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Linh vure ky thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ching Leuconostoc mesenteroides tao ra lwong khi gidm va
phuong phép ché bién kim chi bang cach sir dung ching nay.
Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché

Kim chi Ia thue phdm dugc ché bién bang hoat dong 1én men ctia vi sinh vét, trong d6
cac vi sinh vat ¢ thé hoat dong dé phan giai cac thanh phin cia thuc pham va tong hop cac
thanh phan méi dé cai thién gia tri dinh dudng, sw yéu thich va d6 6n dinh khi bao quan thuc
phém.

Kim chi truyén thong gap van dé & chd khi (cht yéu Ia cacbon dioxit) duroc tao ra trong
qué trinh phan phdi kim chi 1am cho bao bi bi phong, lam hw héng bao bi, va 1o i tir bao bi, va
& chd chit Iwong vi giac ciia kim chi giam do vi chua manh sinh ra tir sw du thira nay.

Pé giai quyét nhitng van d& nay, cac phuong phap kiém soat bang cach sir dung nhiéu
cong nghé bao goi khac nhau nhur mang polyme c6 d6 tham thau khi cao (cong bb don sang
ché Han Quéc s6 10-1999-0078725) hoic sir dung van mét chiéu (cong bb don giai phép hitu
ich Han Qudc s 20-2013-0002058) da dugc bao cao. Tuy nhién, cac phrong phap niy c6 han
ché vé& mit chi phi hodc turong tir khi thwong mai héa ching trong thuc té, va khong dua ra
dugc gii phap co ban cho sy thay ddi chét lwong kim chi, nhu vi chua qué manh do du thira
khi.

Trong tinh trang k¥ thuat nhu véy, c4c tic gia sang ché da tién hanh cac nghién ctru sau
réng dé phat trién phuong phép giam sur tao khi khi ché bién kim chi. Két qua 13, c4c tac gia
sang ché da phat hién ring khi kim chi duoc ché bién bang cach st dung ching Leuconostoc
mesenteroides cu thé, mirc tao khi c6 thé giam trong khi ngan chan dugc sy gia ting vi chua,
nho d6 hoan thanh sang ché.

Céc tai litu vé gidi phap k¥ thuét da biét

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

Tai lidu sang ché 2: KR 20-2013-0002058 A (2013.04.02).
Bén chét k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a d& xuat chiing Leuconostoc mesenteroides CJLM627 (KCTC
13044BP) tao ra lugng khi giam.

Muc dich khéc cta sang ché 1a d& xuét ché phdm men gibng chira ching Leuconostoc
mesenteroides CJILM627.

Muc dich khéc nita cia sang ché 1a d& xudt kim chi chita chiing Leuconostoc
mesenteroides CJLM627 hodc ché phdm men gidng theo sang ché.

Muc dich khéc nita ciia sang ché 1a d& xuét phuong phéap ché bién kim chi, bao gém
budc cho ching Leuconostoc mesenteroides CJLM627 hodc ché phim men giéng theo sang
ché tiép xtic voi nguyén liéu can 1én men.

M ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duoc md ta chi tiét. Trong khi do, phén mo ta vé mot khia canh va
phuong 4n duge boc 1§ trong sang ché ciing ¢6 thé duge ap dung cho cac khia canh va phuong
an khac v& mit cac yéu t§ chung. Hon nira, tit ca cac t6 hop cla nhiéu thanh phan khac nhau
dugc boc 16 trong sang ché déu thudc pham vi ctia sang ché. Ngoai ra, pham vi clia sang ché
khong chi giéi han & phan mé ta chi tiét sau day.

Pé dat dugc cac muc dich cua sang ché, theo mot khia canh, sang ché @ xuét ching
Leuconostoc mesenteroides CILM627 (KCTC 13044BP) tao ra luong khi gidm. Chung
Leuconostoc mesenteroides CJLM627 (KCTC 13044BP) theo sang ché c6 thé 1a Leuconostoc
mesenteroides subsp. Dextranicum.

