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청

청 항 1 

  진시 고  내 L- 니틴  함량  가시  한 산  , 상  

:

(A)  또   산 ,  또   산 ,  또   산 , 마란  또   산 , 

들  합  포함하   원료  과 합하  단계; 

(B) 상  합 에 미생  하여 시  단계  포함하고, 

상  미생  사 마 시  비시 (Saccharomyces cerevisiae) KCCM-11215, 리  리재(Rhizopus

oryzae) KCCM11949P  리  리고 포러 (Rhizopus oligosporus) KCCM11948P  루어진  1

 상 택  것 , .

청 항 2 

1항에 어 , 

상   (C)   합  L- 니틴  포함하   질  하  단계  욱  포함하

것 , . 

청 항 3 

삭

청 항 4 

삭

청 항 5 

삭

청 항 6 

삭

청 항 7 

1항에 어 , 

상  미생  락 실러  (Lactobacillus sp.), 포 락 실러  (Sporolactobacillus sp.), 트

커  (Streptococcus sp.), 락 커  (Lactococcus sp.), 루  (Leuconostoc sp.), 

커  (Pediococcus  sp.),  엔 커  (Enterococcus  sp.)   비피도 리움 (Bifidobacterium  s

p.)  루어진  택  1  상  산균  욱 포함하  것 , . 

청 항 8 

1항에 어 ,
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상   쓴  것 , . 

청 항 9 

1항, 2항, 7항  8항  어  한 항에  에 해  산 , 

상  산  상   원료  량 1000 g  , 0.1 mg 상, 40 mg 상, 또  2000mg 상  L-

니틴  함 하  것 , 산 . 

청 항 10 

삭

 

   

본  L- 니틴  한 산  , 상  에 해  산 ,  식 , , [0001]

료   지  상  산  도에 한 것 다.

 경  

니틴(carnitine)(비타민 BT; 3- 드 시-4-트리 틸 니 - 타 에 트)  미 산  리신  티 닌[0002]

 생합   4   합 다[Kienesberger, BMC genomics, 15(1):154, 2014]. 니틴  2가

지  체 질체(stereoisomers)  재한다.  생 학   태  L- 니틴  (L-3-hydroxy-4-N-

trimethylaminobutyrate) ,  거울상 질체  D- 니틴  생 학  다.

L- 니틴  그    재  가 가 근에 러 하게 지고 다. 포에  L- 니[0003]

틴  사에 지  생  한 지질  해 도 에 지 산  포 질(cytosol)  미 드리 에 지 산

 동  가 하게 함   사슬 지 산  사  가시  다 어트에 과가 다[Opie L. H., American

heart  journal,  97(3):375-388].  또한 고  심 질  비 한 심  질   과가 [Omori

Y., Journal of Hypertension, 30(9): 1834-44], 틸 니틴(acetyl carnitine)  신경 포   

 뿐만 니라 신경계 런에 항산  과가 다[AssuntaImperato, Neuroscience letters, 107(1):251-

255]. 에도 L- 니틴  심 근 나  내에  주  에 지 공 원   틸   단

 하 , 포내 (free radical)  철  착 에 한 항산  함 , 포  

 지하 , 체내에  틸  과  통해 틸-L- 니틴  변 어 뇌 포 등에  한 신경

달 질  한다. 특  심 근  지  운동  해  에 지  60 내지 80%  심 근  

포내 지 산  산 에 해 공  에 L- 니틴  심 마비  도 학  에  

고 다. 에도 L- 니틴  간에  지 사  진시킴  간경   지 간  과도 보고

고 다.

러한  가지  L- 니틴  , 식 , 사료 첨가 ,  등과 같  산업 에 리 할 [0004]

어 럽  미지역에  가  보편 어  특    건강 보   하나  리 고 

다.

L- 니틴     래  식 었 나 L- 니틴  상업  량생산  루어지지[0005]

고 다. L- 니틴  산업  생산하  한  많  연 었  학  과 생 공학  

 사 고 다. 학    비  합 에 해 여러 단계에 걸쳐 학  생산  

, 생 공학    미생  하   산업 폐 (D-carnitine, crotonobetaine, γ-

butyrobetaine)  질  사 하  것  특징 다[Vicente Bernal., Microbial cell factories, 6:31, 2007]. 

