BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

et 111
CcuC SO HUU TRi TUE
1-0036920
(51) C12N 1/20; C12N 1/00; A23B 7/10; (13) B
A23L 19/00
(21) 1-2019-00579 (22) 14/07/2017

(86) PCT/KR2017/007616 14/07/2017 (87) W02018/012942 18/01/2018
(30) 10-2016-0090286 15/07/2016 KR
(45) 25/09/2023 426 (43) 25/04/2019 373A
(73) CJ CHEILJEDANG CORPORATION (KR)
CJ Cheiljedang Center 330, Dongho-ro, Jung-gu, Seoul 04560, Republic of Korea
(72) CHOI, Seung Hye (KR); OH, Ji Young (KR); LEE, Dong Yun (KR).
(74) Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54) CHUNG LEUCONOSTOC MESENTEROIDES CJLM181 TAO RA LUONG KHi
GIAM, CHE PHAM MEN GIONG CHUA CHUNG NAY, KIM CHI CHUA CHE
PHAM NAY VA PHUONG PHAP CHE BIEN KIM CHI BANG CACH SU DUNG
CHUNG NAY

(57) Sang ché dé cap dén ching Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP)

tao ra luong khi giam, ché phim men gidng chtra chiing nay, va phwong phap ché bién kim

chi bang cach sir dung chiing nay.



36920

Linh vire ki thuét dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ching Leuconostoc mesenteroides tao ra lwong khi giam va
phuong phap ché bién kim chi bang cach sir dung ching nay.
Tinh trang k§ thuét cia sang ché

Kim chi 1a thuc phém duoc ché bién béng hoat dong 1én men cua vi sinh vat, trong do6
cac vi sinh vat c6 thé hoat dong dé phan giai cac thanh phan cta thuc phdm va tong hop cac
thanh phin méi dé céi thién gia tri dinh dudng, i yéu thich va do 6n dinh khi bao quén thuc
pham.

Kim chi truyén thong gip vin dé & chd khi (chi yéu 1a cacbon dioxit) duge tao ra trong
qué trinh phén phéi kim chi lam cho bao bi bi phong, lam hw hong bao bi, va 1o i tir bao bi, va
& chd chét Iwrong vi gidc ciia kim chi giam do vi chua manh sinh ra tir sy du thira nay.

Dé giai quyét nhiing vén d& nay, cac phuong phap kiém soat bang cach str dung nhiéu
cong nghé bao goi khac nhau nhir mang polyme c6 do tham théu khi cao (cong bd don sang
ché Han Quéc sb 10-1999-0078725) hoic sir dung van mot chiéu (cong bd don giai phap hitu
ich Han Quéc s6 20-2013-0002058) da dugc bao cao. Tuy nhién, cac phuong phap nay c6 han
ché v& mat chi phi hodc tuong tu khi thuong mai héa chiing trong thuc té, va khong dua ra
dugce giai phap co ban cho sy thay ddi chat lwong kim chi, nhu vi chua qué manh do du thira
khi.

Trong tinh trang k¥ thudt nhu vay, céc tac gid sang ché d4 tién hanh cAc nghién ctru sau
rong dé phét trién phuong phap giam su tao khi khi ché bién kim chi. Két qua 13, cac téc gia
sang ché da phat hién rang khi kim chi dugc ché bién bang cach sir dung chiing Leuconostoc
mesenteroides cu thé, murc tao khi c6 thé giam trong khi ngin chin duoc su gia ting vi chua,
nhd d6 hoan thanh sang ché.

Céc tai liéu v& gidi phép k§ thuét da biét
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Céc tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: KR 10-1999-0078725 A (1999.11.05);

Tai liéu sang ché 2: KR 20-2013-0002058 A (2013.04.02).
Bén chét ki thuit ciia sang ché

Vn d& ky thuét duoc giai quyét

Muc dich ciia sang ché 14 dé xuét ching Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC
13042BP) tao ra lugng khi gidm.

Muc dich khéc cta sang ché 1a dé xuét ché phim men gidng chita chiing Leuconostoc
mesenteroides CJLM181.

Muc dich khéc nita cia sang ché 1a dé xuit kim chi chita ching Leuconostoc
mesenteroides CJLM181 hodc ché phAm men giéng theo séng ché.

Muc dich khéc nita ciia sang ché 1a dé xuét phuong phép ché bién kim chi, bao gbm
bude cho ching Leuconostoc mesenteroides CJLM181 hodc ché pham men gidng theo sang
ché tiép xtic véi nguyén lidu can 1én men.

M6 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mé ta chi tiét. Trong khi do, ph?ln md ta mot khia canh va
phuong an duge boc 10 trong sang ché ciing c6 thé dugc 4p dung duge cho cac khia canh va
phwong 4n khac vé mit cc yéu t6 chung. Hon nita, tAt ca c4c t6 hop clia nhiéu thanh phan khac
nhau duogc boc 10 trong sang ché déu thudc pham vi clia sang ché. Nigoai ra, pham vi cia séng
ché khong chi gi6i han & phin mé ta chi tiét sau day.