Theo cac phuong 4n khéc ciia sing ché, chiing theo sing ché c6 thé 1a chuing tao hugng
axit giam. Cu thé, axit theo sang ché c6 thé 14 axit lactic. Do do, khi kim chi dugc ché bién bang
cach str dung chiing theo sang ché, chét luong vi giac ctia kim chi ¢6 thé dugc duy tri bang cach
ngan chan sy gia ting vi chua, so vé1 khi kim chi dugc ché bién bang cac ching Leuconostoc

mesenteroides khac.
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Theo mot phuong an khac ciua sang ché, ching theo sang ché ¢6 thé 14 chiing tao ra
Irong manitol tang. Manitol tao ra cam gidc mat diu va vi dé chiu cho kim chi, ngén vi chua, va
ngan chan ca sy tang sinh cia cac vi sinh vat tao qua nhiéu axit dé ngin cho kim chi khéi bi 1én
men qua muic.

Theo mdt phwong 4n khéc nira ciia sang ché, chiing theo sang ché thé hién két qua am
tinh trong céac thir nghiém hoa 1éng gelatin, tao chét chuyén héa doc (vi duy, amoniac), tao
phenylalanin deaminaza, va ti€u huyét, cho thiy rang ching nay an toan khi dugc (mg dung
trong thuc phdm (xem vi du 5).

Theo mdt phuong 4n khac nita ciia sang ché, chiing theo sang ché ¢6 thé c6 rARN 16s
chira trinh ty SEQ ID NO: 1.

Ching Leuconostoc mesenteroides CILM627 theo sang ché c6 thé bao gdbm manh
thanh té bao, t& bao séng hoic t& bao khd clia ching ny.

Theo khia canh khac, sang ché d& xut ché phAm men giéng chtra chiing Leuconostoc
mesenteroides CJLM627 (KCTC 13044BP) hoic san pham nuéi ciy chiing nay.

Ché phim men gidng theo sang ché co thé chita ching Leuconostoc mesenteroides
CILM627 (KCTC 13044BP) theo sang ché v6i ndng do 107 cfi/ml hogc cao hon, cu thé 13, 107
cfu/ml dén 10" cfivml, hogc 10° cf/ml dén 1012 cf/ml.

Nhu duge sir dung trong ban mé ta, thudt ngit “san phdm nudi cdy” nghiia 12 vt lidu thu
duge tir viée nudi ciy ching Leuconostoc mesenteroides CJILM627 (KCTC 13044BP) theo
sang ché sau khi cdy vao moi trudng. Cu thé, san phim nudi cy theo sang ché ¢6 thé bao gdm
ban than san pham nudi ciy thu duge bang cach nudi cdy chiing theo sang ché (ttic 13, san phim
nudi cdy c6 thé bao gdm chiing Leuconostoc mesenteroides CJLM627 (KCTC 13044BP) theo
sang ché, moi trudng hoc san phém chuyén héa ciia chiing nay), dich loc (vi dy, dich ndi sau
ly tAm) thu dugc bang cach loc hodc ly tim san phim nudi cdy dé loai bo ching nay, hodc
twong tur. Nigoai ra, san pham nudi cdy theo séng ché ¢6 thé bao gdm san phdm nuéi ciy thu
duge bang cach 1am kho (vi dy, dong kho) va nghién bot san pham nubi cdy.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, viéc nudi cdy theo sing ché ¢6 thé dugc thuc hién &

_4-



36992

nhiét do tr 10°C dén 30°C trong 6 dén 48 gid. Cu thé, viéc nudi cdy c6 thé duge thyc hién &
nhiét do tir 20°C dén 30°C trong 12 dén 36 gio hodc 18 dén 30 gid.

Méi truomg dugc st dung theo sang ché khong bi gi6i han va co thé 12 méi truong bét
ky da biét ding cho vi khuan axit lactic. Cy thé, méi truong dugc ding theo sang ché c6 thé bao
gdbm ngudn cacbon va ngudn nito. Cu thé hon, ngudn cacbon c6 thé 1a mét hogc nhiéu ngudn
duoc chon tir nhém gém sucroza, glucoza va fructoza, va nguﬁ”)n nito’ ¢6 thé 14 mot hodc nhiéu
nguén duoc chon tir nhém gém chiét xu4t nAm men, pepton, chiét xuét thit bo, chiét xuit mam
dai mach, dich chiét ngo, amoni xitrat, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni
cacbonat, va amoni nitrat. Moi truong dugc dung theo sang ché c6 thé bao gdm mot hoac nhiéu
mdi trudng duoc chon tir nhém gdm Tween 80, natri xitrat, kali phosphat, natri axetat, mangan
sulfat, magie sulfat, va nudc cat.

