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Abstract 

Among the microorganisms of twenties species isolated from the compost and soil, an alkaJi tolerant 
8acillus sp. was chosen as a strain of tofu-residue solubilization. The alkali tolerant 8acillus sp. showed 
the high values of soluble solid matter and protein yield in the mineral salts media containing no carbon 
and nitrogen source. The optimal composition of the mineral salts medium was determined by 3-D 
response surface methodology and were obtained at 1.33% of MgSO .. 7HP, 1.66% of KCI 뻐d 2.19% 
of KH2P04 : K2HP04 (1: 1) in the medium for maximum soluble solid matter and 1.08% of MgS04 • 

7H,O, 0.48% of KCI and 1.58% of KH,P04 : K,HP04 (1 :1) in the medium for maximum protein yield. 
Under these conditions, the maximum values of the soluble solid matter and protein yield were 53.79 
glL and 87.12% , respectively. 
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서 론 

비지 (tofu-residue)는 대두로부터 비발효성 식품인 

두부 또는 두유를 제조할 때 생산되는 부산물로， 대 

두 건물 중량의 20-30%나 생산된다. 

하지만 비지는 약 80% 이상의 수분을 함유하여， 

부패되기 쉽고， 운반과정 중에도 변질되므로 유효 

이용에의 제약이 뒤따른다. 따라서 일부만이 요리 

나 가축의 사료로 이용되고 있을 뿐， 대부분은 폐 

기처분되고 있는 실정이어서 유용자원의 손실을 초 

래할 뿐 아니라 환경오염의 측면에서도 문제점을 

야기하고 있다(Kim and Sohn, 1994). 

그 동안 비지처리법으로는 비지를 그대로 소각， 
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매립 및 투기하여 처리하는 방법， 물리적 • 기계적 

인 방법에 의해 건조한 후 식품소재로의 첨가나 산 

업소재로 응용하는 방볍， 압착 및 압출 과정을 거 

쳐 식품 및 산업소재 첨가제로 응용하는 방법， 그 

리고 비지를 마쇄하여 또는 건비지를 발효의 기질 

로서 이용하는 방법 동 20여 방법이 모색되었다. 하 

지만 비지의 낮은 용해도와 그에 따른 기능적 특성 

의 열악함으로 아직도 기대 이상의 효괴를 얻지 못 

하고 있는 실정이다(Chae et al. , 1998). 

따라서 비지의 재활용이나 자원화를 위한 보다 

효율적인 처리 방법의 심도 있는 연구의 필요성이 

매우 높은 실정이다. 

이와 관련하여 비지의 주 문제점은 불용성이므로 

이의 효율적인 가용화가 한 대안이 될 수 있다는 

관점에서 일부 미생물이나 이의 효소 처리 방법이 

점차 주목을 받았다. 비지를 발효 기질로 이용하는 

방법에서는 주로 Aspergilhμ와 같은 곰팡이류에 의 

한 고체발효가 수행되었는데， 장시간의 발효기간과 
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가용화 수준이 낮은 문제점이 지적되고 있다. 또 효 

소 처리에 의한 비지의 가용화 연구도 Aspergillus 

나 Fusarium 둥 곰팡이 유래의 효소를 이용하여 비 

교적 널리 연구， 보고되었으나(Godfrey et al., 1983; 

Chung et al., 1990; Sharma et al., 1983; Hara et 

al., 1982; Lee, 1984; Kawahara, 1994), 아직도 가 

용화 수준은 매우 미흡한 실정이다. 

따라서 효율적으로 비지의 이화학적 특성을 변화 

시켜 그 용도를 확대시키기 위해서는 보다 우수한 

비지의 분해 균주 탐색 및 이에 대한 가용화 조건 

의 확립이 필요하다. 

본 연구에서는 이상의 관점으로부터 비지의 가용 

화가 우수한 분해 균주를 분리하였다. 또 이 균주 

를 이용하여 비지의 가용화를 위한 배지조성 및 최 

적화를 검토하였으며， 이로부터 비지의 재활용 또 

는 자원화를 위한 산업적 웅용의 기초 자료를 마련 

하고자 하였다. 

