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2种蛋白酶水解牦牛血液蛋白工艺优化 
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验室, 兰州  730030; 3. 临夏市俊林清真肉制品有限责任公司, 临夏  731100) 

摘  要: 目的  探究碱性蛋白酶和风味蛋白酶水解牦牛血液蛋白的工艺。方法  以蛋白水解率为指标, 运用

单因素与正交试验获得碱性蛋白酶水解工艺, 在此基础上采用四因素三水平正交试验优化复合酶水解 pH、水

解温度、酶浓度、水解时间, 获得碱性蛋白酶与风味蛋白酶分步水解工艺参数。结果  复合酶水解工艺为在

底物浓度为 1:6 g/mL、最适 pH 9.0、最适温度为 55 ℃、1.00%的碱性蛋白酶(w:w)水解 1 h 后, 调节 pH 到 7.0, 

添加 0.75%的风味蛋白酶(w:w)继续水解 5 h, 可获得最高蛋白水解率为(30.77±0.18)%。结论  对研究酶水解牦

牛血制备高附加值产品具有重要参考作用。 
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Optimization of hydrolysis process of yak blood protein by 2  
kinds of proteases 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the hydrolysis process of yak blood protein by alkaline protease and 

flavourase Methods  The protein hydrolysis rate was used as the index. The optimum process for alkaline protease 

hydrolysis of yak blood was obtained by using single-factor and orthogonal experiments. On the basis of the 

four-factor and three-level orthogonal experiment, hydrolysis pH, temperature, enzyme concentration, and time were 

optimized to obtain the alkaline protease and flavor protease hydrolysis process step by step. Results  In the 

complex enzymatic hydrolysis process, the substrate concentration was 1:6 g/mL, the optimum pH was 9.0, the 

optimum temperature was 55 ℃, 1.00% alkaline protease (w:w) was used for hydrolysis for 1 h, the pH was adjusted 

to 7.0, and 0.75% flavor protease(w:w) was added for 5 h, as the result, the highest proteolytic rate was 

(30.77±0.18)%. Conclusion  It is an important reference for the study of enzymatic hydrolysis of yak blood to 

produce high value-added products. 
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0  引  言 

我国是世界上牦牛拥有量最多的国家, 占全世界总

量 85%左右[1], 牦牛养殖是西北地区畜牧业主体之一, 肉
用牦牛养殖成为农牧民脱贫增收的有力武器[2]。2019 年, 
全国屠宰牦牛约 360 万头[3], 随集约化养殖业的迅猛发展, 
畜产品加工中的副产物也随之大量增加, 血液是其中最大

的副产品之一[4]。牦牛血作为一种优质动物血资源, 有较

重血腥味、消化性和适口性差、色泽感官不佳且原料血液

极难保存, 严重制约牦牛血资源的综合利用, 造成资源浪

费和环境污染等问题[5]。 
随生物技术的发展和酶制剂生产的进步, 酶处理废弃物

成为较理想的方法。动物屠宰血液经酶解后可用于高价值产

品生产, 如祝霞等[6]酶解 1 L 羊血可提取 3.93 g 血红素, 秦春

青等[7]酶解鹅血提取高氨基酸血红素, 水解液中血红素含量

为 1.21 mg/mL, 铁离子的含量为 90.42 μg/mL。酶切位点不同

会造成其酶解产物性质不一样, 研究发现血液经酶解后, 水
解物具有较好的溶解性、吸湿性、保湿性、起泡性, 较弱的

乳化性和泡沫稳定性[8], 并且能够有效地清除自由基[9], 具有

较强的抗氧化能力[1011], 如猪血酶解产物对 DPPH 自由基的

清除率达 96.94%[12]。此外内切酶对提高水解率 效果较理想, 
外切酶能将氨基端的氨基酸水解为游离氨基酸[13], 江霞等[14]

采用风味蛋白酶与胰酶同步添加酶解工艺, 可提高猪血蛋白

水解率获得更加丰富的小分子肽及游离氨基酸, 刘成梅等[15]

