BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

cmesesemonmeroe Y HIEHAUII
CUC SO HUU TRi TUE
1-0031534
(517 C1ZN1720; CI2R 1/07; A23L 11/00; (13) B
A23L 11/20
(21) 1-2018-01270 (22) 01/09/2016

(86) PCT/KR2016/009804 01/09/2016 (87) W02017/039361 09/03/2017

(30) 10-2015-0124820 03/09/2015 KR

(45) 25/04/2022 409 (43) 25/06/2018 363A

(73) CJ CHEILJEDANG CORPORATION (KR)
CJ Cheiljedang Center, 330, Dongho-ro, Jung-gu, Seoul 04560, Republic of Korea

(72) KIM, Hye Jin (KR); SHIN, Dong Joo (KR); SHIN, Hye Won (KR); JANG, Eun Seok
(KR); KANG, Dae Ik (KR); MOON, Byoung Seok (KR); OH, Seon Mi (KR); CHO,
Sun A (KR).

(74) Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54) CHUNG BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS CJ14-6 BPUQC PHAN LAP TU
MEJU TRUYEN THONG, PHUONG PHAP CHE BIEN KOJI PAU NANH BANG
CACH SU DUNG CHUNG NAY VA KOJI PAU NANH DPUOC CHE BIEN BANG
PHUONG PHAP NAY

(57) Séng ché dé cap dén chung Bacillus amyloliquefaciens CJ14-6 dugc phan lap tir meju
truyén thong, phuong phap ché bién koji ddu nanh bang cach sur dung chung nay, va koji
dau nanh dugc ché bién bang phuong phap ché bién nay. Phuong phap ché bién koji dau
nanh bao gdbm budc ngam déu nanh trong nudc hodc bd sung nudc vao dau nanh va hap
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Linh vue ki thuat dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén ching Bacillus amyloliquefaciens CJ14-6 dugc phan lap
tir mon meju truyén théng va c6 hoat tinh proteaza va hoat tinh chéng béo phi cao,
phuong phép ché bién koji d4u nanh bing cach st dung ching méi nay va koji déu

nanh duoc ché bién bang phuong phap ché bién nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Meju 1a thuc phdm 1én men ding 1am thanh phan co ban cho cac thuc phim tir
dau nanh 1én men truyén théng cta Han Quéc, nhu ganjang (s6t du nanh), gochujang
(tvong 6t), va doenjang (twong dau nanh). Meju, voi thanh phan chinh lam tir dau
nanh, ciing 14 men rét quan trong dé ché bién cac dd gia vi truyén thdng ctia Han Qudc,
tic 13, ganjang (s6t dau nanh), gochujang (twong 6t do6), va doenjang (twong dau
nanh).

Meju (d3u nanh 1én men) dugc phén loai mot cach rong rai thanh meju truyén
thdng, meju cai bién, hodc koji cong nghiép (Kokja) tiry thude vao phuong phap ché
bién. Meju truyén thong chi dugc ché bién tir ddu nanh ma di duoc d6 khudn, gbi
trong rom lua, va sau d6 1én men trong khoang thoi gian xac dinh. Meju cai bién dugc
ché bién tir d4u nanh hip va 1én men bing ching Aspergillus sp.. Koji cong nghiép
duoc ché bién bang cach 1én men hat lua my hodc bot my bang Aspergillus oryzae.

Gochujang (tuong 6t do) dugc phan loai mdt cach rong radi thanh gochujang
truyén théng (kidu Han Qudc) va gochujang san xuit trong nha méy (cai bién) theo
phuong phap ché bién. Gochujang truyén thong 14 dd gia vi 1én men 1am tir bot meju
ding cho gochujang (hdn hop dau nanh va hat theo ty 18 nhét dinh), thanh phan tinh
bdt nhu gao nép, yeotgireum (bdt mam dai mach), mudi, va bot 6t, qua 1én men va lam
ngiu. Gochujang ché bién tai nha may 14 gochujang 1am ngéu bang diastaza bing cach
st dung koji voi Aspergillus oryzae nudi ciy thay cho bot meju ding cho gochujang.
Trong viéc ché bién koji, thanh phin protein 1a dau nanh; va thanh phan tinh bot 13 bot

gao hodc bot my.
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Vi phu nit di 1am ngay cang nhiéu, ngay cang ¢ nhidu ngudi mua gochujang
ché bién tai nha may. Do d6, viéc san xuit gochujang ché bién tai nha may ngay cang
tang, va viéc xuat khiu gochujang ciing dang ting 1én.

Vé phuong phap thong thuong dé san xuat gochujang ché bién tai nha may,
béng sang ché Han Quéc s6 10-0668056 boc 16 meju dau nanh va phuong phap ché
bién meju dau nanh, trong d6 cac vi sinh vat duoc nudi cdy duge cdy vao dau nanh dé
1én men dau nanh. Cy thé hon, giai phap da biét nay mé ta phuong phap ché bién meju
dau nanh va meju dau nanh duoc ché bién bang phuong phép nay, phuong phap niy
bao gdm budc hap va lam khé dau nanh, va bude 1én men gdém cy vi sinh vat da nuoi
chy duoc phan 1ap tir meju truyén thdng vao dau nanh va sau dé 1én men d4u nanh
trong khoang tho1i gian x4c dinh.