Nhu duge st dung trong ban md t4, thudt ngit "men gidng" nghia 14 tac nhan ma dugc
ap dung theo cach nhan tao lén nguyén li¢u can 1én men dé hd tro viée khoi dau 1én men.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, ché phdm men gidng co thé & dang 16ng hoac dang
bot.

Theo cac phuong 4n khéc ciia sang ché, ché pham men gidng theo sang ché con co thé
chira chét bao quén lanh dong. Cu thé hon, ché phém men giéng ¢6 thé chira thém mét hodc
nhiéu chit bao quan lanh déng duoc chon tir nhém gdm glyxerol, trehaloza, maltodextrin, sita
bt tach béo, va tinh bot. Chét bao quan lanh dong dugc dung theo sang ché c6 thé c6 mat voi
luong tir 0,01% khdi lwong dén 20% khéi lwgng, hodc tir 0,01% khdi luong dén 10% khdi
luong, dua trén tdng khéi Iwong ciia ché pham men gidng theo sang ché. Cu thé, theo sang ché,
glyxerol c¢6 thé c6 mat v6i luong tir 5 dén 20% khéi lwong trong ché phdm men giong;
trehaloza c6 thé c6 mit véi lugng tir 2 dén 10% khéi Iwong trong ché pham men gidng; sita bot
tach béo ¢ thé c6 mat voi luong tir 0,5 dén 2% khéi lugng trong ché pham men giéng; va tinh
bot c6 thé c6 mit véi luong tir 0,1 dén 1% khéi lugng trong ché phim men gidng.

Theo mét phuong 4n khéc clia sang ché, ché pham men gidng theo sang ché ¢6 thé chira
thém t4 duoc. Cu thé, ta duge duogc dung theo sang ché c6 thé 1a mot hodc nhiéu ta duoc duoc
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chon tir nhom gém glucoza, dextrin va sita bot tach béo. Cu thé hon, ta dugc duoc dung theo
séng ché c6 thé c6 mit voi luong tir 75 dén 95% khéi lugng, hodc tir 85 dén 95% khéi luong,
dya trén tong khéi luong ctia ché phdm men giéng theo sang ché.

Theo mdt khia canh khéc nita, sing ché @ xuit kim chi chia ching Leuconostoc
mesenteroides CJLM627 (KCTC 13044BP) theo sang ché hoic ché pham men gidng theo sang
ché.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta, thuat ngit “kim chi” 1a thuc phém thu duoc bing
cach uép mudi rau (vi du, cai thao (Chinese cabbage), cai cu, hanh 14, cai be xanh va dua chudt,
v.v.) va bb sung gia vi (vi du, bot 6t, t6i, glmg va cd mudi, v.v.) vao rau da uép mudi, tiép theo
12 1én men.

Kim chi theo sang ché c6 thé chira thém céc chét phu gia da biét dugc chip nhan trong
thuc phém. Cu thé, kim chi theo sang ché c6 thé chira thém huwong liéu tyr nhién nhu huong
man, huong chanh, huong dira, huong thdo mdc hodc tuong tu; cht mau ty nhién nhu nude
trai cay tu nhién, chlorophyllin, flavonoit hodc twong tu; thanh ph?m lam ngot nhu fructoza, mat
ong, rugu duong hodc duong; hodc chét tao dd axit nhw axit xitric hodc natri xitrat.

Theo mdt khia canh khéc niva, sang ché d& xudt phuong phap ché bién kim chi, bao
gdm budc cho chiing Leuconostoc mesenteroides CILM627 (KCTC 13044BP) theo sang ché
hoic ché phdm men gidng theo sang ché tiép xic véi nguyén liéu can 1én men.