재 주 생산업체  Lonza( ), Sigma Tau( 탈리 ), 하 ( 본)등  고, 재 생산  L- 니[0006]

틴  개 학합  하고  연 에   단계에  γ-butyrobetaine   하여 L-

니틴  생산만  도하  합 학(combinatorial chemistry)  도 해 하고 나 런 에
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한 합   체(precursor) 가격 등  L- 니틴  가격  경쟁  갖  어 우   미생

 한  생 학      타 (crotonobetaine)  (hydration)하  

[Sigma tau, US patent 4906568, 1990; SeitetsuChem, JP61271995, 1987]과 γ-butyrobetaine  사 하  생

 공  [Lonza, Chimia 45, 81-85, 1991; Kyowahakko, JP 1222796, 1989]  다. 

내에  삼 학 등  한 등  특허10-0255039 등 학 합 에 한  보 하고 나, [0007]

질체  D- 니틴(D-carnitine)과 L- 니틴(L-carnitine)  L- 니틴만  합  또  리하  과  매우

복 하다  난  , 실  체 내에  D- 니틴  L- 니틴   해하여 도리어 해한 

질  하  것  보고 어 어 L- 니틴   리  필   체  공    경

 심각하게 감 시  단  다.

한 등 특허 10-0713103  포라 라사 래 Ｌ- 니틴 생합    포함하  엔 리[0008]

(Enterobacteriaceae genus) 미생    한 Ｌ- 니틴  에 한 것 , 재 합균

만들어 2mM  라 신  포함하  LB  지  (IPTG  도)  하여 19.81mg/L  생산한 연  결과  시하고

다. 그러나 러한 생 공학   상 에  업  가 하 , 한 L- 니틴만  생산할  나

 원료 질   가격 에 경쟁  가지지 못한다  단  다. 

 질  공 원  100 g 당  질  1.5-6 g 도 함  당량  비타민 A, B,  D [0009]

, 철, 연   등 각  미 랄  함 어  것   고, 리 식  많  사

람들  택   식  하나 다. 또한  니틴 함량 역시 동  식  니틴 함량과 비슷한

 2.77∼7.02mg/100g  함  것  다. 러한 에  그 체  에도  체 도

 가 하   한 식  고  Quorn  경우 햄 거 티, 시지 등  고, 2014

Acosta Sales and Marketing사(社)가 미 에  행한 에   체  매  8%가 Quorn  매한 것

 사 었다. 러한 에  L- 니틴  강   다 한 에  강  갖게   다.

 내

본  L- 니틴  한 산  , 상  에 해  산 ,  식 , , [0010]

료   지  상  산  도  공하고  한다. 

 에 , [0011]

 또   산 ,  또   산 ,  또   산 , 마란  또   산 ,  들[0012]

 합  포함하   원료  과 합하  단계;

상  합 에 미생  하여 시  단계; [0013]

상   합  L- 니틴  포함하   질  하  단계;  포함하  L- 니틴  [0014]

한 산   공 다. 

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상  미생  , 곰  또  산균[0015]

  다. 

본  에   L- 니틴  한  산  에  어 ,  상   사 마 시[0016]

(Saccharomyces) ,  룰 포라(Torulopspora) ,  마 지마(Yamadazyma) ,  고사 마 시

(Zygosaccharomyces) , 다(Candida) , 시 (Asidia) , 루 마 시 (Kluyveromyces) , 룰

라 포라(Torulaspora)  또  리 마 시 (Debaryomyces)  포함할  나, 에 한  것  

니다.  실시 에  사 마 시  비시 (Saccharomyces cerevisiae) KCCM-11215가 사 었다. 

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상  곰  리 (Rhizopus) , [0017]

루 (Aspergillus) ,  (Neurospora) ,  시 (Absidia) ,  나 커 (Monascus) ,  

(Mucor) ,  마 라드 (Mycocladus) ,  니실리엄(Penicillium)  또  리 (Rhizomucor)

포함할  나, 에 한  것  니다.  실시 에  리  리재(Rhizopus oryzae) KCCM11949P

 리  리고 포러 (Rhizopus oligosporus) KCCM11948P가 사 었다.

본 에 한 L- 니틴  한 산   에 어 , 에 사  미생  상   또[0018]

 곰  균 계 에 산균   포함할  다. 본 에 한 L- 니틴  한 산  

에  어 ,  상  산균  락 실러  (Lactobacillus  sp.),  포 락 실러  
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(Sporolactobacillus sp.), 트 커  (Streptococcus sp.), 락 커  (Lactococcus sp.), 루

 (Leuconostoc sp.), 커  (Pediococcus sp.), 엔 커  (Enterococcus sp.)  비피도

리움 (Bifidobacterium sp.)  포함할  다. 

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상   원료   합  체 량[0019]

 100 량 당 상   25 내지 70 량 , 람직하게  45 내지 55 량  비  합  것  특징

 한다.