Ngay cé khi stir dung phuong phap nay, vin con c6 nhu ciu phat trién koji dau
nanh dé san xuét luong 16n gochujang ché bién tai nha may.

Tai liéu k¥ thuat vién dan

(Tai lidu sang ché 1) KR 10-0668056 B1 (cong bé ngay 11/01/2007)

Ban chat ky thuit cia sang ché

Trong nd luc nghién ctru san xudt lugng 16n gochujang ché bién tai nha may,
céc tac gia sang ché da phat hién thuc té ring ching Bacillus amyloliquefaciens CJ14-
6 dugc chon tir cac chung c6 hoat tinh proteaza cao dugc phan lap tir cac d6 gia vi
truyén thdng c6 thé duoc sir dung dé ché bién koji dau nanh thich hop dé san xuit
luong 16n gochujang ché bién tai nha may, nhdr d6 da thuc hién sang ché.

Do d6, muc dich cta sang ché 1a cung cap chung Bacillus amyloliquefaciens
CJ14-6 duoc phan l4p tir meju truyén thong.

Muc dich khac cta sang ché 1a cung cip phwong phap ché bién koji dau nanh
bang cach sir dung chiing nay.

Mot muc dich khéc nita cia sang ché 1a cung cép koji dau nanh dugc ché bién
bang phuong phap ché bién nay.

Pé dat duoc cac muyc dich cua sang ché, ching Bacillus amyloliquefaciens
CJ14-6 dugc phan 1ap tir meju truyén thdng va c6 hoat tinh proteaza va hoat tinh chdng

béo phi cao duogc dé xuat.
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Séng ché ciing dé xuat phuong phap ché bién koji ddu nanh ma bao gdm budc
hap d4u nanh ngam trong nuéc hodc bd sung nudc vao ddu nanh va hap déu nanh da
ngam hoic ddu nanh di bd sung nudc; va budc ché bién koji dau nanh g@)m viée céy
ching Bacillus amyloliquefaciens CJ14-6 vao dau nanh da hip va lén men dau nanh
hép nay.

Sang ché ciing dé xuit koji ddu nanh duoc ché bién bing phuong phép ché
bién nay.

Hiéu qua ctia sang ché

Hiéu qua cia sang ché 1a cho phép san xudt gochujang ché bién tai nha may
véi luong 16n bang cach st dung chung Bacillus amyloliquefaciens CIJ14-6 duoc chon
dudi dang ching phan 1ap duoc tir meju truyén théng va cé hoat tinh proteaza cao

trong ché bién koji dau nanh.

MB& ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 12 hinh anh cic t& bao m& & nhém dbi chimg dugc nhuém bing xanh
anilin trong vi du thr nghiém 1.

Fig. 2 13 hinh anh cac té biao m& & nhém thir nghiém vi du 2 duoc nhuém bang

xanh anilin trong vi du thir nghiém 2.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché s& dugc md ta chi tiét duoi day.

Theo phuong an thi nhét, séng ché dé xuat chiung Bacillus amyloliquefaciens
CJ14-6 dugc phan 1ap tir meju truyén théng va co hoat tinh proteaza cao.

Cu thé hon, nhiéu chung duoc phén 14p tir meju truyén thdng cta Han Qubc. O
bude chon loc thir nhét trong sé nhidu ching khéc nhau, cac ching Bacillus spp.. Véi
hoat tinh proteaza cao dugc phéan lap tir moéi truong hoat dong; va & bude chon loc thur
hai tir cac chung Bacillus spp., ching voi kha nang phan giai protein cao dugc tach tur
mdi trudong nudi céy rin c6 st dung dau nanh. Viéc giai trinh tu rADN 16s dugc thuc
hién dé chon loc lan cudi ching Bacillus spp..

Chung Bacillus spp. phan lap dugc & budce chon loc 14n cudi duoc nhan dang 1a
Bacillus amyloliquefaciens (trinh tu s 1). Chung v&i hoat tinh proteaza cao nay dugc

goi 14 “Bacillus amyloliquefaciens CI14-6” va dwoc nhan boi Trung tim Gidng Vi
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sinh vat Han Quéc (Korean Culture Center of Microorganisms - KCCM) vao ngay
01/07/2015 (sb truy cap KCCM11718P).

Theo phuong 4n thir hai, sang ché dé xuat phwong phap ché bién koji ddu nanh
ma bao gdm budc hip d4u nanh ngdm trong nude hodc bd sung nude vao dau nanh va
hép dau nanh di ngdm hodc d4u nanh da bd sung nudc; va bude ché bién koji dau nanh
gom viée cdy ching Bacillus amyloliquefaciens CJ14-6 vao dau nanh da hip va 1én
men ddu nanh hép nay.