Pé dat dugc cac muc dich ciia sang ché, theo mét khia canh, sang ché d xuét ching
Leuconostoc mesenteroides CJILM181 (KCTC 13042BP) tao ra lugng khi gidm. Chung
Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) theo sang ché c6 thé 1a Leuconostoc
mesenteroides subsp. Mesenteroides.

Theo cac phuong an khéc cua sang ché, ching theo sang ché c6 thé 1a chiing tao lwong
axit giam. Cu thé, axit theo séng ché c6 thé 1a axit lactic. Do do, khi kim chi dugc ché bién béng

cach str dung chiing theo sang ché, chit luong vi giac ctia kim chi ¢6 thé dugc duy tri bang cach
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ngin chan sy gia ting vi chua, so véi khi kim chi duoc ché bién bang cac chiing Leuconostoc
mesenteroides khac.

Theo mot phuong 4n khéc cia sang ché, ching theo sang ché ¢6 thé 1a chiing tao ra
lugng manitol tang. Manitol tao ra cdm gidc mat diu va vi dé chiu cho kim chi, ngan vi chua, va
ngan chan ca sy tang sinh clia cic vi sinh vat tao qua nhiu axit dé ngan cho kim chi khoi bj lén
men quéa muec.

Theo mdt phuong an khéc nita cta sang ché, chiing theo sang ché thé hién két qua 4m
tinh trong cac thir nghiém hoa long gelatin, tao chit chuyén héa ddc (vi du, amoniac), tao
phenylalanin deaminaza, va ti€u huyét, cho thy rang ching ndy an toan khi dugc (mg dung
trong thue phédm (xem vi du 5).

Theo mét phuong 4n khéc nita cia sang ché, ching theo sang ché c6 thé c6 rARN 16s
chira trinh tu SEQ ID NO: 1.

Chung Leuconostoc mesenteroides CILM181 theo sang ché c6 thé bao gdbm manh
thanh t& bao, t& bao séng hoic té bao kho ctia ching nay.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit ché phdm men gidng chira chiing Leuconostoc
mesenteroides CJLM181 (KCTC 13042BP) hodc san phim nudi cy chiing nay.

Ché phim men gidng theo sang ché c6 thé chira ching Leuconostoc mesenteroides
CILMI181 (KCTC 13042BP) theo sang ché vdi ndng do 107 cfivml hodc cao hon, cu thé 1a, 107
cfiml dén 10 cfivml, hogc 10° cfiml dén 10" cfw/ml.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta, thuat ngir “san pham nudi cay” nghia 12 vt liéu thu
duge tir viée nubi cdy ching Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) theo
sang ché sau khi cly vao moi truong. Cu thé, san phim nuéi cy theo sang ché ¢6 thé bao gdbm
ban than san phim nudi cay thu dugc bang cach nudi cdy chiing theo séng ché (ttc 13, san pham
nudi ciy c6 thé bao g0m chiing Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) theo
sang ché, mdi truong hodc san pham chuyén héa ctia chiing nay), dich loc (vi du, dich ndi sau
ly tAm) thu dugc bang cach loc hodc ly tim san phim nuoi ciy dé loai bé chung nay, hodc

tuong tu. Ngoai ra, sén pham nudi cay theo sang ché co thé bao gom san pham nudi cay thu
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duge bang céch 1am kho (vi dy, dong khd) va nghién bot san phim nudi cdy.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, viéc nudi céy theo sang ché c6 thé dugc thuc hién &
nhiét d6 tir 10°C dn 30°C trong 6 dén 48 gior. Cu thé, viéc nuéi cly c6 thé dugc thuc hién &
nhiét do tir 20°C dén 30°C trong 12 dén 36 gio hoc 18 dén 30 gio.

MBoi truong duoc sit dung theo sang ché khong bi gidi han va c6 thé 1a mdi trudng bt
ky da biét diing cho vi khuan axit lactic. Cu thé, méi truong dugce ding theo sang ché c6 thé bao
gdm ngudn cacbon va ngudn nito. Cu thé hon, ngudn cacbon co thé 1a mét hodic nhiéu ngudn
dugc chon tir nhdm gém sucroza, glucoza va fructoza, va nguén nito' ¢6 thé 14 mdt hodc nhiéu
nguén duoc chon tir nhém gém chiét xut ndm men, pepton, chiét xuét thit bo, chiét xuét mam-
dai mach, dich chiét ngd, amoni Xitrat, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni
cacbonat, va amoni nitrat. Mi truong dugc dung theo sang ché con c6 thé bao gém mot hodc
nhiéu méi truong dugce chon tir nhém gém Tween 80, natri xitrat, kali phosphat, natri axetat,
mangan sulfat, magie sulfat, va nudc cat.

