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分步酶解猪骨粉提取猪骨素的工艺研究 
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摘要：本文以三氯乙酸可溶性氮（SN-TCA）的含量与水解度（DH）为测定指标，研究了中性蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶

复配后与风味蛋白酶分步酶解猪骨粉的工艺，优化了复合酶的最佳配比和酶解工艺参数。研究结果表明，第一步酶解三种酶的最佳配

比为中性蛋白酶添加量 5000 U/g、胰蛋白酶添加量 4420 U/g和木瓜蛋白酶添加量 3000 U/g，此时所得 SN-TCA 的最大含量为 52.6%；

复合酶最优的酶解工艺参数为酶解温度 43.4 ℃、酶解时间 6 h、pH 7.6、加酶量 0.31%、料液比 1:5.4，此时 SN-TCA 含量最高为 55.42%；

第一步酶解液灭酶后进行第二步酶解，保持体系料液比和 pH 不变，加入风味酶酶解温度为 45 ℃、酶解时间为 4 h、加酶量为 0.4%，

此时酶解效果最好，水解度可达到 13.71%。 
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Abstract: Pork bones extracts were prepared by enzymolysis with the mixed enzymes of neutral protease, trypsin and papain, and then 

further hydroysis by flavourzyme. The content of trichloroacetic acid-soluble nitrogen (SN-TCA, %) and the degree of hydrolysis (DH, %) were 

used as determinition indexes. The results showed that the optimum proportions of neutral protease, trypsin and papain,in the mixed enzymes 

were 5000 U/g, 4420 U/g and 3000U/g,respectively, with which the content of SN-TCA was 52.6%. The optimum enzymolysis conditions were 

as follows: hydrolyzing temperature 43.4℃, hydrolyzing time 6 h, pH 7.6, enzyme dosage 0.31% and material ratio 1:5.4, under which the 

maximum content of SN-TCA was 55.42%. After inactivation of the compound enzyme, the pH and material ratio of the reaction system 

remained unchanged and the hydrolysis were further carried out by addition of Flavourzyme. The optimum conditions for 

Flavourzyme-cartatlyzed hydrolysis were as follows: hydrolyzing temperature 45 ℃, hydrolyzing time 4h and the additive flavourzyme dosage 

0.4%, under which the DH was 13.71%. 
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我国是畜牧业大国，每年全国的肉类总产量可达

7000 万 t，产生的各类畜骨约 1700 万 t，骨头资源极

为丰富[1]。但是，大量的畜禽骨骼资源得不到充分的

利用，既浪费了营养丰富且比例合理的资源，又在骨

处理的问题上污染环境，带来一定的环境问题[2]。国

外利用酶法水解畜骨已较为普遍，Chambers 等对骨骼

中提取的胶原蛋白进行了酶解研究[3]；Surowka 等利

用中性蛋白酶解鸡骨胶原蛋白，并确定了最佳酶解条

件[4]。与化学法水解蛋白质相比，酶解反应条件温和， 
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无污染，酶解过程可控，无有害物质的产生，且原料

中有效成分保留完全，因此酶解是一条优化利用骨蛋

白的有效途径。 

目前，我国对骨的研究主要集中在利用酶法回收

骨蛋白方面，便于充分利用骨中的营养物质[5~8]。但由

于技术、设备及消费者认识等因素，我国骨产品的开

发利用还处在一个相对落后的水平， 如何发展具有更

高附加值和科技含量的骨产品，已成为畜骨综合利用

与开发的重点。 

本研究以猪骨为原料，在前期胃蛋白酶、中性蛋

白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和碱性蛋白酶单因素试

验结果基础上选取中性蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白

酶进行复配，利用 Box-Behnken 实验设计对三种酶的
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配比进行研究，确定最佳的复配比，分别以均匀实验