Cu thé hon, sang ché d& xuét phuong phép ché bién koji dau nanh bao gém
budc: ngdm dau nanh da chon va rira trong nudc hodc bd sung nudc vao dau nanh da
chon va rira; hip va lam ngudi dau nanh; u ching Bacillus amyloliquefaciens CI14-6
dé chuan bi mdi truong nudi cdy; va cdy moéi truong nudi ching Bacillus
amyloliquefaciens CJ14-6 vao déu nanh ngudi va 1én men déu nanh dé ché bién koji
dau nanh.

Phuong phap ché bién nay c6 thé bao gdm thém budc ngdm dau nanh da chon
va rira trong nudc ngdm duogc gitt & nhiét do tir 10 dén 50°C trong 1 dén 15 gio trude
budc hip dau nanh. Pau nanh c¢6 thé duoc hip bing hoi bio hoa (1,0 dén 2,0 kgf/cm?)
& nhiét do tir 100 dén 150°C trong 1 dén 60 phit. Tuy nhién, phuong phap hap theo
sang ché khong chi gioi han & phuong phép da chi r6 nay. Pau nanh di hip c6 thé
duge 1am ngudi dén khoang 30 dén 50°C, cu thé hon 1a khoang 30 dén 35°C.

P4u nanh c6 thé duoc hip trong thiét bj khir tring bing hoi 4p luc cao (ndi
hép) & nhiét d6 tir 100 dén 150°C trong 5 dén 15 phut, cu thé hon 1a & nhiét 6 110°C
trong 10 phtt.

Chung Bacillus amyloliquefaciens CJ14-6 c6 thé duoc st dung & dang bao tir
duoc G trong mdi truong nudi cdy. Mai truong nudi cdy cé thé duge ciy déu vao dau
nanh da hip véi lugng tir 0,1 dén 3,0% khéi lugng véi voi tong khbi lugng nguyén
liéu dau nanh.

MBoi trudong nudi cdy dé u chung nay cé thé 1a moi truong sét dau nanh. Mbi
truong s6t ddu nanh nhu duoc st dung & ddy c6 thé dugc chudn bi bang cach tron 1
dén 10% st dau nanh dugc chon tir nhém gdém sdt ddu nanh kidu Han Qudc, sét dau
nanh ché bién tai nha may, hoic sbt ddu nanh hén hop va 0,1 dén 10% dudng dugc

chon tr nhém goém glucoza, sacaroza, galactoza, va maltoza.
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Theo mot phuong an khac, sang ché bao gém viéc cdy vao méi truong sdt dau
nanh (chira sét ddu nanh ché bién tai nha may va glucoza) bing ching Bacillus
amyloliquefaciens CI14-6, thu dugc bang cach phan lap gidng thuin va bao quan, va
tién hanh @ & khoang nhiét d tir 30 dén 42°C trong 20 dén 42 gid cho dén khi tao ra
bao tir d& chuan bi mdi trudng nudi cdy ching Bacillus amyloliquefaciens CI14-6.

Sau khi ciy ching Bacillus amyloliquefaciens CJ14-6, dau nanh dugc 1én men
& nhiét d6 tir 30 dén 45°C, cu thé hon 13 & nhiét do tir 34 dén 44°C, trong mot dén ba
ngay dé ché bién koji dau nanh.

Phuong phap ché bién nay c6 thé bao gébm thém budc lam kho sau budc 1én
men.

Theo phuong 4n th ba, sing ché dé xuét koji d4u nanh dugc ché bién bang
phuong phap ché bién koji dau nanh nay.

Koji d4u nanh duoc ché bién bang phuong phap ché bién theo sang ché c6 thé
dugce str dung trong san xut luong 16n gochujang ché bién tai nha may.

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét c6 tham chiéu dén cac vi du sau, cac
vi du nay duoc dua ra chi nhdm minh hoa sang ché va khong duogc hiéu 1a dé gidi han

pham vi ctia sang che.

Vi du thue hién sing ché
Vi du 1: Phan lap ching tir meju truyén théng va nhan dang ching
(1) Phan 1ap ching va nhan dang

Chuing dugc st dung lam men dé 1én men theo sang ché duoc phan 13p va chon
loc tir meju truyén théng thu duoc tir nhitg nha san xuét thuc pham truyén théng tai
tinh Gyeonggi-do, Gangwon-do, Chungbuk, va Chunnam.

Meju truyén théng dugc pha lodng bang nudc vo triung, cdy trai lén agar dinh
dudng (Difco), va nudi cay ¢ 37°C. Nam vi sinh vat séng dudi dang loai chiém wu thé
trong meju truyén thdng dugc chon, dugce phan 1ap tir meju truyén thdng bang phuong
phap phan 1ap qua nudi ciy thuan, va nhan dang. Cac ching riéng ré& l1an luot duoc dit
tén la °CJ 3-27°, °‘CJ 4-4°, °‘CJ 5-10°, °‘CJ 14-6°, va ‘CJ 16-57".

Céc chung phan 1ap dugc duge nudi cdy co lac (& 200 vong/phat) trong moi
truong dinh dudng long (Difco) ¢ 37°C trong 24 gid va sau d6 do hoat tinh proteaza.