建立中性蛋白酶和风味蛋白酶同步酶解鸭血血浆蛋白工艺, 
得到的小分子肽无异味且苦味轻。 

目前对牦牛血酶解主要集中在多肽[1617]、球蛋白[18]、

血红素[1920]等产物上, 研究表明, 复合酶水解比单酶水解

更具有优势, 可以得到质量更高的水解液。赫玉兰等[21]采

用碱性蛋白酶和风味蛋白酶对牛血红蛋白进行分步酶解, 
获得苦味值较低的血红素多肽产物, 复合酶水解工艺较单

酶水解工艺复杂, 探究水解 pH、水解温度、酶添加比、酶

水解时间比成为研究重点。 
本研究通过单因素与正交试验研究水解 pH、水解温

度、料液比、酶浓度、水解时间对碱性蛋白酶水解牦牛血

液蛋白水解率的影响, 优化获得碱性蛋白酶水解牦牛血工

艺, 在此基础上采用四因素三水平正交试验优化碱性蛋白

酶与风味蛋白酶水解牦牛血液蛋白的复合酶水解工艺, 为
有效利用牦牛血资源提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料及样品预处理 
牦牛血采于甘肃省临夏市俊林清真肉制品有限责任

公司, 经粗滤后运至实验室。将采集的新鲜血液, 于真空

冷冻干燥机45 ℃预冻 2 h, 于 0.01 Pa 真空度下40~25 ℃
线性降温、升温的方法, 将血液冻干成血粉,血粉得率为

(22.41±0.01)%, 过 80 目筛, 除去毛、碎肉等杂物, 自封袋

封存于冰箱4 ℃保存。 
1.1.2  仪器与试剂  

L-8900 全自动氨基酸分析仪 (日本 Hitachi 公司 ); 
LGJ-100F 真空冷冻干燥机(北京松源华兴科技发展有限公司); 
FOSS scrubber 2501 福斯蛋白质消化仪(福斯中国有限公司); 
S2-Field Kit 便携式 pH 计(梅特勒-托利多仪器上海有限公司); 
L3S 可见分光光度计(上海仪电分析仪器有限公司);  

碱性蛋白酶(20 万 U/g)、风味蛋白酶(10 万 U/g)(山东

隆科特酶制剂有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  酶的筛选 
对市售 8 种蛋白酶, 在其较适条件下, 添加 50000 U 酶活

量, 对牦牛血液蛋白进行 4 h 水解, 之后进行沸水浴 15 min 灭

活, 发现碱性蛋白酶与风味蛋白酶的蛋白水解率较高(表 1)。 
 

表 1  8 种酶水解牦牛血液蛋白水解率结果 
Table 1  Results of protein hydrolysis of yak blood by 8 kinds of enzymes 

酶种类 较适 pH 较适温度/℃ 时间/h 酶活/(万 U/g) 酶添加量/g 蛋白水解率*/% 

木瓜蛋白酶 7.5 50 4 10 0.50 3.09±0.13e 

菠萝蛋白酶 8.0 55 4 10 0.50 2.00±0.21f 
中性蛋白酶 7.5 55 4 15 0.33 3.91±0.06d 
酸性蛋白酶 4.0 50 4 10 0.50 4.73±0.37c 
碱性蛋白酶 8.5 55 4 20 0.25 5.61±0.21b 
胃蛋白酶 3.0 37 4 2 2.50 2.00±0.42f 
胰蛋白酶 8.5 50 4 2 2.50 1.49±0.12f 

风味蛋白酶 6.5 50 4 10 0.50 16.50±0.27a 

注: 不同字母表示差异有显著性(P<0.05)。 
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1.2.2  不同水解工艺试验设计 
(1)碱性蛋白酶单因素试验设计   
酶解效果受酶水解时间、料液比、温度、酶浓度和

pH 等因素影响, 本研究以蛋白水解率为指标, 通过单因素

试验研究水解时间(2、3、4、5、6 h)、料液比(1:3、1:4.5、
1:6、1:7.5、1:9 g/mL)、水解温度(45、50、55、60、65 ℃)、
酶浓度(0.50%、0.75%、1.00%、1.25%、1.50%)、水解 pH(8.0、
8.5、9.0、9.5、10.0)对牦牛血液蛋白水解效果的影响规律, 
每隔 30 min 以 1 mol/L NaOH 或 1 mol/L HCl 溶液调节 pH
至设定值。 