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상  단계  16℃ 내지 40℃에  2[0020]

내지 21 , 람직하게  28℃에  7  내지 10  동  행   다. 

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상  합 에 미생  하여 시[0021]

 단계 후  산  하  단계   포함하  것  가 하다.   산  L- 니틴  가

 할  ,   특별  한 지 다.  

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상   원료  과  산[0022]

포함하고, 상   산  체  원료 100 량 당 20 내지 40 량  비  포함  것  가 하

다.

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상   원료  과 울  포함하[0023]

 것  가 하다

다  에 , 상  L- 니틴  한 산  에 해  산  공 다. [0024]

본 에  산 에 어 , 상  산  상   원료  량 1000 g  , 0.1 mg 상,[0025]

람직하  40 mg 상, 욱 람직하  2000mg 상  L- 니틴  함 할  다. 

본 에  산 에 어 , 상  산   재  지, 비료  식  재  에 사[0026]

 다. 

본 에 한 L- 니틴  한 산  함   재  지  과 상   [0027]

 재  지, 비료  식  재  에  가 한 L- 니틴  경  간단한  할

 게 한다. 

도  간단한 

도 1  지  산  첨가한 지에   L- 니틴 함량 변  나타낸 그래프 다.[0028]

 실시하  한 체  내

본  L- 니틴  한 산  , 상  에 해  산 ,  상  산[0029]

도  공하고  한다.

본 에  사  어 "L- 니틴"  민   라 신과 티 닌,  포함하  비타민 복[0030]

합체  니틴  질체  미한다. 

본 에  사  어 " 산 "  미생   과  통해 생  사산  미한다. [0031]

1 에 , [0032]

본  L- 니틴  한 산    공하고  하  것 , 상  :[0033]

i)  또   산 , 울 또   산 ,  또   산 , 마란  또   산 ,[0034]

 들  합  포함하   원료  과 합하  단계;  

ii) 상   원료   합 에 미생  하여 시  단계;  포함할  다. [0035]

i)  원료   합하  단계[0036]

본 에  L- 니틴  한 산  에 어  사   원료   또   산[0037]

, 울 또   산 ,  또   산 , 마란  또   산 ,  들  합  포함

한다. 
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본 에  L- 니틴  한 산  에 어  사   원료  , 울, [0038]

, 마란  가공하  과 에  생  산 도 사  가 하다. 본 에  L- 니틴  한 

산  에 어  사   원료  라 신, 티 닌  한 원료  사 하  것  람직하

다.  

 마 과  생   식 다.   식 체  생 간  60-80  짧고  한  후에[0039]

맞 , 재 시 많   학비료   사 할 필 가 없  에 공해  다.  

식 학  보통 (Fugopyrum  esculentum)과 달단 (Fugopyrum  tataricum)  나 어진다. 보통

 가 합  타가 고, 달단  가 합  가 다. 우리나라에  보통  재

고 , 달단  ,  비 한 말라  고산지 에  재 고 다. 보통  주  

, 빵, , 비, , 병,  등  만드   사 , 달단  죽, 빵  만드  주  

고 다. 

 강 한 항산  질  루틴  다량 함 하고 고 균  미 산  해 학  매우[0040]

가   곡   다.   질  단 질과 필  미 산  고루 함 하고 고, 특  곡  식량

에  결핍 어  라 신 함량   여러  비타민과 필  미량  많  함 하고 다.

 주    70%  차지하고, 단 질   10%  함 하고 다. 보통 과 달단  질[0041]

 단 질과 필  미 산  고루 함 하고 고, 특  곡  식량 에  결핍 어  라 신 함량  

다. 또한 여러  비타민과 필  미량  많  함 하고 다. 특  달단  경우에 보통 에 비하

여 병 과 료에 과가  것  진 루틴  상당  많  함 어 다. 

에 포함  플라보 드(flavonoid)계 질  루틴  당뇨병, 각  계 질   근막염  과 료[0042]

에  , 쿼 틴(quercetin)  비 한 각   질  천연  항산   각   원

료  한 것  다. 에  거   루틴만 재하 , 쿼 틴  가공과 에  극 량 생

 것   다. 또한 식 업계에 어 도 루틴  각  료  주  색  첨가  개  여지

가  뿐만 니라 에 함  티 신 억 (tyrosine inhibitor)  각  채  과  갈변  지하

 천연  도 지  개  망하다( 병한 등, Korean J. Crop. Sci. 41(s):69-93, 1996)

  가루 등  가공  시  껍질,  등  산  다량 생한다.  본 에  L-[0043]

니틴  한 산  에 어  상   산    후 생  산  미한다.

