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酵母乳的酶解工艺技术优化 

宋鸿杰, 郑成鑫*, 汲广习, 刘成才, 时夫龙, 马  莉 
(齐齐哈尔龙江阜丰生物科技有限公司, 齐齐哈尔  161031) 

摘  要: 目的  优化酵母乳酶解工艺, 提高产物中的氨基氮与总氮含量。方法  通过单因素试验, 考察木瓜蛋

白酶、风味蛋白酶和复合蛋白酶的酶添加量、pH、时间与温度对酶解效果的影响; 进一步利用响应面法分别

优化酶工艺参数, 并通过复合酶复配试验确定 3 种酶的最佳添加时间, 并探究非离子表面活性剂的协同增强

作用。结果  单因素试验最佳参数为: 木瓜蛋白酶添加量 1.5%、pH 6.0、温度 50 ℃、时间 15 h; 风味蛋白酶

为添加量 0.7%、pH 7.0、温度 54 ℃、时间 13 h; 复合蛋白酶为添加量 1.8%、pH 7.5、温度 60 ℃、时间 12 h。

响应面优化后 , 木瓜蛋白酶、风味蛋白酶和复合蛋白酶的氨基氮含量实测值分别为 3.83%±0.04%、

3.93%±0.06%和 4.12%±0.06%, 总氮含量的实测值分别为 9.65%±0.04%、9.78%±0.05%和 9.87%±0.04%, 实测

值与模型预测值接近, 证实模型可靠性。复合酶复配试验确定木瓜蛋白酶、风味蛋白酶和复合蛋白酶的最佳

添加时间依次为 2、4、5 h, 氨基氮含量达 4.24%±0.03%, 总氮含量达 9.97%±0.04%。此外, 添加 0.030%的非离子

表面活性剂可进一步强化酶解效果, 使氨基氮含量提高到 4.57%±0.05%, 总氮含量为 10.22%±0.04%。结论  采用

复合酶复配工艺结合非离子表面活性剂的添加可显著提升酶解效果, 为后续发酵工业副产物酵母乳的高值化

利用提供了高效、可行的技术方案和重要的理论依据。 
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Optimization of enzymatic hydrolysis process technology of yeast milk 

SONG Hong-Jie, ZHENG Cheng-Xin*, JI Guang-Xi, LIU Cheng-Cai, SHI Fu-Long, MA Li 
(Qiqihar Longjiang Fufeng Biotechnology Co., Ltd., Qiqihar 161031, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the enzymatic hydrolysis process technology of yeast milk, improve the content 

of amino nitrogen and total nitrogen in the product. Methods  The effects of enzyme dosage, pH, time and temperature 

of papain, flavor protease and complex protease on enzymatic hydrolysis were investigated using single‑factor 

experiments. Subsequently, response surface methodology was employed to optimize the enzyme process parameters, 

and the optimal addition time of the 3 kinds of enzymes was determined by complex enzyme experiments, and the 

synergistic enhancement effect of nonionic surfactants was explored. Results  The optimal parameters from 

single‑factor experiments were as follows: papain dosage 1.5%, pH 6.0 and temperature 50  °C, time 15 h; flavor 
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protease was added at 0.7%, pH 7.0, temperature 54  °C and time 13 h; the complex protease dosage 1.8%, pH 7.5, 

temperature 60  °C and time 12 h. After response surface optimization, the measured amino nitrogen content for papain, 

flavor protease and complex protease were 3.83%±0.04%, 3.93%±0.06% and 4.12%±0.06%, respectively, and the 

measured total nitrogen content were 9.65%±0.04%, 9.78%±0.05% and 9.87%±0.04%, respectively. The measured 

values were close to the model’s predicted values, confirming the reliability of the model. The compound enzyme 

combination test determined that the optimal addition times for papain, flavor protease and complex protease were 2, 4 

and 5  h, and the amino nitrogen content was 4.24%±0.03% and total nitrogen content was 9.97%±0.04%. Furthermore, 

the addition of 0.030% nonionic surfactant further enhanced the enzymatic hydrolysis, increasing the amino nitrogen 

content to 4.57%±0.05% and total nitrogen content to 10.22%±0.04%. Conclusion  The combination of complex 

enzyme technology with the addition of nonionic surfactant significantly improves the enzymolysis effect, providing an 

efficient and feasible technical approach and an important theoretical basis for the high‑value utilization of yeast milk, a 

by‑product of the fermentation industry. 
KEY WORDS: yeast milk; enzymatic hydrolysis; papain; flavor protease; complex protease 
 