(2)碱性蛋白酶正交试验设计   
在单因素实验基础上, 采用五因素三水平 L18(37)正交

试验优化碱性蛋白酶水解牦牛血液蛋白工艺, 正交实验因

素水平设计表见表 2。 
 
 

表 2  碱性蛋白酶正交试验因素水平表 
Table 2  Orthogonal experimental factors and levels of  

alkaline protease 

水平 

因素 

A: 水
解 pH 

B: 水解温

度/℃ 
C: 料液比

/(g/mL) 
D: 酶浓

度/% 
E: 水解时

间/h 

1 8.5 50 1:3 0.75 4 

2 9.0 55 1:4.5 1.00 5 

3 9.5 60 1:6 1.25 6 

 
 

1.2.3  复合酶解试验设计   
在碱性蛋白酶水解基础上, 不改变料液比、水解总时

间为 6 h、酶总浓度 1.75%(w:w)条件下。结合风味蛋白酶

较适条件, 探究加入风味蛋白酶时的 pH、温度、酶浓度、

水解时间。采用四因素三水平正交试验优化复合酶分步水

解牦牛血工艺, 正交实验因素水平设计表见表 3。 
 

表 3  复合酶水解正交试验因素水平表 
Table 3  Orthogonal experimental factors and levels of  

complex enzymes  

水平 

因素 

F: 水解
pH 

G: 水解温

度/℃ 
H: 风味蛋白酶

浓度/% 
I: 风味蛋白酶水

解时间/h 

1 6.0 45 0.25 5.0 

2 6.5 50 0.50 4.5 

3 7.0 55 0.75 4.0 

 
1.2.4  蛋白酶活力测定  

参照 GB/T 23527—2009《蛋白酶制剂》[22]蛋白酶制

剂制作标准曲线, 于 680 nm 波长下测酶试样的吸光值, 
并做空白对照实验, 以酪氨酸浓度为 X 轴, 吸光值为 Y 轴

绘制标准曲线 , 曲线的回归方程为 : Y=0.0104X0.0072, 
r2=0.9987, 线性结果良好。 
1.2.5  蛋白质含量测定   

参照 GB 5009.5—2016《食品安全国家标准 食品中蛋

白质的凯氏定氮法》[23]测牦牛血粉总蛋白含量, 平行检测

3 次, 以平均值计算。 
1.2.6  蛋白水解率的测定   

采用甲醛滴定法, 蛋白水解率[24]计算公式如下:  

0

t 0
100N NDH

N N


 


 

式中: DH: 蛋白水解率, %; N0: 样品中游离氨基酸的含

量, %; N: 水解液中氨基酸的含量, %; Nt: 底物蛋白中的总

氮的含量, %。 
1.2.7  氨基酸的测定   

样品处理 : 样品液中加入 5%的 5-磺基水杨酸 ,   
1200 r/min 离心 15 min, 去除蛋白后取上清液, 使用全自

动氨基酸分析仪检测水解产物中的游离氨基酸。   
色谱条件: 色谱柱: 4.6 mm×60 mm 磺酸型阳离子树

脂, 分离柱柱温: 50 ℃, 反应柱柱温: 135 ℃, 进样体积为

10 μL。 

1.3  数据处理 

采用 Compare Means-One-Way ANOVA 进行显著性分

析, 由 SPSS V17 完成; 试验结果图由 Origin 8.0 软件(美国

OriginLab 公司)绘制。 

2  结果与分析 

2.1  碱性蛋白酶水解条件优化 
2.1.1  碱性蛋白酶水解单因素实验结果 

(1)水解时间对牦牛血液蛋白水解率的影响   
在酶浓度 1.00%(w:w)、水解温度 55 ℃、料液比   

1:6 g/mL、pH 9.0 条件下 , 探究水解时间(2、3、4、5、
6 h)对蛋白水解率的影响规律。结果如图 1(A)所示 , 随
水解时间不断延长蛋白水解率也不断上升 , 5 h 时后逐