본   에 어  상   산   가루, , 껍질 또  짚  포함할  

나, 에 한  것  니다.  

상  울 산  공 과   가루 생산시 생  산  나타낸다. 상   산  [0044]

 후  생  산  미한다.  상   산   가루,   껌질,   ,

,   또  짚  포함할  나, 에 한  것  니다. 상  마란  산

마란    후 생  산  미한다. 상  마란  산  마란  열매 에, 마란  가

루, 마란 , 마란  곡 껍질, 마란   또  마란  짚  포함할  나, 에 한  것

니다. 

상   또   산 , 울 또   산 ,  또   산 , 마란  또   산 ,[0045]

 들  합  포함하   원료   합하  단계에 ,  100 량 당 25 내지 70 량 , 람

직하게  45 내지 55 량  비  합   다. 

ii)  원료   합 에 에 미생  하여 시  단계[0046]

본 에 한 L- 니틴  한 산   에 어 , 에 사  미생  균 계 생[0047]

, 곰  또  산균  포함할  다. 

본  에   L- 니틴  한  산  에  어 ,  상   사 마 시[0048]

(Saccharomyces) ,  룰 포라(Torulopspora) ,  마 지마(Yamadazyma) ,  고사 마 시

(Zygosaccharomyces) , 다(Candida) , 시 (Asidia) , 루 마 시 (Kluyveromyces) , 룰

라 포라(Torulaspora)  또  리 마 시 (Debaryomyces)  포함할  나, 에 한  것  

니다.  실시 에  사 마 시  비시 (Saccharomyces cerevisiae) KCCM-11215가 사 었다. 

본 에  L- 니틴  한 산  에 어 , 상  곰  상  곰  리[0049]
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(Rhizopus) ,  루 (Aspergillus) ,  (Neurospora) ,  시 (Absidia) ,  나 커

(Monascus) ,  (Mucor) ,  마 라드 (Mycocladus) ,  니실리엄(Penicillium)  또  리

(Rhizomucor)  포함할  나, 에 한  것  니다.  실시 에  리  리재(Rhizopus

oryzae) KCCM11949P  리  리고 포러 (Rhizopus oligosporus) KCCM11948P가 사 었다.

본  에  한  L- 니틴  한  산   에  어 ,  상  산균  락 실러  [0050]

(Lactobacillus  sp.),  포 락 실러  (Sporolactobacillus  sp.),  트 커  (Streptococcus

sp.), 락 커  (Lactococcus sp.), 루  (Leuconostoc sp.), 커  (Pediococcus sp.),

엔 커  (Enterococcus sp.)  비피도 리움 (Bifidobacterium sp.)  포함할  나, 에

한  것  니다.

본 에 한 L- 니틴  한 산   에 어 , 에 사  미생   [0051]

미어링(smearing)  또  프 (spreading) 도  리  평 도말 ,  도말 (streaking),  피킹

(peaking), 주 (pouring), (dilution) 또  천 (stabbing)    나, 에 한  것

 니다.  실시 에  천    었다. 

본 에 한 L- 니틴  한 산   에 어 , 에 사  미생    원료[0052]

  합 에 시 후 하게 , 체  16℃ 내지 40℃에  2  내지 21  동 , 람직하게

 28℃에  7  내지 10  동    다.  

iii) L- 니틴  포함하   질  하  단계[0053]

본 에 한 L- 니틴  한 산    상  미생  에 해  산[0054]

 L- 니틴  포함하   질  하  단계   포함할  다.  

다   에 , 본  상   에  산   에 해  산  공[0055]

하고  한다. 본   에 하여  상  산  상   원료 량 1000 g  ,

0.1 mg 상, 람직하  40 mg 상, 욱 람직하  2000mg 상  L- 니틴  함 할  다.  라

,본 에 한 L- 니틴  한 산   식 , , , 사료 첨가 에  가

한  L- 니틴  , , 마란 ,그리고  들  가공   생산  산  하여  생합 할  

고, 경  간단한  할  게 한다. 

본 에  L- 니틴  한 산  에 사   나, 에 한  것  니다. [0056]

본   에 하여  L- 니틴  함 하  산  닭, , 돼지 등  사료  사  [0057]

다. 본   에 하여  L- 니틴  한 산   재  지, 비료  식

재  에 L- 니틴  강  , 채 , 과   각  식   생산할  다. 본  

실시 에  본 에  산   지  공하  경우 에  L- 니틴  가   하

다.

하,  해  돕  해 다 한 실시  시한다. 하  실시   보다 게 해하  하여[0058]

공  것  뿐  보 가 하  실시 에 한  것  니다.