 

0  引  言 

酵母抽提物, 又称酵母水解物, 是以酿酒酵母为菌种, 
经液体发酵获得菌体, 再通过自溶或外源酶催化水解后, 
浓缩或干燥制成的产品[1]。作为一种成熟稳定的功能性原料, 
酵母抽提物不仅富含核苷酸、小分子肽、游离氨基酸、功能

性糖类及多种微量元素等酵母细胞内的可溶性成分[2–3], 还
具备生产成本低、原料供应充足等优势, 使其在动物饲料

添加剂[4]、食品调味与加工[5]、化妆品活性成分[6]及微生物

发酵培养基[7]等多个领域实现规模化应用, 成为连接农业

副产物资源化利用与高附加值产品生产的重要纽带[8]。 
酵母乳是酵母发酵液放罐后, 经分离、洗涤工序纯化

得到的高纯度酵母细胞悬浮液, 也是酵母抽提物工业化生

产的核心中间原料。当前酵母抽提物的研究重点集中在酵

母乳的酶解过程, 尤其是酶的种类与作用机制。木瓜蛋白

酶、风味蛋白酶、纤维素酶等是常用酶制剂, 可有效促进

酵母细胞自溶[9]。相较于传统的自溶法, 酶解法能够更有

效地加速细胞裂解并释放细胞内功能成分[9], 同时提高产

物中氨基氮与总氮含量[10], 进而改善产品风味与营养品质, 
已逐步成为主流工艺[11]。在提升酶解效率方面, 研究表明, 
等离子体裂解剂, 如乙酸乙酯可促进酶解过程中固形物与

蛋白质的释放, 进而提升酵母提取物回收率[9]。此外, 在单

一酶制剂的研究基础上, 有研究采用木瓜蛋白酶、中性蛋

白酶和碱性蛋白酶等多种酶复配, 提高了啤酒酵母中氨基

氮的得率[12]。另有研究发现, 非离子表面活性剂可降低酶

用量并增强水解效率[13–14]。然而, 现有研究多集中于单一

助剂的浓度筛选, 对表面活性剂与酶分子间的相互作用机

制缺乏系统探讨。此外, 现有工艺对氨基氮与总氮含量的

同步提升存在瓶颈, 当酶解液氨基氮含量超过 4.0%时, 进
一步增加往往伴随总氮损失[15]。氨基氮与总氮含量作为考

察指标, 分别反映酵母细胞内游离氨基酸释放量与总蛋白

质水解程度, 是衡量酵母抽提物营养品质与加工性能的核

心指标, 符合 GB/T 23530—2009《酵母抽提物》的要求。

然而, 当前工艺在酶的种类、协同配比、复合酶复配添加

时间及酶促助剂的优化仍存在提升空间, 制约了氨基氮与

总氮含量的进一步提高, 且多数研究尚未实现酶复配与酶

促助剂的协同优化, 难以兼顾酶解效率与产品品质[16]。 
为解决上述问题, 本研究以自溶后的酵母乳为原料, 

以氨基氮与总氮含量为核心评价指标, 系统开展酶解工艺

优化, 通过单因素试验筛选关键工艺参数, 进一步采用响

应面法分析 3 种蛋白酶在不同条件下对酶解产物的交互影

响, 确定各单一酶的最优参数, 进而通过复合酶复配试验, 
探索酶添加时间对协同水解效果的作用, 并引入非离子表

面活性剂作为酶促助剂, 考察其添加量对酶解效果的提升

作用, 旨在通过多阶段工艺优化, 提高酵母乳中氨基氮与

总氮含量, 建立高效酶解体系, 为酵母乳工业化生产提供

理论支持与技术依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料与试剂 
酵母菌株由齐齐哈尔龙江阜丰生物科技有限公司菌种

库保存, 菌株为外购获得, 均采用的菌株属于酿酒酵母菌种。 
氢氧化钠(NaOH)(分析纯, 纯度≥96.0%)(国药集团化

学试剂有限公司); 柠檬酸(纯度≥99.5%)、乙酸乙酯(生化

试剂, 纯度≥99.9%)、异丁醇(纯度≥99.5%)、乳酸乙酯(分
析纯, 纯度≥99.0%)、甲醛溶液(纯度 37%)、一水柠檬酸(纯
度≥99.9%)(吉林协联生物科技有限公司); 木瓜蛋白酶