재료및방법 

재료 
본 실험에 사용된 비지는 두부 생산 중 부산물로 

얻어지는 비지로， 춘천시 H 두부 공장으로부터 구 

입하였으며， 10mesh 체를 통과시켜 냉동저장(-720C) 

하면서 실험에 사용하였다. 

분해균주의 탐색 
보존 중인(40C) 균주 20여종을 대상으로 증류수 

에 3% (w/v) 비지와 2% (w/v) ag따를 첨가한 후， 

2N NaOH로 pH 7 및 10으로 조정하여 멸균(l2IOC， 

15분)하였다. Pe띠 dish에 부어 냉각시킨 후 백금이 

로 접종하고 300C에서 5일간 배양하여 colony 형성 

이 높은 균주를 I차 검색하였다. 15t} 검색된 균주 
를 대상으로 pH를 7-12로 조정하여 액내 진탕배양 

하면서 비지의 가용화율을 측정하여 2차 검색하였 

고， 가용화율이 높은 균주를 선정하였다. 

배양방법 
사면 배지에서 보존하였던 균주를 300C에서 12시 

간 배양하였으며， 이 균체를 배지 lOO mL를 함유한 

500 mL 삼각 flas양11 백금이로 l회 접종하고 300C 

에서 48시간 진탕 배양하여 종균 배양액으로 사용 

하였다. 본 배양은 증류수에 3% (w/v) 비지를 첨가 

한 배지 50 mL를 함유한 250 mL 삼각 R잃엠l 종균 

배양액을 5% (v/v) 접종한 후 300C에서 loorpm으 

로 5일간 진탕 배양하였다. 

가용성 고형물량 및 단백질 수율 측정 
비지 가용성 고형분량의 측정은 배양액을 원심분 

리 (10，000 rpm, 15분)한 후， 미리 항량을 구한 용기 

에 담아 700C에서 12시간 건조한 후， desiccator에서 

항량이 될 때까지 방치하면서 건조중량을 측정하였 

다. 가용성 고형분량(soluble solid matter)과 단백질 

수율(protein yield)은 다음의 식 (1) 및 (2)에 의해 

각각 계산하였다. 

Soluble solid matter (gι) = A x (lOOO/S) (1) 

여기서 A는 상둥액의 건조중량(g)이고， S는 상둥 

액의 채취량(mL)이다. 

Protein yield (%) = [W J X P/(W X Po)] x 100 (2) 

여기서 P。는 원료의 초기 단백질 농도(%)이고， PJ 
은 원심분리 상동액의 단백질 함량(%)， W는 채취 

한 가수분해물의 중량(g)， WJ은 원심분리 상둥액의 
중량(g)이다. 

비지의 가용화(%) 측정 

비지의 가용화는 원심분리 후 상동액을 제거하고 

잔존 비지를 취하여 70"C에서 12시간 건조한 다음， 

배양시간 경과에 따른 비지의 무게 감소를 측정하 

고 다음 식 (3)을 사용하여 산출하였다. 

Dn-D , 
Solubilization (%) = ~ X 100 (3) D 0 

여기서 D。는 초기 건조 중량(g)이고， DJ은 시간경 

과후의 건조중량(g)이다. 

비지 가용화 배지 조성의 영향 검토 및 최척화 

배지조성의 영향 검토: 배지조성은 증류수에 3% 

(w/v)의 비지를 첨가하고 121 0C에서， 15분간 멸균한 

후 2N NaOH로 pH를 10으로 조정하여 기본배지로 

사용하고， 타 탄소원， 질소원 및 무기염류의 첨가 영 

향을 조사하여 검토하였다. 즉， 탄소원의 영향은 기 

본배 지 에 glucose, fructose, m머tose， starch, sucrose 

를 1% (w/v)의 농도로 첨가하여 멸균한 후에 2N 

NaOH로 pH를 10으로 조정하였다. 종균배양액 5% 

(v/v)를 접종하고 300C에서 5일간 진탕배양 한 후 

가용성 고형분량(gIL) 및 단백질 수율(%)을 측정하 



비지웹 균주의 분리 및 비지 가용화 배지의 최적화 191 

여 검토하였다. 질소원의 경우는 기본배지에 선정된 

탄소원을 첨 가하고 po1ypeptone, yeast extract, malt 

extract의 유기 질 소원 과 (NH4)2S04' (NH4)2HP04’ 