<실시 >[0059]

실시  1. 곰  한   울  [0060]

(1) 곰  한 [0061]

울 15 g,  가루 15 g, 울과 가루 합  15 g  량하여 각각 250 ml 삼각플라 에 어 [0062]

균(121℃, 15 )한  Dry oven(60 ℃)에  3 시간 동  건 하 다. 건 한 시료에 균  20 ml  고

하   1에  같  균주  각각  한 후, 30 ℃에  3 간 시 다. 

 1

 원료[0063] 사  균주 사  균주 사  균주

울 - R. oryzae R. oligosporus

울 +  가루 - R. oryzae R. oligosporus

 가루 - R. oryzae R. oligosporus
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사  균주  리  리재(Rhizopusoryzae KCCM11949P)  리  리고 포러 (Rhizopusoligosporus[0064]

KCCM11948P)  감  트  한천(potato dextrose agar; PDA) 지에 도말 하여 30 ℃에  3 간 하

다.

(2) 산  L- 니틴 함량  [0065]

 시료  L- 니틴 함량  L-carnitine assay kit (Biovision)  하여  량 하 다.[0066]

 시료에 균  20 내지 55 ml 고  시  후, 원심 리(3000x g, 30 )하여 상등  얻고,

 하여  5   한  후  5  l  시료  45  l  buffer  합한  후  reaction  mix  50  l  고

fluorometric assay  하여 하 다. 그 결과  하   2에 나타내었다 (L- 니틴 함량 mM (mg/100

g)). 

 2

[0067] 균주 없 R. oryzae

(mg/100 g)

R. oligosporus

(mg/100 g)

울 - 1.4 1.1

울 +  가루 - 1.5 4.3

 가루 - 3.4 3.6

상   2에  R. oryzae 균주   가루  시  경우 울 단독 또  울과  가루  합하[0068]

 경우보다 L- 니틴 생  2  상 많  었고, R. oligosporus  경우에  울과  가루  합

하  경우 L- 니틴  가  많  생 었다.  

실시  2.  한  [0069]

(1) 체[0070]

실험에 사   사 마 시  비시 (Saccharomyces cerevisiae KCCM-11215)  사 하 고, 산[0071]

균  락 실러  GG(Lactobacillus GG ATCC-53103)  사 하 다. 하   3에 나타낸  같 , 

5 g  량하여 100 ml 비커에 고 플 주 , , 프 틱, 트  각각 첨가하 다.  또  

플 주  7 ml  었고, 프 틱  1 , 트  1 g 량하여 첨가한 후 하 다. 시료

상 에  1   한 후 같   시료   첨가하여 1  하고  과  한   복하 다. 

 3

[0072] Lactobacillus spp. Lactobacillusspp.

+ S. cerevisiae

균주 없

+ 플 주 A - D

+ C B -

(2) 산  L- 니틴 함량  [0073]

 시료  L- 니틴 함량  L-carnitine assay kit (Biovision)  하여 량 하 다. 3  동[0074]

시  죽 0.1 g  량한 후  900 ㎕ 고 한 후 원심 리 (12,000 rpm, 10 )하여 상등

L- 니틴 에 사 하 다. 시료   하여 5   한 후 5 ㎕  시료  45 ㎕ buffer  합

한 후 reaction mix 50 ㎕  고 fluorometric assay  하여 하 다. Ex/Em  각각 535/587 nm에

하 , 결과 값  곡 에 하여 L- 니틴 함량  계산하고, 그 결과  하   4 에 나타내

었다 (L- 니틴 함량 (mg/100 g)). 

 4

[0075] A B C D

함량 - 0.3 - -
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상   4    듯 ,  가루 죽에 Lactobacillus spp. 산균만  고 시  경우 3 간 [0076]

 후에도 L- 니틴  생 지  었다. ,  고 시  경우, 죽 100 g당 L-

니틴 0.3 mg가 생 었다. 

실시  3.   시 간에  니틴 함량 변[0077]

(1) 곰  한 고체 [0078]

 가루 10 g  량하여 100 ml 삼각플라 에 어 균(121 ℃, 15 )한  Dry oven(60 ℃)에  3 시[0079]

간 동  건 하 다.  5  같  건 한 시료에 균  12 ml  고 균주  각각  한 후, 30 ℃에

1  내지 5 간 고체 시 다. 