Két qua nhéan dang va hoat tinh proteaza duoc thé hién trén bang 1.
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Bang 1

Két qua nhéan dang cac chung phan 1ap duoc tir meju truyén théng

Cac chung chon loc chinh | Hoat tinh proteaza (U/g) Két qua nhan dang
CJ 3-27 62,58 £ 0,17 Bacillus amyloliquefaciens

Cl 4-4 91,44 £ 6,97 Bacillus licheniformis
CJ 5-10 61,72 +4,13 Bacillus subtilis subsp.
Subtilis

CJ 14-6 140,73 + 4,62 Bacillus amyloliquefaciens
CJ 16-57 222.42 + 0,63 Bacillus licheniformis

(2) Céc ching chon lgc chinh

Cac ching chon lgc chinh tir cac chiing da phén 1ap va nhéan dang 1a cac ching,
nhu CJ 3-27, CJ-4-4, CJ 14-6, va CJ 16-57, khong phai CJ 5-10 ma c6 hoat tinh
proteaza thap nhit.

(3) Céc chiing chon loc thi cip

Bén chung dugc coi 1a chung chon lgc chinh dugc dung dé ché bién koji dau
nanh va dugc do hoat tinh proteaza. Két qua do duogc thé hién trén bang 2. Béng cach
so sanh hoat tinh proteaza, cac chiing v&i hoat tinh proteaza cao dugc goi la ching
chon loc thir cép.

Pé ché bién koji ddu nanh, 1 kg dau nanh duogc ngim trong nudc tinh khiét
trong 12 gio, hap trong thiét bi khir tring bang hoi ap luc cao (ndi hip) & 110°C trong
10 phut, va sau d6 lam ngudi xudng 35°C. Mdi ching d phan 1ap duoc dua vao dau
nanh ngudi véi luong 2,0% khdi lugng so véi téng khéi luong nguyén liéu va i &
37°C trong 3 ngay. Cac ching duoc nudi ciy nhu vy dugc dung dé ché bién koji dau
nanh riéng ré.

Pé do hoat tinh proteaza, mdi koji dau nanh dugc chiét va loc & 30°C trong
mot gio, va dich loc duge cung lam dung dich coenzym. Dung dich phan img enzym
duoc chuin bi bang cach bd sung 0,5 ml dung dich coenzym, 1,5 ml casein sita 2%
lam co chit, va 1 ml dém Mcllivin (46 pH = 6,0) va tién hanh phan ting enzym & 38°C
trong mdt gio. Sau d6, 3 ml dung dich TCA 0,4M duoc bb sung vao dé tam ngimg
phan Ung, va sau khi loc, dung dich phan trng dugc tron voi 5 ml Na,CO5; 0,4M va 1
ml chét phan tmg phenol. Dung dich thu duoc duge hién mau & 38°C trong 30 phut, va
d6 hép thu & 660 nm dugc xac dinh bang quang phd ké. Dé thé hién hoat tinh enzym,
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luong enzym tao ra tyrosin tuong Ung véi 1 ug trong mot phut duge xac dinh 1a mot
don vi. Tyrosin dugc dung 1am chét tham chiéu dé tao ra duong cong hiéu chuan.
Bang 2

So sanh hoat tinh proteaza dbi vei koji dau nanh bang cach st dung cac ching chon
loc chinh

Céc chung chon loc chinh Hoat tinh proteaza (U/g)
CJ 3-27 258
Cl4-4 118
CJ 14-6 225
CJ 16-57 155

Tir két qua trén bang 2, cac ching CJ 3-27 va CJ 14-6 véi hoat tinh proteaza
cao duogc chon.
(4) Budc chon loc thir ba: Hoat tinh chéng béo phi in vitro ctia 3T3-L1
(A) Dong té bao

Nhu dbi voi cac t& bao md biét hoa, cac té bao 3T3-L1, dong té bao s¢i phdi
chu6t nhit duoc mua tir ngén hang dong té bao Han Qubc (Korean Cell Line Bank -
KCLB).
(B) Nuoi ciy té bao

Viéc nuoi céy céc té bao 3T3-L1 duoc thuc hién béng cach st dung méi trudng
nuéi cdy DMEM chtra 10% BCS va 1% penixilin-streptomyxin. Céc té bao, khi da
tang sinh dén 70% dia nuéi cdy, dugc tach bing cach ly tim & 1000 vong/phut va nudi
cAy thir cAp voi ty 18 1:5.
(C) Tht nghiém MTT