渐趋于平缓 , 且水解 5 h 与 6 h 的蛋白水解率差异不显

著 (P>0.05), 结合生产周期的经济效益和耗能角度 , 故
选较佳水解时间为 5 h。  

(2)料液比对牦牛血液蛋白水解率的影响   
在酶浓度 1.00%(w:w)、水解温度 55 ℃、pH 9.0、水

解时间 5 h 条件下, 探究料液比(1:3、1:4.5、1:6、1:7.5、   
1:9 g/mL)对蛋白水解率的影响规律。结果如图 1(B)所示, 
料液比对蛋白水解率影响呈现倒 V 规律 , 在料液比   
1:4.5 g/mL 时蛋白水解率最高, 且该比例与血粉复原成血

液比例较为接近, 符合实际生产对鲜血直接加工工艺, 故
选较佳料液比为 1:4.5 g/mL。 
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(3)水解温度对牦牛血液蛋白水解率的影响   
在酶浓度 1.00%(w:w)、料液比 1:4.5 g/mL、水解时间

5 h、pH 9.0 条件下, 探究水解温度(45、50、55、60、65 ℃)
对蛋白水解率的影响规律。结果如图 1(C)所示, 蛋白水解

率先上升后下降, 呈现倒 U形规律, 当水解温度为 55 ℃时

蛋白水解率最高。水解温度过高会导致碱性蛋白酶失活, 
使蛋白水解率降低, 故选较佳水解温度为 55 ℃。 

(4)酶浓度对牦牛血液蛋白水解率的影响   
在水解温度 55 ℃、料液比 1:4.5 g/mL、水解时间 5 h、

pH 9.0 条件下, 探究酶浓度(0.50%、0.75%、1.00%、1.25%、

1.50%)(w:w)对蛋白水解率的影响规律。结果如图 1(D)所示, 
随酶浓度的增加蛋白水解率持续增加, 其中 0.50%~1.00%
酶浓度(w:w)时蛋白水解率增加趋势较快, 1.00%~1.50%酶

浓度(w:w)时蛋白水解率增加趋势变平缓。方差分析发现酶

浓度 1.00%与 1.25%、1.50%(w:w)的蛋白水解率结果差异

性不显著(P>0.05), 综合水解率与成本考虑, 故选较佳酶

浓度为 1.00%(w:w)。 
(5)水解 pH 对牦牛血液蛋白水解率的影响   
在酶浓度 1.00%(w:w)、水解温度 55 ℃、料液比 

1:4.5 g/mL、水解时间 5 h 条件下, 探究 pH(8.0、8.5、9.0、
9.5、10.0)对蛋白水解率的影响规律。结果如图 1(E)所示, 
随 pH 的变化, 蛋白水解率呈先增大后减小的规律, pH
为 9.0 时最大, 且蛋白水解率显著高于其他 pH(P<0.05), 
故选较佳水解 pH 为 9.0。 
2.1.2  碱性蛋白酶正交试验结果与分析  

在单因素试验基础上, 以水解 pH、水解温度、料液

比、酶浓度、水解时间为因素, 以蛋白水解率为指标, 采
用五因素三水平正交实验优化工艺, 其设计表结果见表 4。 

 
 
 
 

 
 
 
 

注: A: 水解时间、B: 料液比、C: 水解温度、D: 酶浓度、E: 水解 pH。 
图 1  单因素水解实验结果(n=3) 

Fig.1  Results of single-factor hydrolysis experiment (n=3) 
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表 4  正交试验极差分析 
Table 4  Range analysis of orthogonal experiment 