Nhu dugc str dung trong ban md ta, thuat ngit "men giéng" nghia 1a tac nhan ma duoc
ap dung theo cach nhan tao 1én nguyén liéu cn 1én men dé hd trg viée khéi diu lén men.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, ché phim men gidng c6 thé & dang 1ong hodc dang

Theo cac phuong én khéc cta sang ché, ché phim men gidng theo sang ché con c6 thé
chira chét bao quén lanh dong. Cu thé hon, ché phim men gidng co6 thé chita thém mot hodc
nhiéu chit bao quan lanh dong dugc chon tir nhém g0m glyxerol, trehaloza, maltodextrin, sita
bot tach béo, va tinh bot. Chét bao quan lanh dong duoc dung theo sang ché c6 thé co mit vai
Twong tir 0,01% khéi Iuong dén 20% khdi Iuong, hodc tir 0,01% khéi lugng dén 10% khéi
luong, dua trén tong khéi lwgng clia ché pham men gidng theo sdng ché. Cu thé, theo sang ché,
glyxerol ¢6 thé c6 mit v6i lugng tr 5 dén 20% khdi luong trong ché phim men gidng;
trehaloza c6 thé c6 mit véi luong tir 2 dén 10% khdi lwong trong ché phim men gidng; sita bot
tach béo c6 thé c6 mat voi lugng tir 0,5 dén 2% khédi huong trong ché pham men gidng; va tinh

bot 6 thé c6 mit véi luong tir 0,1 dén 1% khéi huong trong ché phdm men giéng.
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Theo mdt phuong &n khéc cua sang ché, ché phim men gidng theo sang ché c6 thé chira
thém ta duoc. Cu thé, ta duoc duoc ding theo sang ché c6 thé 1a mét hodc nhiéu ta duge duoc
chon tir nhém gdm glucoza, dextrin va sita bt tach béo. Cu thé hon, ta dugc duoc ding theo
séng ché c6 thé co6 mat véi lugng tir 75 dén 95% khéi luong, hoic tir 85 dén 95% khéi luong,
dua trén tdng khdi luong ctia ché phém men gi6ng theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc nita, sing ché @ xuit kim chi chia ching Leuconostoc
mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) theo sang ché hodc ché phAm men gidng theo sang
ché.

Nhu dugc sir dung trong ban md ta, thudt ngtr “kim chi” 1a thye phém thu duoc béng
cach uép mubi rau (vi du, cai thao (Chinese cabbage), céi ct, hanh 14, cai be xanh va dua chudt,
v.v.) va bo sung gia vi (vi du, bt 6t, t6i, glmg va ca mudi, v.v.) vao rau di u6p mubi, tiép theo
1a 1én men.

Kim chi theo sang ché ¢6 thé chira thém céc chét phu gia d4 biét dugc chép nhan trong
thue phédm. Cu thé, kim chi theo séng ché ¢o thé chira thém huong liéu tu nhién nhu huong
man, huong chanh, huong dira, huong thdo moc hodc tuong tu; chit mau tu nhién nhu nuée
trai cAy tu nhién, chlorophyllin, flavonoit hogc trong tu; thanh phén lam ngot nhur fructoza, mat
ong, rugu dudng hodc duong; hodc chét tao d6 axit nhur axit xitric hodc natri xitrat.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuét phuong phéap ché bién kim chi, bao gdbm
budc cho ching Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) theo sang ché hoic
ché phim men gidng theo sang ché tiép xtic véi nguyén liéu can 1én men.

Theo cac phuong an khéc cia sang ché, ching Leuconostoc mesenteroides CILM181
(KCTC 13042BP) theo sang ché hoidc ché phim men gibng theo sang ché c6 thé duoc cho tiép
xuc voi nguyén liéu can 1én men véi luong tir 0,01 dén 3% khbi luong, 0,1 dén 3% khdi lugng,
0.5 dén 3% khéi luong, hodc 0,5% khéi lwong dén 2% khdi luong, dua trén tong khdi luong
ciia nguyén liéu can lén men.

Ngoai ra, viéc tiép xuc theo sang ché ¢6 thé duoc thuc hién & nhiét do tir 3 dén 10°C

hodic tir 5 dén 10°C trong 1 dén 90 ngay, 10 dén 90 ngay, 10 dén 60 ngay, 20 dén 60 ngay, hotic
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20 dén 40 ngay.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché d2 xuit kim chi dugc ché bién béng phuong
phap ché bién kim chi theo séng ché.

Hi¢u qua cua sang ché

Chiing Leuconostoc mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) theo sang ché tao ra
luong khi giam. Do d6, khi kim chi dugc ché bién bang cach sir dung chiing nay hodc san phim
nuéi ciy chiing ndy 1am men, sy tao khi trong qua trinh phan phéi kim chi ¢6 thé giam, va do
d6 cac van dé nhu hu héng bao bi do khi sinh ra c6 thé dugc ngan chan, nho d6 1am 6n dinh
chét lwong kim chi khi phan phdi. Hon nita, chiing theo sdng ché tao ra lugng axit giam, va do
d6 duy tri d axit khong d6i. Nigoai ra, chuing theo sang ché c6 kha ning tao manitol tuyét voi,
va do d6 hitu hiéu trong viéc cai thién chét luong vi giac cua kim chi.
Vi du thue hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon véi su tham chiéu dén cac vi du. Tuy nhién,
cAn hiéu réng céac vi du nay duogc duara nhim hiéu 15 hon vé sang ché va khong duoc du dinh
d gi6i han pham vi ciia sang ché theo cach bat ky.