NaN03의 무기질소원을 각각 0.5% (w/v)되게 첨가 

하여 2N NaOH로 pH를 10으로 조정 한 다음 탄소 

원의 경우와 마찬가지의 방법으로 검토하였다. 무 

기염류의 경우도 기본배지에 MgS04 • 7Hp, KC1, 

KH2P04’ 
KzHP04, MnS04 ' 5Hp, NaC1의 무기 염 류 

를 0.1% (w/v)되 게 첨 가하여 2N NaOH로 pH를 

10으로 조정한 다음， 역시 마찬가지의 방법으로 검 

토하였다. 

배지 조생의 최객화: 배지 조성의 최적화는 배지 
조성 검토결과 선정된 무기염류 첨가량(X[ ， X2, X) 

을 독립변수로 하고， 가용성 고형분량(Yj ) 또는 단 
백질 회수율(Y2)를 종속변수로 하여 Tab1e 1과 같이 

16개의 처리조합으로 이루어진 중심 합성 계획법 

(Sung, 1991)에 따라 실험하였고， 그 결과를 반응표 

면분석 (response surface analysis)하였다. 이 때 , 반웅 

Table 1. v:외ues of independent V:와iables and treatment 
conditions by the centI힐1 comp‘)Site experimentaI desi믿I 
for soluble solid matter of tofu.resldue 

Leve1 
Variab1es 

-2 0 2 

MgS04 ' 7Hp, 0 0.5 1.0 1.5 2.0 w/v% (Xj) 
KC1, w/v% (X2) 0 0.5 1.0 1.5 2.0 
KH2P04 : KzHP04 0 0.7 1.4 2.1 2.8 
(1: 1), w/v% (X3) 

Exp Coded va1ue Exprimenta1 va1ue 
No. X, X2 X3 X, X2 X3 

0.5 0.5 0.7 
2 1.5 0.5 0.7 
3 0.5 1.5 0.7 
4 0.5 0.5 2.1 
5 1.5 1.5 0.7 
6 1.5 0.5 2.1 

7 0.5 1.5 2.1 
8 1.5 1.5 2.1 

9 2 0 0 2.0 1.0 1.4 
10 -2 0 0 0 1.0 1.4 
11 0 2 0 1.0 2.0 1.4 
12 0 -2 0 1.0 0 1.4 
13 0 0 2 1.0 1.0 2.8 
14 0 0 -2 1.0 1.0 0 
15 0 0 0 1.0 1.0 1.4 

16 0 0 0 1.0 10 1.4 

표변 모형은 다음 식 (4)의 2차 다항회귀 모형을 적 

용하였으며， 반응표면의 회귀분석은 SAS program을 

사용하였다(SAS， 1988). 

Y (1) = ßo+ :L, ßjXj+ :L, ßjjXjXj 

여기서 k는 독립변수의 수， Xj는 독립변수， Y는 

종속변수이며， ßo' ßj' ßij는 각각 중심점에서의 회귀 
계수， 선형 계수 및 2차 interaction 계수이다. 

본 실험(Tab1e 1)의 경우 3개의 독립변수를 사용하 

였으므로， k 값은 3이며， X j, Xz, X3는 각각 MgSO .. 

7Hp, KCl 및 KH2P04 : KzHP04 (l :I ，v/v)를 나타 

낸다. 또， 각 독립변수의 수준을 5로 하고 -2-+2 범 

위의 cc때e value를 갖도록 선형화하였으며， 각 실험 

자료에 대한 분산분석 (ANOVA; Analysis of V.따iance) 

과 잔차를 구하였다. 