Theo c4c phuong 4n khéc cia sang ché, ching Leuconostoc mesenteroides CILM627
(KCTC 13044BP) theo sang ché hodc ché phim men gidng theo sang ché c6 thé duorc cho tiép
xtic véi nguyén lidu can 1én men véi lugng tir 0,01 dén 3% khdi luong, 0,1 dén 3% khéi luong,
0,5 dn 3% khéi lugng, hodc 0,5% khdi luong dén 2% khéi luong, dua trén tong khdi lugng
ctia nguyén liéu can 1én men.

Ngodi ra, viée tiép xtic theo sang ché c6 thé duogc 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, hodc
20 dén 40 ngay.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuét kim chi dugc ché bién bang phuong
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phép ché bién kim chi theo sang ché.

Hiéu qua ctia sang ché

Chiing Leuconostoc mesenteroides CILM627 (KCTC 13044BP) theo sang ché tao ra
luong khi giam. Do do6, khi kim chi dugc ché bién bang cach sir dung chiing nay hodc san phdm
nudi cdy chiing nay lam men gibng, su tao khi trong qua trinh phan phéi kim chi c6 thé giam,
va do do6 céc van dé nhu hu hong bao bi do khi sinh ra ¢ thé duge ngan chén, nho do6 1am on
dinh chét luong kim chi khi phan phdi. Hon nita, chiing theo séng ché tao ra lugng axit giam, va
do d6 duy tri do axit khéng doi. Ngoai ra, chiing theo séng ché ¢6 kha ning tao manitol tuyét
voi, va do d6 hiru hiéu trong vi€e cai thién chét Iwong vi giac cua kim chi.
Vi du thue hién sing ché

Sau day, sang ché s& dwoc mo ti chi tiét hon vé6i su tham chiéu dén cac vi du. Tuy nhién,
can hiéu ring cac vi du nay duogc dua ra nhdm hiéu 3 hon vé sang ché va khong duoc du dinh
dé gi6i han pham vi ctia sng ché theo cach batky.

Vi du 1: Phan lap chung tao ra luong khi gidm

1-1) Phén lap va nhan dang ching

Nhiéu loai kim chi khéc nhau mua tir siéu thi dugc 150 hoa & nhiét d6 thip 5°C, va kim
chi ma dat d6 pH trong khoang ttr 3,8 dén 4,5 dugc dung lam mau kim chi. MaAu kim chi duoc
pha loang 10-lan bing nudc mubi 0,85%, cy vao dia moi trudng aga PES (aga sucroza rugu
phenyl etylic; trong mot lit nude ct, 5 g trypton, 0,5 g chiét xudt 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 ciy trai bang dung cu cy trai. Tiép theo, dia dugc 0 trong mdy u & 25°C trong 24 gio,
va sau d6 mdi khuan lac duoc tao ra duoc céy vach 1én dia aga riéng va tach thanh céc khuan
lac don.

1-2) Chon chuing tao ra luong khi giam

MOi khun lac ctia chiing dwoc tich trong vi du 1-1 trén day dugc cdy vao 10 ml moi
truong long MRS (méi trudong long MRS ctia Difco; 10 g bacto pepton, 10 g chiét xut thit bo,
5 g chiét xuit nAm men, 20 g glucoza, 1 g Tween 80, 2 g amoni xitrat, 2 g kali phosphat dibazo,
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5 g natri axetat, 0,1 g mangan sulfat, 0,05 g magie sulfat, va 1 L nudc cat) trong 6ng nghiém
chira 6ng Durham dai 30 mm, va sau d6 nudi cdy tinh & 25°C trong 24 gio. Chiéu cao ctia cot
khi duoc bay trong éng Durham duoc do dé xac dinh muc dd tao khi, va cac ching thé hién
murc tao khi 10 mm hodc thép hon dugc chon.

1-3) Chon chung tao luong axit gidm

Mbi khuén lac cua ching dugc chon trong vi du 1-2 trén ddy duoc céy vao 10 ml méi
truong long MRS (moi trudng long MRS ctia Difco; 10 g bacto pepton, 10 g chiét xuét thit bo,
5 g chiét xuét 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. nudc cét). Pé x4c dinh mirc d6
tao axit, mdi khuén lac dugc nudi cdy tinh & 25°C trong 24 giv, va sau d6 do do pH bang cach
st dung may do pH (SevenCompact/Ion S220, Mettler Toledo), va cac chung c6 do pH 4,4
hodac cao hon dugc chon.