Vi du 1: Phan 14p ching tao ra luong khi gidm

1-1) Phan l4p va nhan dang chiing

Nhidu loai kim chi khéc nhau mua tir sidu thi duoc 10 héa & nhiét do thap 5°C, va kim
chi ma dat d6 pH trong khoang ttr 3,8 dén 4,5 dugc dung lam mau kim chi. MAu kim chi dugc
pha lodng 10-l4n bing nuéc mudi 0,85%, cdy vao dia mdi truong aga PES (aga sucroza ruou
phenyl etylic; trong mdt lit nuGe cét, 5 g trypton, 0,5 g chiét xuét ndm men, 20 g sucroza, 2 g
amoni sulfat, 1 g kali phosphat dibazo, 0,244 g magie sulfat, 2,5 ml ruou phenyl etylic, va 15 g
aga), va cdy trai bang dung cu ciy trai. Tiép theo, dia dugc 1 trong méay u & 25°C trong 24 gio,
va sau d6 mdi khudn lac dugc tao ra duoc cdy vach 1én dia aga riéng va tach thanh cac khuén
lac don.

1-2) Chon chiing tao ra luong khi giam

Mbi khuén lac ctia ching da tach trong vi du 1-1 trén ddy duoc cdy vao 10 ml moi
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trudng 1ong MRS (mdi trudng 1ong MRS ctia Difco; 10 g bacto pepton, 10 g chiét xuét thit bo,
5 g chiét xuit nAm men, 20 g glucoza, 1 g Tween 80, 2 g amoni xitrat, 2 g kali phosphat dibazo,
5 g natri axetat, 0,1 g mangan sulfat, 0,05 g magie sulfat, va 1 L nu6e cét) trong 6ng nghiém
chira éng Durham dai 30 mm, va sau d6 nudi cdy tinh & 25°C trong 24 gio. Chiéu cao ctia cot
khi duoc bay trong 6ng Durham duoc do dé x4c dinh muc dd tao khi, va céc ching thé hién
mutc tao khi 10 mm ho#c thap hon dugce chon.

1-3) Chon ching tao luong axit giam

M&i khuén lac cta ching duoc chon trong vi du 1-2 trén ddy duoc cdy vao 10 ml mdi
truong 16ng MRS (mdi trudong long MRS cuia Difco; 10 g bacto pepton, 10 g chiét xuét thit bo,
5 g chiét xuat nim men, 20 g glucoza, 1 g Tween 80, 2 g amoni xitrat, 2 g kali phosphat dibazo,
5 g natri axetat, 0,1 g mangan sulfat, 0,05 g magie sulfat, va 1 L nuéc cét). Dé xéac dinh mitc do
tao axit, moi khuén lac duoc nudi cdy tinh & 25°C trong 24 gid, va sau d6 do do pH bang cach
str dung may do pH (SevenCompact/Ion S220, Mettler Toledo), va cac chung c6 do pH 4,39
hodc cao hon dugc chon.

1-4) Chon ching tao lwong manitol ting

Mbi khun lac ctia ching dugc chon trong vi du 1-3 trén ddy duoc cay vao 10 ml mdi
truong i thiéu (10 g bacto pepton, 20 g fructoza, 1 g Tween 80, 2 g amoni xitrat, 2 g kali
phosphat dibazo, 5 g natri axetat, 0,1 g mangan sulfat, 0,05 g magie sulfat, va 1 L nudc cat)
chira 2% fructoza, va nudi cdy tinh & 25°C trong 24 gid, sau d6 do luong manitol dugc tao ra.
Lugng manitol dugc tao ra dugc xac dinh bang phuong phap HPLC, va ching thé hién mirc do
san sinh manitol 1a 16.000 mg/L hodc cao hon dugc chon.

1-5) Nhan dang chting duoc chon

Chuing duge chon trong vi du 1-4 trén ddy dugc dit tén la “CILMI181”, va trinh tu
nucleotit cia rARN 16s ctia ching nay (SEQ ID NO: 1) duoc phéan tich. Két qué 13, 6 thé thiy
ring trinh tir nucleotit cia rARN 16s ciia chiing CJLM181 ddng nhét 99% véi trinh ty nucleotit
ctia rARN 16s cua Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides CCMMB1121 (SEQ ID

NO: 2). Theo d6, ching CJLM181 dugc dit tén 1a "Leuconostoc mesenteroides CILM181 " va
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Iuu trit trong Korean Collection for Type Cultures tai Korea Research Institute of Bioscience
and Biotechnology vao ngay 10/06/2016 véi s truy cap KCTC 13042BP.