한편， 정상점 (stationary point)은 2차 회귀 에 의해 

산출한 상수값(ß).2_로부터 반웅식을 얻은 후， 이 식 

을 미분하여 얻었으며， 이때 독립변수와 종속변수 

의 상호관계는 ANOVA로 검정하였다. 

곁과및고활 

비지가용화균주의 선정 
미생물에 의한 비지 가용화를 검토하기 위하여 

비지를 유일한 탄소원으로 한 서로 다른 pH (7 및 

10)의 agar 배지에 토양 및 퇴비로부터 순수 분리한 

20여종의 보존 균주(Hong and Lee, 1999}를 접종하 

고 30"C에서 5일 동안 배양한 후 균체의 co1ony 형 

성 여부를 관찰하였다. 그 결과 Fig. 1에서와 같이 

Alcaligenes sp., Enterobacter sp. 및 alkali to1erant 

Bacillus sp.의 3종 균주가 co1ony를 형성하였다. 

pH 7과 10의 배지에서 Alcaligenes sp.는 co1ony 

가 미미하게 형성 되었지만， Enterobacter sp.와 외ka1i 

to1erant Bacillus sp.는 pH 7과 10의 고체 배지에서 

각각 양호한 co1ony를 형성하였다. Tab1e 2는 pH 

7-12의 고체 배지에서의 Enterobacter sp.와 외없li 

to1erant Bacillus sp.의 생육을 나타낸 것으로 두 종 

의 균주 모두 pH 10에서 co1ony 형성이 우수하였 

다. 따라서， pH 7과 10으로 조절한 액체 배지에서 

Enterobacter sp.와 alkali to1erant Bacillus sp.의 비 

지 가용화율을 조사하였으며， 그 결과는 Fig. 2와 

같다. 
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Fig. 1. Photographic views of various microorganisms grown in tofu-residue medium with different pHs. 
A : pH7 Alkali-tolerant 8aciUus sp. B : pH7 Enterobacter sp. C : pH7 Alcaligenes sp. D : pHI0 Alkali-tolerant 8ac찌us 
sp. E : pHI0 Enterobacter sp. F : pHI0 Alcaligenes sp. 
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Table 2. Growth of 8acillus sp. and Enterobacter sp. in 
tofu-residue medium with different pHs 

pH 
9 10 

++ ++ 
+ ++ 

12 
Bacillus sp. 

Enterob‘lCter sp ‘ 

* ++ : Good growth , + : Mα1εrate growth , - : No growth 

11 

+ 
+ 

8 
-+ 

+ 

7
’ -+ 

+ 

Strains 

10 

pH 7_ pH 10 

I<1g. 2. Solubilization (%) of tofu-residue (3%, w/v) after 
72 hrs of Iiquid cultivation in basa1 medium with pH of 7 
and 10. 

체의 생육 및 가용성 J형분량(glL)을 저해하는 것 

으로 나타났다. 이러한 결고감긍 Entembαcter sp.의 경 

우 glucose의 첨가 농또7r 0.5%일 경우 가용성 고 

형분량이 좋았다는 Kawahara( 1994)의 보고와는 다 

른 결과로， 균주의 차이에 기덴히는 것으로 생각되 

었다. 

각종 유기 및 무기 질소원이 가용성 고형분량(gI 

L) 빛 단백질 수율(%)에 미치는 영향을 검토한 결 

파(Fig. 3-(b))에서는， 무기잘소원이 유지질소원보다 

약간 높은 가용성 고형분량(g/L)을 나타내지만， 대 

조구와의 차이 는 11]\]] 하게 나타났다. Aspergilhιy 

niger(Kim et al., 1994)외 Entembaιter sp.(Kaw삶1ara. 

1994)의 경우. NaNOl 1%에서 가용성 고형분량 수 

pH 10의 alkali tolerant Bacilltι.\' sp.가 Entembacter 

sp.보다 비지 가용화율이 높게 나티났으므로 alkali 

to1erant Bacillus sp.를 비지의 가용화 균주로 최종 

선정하였다. 