和正交实验对复配酶与风味蛋白酶分步酶解猪骨的工

艺参数进行了优化，为提取猪骨素的研究提供理论依

据，为实际生产提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

新鲜猪腿骨，购于当地冷鲜肉连锁店，买回后放

入冰箱中冻藏备用。 

1.2  试剂 

胰蛋白酶（上海生工生物工程有限公司，活力为

15000 U/g），中性蛋白酶（北京索莱宝科技有限公司，

活力为 45000 U/g），木瓜蛋白酶（北京索莱宝科技有

限公司，活力为 67000 U/g），风味蛋白酶（上海工硕

生物技术有限公司，活力为40000 U/g）。 

1.3  主要仪器设备 

AL240 电子天平，梅特勒-托利多仪器有限公司；

HH-W420 恒温水浴锅，江苏金坛宏华仪器厂；

DELTA320 酸度计，上海精密仪器仪表厂；ZDX-3581

座式自动电热压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；

K-424 型半微量凯氏定氮仪，瑞士 BUCHI 有限公司；

SGJ 粉碎机，廊坊市惠友机械有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  酶解工艺流程 

将新鲜猪骨经 0.1 MPa、121 ℃高压蒸煮 60 min

预处理后烘干，粉碎制成 400 目骨粉；实验时取一定

量的骨粉，再经 0.1 MPa、121 ℃高压蒸煮30 min 预

处理后加入一定量的复配酶，在一定条件下酶解一段

时间后灭酶，保持料液比与 pH 值不变，加入风味蛋

白酶继续酶解。测定三氯乙酸可溶性氮（SN-TCA）

的含量与水解度（DH）[9~11]。 

SN-TCA 含量=样品中 10%三氯乙酸可溶性氮含

量/样品中的总氮含量×100% 

水解度（DH）=酶解液中游离氨态氮的含量/酶解

液中氮的含量×100% 

1.4.2  复合酶最佳配比的优化 

表 1 Box-Behnken 因素水平编码表 

Table 1 Factors and levels in Box-Behnken 

水平 

因素 

N1[中性蛋白酶 

添加量/(U/g)] 

N2[胰蛋白酶 

添加量/(U/g)] 

N3[木瓜蛋白酶 

添加量/(U/g)] 

-1 3000 3000 3000 

0 4000 4000 4000 

1 5000 5000 5000 

将三种酶按不同的配比混合均匀后，在酶解温度

为 45 ℃、pH为 7.5、酶解时间为 6 h、复配酶的加酶

量为 0.4%、料液比为 1:10 的条件下酶解，以SN-TCA

的含量为指标，采用 Box-Behnken 实验设计进行最佳

配比的优化，其因素水平编码见表 1。利用 Design 

Expert 7.1.4 软件对实验数据进行回归分析，建立数学

模型。 

1.4.3  复合酶水解猪骨条件的优化 

以酶解温度 X1，酶解时间 X2、pH（X3）、加酶量

（X4）和料液比（X5）为因素，水解度为测定指标，

选用 U*10（108）均匀实验优化复配酶水解猪骨的最佳

工艺条件，实验因素水平见表 2。 

表 2 U*10（10
8
）均匀实验因素水平表 

Table 2 Factors and levels in the U*10 (108) uniform array 

design 

序号 X1/℃ X2/h X3/pH X4/% X5/(1:X) 

1 35 2 6.8 0.1 5 

2 40 3 7.0 0.2 10 

3 45 4 7.2 0.3 15 

4 50 5 7.4 0.4 20 

5 55 6 7.6 0.5 25 

1.4.4  风味蛋白酶酶解条件的优化 

将复配酶解的酶解液灭酶后，保持料液比、pH

不变，加入风味酶继续水解。以风味酶的酶解温度、

酶解时间及风味酶的添加量为因素，采用 L9(34) 正交

实验设计优化风味蛋白酶继续酶解猪骨工艺条件，实

验因素水平见表 3。 

表 3 L9(3
4)正交实验因素水平表 

Table 3 Factors and levels in the L9(34) orthogonal array design 

序号 
因素 

A (酶解温度/℃) B (酶解时间/h) C (加酶量/%) 

1 45 2 0.3 

2 50 3 0.4 

3 55 4 0.5 

2  结果与分析 

2.1  复合酶最佳配比的优化 

中性蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶不同配比酶

解猪骨后酶解液中 SN-TCA 含量如表 4。根据表 4 的

测定结果，利用 Design Expert 7.1.4 软件进行回归分

析 ， 实 验 结 果 的 回 归 方 程 为 ：

Y1=46.44+1.42N1+0.51N2-1.30N3+0.54N1N2-3.30N1N3+

0.36N2N3-0.96N1
2-0.81N2

2+0.98N3
2 

式中，Y1 为 SN-TCA 的含量（%），N1 为中性蛋白酶的

添加量，N2 为胰蛋白酶的添加量，N3为木瓜蛋白酶的添加量。 
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表 4 三种酶的不同配比对 SN-TCA 含量的影响 

