro 48، 4[مطابقت دارد ) 2019( و همکاران[ .  
  

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

هاي لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس،  باکتريپروبیوتیک 
ترکیب شده و  استرپتوکوکوس ترموفیلوس و بیفیدوباکتریوم

هاي  بررسی ویژگی. تولید شدشکلات تلخ پروبیوتیک 
 پروبیوتیک نگهداري شکلات تلخ فیزیکوشیمیایی نشان داد که

 روز داراي درصد 180 طی c° 25 وc° 4شده در دو دماي 
رطوبت، اسیدیته و فعالیت آبی قابل قبولی بوده و از حد مجاز 

استاندارد ایران به منظور تولید این محصول در مقیاس صنعتی 
در بررسی بافت و استحکام ساختار، اگر چه . خارج نشدند

ر دو دما نتایج قابل قبولی را محصولات نگهداري شده در ه
بافتی با کسب کردند اما نوع نگهداري شده در دماي یخچال 

 ژيولرفتار رئو. را نشان داد ي بیشتریکنواختی و استحکام
هر دو دما نتایج مشابهی را  که نگهداري در کردمشخص ها  نمونه

هاي پروبیوتیکی بر  ارائه داده و اثبات کردند که افزودن یاکتري
افزودن لذا . ار رئولوژیک شکلات تلخ اثر معنی داري نداردرفت

هاي فیزیکوشیمیایی،  هاي مذکور تاثیر منفی بر روي پارامتر باکتري
ترکیبی از باکتریهاي ساختار و رئولوژیکیشکلات تلخ نگذاشته و 

پروبیوتیک و شکلات تلخ نشان دهنده مسیر امیدوار کننده به 
ودمند است که داراي طعم سمت تشکیل محصولات جدید فراس

  .باشند لذت بخش و اثرات بهبود دهندگی سلامت می
  

   منابع- 5
[1] Afoakwa, E. O., Paterson, A. Afoakwa, E. O., 

Paterson, A. & Fowler, M. 2007a. Factors 
influencing rheological and textural qualities in 
chocolate – a review. Trends in Food Science 
and Technology. 18. 290–298. 
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Dark chocolate as a best-selling product worldwide with the main health-oriented 
ingredients such as cocoa powder and butter, along with a high level of consumer 
awareness of maintaining and enhancing health, reinforces the idea of enriching all 
types of chocolate with probiotic strains. The aim of this study was to investigate the 
effects of the presence of microencapsulated bacteria Lactobacillus acidophilus, 
Streptococcus thermophilus and Bifidobacterium using sodium alginate and resistant 
corn starch on physicochemical properties including moisture, acidity, water activity, 
particle size distribution and texture, the plastic and apparent viscosity of probiotic dark 
chocolate were investigated during storage for 180 days at 4 ° C and 25 ° C to determine 
the storage temperature. In order to analyze the data obtained from the research, 
factorial experiment in the form of a completely randomized design was used and the 
comparison of means was performed by Duncan's multiple range test at the probability 
level (α = 1%). According to the results, in days 0, 7, 30, 90, 150 and 180 
physicochemical, chocolate and rheological properties at two storage temperatures and 
also between different treatments of probiotic dark chocolate obtained from the strains, 
no significant difference (P <0.05) was observed. Thus, all three products as probiotic 
dark chocolate have suitable characteristics in terms of the mentioned characteristics to 
be present in the consumer market. 
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