组号 
因素 

蛋白水解率/% 
A: 水解 pH B: 水解温度/℃ C: 料液比/(g/mL) D: 酶浓度/% E: 水解时间/h 

1 1 1 1 1 1 6.56±0.25 

2 1 2 2 2 2 12.06±0.17 

3 1 3 3 3 3 13.38±0.09 

4 2 1 1 2 2 7.60±0.16 

5 2 2 2 3 3 11.96±0.17 

6 2 3 3 1 1 10.21±0.15 

7 3 1 2 1 3 7.67±0.11 

8 3 2 3 2 1 9.49±0.15 

9 3 3 1 3 2 7.86±0.19 

10 1 1 3 3 2 8.89±0.22 

11 1 2 1 1 3 6.63±0.86 

12 1 3 2 2 1 8.05±0.17 

13 2 1 2 3 1 7.63±0.13 

14 2 2 3 1 2 11.65±0.29 

15 2 3 1 2 3 8.64±0.17 

16 3 1 3 2 3 7.91±0.28 

17 3 2 1 3 1 8.27±0.10 

18 3 3 2 1 2 8.30±0.15 

K1j 56.39 46.34 46.36 51.88 50.28  

K2j 57.74 60.88 55.66 53.79 56.40  

K3j 49.54 56.46 61.66 58.01 56.99  

Rj 1.37 2.42 2.55 1.02 1.02  

 
结果由极差分析(表 4)和方差分析(表 5)可知, 5 个因

素对酶水解影响均存在差异显著性, 影响顺序依次为: 料
液比(C)>水解温度(B)>水解 pH(A)>水解时间(E)>酶浓度

(D)。碱性蛋白酶水解牦牛血液蛋白较佳组合是 A2B2C3D3E3, 
即 pH 9.0, 水解温度 55 ℃, 料液比 1:6 g/mL, 酶浓度

1.25 %(w:w), 水解时间 6 h, 验证实验牦牛血液蛋白水解

率为 (13.560.39)%,水解液游离氨基酸总量为 (661.14±

16.44) mg/100 mL。 
王燕等[25]在血粉底物浓度为 41.44 mg/mL、温度为

45 ℃、酶/底物比为 0.8034、酶解时间为 14 h 条件下探究

碱性蛋白酶酶解血粉水解度达到了 16.39%。但其底物浓度

较低、酶解时间过长, 不利于生产周期规范性循环, 从经

济和耗能角度考虑, 本次研究结果更有利于工厂的大批量

生产, 工厂生产线的循环及符合绿色经济的号召。 

2.2  复合酶分步水解正交试验结果 

为提高水解液中氨基酸含量, 在碱性蛋白酶水解工

艺优化基础上不改变料液比, 酶浓度总量为 1.75%(w:w)、

水解总时间为 6 h, 以蛋白水解率为指标, 采用四因素三水

平正交试验优化复合酶分步水解牦牛血工艺, 正交实验结

果见表 6。 

结果由极差分析(表 6)和方差分析(表 7)可知, 4 个因
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素对酶水解影响顺序依次为: 酶浓度(H)>水解时间(I)>水
解温度(G)>水解 pH(F)。复合酶水解最后的工艺参数为: 在
上述碱性蛋白酶较优条件下, 加 1.00%的碱性蛋白酶(w:w)

水解 1 h 后, 调 pH 为 7.0, 加入 0.75%风味蛋白酶(w:w)水
解 5 h, 验证实验牦牛血液蛋白水解率为(30.770.18)%, 水
解液游离氨基酸总量为(3299.07±39.43) mg/100 mL。 

 
表 5  正交试验方差分析 

Table 5  Analysis of variance of orthogonal experiment 

源 III 型平方和 df 均方 F Sig. 