Table 4 The effect of different proportions of enzymes on 

content of SN-TCA 

序号 N1 N2 N3 Y 

1 0 0 0 46.83±0.24 

2 0 1 1 46.55±0.33 

3 -1 1 0 43.48±0.42 

4 0 0 0 46.16±0.25 

5 0 0 0 46.30±0.19 

6 -1 0 -1 43.19±0.33 

7 -1 0 1 46.38±0.17 

8 -1 -1 0 43.48±0.30 

9 1 -1 0 44.76±0.43 

10 0 1 -1 47.62±0.19 

11 0 -1 1 44.86±0.26 

12 1 0 1 43.11±0.20 

13 0 -1 -1 47.37±0.15 

14 1 0 -1 53.10±0.27 

15 0 0 0 46.00±0.21 

16 1 1 0 46.90±0.13 

17 0 0 0 46.90±0.23 

表 5 回归模型的方差分析 

Table 5 Regression model analysis of variance 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

模型 87.08 9 9.68 27.91 0.0001 ** 

N1 16.07 1 16.07 46.37 0.0003 ** 

N2 2.08 1 2.08 6.00 0.0441 * 

N3 13.47 1 13.47 38.85 0.0004 ** 

N1N2 1.14 1 1.14 3.30 0.1120  

N1N3 43.43 1 43.43 125.27 < 0.0001 ** 

N2N3 0.52 1 0.52 1.50 0.2610  

N1
2 3.95 1 3.95 11.40 0.0118 * 

N2
2 2.79 1 2.79 8.05 0.0252 * 

N3
2 4.01 1 4.01 11.57 0.0114 * 

失拟性 1.77 3 0.59 3.60 0.1237  

经方差分析（见表 5），模型的显著性检验

p=0.0001<0.01，表明模型极显著；模型的失拟性检验

p=0.1237>0.05，模型的失拟性不显著。这表明该模型

可以准确地模拟三种酶不同配比对 SN-TCA含量的影

响。一次项N1（p=0.0003）、N3（p=0.0004）对响应值

的影响极显著，N2（p=0.0441）对响应值的影响显著；

交互项 N1N3（p<0.0001）对响应值的影响极显著，N1N2

（p=0.1120）及 N2N3（p=0.2610）对响应值的影响均

不显著；二次项 N1
2（p=0.0118）、 N2

2（p=0.0252）

及 N3
2（p=0.0114）对响应值的影响均显著。这表明中

性蛋白酶、木瓜蛋白酶及其交互作用对 SN-TCA的含

量影响极显著，胰蛋白酶的影响显著。回归方程的相

关系数 R2=0.9729，表明该回归方程对实际实验结果

拟合情况良好，可以较好地描述各因素与响应值之间

的真实关系，可以用于复合酶提取猪骨素工艺实验的

预测。 

由回归方程可得三种酶复合的最佳配比为：中性

蛋白酶添加量 5000 U/g，胰蛋白酶添加量4420 U/g，

木瓜蛋白酶添加量 3000 U/g，此时所得 SN-TCA的最

大含量为 52.6%；通过验证实验，实际测定 SN-TCA

含量为 50.71%，误差为 3.72%。 

2.2  复合酶最佳配比模型的响应面分析 

 
图 1 中性蛋白酶与木瓜蛋白酶交互作用对 SN-TCA 含量影响 

Fig.1 Response surface diagram of interaction between Neutral 

protease and papain of contentment of SN-TCA 

 

图 2 中性蛋白酶与木瓜蛋白酶交互作用对 SN-TCA含量影响的

等高线图 

Fig.2 Contour diagram of of interaction between Neutral 

protease and papain of contentment of SN-TCA 

由图 1 可知，随着中性蛋白酶和木瓜蛋白酶添加

量的逐渐增加，酶解液中 SN-TCA的含量也逐渐增大。

但若是保持一种酶的添加量不变，而只增加另一种酶

的添加量，酶解液中 SN-TCA的含量增加缓慢，甚至

呈下降趋势，这说明了这两者之间存在着协同增效作

用。SN-TCA 含量下降可能是因为两种酶的酶切位点

不同，若只增加一种酶的添加量，则底物被酶解成短

肽的含量有所增加，但由于另一种酶的添加量保持不
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变，使得这些短肽无法再被水解成分子量更小的肽段，