 5

[0080] 사  균주

 가루 - R. oryzae R. oligosporus

(2) 산  L- 니틴 함량 변   [0081]

 시료에 균  20 ml  고  시  후, 원심 리(3000x g, 30 )하여 상등  얻어 L-[0082]

니틴 함량  에 사 하 다.  시료  L- 니틴 함량  L-carnitine assay kit (Biovision)  

하여 량 하 다. 시료   하여 5   한 후 5 ㎕  시료  45 ㎕ buffer  합한 후

reaction mix 50 ㎕  고 fluorometric assay  하여 하 다. Ex/Em  각각 535/587 nm에  하

, 결과 값  곡 에 하여 L- 니틴 함량  계산하고, 그 결과  하   6  도 3 에 나타

내었다 (L- 니틴 함량 (mg/100 g)). 

 6

[0083] control R. oryzae R. oligosporous

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0.8

4 0 0.6 0.8

5 0 0.9 1.3

상   6에  가루에 R. oryzae, R. oligosporous  고 1-5 간 시  생  L- 니틴 함[0084]

량   한 결과, R. oligosporous  경우  시  2  후  L- 니틴  생 다  것  었다. 

실시  4. 시  함량에  니틴 생 량 변[0085]

(1) 곰  한 고체[0086]

내 시    가루( 평 )  하여 실험에 사 하 다. R. oligosprus  Potato dextrose broth[0087]

(PD)  지에  계 하여 28℃에  4 간  하 다.  가루  100  g  량하여 500  ml  삼각플라 에

고,  각각 25%, 30%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80% 비  도  첨가하고 하 다.

 비 에 맞 어 합하여 시   균(121 ℃, 15 )한  균주  각각 10%  하고, 28

℃에  10 간 고체 시 다. 

(2) 곰  한 산  L- 니틴 함량  [0088]

1 차에  시료  채취하여  2  고 한 시간 동   후, 원심 리(3000 rpm, 30 )하여[0089]

상등  얻어 L- 니틴 에 사 하 다. L- 니틴 함량  해  7  건하에 UPLC/MS/MS  

하 다. 한 샘플  도가 해진   1 ml 채취하여, 50 mM KH2PO4  100% ACN  각 4 ml  처

리하여 처리  하여  후, 0.2 ㎛ syringe filter  필  하여  후 1 ㎕  injection하여 해 L- 니

틴 함량  한 결과   8에 나타내었다.
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LC/MS/MS condition[0090]

· 럼: Waters ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 ㎛, 2.1 x 100mm

· 동상: 

A: 15 mM ammonium formate (0.1% formic acid)

B: ACN(0.1%formicacid) 

·Injection volume: 1 ㎕

·Column temperature; 30℃

·Sample temperature: 20℃

·Gradient (8min)

Time(min) Flow rate A(%) B(%)

0 0.4 12.5 87.5

3.5 0.4 12.5 87.5

3.6 0.4 20 80

4.5 0.4 20 80

4.6 0.4 12.5 87.5

8 0.4 12.5 87.5

 8

비[0091] 1 차

니틴 

(mg/1 kg)

2 차

니틴 

(mg/1 kg)

3 차

니틴 

(mg/1 kg)

5 차

니틴 

(mg/1 kg)

7 차 

니틴 

(mg/1 kg)

10 차

니틴 

(mg/1 kg)

25% 0.92 4.46 6.08 3.64 5.49 13.72

30% 0.28 2.00 5.39 1.74 0.71 18.86

35% 0.43 1.47 0.64 3.56 1.48 13.14

40% 0.20 0.83 4.12 4.35 6.83 12.99

45% 0.25 5.04 10.16 3.41 4.56 7.66

50% 0.19 6.73 11.65 4.83 4.09 11.20

55% 0.15 5.67 9.03 4.73 7.45 15.48

60% 0.07 6.70 6.79 4.15 5.66 0.02

65% 0.15 6.73 0.23 0.40 7.27 1.45

70% 0.91 6.73 2.40 1.66 2.93 0.65

75% 0.45 3.59 3.15 4.16 7.58 11.08

80% 0.01 1.20 0.86 10.80 0.02 0.26

90% 3.04 5.17 0.99 6.53 1.19 1.72

100% 0.20 0.24 0.15 6.51 1.67 0.03

 8과 같  UPLC/MS/MS  하여 한 결과    에 비해     었지만, [0092]

 원료  합   에 라 차 가 고,  시간  가할  생  L- 니틴  가 

할  다.   원료  합   체 합  30%    생  L- 니틴  10 째에

18.86 mg/kg  할  다. 