Vi du 2: So sénh murc tao khi

Dé so sanh mire d0 tao khi bdi Leuconostoc mesenteroides CJILM181 duoc chon trong
vi du 1 v6i cac chung khac trong sb cc ching Leuconostoc mesenteroides, cac ching
Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va KCTC3722, ma la cac chiung Leuconostoc
mesenteroides chudn dugc st dung 1am ching ddi chimg dé x4c dinh mirc do tao khi. Mdi
chiing duoc cdy vao 10 ml mdi truong léng MRS trong 6ng nghiém chira 6ng Durham dai 30
mm, va duoc nudi cdy ¢ 25°C trong 24 gio, sau do chidu cao cot khi dugc bay trong dng
Durham dugc do va mitc do tao khi duge so sanh. Mirc do tao khi dugc dénh gia theo cac ti€u
chuén sau: “~ = khong tao khi; “+” = chiéu cao cot khi duoc bay trong 6ng Durham 1a tir 1 dén
5mm; “+’ = chiéu cao cot khi tir 6 dén 10 mm; “+++° = chiéu cao cot khi tir 11 dén 15 mm;
“4++° = chiéu cao cot khi tir 16 dén 25 mm; va “HH+= chiéu cao cot khi trén 25 mm.

Két qua 13, thir nghiém da cho thdy rang muic d9 tao khi ctia Leuconostoc mesenteroides
CJLM181 1a “++, thip hon déng ké so v&i mite do tao khi clia cac ching dbi chimg (“4+++

hodc “+++7) (bang 1).

Bang 1
Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides mesenteroides
CJLM181 KCTC3100 KCTC3722
Mirc dd tao khi ++ +H+ ++

Vi du 3: So sdnh muc tao axit

Mic d0 tao axit boi Leuconostoc mesenteroides CILM181 duge chon trong vi du 1
duoc so sanh voi muc do tao axit clia Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va KCTC3722 1a
céc ching ddi chimg. Mdi chiing dugc cdy vao 10 ml moi truong léng MRS, Dé xac dinh muc

do tao axit, mdi chiing dugc nudi céy tinh & 25°C trong 24 gio, va sau d6 do do pH béng cach
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str dung may do pH (SevenCompact/Ion S220, Mettler Toledo).

Ké& qua 13, thir nghiém di cho thdy ring mic d0 tao axit ciia Leuconostoc

mesenteroides CJLM181 1a thép hon déng ké s0 véi mirc do tao axit ciia cac ching ddi chimg

(bang 2).
Béng 2
Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides mesenteroides
CJLM181 KCTC3100 KCTC3722
pH 4,39 4,33 437

Vi du 4: So sdnh mirc tao manitol

Mic do tao manitol béi Leuconostoc mesenteroides CJLM181 duoc chon trong vi du 1
duge so sanh véi mic dO tao manitol cua Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va
KCTC3722 14 céc ching dbi chimg. M3i chiing duge cy vao 10 ml méi trudng tdi thiéu (10 g
bacto pepton, 20 g fructoza, 1 g Tween 80, 2 g amoni xitrat, 2 g kali phosphat dibazo, 5 g natri
axetat, 0,1 g mangan sulfat, 0,05 g magie sulfat, va 1 L nudc cét) chira 2% fructoza, va nudi cy
& 25°C trong 24 gio, sau d6 thanh phén manitol trong dich ndi duge xé4c dinh bing phuong
phap HPLC.

Két qua 13, thir nghiém da cho thdy rang mic do tao manitol boi Leuconostoc

mesenteroides CILM181 tang lan luot 146% va 185% so v6i mirc dO tao manitol clia cac

chuing déi chimg (bang 3).
Bang 3
Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides mesenteroides
CILM181 KCTC3100 KCTC3722
Mtre d0 tao 16336,34 11224,70 8815,10
manitol (mg/L)
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Vi du 5: Panh gi4 d6 an toan cia ching

D8 kiém tra xem Leuconostoc mesenteroides CJLM181 dugc chon trong vi du 1 ¢6 thé
dugc sir dung 1am men gidng trong ché bién kim chi hay khong, do an toan cia ching nay dugc
phan tich. Cu thé, theo cac phuong phép thir nghiém dénh gia do an toan duoc d& xuét trong tai
liéu Korean Bio Venture Association Standards, cac thir nghi€ém ti€u huyét, hoa long gelatin,
tao chét chuyén hoa doc (amoniac) va phenylalanin deaminaza duoc tién hanh.

Két qué 13, thir nghiém da cho thdy rang ching Leuconostoc mesenteroides CJLM181
thé hién két qua am tinh trong tAt ca cac thir nghiém tiéu huyét, hoa léng gelatin, tao chit
chuyén hoa doc (amoniac) va phenylalanin deaminaza, cho thay chiing ndy la chting an toan ma

¢6 thé duoc st dung cho co thé ngudi va co thé dimg trong ché bién thuc pham (bang 4).

Béang 4

Thir nghiém héa 1ong Thir nghiém phenylalanin Thirnghiém tiéu | Thu nghiém
gelatin deaminaza huyét tao amoniac
Am tinh Am tinh ¥ Am tinh

*y (tiéu huyét gama): khong tiéu huyét.