Dua trén kha nang phan tmg v6i MTT va tao ra tinh thé MTT formazan mau
xanh sim cua dehydrogenaza ti thé t& bao séng, thir nghiém MTT duoc thuc hién theo
phuong phép dugc mé ta boi Carmichael va cac dong tac gia. 500 ul té bao 3T3-L1
trén mdi giéng dugc dua vao dia 48-giéng & ndng d6 1,5 x 10*/ml va @ trong may
(37°C, 5% CO,) trong 24 gid dé cb dinh céc té bao vao ddy cua dia. Vao ngdy hom
sau, mau dugc bom vao timg giéng dén ndng do cudi 1000 pg/ml, 250 pg/ml, hodc 0
ng/ml. Sau khi G trong 24 gid, moi trudng chira miu duge diéu chinh d&n 5 mg/ml va
dung dich thiazolyl xanh tetrazoli bromua dugc bb sung vao theo ty 1é 50 ul mdi giéng

dén ndng d6 cudi 500 pg/ml. Cac té bao duoc U trong may 1 (37°C, 5% CO,) trong 4
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gidr. Sau khi hoan thanh phan tng, moi trudng chtra chét phan img MTT dugc lay ra,
va 300 pl dimetyl sulfoxit (DMSO) duoc bd sung vao dé hoa tan tinh thé MTT-
formazan, ma da duoc hién mau trong 5 phut d& do d6 hap thu & 540 nm bing céch st
dung may doc vi dia ELISA.

(D) Cam tng su biét hoa té bao 3T3-L1

bé cam ung sy bi€t hda té bao, cac t& bao dugc dua vao dia 6-giéng voi n6ng
d6 2,5 x 10* t& bao/ml va U trong mdi truong nudi cdy DMEM chira 10% FBS va 1%
penixilin-streptomyxin trong may u (37°C, 5% CO,) trong 4 ngay dén khi cac té bao
chuyén sang trang thai sau hop dong. Pdi chimg dwong dugc sir dung trong thir
nghiém chéng béo phi 14 resveratrol c6 kha ning trc ché su biét héa cac té bao md tién
than, ddy nhanh su phan giai m&, va ngin chin su sinh m& bing cich cam tng sy ‘tu
chét’ tu dinh hudng cua céc té bao m& trudéng thanh.

Vao ngdy 0, céc té bao & trang thai sau hop dong dugc xir Iy bang méi trudng
cam Ung su biét hoa chira 10% FBS, 1% penixilin-streptomyxin, 5 pg/ml insulin, 1
uM dexamethason (DMS), va 0,5 mM (3-isobutyl-1-metylxanthin (IBMX) trong 72 -
gid. Vao ngay thtr 3 va ngay thir 5, cac té bao duge @ véi mdi truong nudi cdy DMEM
hoat hoa su biét hoa chira 10% FBS, 1% penixilin-streptomyxin, va 10 pg/ml INS. Bit
ctt khi ndo moi trudong duge thay thé, tit ca cac mau duge xir ly dé c6 néng do 10
ng/ml, 50 pg/ml, hodc 0 pg/ml va didu chinh dén ndng d6 20 pg/ml dé lam dbi ching
duong.

(E) Nhudém Oil Red O va dinh lugng

Pé xac dinh mirc d6 biét hoa cta céc té bao 3T3-L1 trong qua trinh 1, cac té
bao duoc nhudm bing chit phan tmg Oil Red O d nhudém cac giot nhd lipit theo
phuong phép cai bién tir phuong phap duge mo ta boi Rene va cac dong tac gia, va
Kasturi va cac dong tac gia vao ngay thir 7, tirc 1a ngay biét héa cubi.

Céac té bao dang biét hoa dugc cb dinh trong mdi giéng chita 4% para-
formaldehyt (trong PBS) bing phan tmg & nhiét d6 trong phong trong mot gio hodc lau
hon. Céc té bao duge iy ra khoi dung dich ¢ dinh va nhuém bing 0,5% Oil Red O
trong mdgt gio. Dé loai bo thudc nhudm con lai, cac té€ bao duoc ria béng nudc chay
hai 14n dén khi khong con chit phan Gmg nhudm. Cac giot nhé lipit ¢ nhudom duoc

hoa tan trong isopropanol va do d6 hip thu & 510 nm.
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Hoat tinh chéng béo phi in-vitro dugc xac dinh bing cach so sanh hoat tinh trc
ché su biét hoa t& bao m& gitra hai ching Bacillus amyloliquefaciens, CJ 3-27 va CJ

14-6, ma da chung t6 1a c6 hoat tinh proteaza cao.

Bang 3
Ty 1€ tc ché su biét héa t& bao md cua céc chung chon loc thi cép
Céc ching Nong d6 méi truong nudi Ty 18 tic ché su biét hoa
céy (ug/ml) (%)
Bacillus amyloliquefaciens 25 10,10
CJ 3-27 50 6,98
100 3,37
Bacillus amyloliquefaciens 25 20,57%*
CJ 14-6 50 26,41%*
100 36,61*

Hiéu chuén théng ké: kiém dinh student-T
*: P <0,05

Nhu c6 thé thay tir két qua trong bang 3, méi truong nudi ciy ching CJ 14-6
thé hién mic ty 1€ trc ché su biét héa t& bao md déng ké, trong khi mdéi trudng nudi céy

chiing CJ 3-27 khong c6 su thay ddi dang ké vé ty 1& trc ché su biét hoa té bao md.

Vi du 2: Ché bién koji dau nanh

Chung dugc chon trong budc chon loc ching mai lan cudi theo vi du nay,
Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6, dugc st dung 1am thanh phin men dé& ché bién
koji dau nanh theo phuong phép ché bién duoc dua ra trong vi du 1-(1).