이 균주는 별도로 진행된 연구결괴 ， 8acillus 

licheniψrmis NBL420으로 돔정 되 었으며 , cellu1ase, 

xylanase, amylase 및 chitosanasε를 y:.함한 많은 기­

수분해효소를 분비하는데， 특히， 새보운 bifunctionaI 

cellulase-chitosanse activity를 나타낸다 (Hong et 01. , 
2003; Lee et a l., 1991). 

비지 가용호때| 미치는 배지조성의 영향 

각종 당류를 탄소원으로 하여 비지만의 기본배:.<] 

에 각 I %(w/v)를 첨가하고 가용성 고형분량(gι) 및 

단백 질 수율(%)-을 측정 한 결파는 Fig. 3-(a)와 같다­

모든 탄소원의 첨가구에서 대조구보다 낮은 기용 

성 고형분량(잉L)을 나타내어 1 탄소원의 첨가는 균 
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Fig. 3. Effect of various carbon sources (a), nitrogen 
sources (b) and mineral salt (c) sources on soluble solid 
matter and protein yield during tofu-residue fermentation. 

Fig.4. Contour map and 3-D response surface for the 
effect of MgS0 4 ' 7HpIKCI (A), MgS04 ' 7H20IKH2P04 : 

K2HP04[1:1] (B) and KCIIKH2P04 : K2HP04[1:1] (C) 00 

soluble s이id matter (밍L). 
A; a: 19.19, b: 23 .32, c:27 .45, d:3 1.57, e:35.70, f:39.82, g: 
43.95 B; a:22.73, b:27.12, c:3 1.50, d:35.89, e:40.27, f: 44.65, 
g:49.04 C; a: 8.85, b: 14.56, c:2따6， d:25.97, e:3l.68. f: 3739, g:43.IO 

-" 

1991)으로 가용성 고형분량， Y,(g/L) 및 단백질 수 
율， Y，(%)의 최 적 조건을 검토하였다. 

대체적으로， 무기염류의 농도가 높은 경우 가용 

성 고형분량(밍L)의 값이 높게 나타난 반면， 낮은 

농도 일 때는 단백질 수율(%)이 높게 나타났다. Fig. 

4는 각각 가용성 고형분량(gι)에 미 치는 MgSO.j • 

7Hp요} KCI(X p X2), MgSO.j' 7Hp오l KH2PO.j: 

K2HP04 (1 :1) (X 1, X,) 및 KCI과 KH2PO.): K2HPO.j 

(1: 1) (X2’ 
X，)의 3-D 등고선도이다. 정상점은 모두 

saddle point이 어 서 최대 값은 조합된 농도보다 높 

거나 낮은 농도에서 존재하는 것으로 판단되었다. 

자료로서 나타내지는 않았으나 단백질 수율(%)의 

경우도 이와 비슷한 경향을 보였다. 

다중 회귀분석한 결과， 2차 회귀식에 적합하였으 

며， 가용성 고형분량의 최적 점은 MgSO.j' 7Hp는 

1.33, KCl은 1.66, 그리 고 KH 2PO.) : K2HPO.j( 1: 1)는 

율이 좋았다는 보고와는 달리， 본 균주는 탄소원과 

마찬가지로 질소원도 비지의 단백질 수율(%) 및 가 

용성 고형분량(g/L)에 영향을 주지 않는 것으로 판 

단되었다. 

한편， 비지의 가용성 고형분량(밍L) 및 단백질 수 

율(%)에 미치는 무기염류의 영향을 검토한 결과 

(Fig. 3-(c))에서 는 MnS04 ' 5Hp 및 NaCI 첨 가구는 

대조구와 비슷한 결괴를 나타내었지만 MgS04 '7Hp, 

KCI, KH2P04 및 K2HP04 첨 가구는 대조구보다 좋 

은 가용성 고형분량(gι)을 나타내었다. 

따라서 비지 가용화 균주로 선택된 alkali tolerant 

Bacillus sp.는 탄소원과 질소원이 배제된 무기염류 

배지에서 가장 높은 가용성 고형분량(잉L)을 나타냄 

을알수있었다. 