1-4) Chon chuing tao luong manitol ting

MB&i khuén lac cta ching duoc chon trong vi du 1-3 trén day dugc cdy vao 10 ml mdi
truong t6i 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)
chtta 2% fructoza, va nudi cdy tinh & 25°C trong 24 gio, sau d6 do lugng manitol dugc tao ra.
Luong manitol dugce tao ra dugc xac dinh béng phuong phap HPLC, va chung thé hién mutrc 4o
san sinh manitol 14 16.000 mg/L hodc cao hon dugc chon.

1-5) Nhan dang chung da chon

Chiing dugc chon trong vi du 1-4 trén ddy duoc dat tén 1a “CJLM627”, va trinh tur
nucleotit ciia rARN 16s cua chung nay (SEQ ID NO: 1) dugc phén tich. Két qua 13, 6 thé thay
ring trinh t nucleotit ctia rARN 16s cita ching CJLM627 déng nhat 99% voi trinh tw nucleotit
ctia TARN 16s ctia Leuconostoc mesenteroides subsp. Dextranicun CCMMB1134 (SEQ ID
NO: 2). Theo d6, chting CJLM627 dugce dat tén 1a "Leuconostoc mesenteroides CILM627", va
luu trit trong Korean Collection for Type Cultures tai Korea Research Institute of Bioscience

and Biotechnology vao ngay 10/06/2016 voi sb truy cap KCTC 13044BP.
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Vi du 2: So sénh murc tao khi

Dé so sanh muire d0 tao khi bdi Leuconostoc mesenteroides CILM627 duge chon trong
vi du 1 v6i cac chung khic trong sd cac chung Leuconostoc mesenteroides, céc ching
Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va KCTC3722, ma la cac ching Leuconostoc
mesenteroides chuén dugc sit dung lam ching dbi chimg dé x4c dinh mirc do tao khi. Moi
chiing duoc cy vao 10 ml mdi truong 1ong MRS trong 6ng nghiém chira éng Durham dai 30
mm, va dugc nudi cdy ¢ 25°C trong 24 gio, sau do chidu cao cot khi dugc bay trong dng
Durham duoc do va mite do tao khi dugc so sanh. Mitc d tao khi duge danh gid theo cac ti€u
chuén sau: “-* = khong tao khi; “+” = chiéu cao cot khi dugc bay trong 6ng Durham 1a tir 1 dén
Smm; “H+’= chiéu cao cot khi tir 6 dén 10 mm; “+++7 = chiéu cao cot khi tir 11 dén 15 mmy;
‘4 = chiéu cao c6t khi tir 16 dén 25 mm; va “HH+° = chiéu cao cot khi trén 25 mm.

Két qua 13, thir nghiém da cho thdy rang muc do tao khi cﬁé Leuconostoc mesenteroides
CILM627 la “++7, thép hon déng ké so v6i mirc do tao khi ciia cac ching déi chimg (“++

hodc “+++) (bang 1).

Bang 1
Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides mesenteroides
CJLM627 KCTC3100 KCTC3722
Murc d9 tao khi + -+ ++

Vi du 3: So sénh mirc tao axit

Mic do tao axit béi Leuconostoc mesenteroides CJILM627 duge chon trong vi du 1
duoc so sanh v6i muie do tao axit cia Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va KCTC3722 1a
c4c chung dbi ching. Mdi ching duge cdy vao 10 ml moi trrong 16ng MRS. Dé xé4c dinh mic
b tao axit, mdi ching dugc nudi cdy tinh & 25°C trong 24 gio, va sau d6 do do pH bang cach
str dung mdy do pH (SevenCompact/Ion S220, Mettler Toledo).

Két qua 13, thir nghiém da cho thdy ring mic do tao axit cua Leuconostoc
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mesenteroides CTLM627 14 thp hon déng ké so véi mitc d9 tao axit ctia cac ching dbi chimg

(bang 2).
Béng 2
Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides mesenteroides
CILM®627 KCTC3100 KCTC3722
pH 4,49 4,33 437

Vi du 4: So sénh mirc tao manitol

Mirc d6 tao manitol bdi Leuconostoc mesenteroides CILM627 duoc chon trong vi du 1
duoc so sanh v6i mic dd tao manitol cua Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va
KCTC3722 14 céc ching déi chimg. Mbi chiing duoc cdy vao 10 ml mbi truong t6i 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 nuoi céy
& 25°C trong 24 gio, sau do thanh phan manitol trong dich ndi duoc x4c dinh bang phuong
phap HPLC.