Pé so sanh véi koji dau nanh thong thudong bang cach st dung Aspergillus
oryzae, koji du nanh duoc ché bién bang cach st dung Aspergillus oryzae c6 ban trén
thi truong bdi Chungmoo Fermentation Co. lam thanh phin men theo phuong phap
ché bién dugc dua ra trong vi du 1-(1).

(1) Xéc dinh hoat tinh proteaza
Mbi koji dau nanh dugc do hoat tinh proteaza. Két qué do duoc thé hién trén

bang 4.
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Bang 4
Hoat tinh enzym cla koji ddu nanh bing cach st dung ching méi Bacillus

amyloliquefaciens CJ 14-6 va chiing thong thuong Aspergillus oryzae

Céc chung Hoat tinh proteaza (U/g)
Chung méi Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6 225
Chung thong thuong Aspergillus oryzae 102

Nhu c6 thé thiy tir két qua trong bang 4, koji dau nanh st dung ching méi
Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6 c¢é hoat tinh proteaza cao hon 120,6% so v6i koji
dau nanh str dung ching thong thuong Aspergillus oryzae. Diéu nay thé hién ring viéc
st dung koji ddu nanh dung ching méi Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6 c6 thé thuc
day hoat tinh phan huy protein khi dugc ding trong gochujang hodc doenjang va gop

phan ting cuong chit lugng vi giac.

Vi du thir nghiém 1: Xac dinh hidu qua chdng béo phi ctia koji ddu nanh st dung
ching méi (CJ 14-6)

Thit nghiém trén dong vat duoc tién hanh d& danh gia hiéu qua chdng béo phi
cua koji dau nanh stt dung chung méi Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6. Cac dong
vat duoc st dung trong thir nghiém 14 chudt cdng tring duc (chudt céng S.D., 5 tudn
tubi), dugc mua tir hang Damool Science (South Korea) va giit trong chudng sinh thai
& 18+2°C trong diéu kién chiéu sang theo chu ky 12 gior (tir 08:00 dén 20:00).

Céc dbi twong chudt dugce chia thanh hai nhém, mdi nhém gém bay doi twong.
O nhom dbi ching, 20% md& lon duoc bd sung va thitc dn dang bot cho chudt céng
tréng, va céac doi tuong chudt dugc cho an theo ché d6 an giau chit béo. O nhém vi du 2,
céc dbi twong chudt dugc cho dn 0,91% koji dau nanh dung chung méi theo sang ché
theo cung ché do an giau chit béo. Khdi lugng ctia d6i tugng chudt va khéi lugng mod
m& cta dbi tuong chudt 1an luot dugce thé hién trong bang 5 va 6.

Khéi lrong va lugng an duge xac dinh hing tuan, va khdi lugng moé m& va
ham luong lipit dugc x4c dinh sau khi cho nhin dn 12 gi¢o trude khi két thac thir
nghiém. Mau thu thdp dugc dugc tich bang ly tim & 1900 x G trong 20 phut dé tach
huyét thanh, ma dugc sir dung lam miu dé xac dinh ham lugng lipit trong huyét thanh.
Dé phan tich ham luong lipit tong, ham lugng chét béo trung tinh, va tong ham luong

cholesterol cia md gan va mdé md, cloroform-metanol (2:1, v/v) duge bd sung vao
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0,1g m6 gan va m6 md da thu thap, ma sau d6 dugc giit trong tu lanh trong 3 ngay va
ngim trong nudc cit. M6 gan va mé m& duoc tach bang ly tim & 1150 x G trong 20
phiit va xac dinh tong ham lugng lipit trong 16p lipit, tic 1a 16p day. M6 lipit dugc pha
loding va st dung dé xac dinh tong ham lugng cholesterol va ham lugng chit béo trung
tinh. Ham lugng lipit trong huyét thanh va cac mé théng qua viéc phan tich ham luong
duoc thé hién trong bang 7 dén 10.

Pé xac dinh hoat tinh enzym c6 lién quan dén sy sinh tong hop axit béo trong
md md, dém kali phosphat 0,1M (d6 pH=7,4, 37°C) v&i thé tich gép ba lan khéi luong
md md& duoe bd sung vao, va sau khi dong héa, mé m& duoc tach bang cach ly tim &
3000 vong/phut trong 15 phut. Dich ndi thu duoc bing cach nay dugc tach bang ly tim
& 15000 vong/phut trong 30 phit dé thu duge dich ndi thir hai. S6 do hoat tinh enzym
dugc thé hién trong bang 11 va 12.

Pé xéac dinh kich thude té bao md, cac té bio m& thu duge dugc ¢d dinh bing
dung dich Bouin dé tao ra khdi parafin, ma dugc cit thanh céc 14t cit va nhuém bang
thudc nhudém xanh anilin. Sau do, chup anh té bao m& béng kinh hién vi dién tir d so

sanh céc t€ bao md trong ting vung duoc dicu tri.