배지 조성의 최적화 
상기 실험 결과로부터 선정된 무기염류의 최적 

농도를 알아보기 위 하여 MgS04 ' 7HP, K디 및 

KH2P04 : K2HPO.) (1: 1)의 세 가지 요인을 독립변 

수(X 1 ， X2’ 
X, 또는 X 1P X22 ’ 

Xl1)로 하고， 무기염류 
첨 가량을 종속변수로 하여 반응표면분석 법 (Sung, 
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34.1 g/L의 s'Oluble s'Olid matter와 82.2%의 protein 

yield를 나타내 었다. 따라서 protein yield는 추정 값 

(87.12%)과 거의 일치하였으나 s'Oluble s'Olid matter 

는 추정값(53.79 g/L)의 약 66% 수준이었다. 

산업식품공학 

2.19이었으며， 추정값은 53.79 g/L이었다. 반면， 단백 

질 회수율의 정 상점은 MgS04 ' 7Hp는 1.08, KCI 

은 0.48, 그리고 KH2P04 : K2HPOi1 : 1 )는 1.58이었 

으며， 추정값은 87.1 2%이었다. 또 비지의 가용성 고 

형분량(Y1 ) 및 단백질 회수율(Y2)의 2차 회귀식을 

사용하여 나타낼 수 있었다. 
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한편， 이들 종속변수 변량에 대한 독립변수의 영 

향을 분산분석(ANOVA)한 결과는 Table 3 및 양} 

같다. 

가용성 고형분량@ι}의 상관계수(regres녕'On coefficient) 

제곱합은 816.64, 잔차(eπor)의 제곱합은 76.22, 회 

귀계수는 0.9564이었고， 유의수준을 검정하는 F-값 

도 7.14로 1%이내(p>0.99)에서 유의성을 나타내었 

다. 또한 단백질 회수율의 상관계수 제곱합은 3580.14, 

잔차(eπor)의 제곱합은 11.54, 회귀계수는 0.9564이 

었고， 유의수준을 검정하는 F-값도 206.74로 1%이 

내 (p > 0.99)에서 유의성을 나타내었다. 

한편， 최적 점에서의 soluble s'Olid matter와 protein 

yield의 X 1, X2, X3의 농도 조합으로 배지를 조제하 
여 72시간 배양한 결과， Fig. 5 및 6에서와 같이 

Tab1e 3. ANOVA table for soluble solid matter of tofu­
residue 
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Iable 4. ANOVA table for protein yield of tofu-residue 

Square Degree of Square 
sum freedom mean 

Regression 3580.18 9 397.798 
Error 11.54 6 1. 924 
TütaJ 359 1.73 15 

RR = 0.9968, R = 0.9984 

RR = 0.9146, R = 0.9564 
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Fig. 6. Comparison of various constituents during the 
culture of alkali tolerant Bacillus sp. in medium for 
maximum protein yield. 
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요 약 

비지를 유일의 탄소원으로 한 서로 다른 pH(7 및 

10)의 agar 배지에 토양 및 퇴비로부터 순수 분리하 

여 보관중인 20여종의 균주를 대상으로 2차의 

screening 과정을 거쳐 우수한 비지 가용화 균주로 

알칼리 내성 Bacillus sp.를 선정 후 최적 배지조성 

을 검토한 결과， 탄소원과 질소원이 배제된 무기염 
류 배지에서 가장 높은 가용성 고형분량(g/L) 및 단 

백질 회수율(%)을 나타내었다. 또， 이에 대한최적 
배지 조성을 반응 표면 분석법으로 조사한 결과， 가 

용성 고형분량(밍L)은 MgS04 • 7HzÜ, 1.33, KC1 

1.66%, KH2P04 : K2HP04 (1 :1) 2.19%, 그리고 단 
백 질 회 수율(%)은 MgS04 • 7HzÜ, 1.08%, KC1 

0 .48%, KHzP04 : Kz맨04 (1 :1) 1.58%일 때 각각 
53.79 g/L 및 87.12%의 최대값을 나타내었다. 
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