Vi du 6: Ché bién kim chi

6-1) Ché bién kim chi bing céch st dung Leuconostoc mesenteroides CJLM181

Mbi trudng duge chun bi bang céch tron 2,5 g sucroza, 1,0 g trinatri xitrat, 1,5 g pepton,
1,0 g glucoza, 1,0 g chiét xu4t ndm men, 0,5 g fructoza, 0,5 g natri axetat va 1 L nudc cét, tiép
theo 1a khir tring. Khoang 10° CFU/ml ching Leuconostoc mesenteroides CILM181 dugc cy
vao moi truong voi lugng 1% khéi luong dua trén téng khdi luong cia moi trudng, va nuoi céy
& 25°C trong 24 gio, nho d6 tao ra san phém nudi cdy ching. Tiép theo, san phim nuoi cay
chiing d& chuén bi duoc bd sung vao gia vi kim chi thong thuong (thu dugc bang cach trdn bot
&t (2,5% khéi luong), 6 (2% khéi Iuong), gimg (0,4% khdi lugng), hanh 14 (1% khoi luong),
rau céi be xanh (18% khéi luong) va nue mim c4 (5% khéi lugng) véi lugng 0,1% khéi lugng
dua trén tong khéi luong cta kim chi d& chuén bi gia vi. Sau d6, gia vi da chuén bi dugc trdn

voéi cai thao udép mudi, nhdr d6 tao ra kim chi (vi du thir nghiém 1).
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6-2) Ché bién kim chi bing cach st dung san phim nudi ciy chiing chuin

Kim chi duoc ché bién theo cach giéng nhu da mé ta trong vi du 6-1, trlr viéc sdn phém
nudi cdy clia timg chiing chudn Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va KCTC3722 duge
st dung (str dung san phém nuéi cay KCTC3100: Vi du so sanh 1; st dung san pham nudi ciy
KCTC3722: Vi du so sanh 2).

6-3) Ché bién kim chi ma khéng bd sung san phém nudi ciy ctia chiing

Kim chi (vi du so sénh 3) dugc ché bién theo cach gidng nhu da mo ta trong vi du 6-1
trén day, trlr vi€c san phém nudi cdy ctia chiing khong dugc b sung vao gia vi kim chi.

Vi du 7: Phan tich céc dic tinh cda kim chi

7-1) So sénh mirc tao axit

Kim chi cua timg vi du thir nghiém 1 va céc vi du so sanh 1 dén 3 duoc bao quan & 7°C
trong 30 ngay, va murc do tao axit lactic cia timg kim chi dugc xéc dinh. Cu thé, lugng da dinh
clia timg kim chi dugc nghién, va sau d6 loc qua gac & tao ra nudc ép kim chi. Bé phan tich
lwong axit lactic trong nuGe ép kim chi, 3 ml nudce €p kim chi duge 14y ra, ly tim (& 10.000 g
frong 10 phit), va loc qua bd loc 0,2 pm, va sau d6 cac thanh phan ctia n6 duge phan tich bang
phuong phap HPLC.

Két qua 13, o thé thdy ring mirc do tao axit lactic trong kim chi ctia vi du thir nghiém 1
1a 70 dén 75% so vé6i mire d0 tao axit lactic trong timg kim chi theo vi du so sénh 3, duoc ché
bién ma khong sir dung san pham nudi cdy ctia chiing, va ciia cc mau kim chi theo vi du so
sénh 1 va 2, duoc ché bién bang cich st dung san phém nuéi cdy cia ching chuén. Diéu nay
cho thiy rang khi kim chi dugc ché bién bang cach sir dung san pham nudi cdy clia ching
Leuconostoc mesenteroides CJLM181, su tang vi chua ¢ thé duoc ngdn chan dé duy tri chét

lwong vi giac cia kim chi (bang 5).

Bang 5
Viduythirnghiém 1 | Vidusosanh 1 | Vidusosanh2 | Vidusosanh3
Murc d9 tao axit 53824 7379.2 7198,2 75854
lactic (mg/L)
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7-2) So sanh mirc tao khi

Luong dinh trude cla kim chi theo timg vi du thir nghiém 1 va vi du so sanh 1 dén 3
dugc dat trong tai Al khong co chét hip thu khi va bao quan & 7°C trong 30 ngay, va sy ting
thé tich duoc do dé xac dinh mirc dd tao khi ctia timg kim chi.