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

mesenteroides CJILM627 tang lan luot 147% va 187% so v6i mirc do tao manitol ciia cac

ching dbi chimg (bang 3).
Bang 3
Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides mesenteroides
CJLM®627 KCTC3100 KCTC3722
Murc do tao 16444,28 11224,70 8815,10
manitol (mg/L)

Vi du 5: Panh gid do an toan cia ching

Pé kiém tra xem Leuconostoc mesenteroides CILM627 duogc chon trong vi du 1 ¢6 thé
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duoce st dung 1am men gidng trong ché bién kim chi hay khong, d6 an toan ctia ching nay dugc
phén tich. Cu thé, theo c4c phurong phép thir nghiém dénh gia do an toan dugc dé xuat trong tai
liéu Korean Bio Venture Association Standards, cac thir nghiém tiéu huyét, hoa léng gelatin,
tao chit chuyén héa doc (amoniac) va phenylalanin deaminaza dugc tién hanh.

Két qua 13, thir nghiém da cho thdy rang ching Leuconostoc mesenteroides CILM627
thé hién két qua 4m tinh trong tat ca cac thir nghiém tiéu huyét, hoa long gelatin, tao chit
chuyén hoa doc (amoniac) va phenylalanin deaminaza, cho thiy ching ndy la chiing an toan ma

¢6 thé duoc st dung cho co thé ngudi va c6 thé dimg trong ché bién thuc pham (bang 4).

Bang 4

Thir nghiém hoa 16ng Thir nghiém phenylalanin Thir nghiém tieu | Thir nghi€ém tao
gelatin deaminaza huyét amoniac
Am tinh Am tinh v Am tinh

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

Vi du 6: Ché bién kim chi

6-1) Ché bién kim chi bing cach st dung Leuconostoc mesenteroides CILM627

MBdi trudng duge chun bi bang cach trdn 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 nuéc cét, tiép
theo 1a khir tring. Khoang 10° CFU/ml chiing Leuconostoc mesenteroides CILM627 dugc cly
vao moi trudng v6i luong 1% khéi lugng dua trén tdng khdi lugng ctia mdi trudng, va nudi cdy
& 25°C trong 24 gio, nho do tao ra san phém nudi cdy ching. Tiép theo, san phim nuoi cy
chuing da chuan bi dugc b6 sung vao gia vi kim chi thong thuong (thu duge bang cach trdn bot
6t (2,5% khdi luong), 10i (2% khdi lwong), gimg (0.4% khéi lugng), hanh 14 (1% khoi luong),
rau cai be xanh (18% khéi luong) va nude mim ca (5% khdi lugng) voi lugng 0,1% khéi lugng
dua trén tdng khéi luong ciia kim chi dé chufn bi gia vi. Sau do, gia vi da chuan bi duoc tron
v6i cai thao wép mudi, nho d6 tao ra kim chi (vi du thir nghiém 1).

6-2) Ché bién kim chi bing cAch sit dung san phdm nuéi cdy ching chuan

Kim chi dugc ché bién theo cach giéng nhu da mé ta trong vi du 6-1, trir vi€c san phém
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nudi cly ciia timg ching chuan Leuconostoc mesenteroides KCTC3100 va KCTC3722 dugce
st dung (sir dung san phim nuoi cay KCTC3100: Vi du so sanh 1; st dung san phém nubi ciy
KCTC3722: Vi du so sanh 2).

6-3) Ché bién kim chi ma khong bd sung sén phdm nubi cAy cia chiing

Kim chi (vi du so sanh 3) duoc ché bién theo cach gidng nhu da mo ta trong vi du 6-1
trén ddy, trir viéc san pham nudi cay ctia chiing khong duroc b sung vao gia vi kim chi.