从而降低了酶解液中小分子肽的总含量，使酶解液的

SN-TCA 含量降低。只有同时增加两种酶的含量，才

能使酶解后的短肽再被另一种酶水解成更短的肽链，

增加酶解液中 SN-TCA 的含量。在图 2 等高线 47.74

包括的扇形区域内，SN-TCA 的含量增加明显，此时

中性蛋白酶添加量的范围为 3000 U/g~3800 U/g，木瓜

蛋白酶添加量的范围为3800 U/g~5000 U/g。 

2.3  复配酶酶解猪骨工艺条件的优化 

利用 U*10（108）均匀实验，不同因素组合酶解

猪骨后酶解液中 SN-TCA 含量见表 6。利用软件

DPS7.05 对表 6 中实验结果进行分析，得到的回归方

程如下： 

Y2 =-16.37+2.38X1+0.14X2
2-7.63X4

2-0.34X1X2 

-0.15X1X3+2.22X2X3+0.56X4X5 

其中：Y2 为 SN-TCA 含量(%)，X1 为酶解温度(℃)，X2

为酶解时间(h)，X3为pH 值，X4为加酶量(%)，X5为料液比(1:X)。 

表 6 U*10（108）均匀实验结果 

Table 6 Results of the U*10(108) uniform array design 

experiments 

序号 X1 X2 X3 X4 X5 Y1 

1 1 1 2 3 5 42.86±0.23 

2 1 2 4 5 4 45.51±0.15 

3 2 3 1 2 3 46.9±0.38 

4 2 4 3 5 2 52.82±0.17 

5 3 5 5 2 1 54.46±0.42 

6 3 1 1 4 5 49.27±0.22 

7 4 2 3 1 4 47.24±0.31 

8 4 3 5 4 3 50.65±0.12 

9 5 4 2 1 2 46.15±0.27 

10 5 5 4 3 1 44.02±0.19 

方程的相关系数 R2=0.9664，表明该回归方程对

实验结果的拟合情况较好。由此回归方程可以看出，

酶解温度对SN-TCA含量的影响显著，且各因素之间

存在着交互作用。由方程可得 SN-TCA含量最高时各

个因素的最优组合为：酶解温度 43.4 ℃、酶解时间 6 

h、pH 7.6、加酶量 0.31%，料液比1:5.4，此时SN-TCA

含量最高为 55.42%。经验证可得此条件下SN-TCA含

量为 52.96%，误差为2.46%。 

2.4  风味蛋白酶酶解猪骨工艺条件的优化 

由表 7 可以看出，3 个因素对酶解效果的影响次

序依次为：酶解时间＞酶解温度＞加酶量。利用

SPSS17.0 软件方差分析得（表 8），酶解时间与酶解温

度对水解度的影响极显著（p<0.01），加酶量对水解度

的影响显著（p<0.05）。最佳的酶解反应组合为A1B3C2，

即酶解温度为 45 ℃、酶解时间为 4 h、加酶量为 0.4%，

此时酶解效果最好。复合酶与风味蛋白酶在最优条件

下分步酶解猪骨测得的水解度为13.71%。 

表 7 L9(3
4)正交实验结果 

Table 7 Results and analysis of the L9(34) orthogonal array 

design experiments 

序号 A B C 水解度/% 

1 1 1 1 11.01±0.15 

2 1 2 2 12.63±0.28 

3 1 3 3 13.99±0.33 

4 2 1 2 11.31±0.19 

5 2 2 3 12.31±0.25 

6 2 3 1 13.91±0.13 

7 3 1 3 8.61±0.11 

8 3 2 1 10.03±0.22 

9 3 3 2 11.84±0.17 

k1 12.543 10.310 11.650  

k2 12.510 11.657 11.927  

k3 10.160 13.247 11.637  

R 2.383 2.937 0.290  

表 8 L9(3
4
)正交实验方差分析 

Table 8 Analysis of variance for DH 

变异来源 平方和 自由度 均方 F Sig. 显著性 

A 11.204 2 5.602 1642.264 0.001 ** 

B 12.966 2 6.483 1900.498 0.001 ** 

C 0.161 2 0.08 23.573 0.041 * 

3  结论 

3.1  选择中性蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶进行复

配，复合酶最佳配比为：中性蛋白酶添加量 5000 U/g、

胰蛋白酶添加量 4420 U/g 和木瓜蛋白酶添加量 3000 

U/g。中性蛋白酶与木瓜蛋白酶之间存在着协同增效作

用，当中性蛋白酶添加量的范围为 3000 U/g~3800 

U/g，木瓜蛋白酶添加量的范围为 3800 U/g~5000 U/g

时，SN-TCA的含量显著增加。 

3.2  采用复合酶与风味蛋白酶分步酶解猪骨，其最佳

工艺为复配酶酶解温度43.4 ℃、酶解时间6 h、pH 7.6、

加酶量 0.31%（m/m）和料液比 1:5.4（m/V），此时

SN-TCA 含量最高为 55.42%；灭酶后维持 pH 与料液

比不变，加入风味蛋白酶，在酶解温度为 45 ℃、加

酶量为 0.4%和酶解时间 4 h，水解度可达到13.71%。

将此条件下的酶解液浓缩、干燥后，即得到猪骨素。 
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