Két qua 14, mite d6 tao khi ctia kim chi theo vi du thir nghiém 1 1a 37 dén 41% so vi
mitc do tao khi ctia kim chi theo vi du so sanh 1 va 2, dugc ché bién bang céch sir dung san
phém nudi cdy chiing chudn, va thap hon so véi kim chi theo vi dy so sénh 3, dugc ché bién ma
khong str dung san phém nuoi cdy ciia ching bét ky. Diéu nay cho thdy rang khi kim chi duoc
ché bién bang cach st dung sén phém nuéi cAy ching Leuconostoc mesenteroides CILM181,

mite do tao khi ctia kim chi c6 thé giam déng ké dé nhr d6 ting mite thuan tién khi phan phoi

kim chi (bang 6).
Bang 6
Viduthrnghiém 1 | Vidusosanh1l | Vidusosanh2 | Viduso séanh 3
Mirc d tao khi 0,95 2,54 2,33 2,02
(cc/g)

7-3) So sanh mirc tao manitol

Kim chi theo timg vi du thir nghiém 1 va vi du so sénh 1 dén 3 duoc bao quéan ¢ 7°C
trong 30 ngdy, va mitc do tao manitol ctia tmg kim chi dugc xac dinh. Cu thé, luong da dinh
cua timg kim chi dugc nghién, va sau do loc qua gac dé tao ra nudc ép kim chi. 3 ml nudc ép
kim chi dugc 14y ra, ly tm (& 10.000 g trong 10 phut), va loc qua bo loc 0,2 pm, va sau d6 cac
thanh phan cta n6 duge phan tich bang phuong phap HPLC.

Két qué 13, co thé thdy rang mirc do tao manitol trong kim chi ctia vi du thir nghiém 1 1a
172 dén 176% so v6i mirc do tao manitol trong timg kim chi theo vi du so séanh 3, duoc ché
bién ma khong sir dung san phém nudi cdy ctia ching bét ky, va ctia cac kim chi theo vi du so
sanh 1 va 2, dugc ché bién bang cach sir dung san phim nudi ciy ctia ching chuén. Piéu nay

cho thiy ring khi kim chi dugc ché bién bing cach st dung sén phim nudi cdy chung
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Leuconostoc mesenteroides CJLM181, kim chi duoc ché bién co thé chia lugng 16n manitol,
va do d6 c6 do 6n dinh bao quéan va chét lugng vi gide tuyét voi (bang 7).

Béng 7

Viduthirnghiém 1 | Vidusosanh1 | Vidusosinh2 | Vidusosanh3

M d9 tao 165534 9418,8 9628,7 8099,8
manitol (mg/L)

r
A

SO truy cap

Tén vién luu triv: Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology:;
S6 truy cép: KCTC 13042BP;

Ny luu trit: 10/06/2016.
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S6 ho so cua chi don DPon quoc te so

hoac dai dién PP17-0115

CHI PINH LIEN QUAN DEN VI SINH VAT PUQC LUU TRU

HOAC VAT LIEU SINH HOC KHAC

(Quy téc 13bis PCT)
A. Céc chi dinh dua ra sau day lién quan dén vi sinh vét duoc luu trit hodc vat liéu sinh hoc khac
duoc d& cap dén trong phan mo ta & trang 10 ,dong
1

B. NHAN DANG MAU LUU TRU Céc mAu luu trit khéc duoc nhén dang ¢ trang bo sung 0

Tén vién hru trix

Biological Resource Center, Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology

Dia chi vién Iwu trit (bao gom md buu chinh va nudc)
Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology (KRIBB), 181 Ipsingil, Jeongeup-si,
Jeollabuk-do, 56212, Korea

Ngay luu trt S6 truy cap
10/06/2016 KCTC 13042BP

C. CAC CHI PINH KHAC (56 fréng néu khong dp dung) Thong tin nay duoc ticp tuc & trang

bosung O

D. CAC QUOC GIA PUQC CHI PINH (néu cdc chi dinh ndy khong phdi I cho moi quoc gia
duoc chi dinh)

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

Céc chi dinh duoc liét ké dudi day s& duge ndp cho Van phong qudc té sau (ghi ro ban chat chung

ctia cdc chi dinh, vi dy, "'So truy cdp cua mau heu trit”)

Chi danh cho Van phong nhan don Chi danh cho Van phong quoc 8

0 To khai nay duoc nhén cing véi don 0 To khai nay dugc nhén boi Véan phong
qudc té quéc t& vao ngay:

Cén bd c6 thim quyén Cén bd c6 thim quyén

Mau PCT/RO/134 (07/1998; in lai 01/2004)
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YEU CAUBAO HO

1. Chiing Leuconostoc mesenteroides CJLM181 (KCTC 13042BP) tao ra luong khi giam.

2. Ché phim men gibng chira ching Leuconostoc mesenteroides CTLM181 (KCTC 13042BP)

hodc san pham nudi cdy cia chung nay.

3. Ché phim men giéng theo diém 2, trong d6 ché phdm nay chira ching Leuconostoc

mesenteroides CILM181 (KCTC 13042BP) voi ndng d6 107 cfiyml hogc cao hon.

4. Ché phim men gidng theo diém 2, trong d6 ché phdm nay con chira mot hodc nhiéu chét bao
quan lanh dong duoc chon tir nhém g0m glyxerol, trehaloza, maltodextrin, sita bot tich béo, va
tinh bot.