水解 pH 19.316 2 9.658 10.461 0.000 

水解温度 55.498 2 27.749 30.056 0.000 

料液比 59.409 2 29.704 32.174 0.000 

酶浓度 9.833 2 4.916 5.325 0.009 

水解时间 13.786 2 6.893 7.466 0.002 

误差 39.699 43 0.923   

总计 4662.449 54    

校正的总计 197.540 53    

 
表 6  复合酶分步正交试验极差分析 

Table 6  Range analysis of stepwise orthogonal experiment for complex enzymes 

组号 
因素 

蛋白水解率/% 
F: 水解 pH G: 水解温度/℃ H: 风味蛋白酶浓度/% I: 风味蛋白酶水解时间/h 

1 1 1 1 1 18.34±0.26 

2 1 2 2 2 20.93±0.09 

3 1 3 3 3 26.90±0.38 

4 2 1 2 2 17.90±0.38 

5 2 2 3 3 30.51±0.09 

6 2 3 1 1 16.43±0.44 

7 3 1 1 3 27.02±0.36 

8 3 2 2 1 15.73±0.08 

9 3 3 3 2 26.54±0.29 

K1j 66.17 63.26 50.50 75.40  

K2j 64.85 67.17 65.38 64.38  

K3j 69.29 69.87 84.43 60.53  

Rj 1.48 2.20 11.31 4.96  

 
表 7  复合酶分步正交试验方差分析 

Table 7  Analysis of variance of stepwise orthogonal experiment for complex enzymes 

源 III 型平方和 df 均方 F Sig. 

水解 pH 9.957 2 4.978 39.190 0.000 

水解温度 24.270 2 12.135 95.531 0.000 

酶添加比 575.809 2 287.904 2266..476 0.000 

水解时间比 114.129 2 57.065 449.231 0.000 

误差 2.286 18 0.127   

总计 14273.768 27    

校正的总计 726.451 26    
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杨万根等[26]在猪血血红蛋白底物质量分数为 6%、pH
为 8、水解温度 55 ℃、加酶比例 5:5(木瓜蛋白酶:中性蛋白

酶)条件下水解率为 17.5%。于美娟等[27]将木瓜蛋白酶与中

性蛋白酶复合水解猪血红蛋白 , 在 pH 为 7.5, 温度为

50~55 ℃, 酶底物浓度比 8000 U/g, 水解 8 h, 水解率达

24.50%。江霞等[14]为提高猪血蛋白水解率以获得更加丰富

的小分子肽及游离氨基酸, 在风味蛋白酶与胰酶复合酶配

比为 0.96:1, 水解温度 50.88 ℃, 初始 pH 为 8.15, 底物浓

度 6%, 水解时间 6 h 条件下, 水解度为 43.13%。本研究复

合酶水解率结果稍高于木瓜蛋白酶与中性蛋白酶复合, 而
低于风味蛋白酶与胰酶复合酶解, 原因在于酶的种类不一

样, 其酶切点也不一样。付彩霞[28]对比蛋白酶种类和酶解

方式对鹿血酶解效果的影响, 发现碱性蛋白酶和风味蛋白

酶分步酶解工艺可显著提高鹿血血红蛋白的水解效率, 本
实验与其研究结果一致。 

3  结  论 

采用单因素实验和五因素三水平正交实验优化碱性

蛋白酶水解牦牛血工艺, 其最佳工艺条件为 A2B2C3D3E3, 
即: 水解 pH 9, 水解温度 55 ℃, 料液比 1:6 g/mL, 酶浓度

1.25%(w:w), 水解时间 6 h, 此时牦牛血液蛋白的水解率

为(13.560.39)%。在此基础上采用四因素三水平正交实

验进行复合酶分步水解工艺 , 最后的工艺参数为 : 在  
pH 9, 水解温度 55 ℃, 料液比 1:6 g/mL, 1.00%的碱性蛋

白酶(w:w)条件下酶解 1 h, 之后调 pH 到 7.0, 加入 0.75%
风味蛋白酶 (w:w)水解 5 h, 牦牛血液蛋白的水解率为

(30.770.18)%。复合酶分步水解较碱性蛋白酶水解显著

提高蛋白水解率, 复合酶水解液中的氨基酸总量高于单

一的碱性蛋白酶水解液。本实验方法能合理利用畜禽血

液资源 , 适合工厂大规模生产 , 可提高酶水解牦牛血利

用率 , 为利用牦牛血资源提供新途径 , 为酶解牦牛血制

备氨基酸液体肥的研究奠定了基础, 在解决环境污染问

题上, 将畜禽血液合理加工化。 
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