실시  5. 과 산  한 [0093]

(1) 곰  한 고체[0094]

가루 50 g  량하여 250 ml 삼각플라 에 고, 에 한 산  비   9에  같  비[0095]

 도   산  첨가하 다. 합시  50%  비  첨가한 후 시 다. 각 비 에 맞 어

합     산  시 고, 균(121 ℃, 15 )한  균주  각각 10%  한 후, 28 ℃에

14 간 고체 시 다. 사  균주  리  리고 포러 (Rhizopusoligosporus KCCM11948P)  감  

트  한천(potato dextrose agar; PDA) 지에 도말 하여 28 ℃에  4 간 하 다. 
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 9

산 비[0096] 비

0% 10:0

10% 9:1

20% 8:2

30% 7:3

40% 6:4

50% 5:5

60% 4:6

70% 3:7

80% 2:8

90% 1:9

100% 0:10

(2) 산  L- 니틴 함량   [0097]

1 , 2 , 3 차, 5 차, 7 차  10 차에  시료  채취하여 량 후 2  피   고 1시간[0098]

동   시  후, 원심 리(3000x g, 30 )하여 상등  얻어 UPLC/MS/MS  하여 니틴 하 다.

14 차에   시료에  200ml-300ml 고 한 시간 동   후 원심 리(3000x g, 30 )하여

상등  얻어 L- 니틴 에 사 하 다. L- 니틴 함량  해 UPLC/MS/MS  하 다. 한

샘플  도가 해진   1 ml 채취하여, 50 mM KH2PO4  100% ACN  각 4 ml  처리하여 처리

하여  후, 0.2 ㎛ syringe filter  필  하여  후 1 ㎕  injection하여 해  10에 나타내었다. 

 10

산[0099]
비

1 차

니틴 

(mg/1 Kg)

2 차

니틴 

(mg/1 Kg)

3 차

니틴 

(mg/1 Kg)

5 차

니틴 

(mg/1 Kg)

7 차 

니틴 

(mg/1 Kg)

10 차

니틴 

(mg/1 Kg)

14 차

니틴 

(mg/1 Kg)

10% 0.21 1.25 1.54 4.28 0.76 1.33 0.30

20% 0.44 2.12 3.36 6.95 7.96 5.51 1.05

30% 0.96 1.88 3.41 13.24 6.15 8.64 8.83

40% 1.02 1.77 5.73 17.31 22.00 23.29 22.48

50% 1.45 2.17 9.38 16.89 14.10 10.29 6.45

60% 1.76 2.29 11.36 16.04 19.81 0.88 0.30

70% 1.99 2.88 8.13 25.14 44.43 26.02 10.67

80% 2.02 2.68 9.93 17.66 21.95 14.92 0.74

90% 2.45 4.23 12.31 22.41 31.49 33.54 44.12

100% 3.06 3.80 11.31 16.42 28.20 35.08 33.66

상   11  UPLC/MS/MS  하여 한 결과   가공시 생하  산  합 비 에 라 차[0100]

가 고,  시간  갈   가  하 다.  가공시 생하  산  합 비  90% 에

L- 니틴  가  많  생산 어 14 째에  44.12 mg/kg  하 고, 100% 산 만  사 한 경우도 L-

니틴  14 째에 33.66 mg/kg 생산 었다.

실시  6. 곰  한 마란   [0101]

(1) 곰  한 고체[0102]

마란    50g  각각 량하고,  20ml  어 함량  40%  맞  후, 250ml 삼각플라[0103]

에 시 다. 시  마란  균(121 ℃, 15 )한  균  각각 10%  한 후, 28℃에  5 간 고

체 시 다. 사  균주  리  리고 포러 (Rhizopusoligosporus KCCM11948P)  감  트  한

천(potato dextrose agar; PDA) 지에 도말 하여 28 ℃에  4 간 하 다.  시료에 균 

100 ml 고 시  후, 원심 리(3000 x g, 30 )하여 상등  얻어 L- 니틴 에 사 하 다. 각각

마란   5 간 시  죽  L- 니틴 함량  한 결과  하   11에 나타내었다. 
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 11

원료[0104] 니틴 함량

마란 3.4

0.9

상   11에 나타낸  같  마란  L- 니틴 함량  3.4mg/  100g    L- 니틴 함량[0105]

0.9mg/ 100g  었다. 

실시  7. 곰  한 다량 [0106]

(1) 곰  한 고체[0107]

 가루 1 kg  각각 량하여  5 kg   비하여  비  40%(w/v), 60%(w/v)  70%(w/[0108]

v)가 도  합한  고  균(121 ℃, 15 )하 다. 균한 시료에 균주  10 ml  한 후, 28 ℃

에  8 간 고체 하 다. 사  균주  리  리고 포러 (Rhizopusoligosporus KCCM11948P)  감

트  한천(potato dextrose agar; PDA) 지에 도말 하여 28 ℃에  4 간 하 다.