Bang 5
Cac nhom Khéi luong co Khoi lugng co | DO tdng khéi Luong an héng
thé ban du (g) |  thé cudi (g) luong cothé | ngay (g/ngay)
(g/ngay)
Nhom dbi 171,79 544,00 6,84+0,40 17,49+0,80
ching
Nhém vi dy-2 172,57 513,29 6,26+0,40 17,33+1,78
Bang 6
Cac nhoém Khéi lugng mé mé (g/100g khoi luong co the)
Chét béo trong mao |  Chét béo quanh Tong luong chat
tinh hoan than béo tring
Nhom ddi ching 2,43 0,78 6,80
Nhém vi du-2 2,24 0,65 6,29
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Bang 7
Cac nhém Ham luong lipit trong huyét thanh (mg/dl)
Chat béo trung tinh Tong lugng LDL-cholesterol
cholesterol
Nhoém dbi ching 225,57+£25,64 128,43+£12,92 125,40+15,43
Nhém vi du-2 152,57+10,21%** 95,86+8,28*** 63,66+8,75%**
Bang 8
Céc nhém Ham luong lipit trong m6 gan (mg/g)
Tong luong chét Chét béo trung tinh Téng lugng
béo cholesterol
Nhém ddi ching 247,02+21,87 94,91+18,43 360,45+57,55
Nhém vi dy-2 220,99+16,77* 64,57+£3,00%* 292,48+76,68
Bang 9
Céc nhom Ham lugng lipit trong m6é m& mao tinh hoan (mg/g)
Téng luong chat Chat béo trung tinh Tong luong
béo cholesterol
Nhém d6i ching 501,55+57,14 166,15+16,18 294,90+15,00
Nhém vi dy-2 459,50+35,17 118,44+18,44%*** 250,48+26,74**
Bang 10
Céc nhém Ham luong lipit trong m6 m& mang treo rudt (mg/g)
Tdéng luong chit Chat béo trung tinh Tong lugng
béo cholesterol
Nhém doi ching 412,224+37,59 122,01+6,02 178,23+24,41
Nhém vi dy-2 368,37+23,66* 108,81+9,02%* 147,7712,72%*
Bang 11
Céc nhém Enzym lién quan dén su tong hop axit béo trong mé gan
(nmol/phat/mg protein)
FAS ME G6PDH
Nhém doi chimg 12,22+1,07 31,47+1,39 24,68+1,45
Nhém vi dy-2 9,77+0,54 26,96+1,74 17,31£1,19%*
Bang 12
Céc nhom Enzym lién quan dén su tong hop axit béo trong mé m&
(nmol/phat/mg protein)
FAS ME G6PDH
Nhém doi chting 7,29+0,59 8,00+0,31 24,62+1,26
Nhoém vi dy-2 5,35+0,35*% 5,5140,62%* 20,21+1,30%*
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Béang 13
Cac nhom Nhom doi chimg Nhom vi dy-2
Anh chuyp té bao m& Xem Fig. 1 Xem Fig. 2
Kich thudc té bao m& 21,41+2,45 18,18+1,11
(um’)
Bang 14
Cac nhém Céc yéu tb chi thi su tich tu chit béo trong co thé
Leptin (ng/ml) HR-LPL (don vi/g) | TE-LPL (don vi/g)
Nhém d6i chimg 5,75+0,70 7,03+1,08 36,1245,50
Nhoém vi dy-2 3,9740,17*** 4,30+1,06%* 22,7442,08***
Hiéu chuan thong ké: kiém dinh student-T
* P <0,05
**: P <0,01
% P < 0,001

Nhu ¢6 thé thay tir két qua trong bang 5, nhém vi du 2 c6 d6 tiang khdi lugng

co thé chiém khong qua 91,5% do ting khdi lwong co thé clia nhém ddi ching. Theo

cac két qua duge thé hién trong bang 6, nhém vi du 2 ¢6 khdi luong mé m& quanh than

thip hon so véi nhom ddi chimg; do vay khéi lugng md m& quanh than ctia nhém vi

du 2 chiém khong qua 83,3% so voi khéi luong mé m& quanh thin ctia nhém ddi

ching.

Theo d6, két qua ctia vi du nay thé hién ring koji d4u nanh sir dung ching méi

(CJ 14-6) tao ra hidu qua giam khdi lugng co thé.
S6 truy cap

Vién luu trir: Trung tdm Gidng Vi sinh vat Han Qudc (Korean Culture Center of

Microorganisms) (nu¢c ngoai)
S truy cap: KCCM11718P
Ngay luu trit: 01/07/2015
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S6 ho so cua chu don hodc dai dién bPon quéc té s6
PP16-0112

CHI PINH LIEN QUAN DEN VI SINH VAT BUOC LUU TRU
HOAC VAT LIEU SINH HOC KHAC
(Quy tac 13bis PCT)

A. Céc chi dinh dua ra sau day li€én quan dén vi sinh vat duoc luu trit hodc cac vat
liéu sinh hoc khac dugc de cdp dén trong phan mo ta
trang 11, dong 25.