Vi du 7: Phan tich cac dic tinh cua kim chi

7-1) So sénh mtc tao axit

Kim chi ctia timg vi du thir nghiém 1 va cac vi du so sénh 1 dén 3 dugc bao quan & 7°C
trong 30 ngay, va mirc do tao axit lactic cta timg kim chi duoc xac dinh. Cu thé, lugng da dinh
cua timg kim chi dugc nghién, va sau dé loc qua gac d8 tao ra nudc ép kim chi. Pé phén tich
luong axit lactic trong nuéce ép kim chi, 3 ml nude ép kim chi duge 1y ra, ly tAm (& 10.000 g
trong 10 phut), va loc qua bd loc 0,2 pm, va sau do cac thanh ph?m cua né dugce phan tich béng
phuong phap HPLC.

Két qué 14, c6 thé thay ring mitc do tao axit lactic trong kim chi cia vi du thir nghiém 1
13 84 dén 86% so v6i mitc d tao axit lactic trong timg kim chi theo vi du so sanh 3, duoc ché
bién ma khong sir dung san phém nubi cdy ciia chiing, va ctia cac mau kim chi theo vi du so
sanh 1 va 2, dugc ché bién bang cach sit dung san phim nudi cdy cia ching chuén. Piéu nay
cho thy ring khi kim chi duoc ché bién bang cach sir dung san phim nudi cdy clia ching
Leuconostoc mesenteroides CILM627, su tang vi chua co thé duoc ngdan chan dé duy tri chit

Iwong vi giac ctia kim chi (bang 5).

Bang 5
Vi du thir Vidusosanh1 | Vidusosanh2 | Vidusosanh3
nghiém 1
Muc d0 tao axit 6164.,6 7379,2 71982 75854
lactic (mg/L)
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7-2) So sanh muc tao khi

Luong dinh truée cta kim chi theo timg vi du thir nghiém 1 va vi du so sanh 1 dén 3
dugc dat trong ti Al khong co chét hép thu khi va bao quan & 7°C trong 30 ngay, va su ting
thé tich duoc do dé xac dinh mtrc do tao khi clia timg kim chi.

Két qua 13, mirc dd tao khi ciia kim chi theo vi dy thir nghiém 1 1a 56 dén 61% so véi
mutc do tao khi cua kim chi theo vi du so sanh 1 va 2, dugc ché bién bﬁng cach str dung san
phém nuéi cy ching chudn, va thip hon so véi kim chi theo vi du so sanh 3, duoc ché bién ma
khong sir dung san phim nudi cdy clia chiing bat ky. idu nay cho thdy rang khi kim chi dugc
ché bién bang cach sir dung san phdm nuoi cdy ching Leuconostoc mesenteroides CILM627,

mitc do tao khi ciia kim chi ¢6 thé giam dang ké dé nhor d6 ting mure thuén tién khi phan phoi

kim chi (bang 6).
Bang 6
Vi du thir Vidusosanh1 | Vidusosanh2 | Vidusosénh3
nghiém 1
Mirc d tao khi 1,42 2,54 2,33 2,02
(cc/g)

7-3) So sénh mirc tao manitol

Kim chi theo timg vi du thit nghiém 1 va vi du so sanh 1 dén 3 duoc bao quan & 7°C
trong 30 ngay, va mirc d tao manitol cla timg kim chi dugc xac dinh. Cu thé, luong da dinh
cua timg kim chi dugc nghién, va sau d6 loc qua gac dé tao ra nudc ép kim chi. 3 ml nudc ép
kim chi dugc 4y ra, ly tim (& 10.000 g trong 10 phit), va loc qua bd loc 0,2 um, va sau d6 cac
thanh phén ctia n6 dugc phén tich bang phuong phap HPLC.

Két qua 1a, co thé théy réng murc do tao manitol trong kim chi ctia vi du thir nghiém 1 1a
181 dén 185% so v6i miic d tao manitol trong timg kim chi theo vi du so sénh 3, dugc ché
bién ma khong st dung san pham nudi cdy ctia ching bat ky, va clia cac kim chi theo vi du so

sanh 1 va 2, dugc ché bién bang cach st dung san phdm nudi cdy cua ching chuén. Di€u nay
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cho thiy rang khi kim chi dugc ché bién bang cich st dung san phém nudi ciy ching
Leuconostoc mesenteroides CILM627, kim chi dugc ché bién c6 thé chira luong 16n manitol,

va do d6 c6 do 6n dinh bao quan va chét huong vi gidc tuyét voi (bang 7).