(2) 곰  한 산  L- 니틴 함량  [0109]

 시료 량  2 에 해당하   고 리  하여 1시간동   시  후, 원심 리[0110]

(6000 x g, 30 )하여 상등  얻어 carnitine 에 사 하 다. 상  실험  5  복  행했다. 

시료  L- 니틴 함량  L-carnitine assay kit (Biovision)  하여 량 하 다. 시료  

하여 2, 5, 10, 20, 30   한 후 5 ㎕  시료  45 ㎕ buffer  합한 후 reaction mix 50 ㎕  

고 fluorometric assay  하여 하 다.  함량  40%(w/v)   결과  하   12에 나타

내었다 (L- 니틴 함량 ㎛(mg/100 g)). fluorometric assay에  Ex/Em  각각 535/587 nm에  하 ,

결과값   곡 에 하여 생  L- 니틴 함량  계산하 다. 

 12

[0111] 0 day 2 day 3 day 4 day 5 day 6 day 7 day 8 day

L- 니틴 함량 (mg/
 100g)

0 1.6 5.2 9.7 14.7 19.4 16.8 17.2

상   12    듯 , R. oligosporus  하여 시   L- 니틴  6 째에 평균[0112]

19.4 mg/  100g  함 하고 었다.  간에 라  L- 니틴   가하   19.4 mg/

100g(6 째)  L- 니틴  생산 어 생산량  간에 라  가한다  것  하 다. 

<실험 >[0113]

실험  1.  산  한  L- 니틴 함량 비[0114]

산 에 한 실   함량 비  해 타리  재 해 L- 니틴 함량  비 하 다. 850ml 병[0115]

에 폐 , 폐  , 실 , 울, 겨, 삭  ( 브) 등  합  동 한 지  510g  채

우고 균상태에  랑 타리  균  동 하게 seeding 했다. 균   병  다  [  13]과 같

 10ml  첨가  처리한 후 직사  들지  상태에  도  20 내지 22℃  하고, 습도 역시

65~75%   경에  하 , 타 사항  진 청 원 릭 업 에 하여 재 하 다. 

 13

Group[0116] 첨가  (  10ml)

A  10mL

B 가루+균 합  10ml

C  2g + (remain)

D L- 니틴 20mg + (remain)

 료 후   통해 L- 니틴 함량  했다. 각 샘플  당  한 후 reaction mix 50[0117]
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㎕에 시료10  ㎕  buffer  40  ㎕  어 다.   ,  blank  10  ㎕에 buffer  40  ㎕  어주고

reaction mix  어 다. 동 한 건  다  well에 reaction mix에  enzyme만 거한 후 50 ㎕  어

샘플  L- 니틴  하 다.

 14

[0118] 랑 타리

게 (g) A비  게 (%) 건 시료 

200mg당 

L- 니틴

(㎍)

A 비 

L- 니틴

 (%)

A 16.35 100 104.5 100

B 30.25 185.0 204.7 195.9

C 50.06 306.2 217.4 208.0

D 23.64 144.6 582.6 557.5

[  14]  [도 1]과 같  지에 비해  과  균  어  (B)  경우   85%  진[0119]

었 ,   L- 니틴 도  96% 가했다.   첨가  (C)   200% 상 

진하 , L- 니틴  도 200% 상 가 었다.  니틴  직  여한 (D) 에 도  어 

게   45% 가  그쳤 나,   니틴   500% 상  가 어  지에 +

 균, L- 니틴 함      L- 니틴 직  여  통해  L- 니틴  함량  가

 것  할  다.

실험  2. 쓴   통한 곡  L- 니틴 생산

통곡  상태  쓴  에 6시간 동  린 후 25 간 고  균하 다. 통곡  에  건 내 상 에

 식  다  R. oligosporus  시 다.  30℃, 습도 90%RH 상 건에  76시간 동  진행하

다. 가 료  곡  동결건 하여 쇄한 후 마  그래피  하여 니틴 함량  하

다. 그 결과  하   15에 나타내었다. 

 15

Group L-carnitine (μg/100 g)

쓴 6.21 100.0%

 쓴 38.44 618.7%

상   13    듯 ,  쓴  하  경우 곡 내  니틴 함량  600% 상 가함

 었다. 

탁  : 한 미생 보 ( )

탁  : KCCM11948P

탁  : 20161120

탁  : 한 미생 보 ( )

탁  : KCCM11949P

탁  : 20161120
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