B. NHAN DANG MAU LUU TRU Céc méu luu trit khdc duge nhan dang &
trang bd sung

Tén vién luu tri
Trung tdm Giong Vi sinh vat Han Qudc

bia chi vién lvu trit (bao gém ma buu chinh va nuwéc)

Trung tdm gidng vi sinh vat Han Quoc (KCCM)

Yoorim Bldg. 45 Hongjenae 2-ga, Seodaemoon-gu, Seoul, 120-861, Rep. of
Korea

Ngay luu trit S6 truy cap
01/07/2015 KCCM 11718P

C. CAC CHI PINH KHAC (b6 trong néu khéng dp dung) Thong tin ndy dugc
tiép tuc & trang bd sung

D. CAC QUOC GIA PUQC CHI PINH (néu cdc chi dinh nay khong phai la cho
moi quo"c gia dwoc chi dinh)

E. CUNG CAP CHI PINH RIENG (¢ trong néu khong dp dung)

Cac chi dinh duoc li€t ké dudi déy s€ duge ndp cho Vin phong quc té sau (ghi
r3 ban chat chung ciia cde chi dinh vi du, "Sé truy cdp cia mau heu trie")

Chi danh cho Vén phong nhén don Chi danh cho Vin phong qudc té
To khai nay duwgc nhan cung véi To khai nay dugc nhan béi Van
don quéc té phong quoc té vao ngay

Cén bd c6 tham quyén Cén bd ¢ thim quyén

Mau PCT/RO/134 (07/1998; in lai 01/2004)
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YEU CAU BAO HQ

1. Chung Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6 (KCCM 11718P) dugc phan lap tir meju

truyén thng va c6 hoat tinh proteaza va hoat tinh chéng béo phi cao.

2. Phuong phép ché bién koji d4u nanh bao gdbm budc:
ngam d4u nanh trong nude hodc bd sung nude vao ddu nanh, va hip dau nanh; va
cdy chung Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6 theo diém 1 vao d4u nanh di hip va 1én

men dau nanh nay dé ché bién koji dau nanh.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap nay bao gdm thém budc ngam dau
nanh di chon va rira & 10 dén 50°C trong 1 dén 15 gio trudc budce hip,

trong d6 budc hip bao gdm déy hoi bdo hoa & 1,0 dén 2,0 kgf/em® dé hip dau nanh &
100 dén 150°C trong 1 dén 60 phut, va

trong d6 phuong phap niy con bao gdbm budc 1am ngudi dau nanh da hap xubng 30

dén 50°C sau budc hap.

4. Phuong phéap theo diém 2, trong d6 budc hip dugc tién hanh trong thiét bi khir tring
bang hoi 4p luc cao (ndi hip) & 100 dén 150°C trong 5 dén 15 phut.

5. Phuong phap theo diém 2, trong d6 ching Bacillus amyloliquefaciens CJ 14-6 dugc
cAy vao ddu nanh da hip vai luong tir 0,1 dén 3,0% khdi lugng so véi tong khéi luong

cac nguyén li€u tho.

6. Koji dau nanh duoc ché bién bing phuong phap theo diém bt ky trong s cac diém
tir 2 dén 5.

7. Koji d4u nanh c6 hoat tinh chéng béo phi duoc ché bién bang phuwong phap theo

diém bét ky trong sb cac diém tir 2 dén 5.
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Fig. 1

SR
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<120> Chung Bacillus amyloliquefaciens CJl4-6 dugc phan lap tu
meju truyén théng, phuong phadp ché bién koji ddu nanh bing cach su
dung chuing ndy va koji dau nanh dugc ché bién bing phuong phdp nay
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<160> 1

<170> KoPatentIn 3.0
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<211> 1418

<212> ADN

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 1

agtcgagcgg acagatggga gcttgctcce tgatgttagc ggcggacggg tgagtaacac
60

gtgggtaacc tgcctgtaag actgggataa ctccgggaaa ccggggctaa taccggatgg
120

ttgtttgaac cgcatggttc agacataaaa ggtggcttcg gctaccactt acagatggac
180

ccgcggcgca ttagctagtt ggtgaggtaa cggctcacca aggcgacgat gcgtagccga
240

cctgagaggg tgatcggcca cactgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca
300

gcagtaggga atcttccgca atggacgaaa gtctgacgga gcaacgccgc gtgagtgatg
360

aaggttttcg gatcgtaaag ctctgttgtt agggaagaac aagtgccgtt caaatagggc
420

ggcaccttga cggtacctaa ccagaaagcc acggctaact acgtgccagc agccgcggta
480

atacgtaggt ggcaagcgtt gtccggaatt attgggcgta aagggctcgc aggcggtttc
540

ttaagtctga tgtgaaagcc cccggctcaa ccggggaggg tcattggaaa ctggggaact
600

tgagtgcaga agaggagagt gggagtacca cgtgtagcgg tgacatgcgt agagatgtgg
660

aggaacacca gtggcgaagg cgactctctg gtctgtaact gacgctgagg agcgacagcg
720

tggggagcga acaggattag ataccctggt agtccacgcc gtaaacgatg agtgataagt
780
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