Bang 7
Vi du thtr Vidusosanh1 | Vidusosanh2 | Vidusosanh3
nghiém 1
Mirc d9 tao manitol 174513 9418.,8 9628,7 8099.8
(mg/L)
S6 truy cap

Tén vién luu trit: Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology;
S6 truy cap: KCTC 13044BP;

Ngay luu trit: 10/06/2016.
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YEU CAU BAO HQ
1. Chiing Leuconostoc mesenteroides CJLM627 (KCTC 13044BP) tao ra lugng khi giam.

2. Ché phim men gidng chira chiing Leuconostoc mesenteroides CILM627 (KCTC 13044BP)

hodc san pham nuoi cay ctia ching nay.

3. Ché pham men giéng theo diém 2, trong do ché phdm ndy chira ching Leuconostoc

mesenteroides CILM627 (KCTC 13044BP) v6i ndng do 10 cfiyml hoic cao hon.

4. Ché phdm men gibng theo didm 2, trong d6 ché ph4m nay con chira mdt hodc nhiéu chét bao
quan lanh dong dugc chon tir nhdm gém glyxerol, trehaloza, maltodextrin, sita bot tach béo, va
tinh bot.

5. Kim chi chita ché phdm men giéng theo diém bét ky trong sb cac diém tir 2 dén 4.

6. Phuong phap ché bién kim chi, bao gdm budc cho ching Leuconostoc mesenteroides
CILM627 (KCTC 13044BP) theo diém 1 hodc ché phédm men giéng theo diém bét ky trong s

cac diem tir 2 dén 4 tiép xtic vdi nguyén li€u can lén men.
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Chiing Leuconostoc mesenteroides CJLM627 tao ra luong khi giam, ché
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bién kim chi bing cach st dung ching nay

<130>

<150>
<151>

<160> 2
<170>
<210> 1

<211> 962
<212> ADN
<213>

<220>

<223> Gen

<400> 1
ccactcggag

ctcctaacac
gctacccaca
gtgttcttcc
gcactcaagt
gacttaataa
tacgtattac
aactaaaatc
agccttcatc
tactgcagcc
ctcaactcgg
ccgcggatcce
agttttattc
ccacgtgtta
ttcgacttgc
tataaaaatg

gt

<210> 2
<211> 1507

Chua biét

2018-0PCJ-1713PCT

KR 10-2016-0090288
15-07-2016

PatentIn version 3.5

cho rARN 16S cua Leuconostoc mesenteroides CJLM627

tctccaggcg
ctagtgttca
ctttcgagcc
atatatctac
taaccagttt
accgtctgceg
cgcggctget
atttcctatt
acacacgcgg
tccecgtagga
ctatgcatca
atctctaggt
ggtattagca
ctcacccgtt
atgtattagg

tacggaaacc

gacacttaat
tcgtttacgg
tcaacgtcag
gcattccacc
ccaatgccat
ctcgctttac
ggcacgtatt
ctagctgttc
cgttgctcca
gtttgggceg
ttgtcttggt
gacgccgaag
tctgtttcca
cgccactcac

cacgccgceca

aggagaacgg

gcgttagcett
tgtggactac
ttgcagtcca
gctacacatg
tccggagttg
gcccaataaa
tagccgtcce
ttcccataca
tcaggctttc
tgtctcagtc
aggcctttac
cgccttttaa
aatgttatcc
ttgaaaggtg
gcgttcatct

aattttggga

-17-

cggcactaag
cagggtatct
gtaagccgcc
gagttccact
agctccgggce
tccggataac
tttctggtat
acagtgcttt
gcccattgtg
ccaatgtggce
cccaccaact
ctttgtgtca
ccagccttga
caagcacctt
gacgaagaaa

acaaggtaaa

aggcggaaac

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

agaaataaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

962



<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

Chua biét

36992

dextranicum CCMMB1134
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GCen cho rARN 16S clia chuiing Leuconostoc mesenteroides subsp.
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