5. Kim chi chira ché phdm men gidng theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 2 dén 4.

6. Phuong phap ché bién kim chi, bao g0dm buéc cho ching Leuconostoc mesenteroides

CILMI81 (KCTC 13042BP) theo diém 1 hodic ché phim men giéng theo diém bat ky trong s6

cac diém tir 2 dén 4 ti€p xac véi nguyén liéu can 1én men.
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gtctccagcg
ctagtgttca
ctttcgagcece
atatatctac
taaccagttt
accgtctgcg
cgcggctgct
atttcctatt
acacacgcgg
tcccgtagga
ctatgcatca
atctctaggt
ggtattagca
ctcacccgtt
atgtattagg
tttggggtaa

tggttaccga

gacacttaat
tcgtttacgg
tcaacgtcag
gcattccacc
ccaatgccat
ctcgctttac
ggcacgtatt
ctagctgttc
cgttgctcca
gtttgggccg
ttgtcttggt
gacgccgaag
tctgtttcca
cgccactcac
cacgccgcca
aatttttaag

tgtttg

gcgttagcett
tgtggactac
ttgcagtcca
gctacacatg
tccggagttg
gcccaataaa
tagccgtccce
ttcccataca
tcaggcttte
tgtctcagtc
aggcctttac
cgccttttaa
aatgttatcc
ttgaaaggtg
gcgttcatcc

gaatttaggg
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cggcactaag
cagggtatct
gtaagccgcc
gagttccact
agctccgggce
tccggataac
tttctggtat
acagtgcttt
gcccattgtg
ccaatgtggc
cccaccaact
ctttttgtca
ccagccttga
caagcacctt
tgacagagaa

accaaaggta

aggcggaaac
aatcctgttt
ttcgccactg
tacctctact
tttcacatca
gctcgggaca
ggtaccgtca
acgacccgaa
gaagattccc
cgatcagtct
aactaatgca
tgcgacacta
ggcaggttgt
tcgctgtgeg
aaaaaaacta

aaaagcttaa
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mesenteroides CCMMB1121

<400> 2
gctcaggatg

gcttgcacct

gctggggata

aaaagttaaa

gtggggtaaa
attgggactg
tgggcgaaag
actgttgtat
agaaagggac
ccggatttat
gagctcaact
aactccatgt
cttactggac
ccctggtagt
tgccgaaget
aaggaattga
aagaacctta
gagacaaagdgt
agtcccgcaa
gagactgccg
tgacctgggc
gagctaatct
gtcggaatcg
acacaccgcc
aggaaggagc

aggagaacct

aacgctggcg
ttcaagtgag
acatttggaa
aggcgcttcg
ggcctaccaa
agacacggcc
cctgatggag
gggaagaaca
ggctaaatac
tgggcgtaaa
ccggaatgge
gtagcggtgg
tgcaactgac
ccacaccgta
aacgcattaa
c¢ggggacccg
ccaggtcttg
gacaggtggt
cgagcgcaac
gtgacaaacc
tacacacgtg
cttaaagtac
ctagtaatcg
cgtcacacca

cgtctaaggc

gcgg

gcgtgcctaa
tggcgaacgg
acagatgcta
gcgtcaccta
gacaatgatg
caaactccta
caacgccgcg
gctagaatag
gtgccagcag
gcgagcgcag
attggaaact
aatgcgtaga
gttgaggctc
aacgatgaac
gtgttccgcecce
cacaagcggt
acatcctttg
gcatggtcgt
ccttattgtt
ggaggaaggc
ctacaatggc
gtctcagttc
cggatcagca
tgggagtttg

aggacagatg

tacatgcaag
gtgagtaaca
ataccgaata
gagatggatc
catagccgag
cgggaggctg
tgtgtgatga
gaaatgattt
ccgcggtaat
acggtttatt
ggttaacttg
tatatggaag
gaaagtgtgg
actaggtgtt
tggggagtac
ggagcatgtg
aagcttttag
cgtcagctcg
agttgccagce
ggggacgacg
gtatacaacg
ggattgtagt
cgccgeggtyg
taatgcccaa

actggggtga
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tcgaacgcac
cgtggacaac
aaacttagtg
cgcggtgcecat
ttgagagact
cagtagggaa
aggctttcgg
tagtttgacg
acgtatgtcc
aagtctgatg
agtgcagtag
aacaccagtg
gtagcaaaca
aggaggtttc
gaccgcaagg
gtttaattcg
agatagaagt
tgtcgtgaga
attcagatgg
tcagatcatc
agttgccaac
ctgcaactcg
aatacgttcc
agccggtgge

agtcgtaaca

Gen cho rARN 16S cua ching Leuconostoc mesenteroides subsp.

agcgaaaggt
ctgcctcaag
tcgcatgaca
tagttagttg
gatcggccac
tcttccacaa
gtcgtaaagc
gtaccatacc
cgagcgttat
tgaaagcccg
aggtaagtgg
gcgaaggcgg
ggattagata
cgcctcttag
ttgaaactca
aagcaacgcg
gttctcttcg
tgttgggtta
gcactctagc
atgcccctta
ccgcgagggt
actacatgaa
cgggtcttgt
ctaacctttt

aggtagccgt
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