(10.0×104 U/g)(内蒙古邦吉生物科技有限公司); 风味蛋白

酶(10.0×104 U/g)(山东艾科森特生物科技有限公司); 复合
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蛋白酶(8.0×104 U/g)(南宁庞博有限公司); 非离子表面活性

剂(D0WFAXTM DF-103T, 广州恒宇化工有限公司)。 
1.1.2  仪器与设备 

GRJD 10D-6 一级种子罐、GRJ-50D 二级种子罐、

GRJD 120-100D 发酵罐[优誓(北京)生物技术有限公司]; 
LG16-C 高速离心机 (北京雷博尔医疗器械有限公司 ); 
ML104T电子分析天平(精度 0.1 mg)、S220-K 台式 pH计[梅
特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司]; HH-2 电热恒温水

浴锅(北京科伟永兴仪器有限公司); 722-S 可见分光光度计

(上海棱光技术有限公司); SPX-150B-E 生化培养箱(上海博

迅实业有限公司医疗设备厂); VORTEX-6 旋涡混合器(海
门市其林贝尔仪器制造有限公司); ATN-300 型自动凯氏定

氮仪(上海洪纪仪器设备有限公司)。 

1.2  分析方法 

总氮含量的测定: 总氮含量参照 GB 5009.5—2016
《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》中的凯氏定

氮法测定[17]。 
氨基氮含量的测定: 氨基氮含量参考GB/T 20886.2—2021

《酵母产品质量要求 第 2 部分: 酵母加工制品》中的甲醛

电位滴定法[18]。 
取酶解溶液 15 mL, 用 0.05 mol/L NaOH 溶液调节 pH

至 8.2, 保持 1 min 不变, 随后缓慢加入 5 mL 甲醛溶液, 放
置 1 min 后, 再用 NaOH 溶液调 pH 至 9.2, 记录消耗 NaOH
的体积为 V1, 以蒸馏水作为对照组, 同样操作调 pH 至 9.2
并记录消耗 NaOH 的体积为 V2。氨基氮含量计算见公式(1):  

X/%= 1 2( ) 0.014V V c
w m

− × ×
× ×100%      (1) 

式中: X 为样品的氨基氮的含量, %; c 为 NaOH 标准滴定溶

液的浓度, mol/L; V1 为样品消耗 NaOH 溶液的体积, mL; V2

为蒸馏水消耗 NaOH 溶液的体积, mL; w 为样品的除 NaCl
干基率, %; m 为样品的质量, g。 

1.3  工艺流程 

本研究的总体工艺流程图见图 1。 

1.4  实验方法  

1.4.1  酵母乳的制备 
将无菌室培育的酵母菌种依次进行扩培: 先接种至

一级种子罐(30 ℃、pH 5.0, 12 h), 再转接至二级种子罐

(30 ℃、pH 5.0, 12 h), 随后转入发酵罐(30 ℃、pH 5.0, 12 h)
继续发酵。培养结束后, 离心分离获取种子液, 储存备用。

将种子液接种至发酵罐进行发酵, 发酵结束后再次离心, 
收集上清液即为酵母乳。 
1.4.2  自  溶 

取适量的酵母乳, 先以蒸馏水配制为 13%质量浓度的

酵母悬液, 随后加入 1.5%乙酸乙酯, 以促进酵母细胞壁破

裂, 进而增强后续溶出效果; 接着用 NaOH 与柠檬酸调节悬

液 pH 至 5.0, 最终控制体系在 30 ℃温度下进行自溶反应。 
1.4.3  复合酶酶解单因素试验 

取自溶后的酵母乳, 分别添加木瓜蛋白酶、风味蛋白

酶和复合蛋白酶进行酶解。以氨基氮和总氮含量为评价指

标, 分别对木瓜蛋白酶、风味蛋白酶和复合蛋白酶进行酶

添加量、酶解 pH、酶解温度和酶解时间 4 个因素的单因素

试验。具体设置如下。 
 

 
 

图 1  工艺流程图 
Fig.1  Diagram of process flow 

 
(1)酶添加量试验 
木瓜蛋白酶固定酶解温度 50 ℃、pH 6.0、时间 14 h, 

酶添加量设为 1.1%、1.3%、1.5%、1.7%、1.9%; 风味蛋白

酶固定酶解温度 54 ℃、pH 7.0、时间 14 h, 酶添加量设为

0.3%、0.5%、0.7%、0.9%、1.1%; 复合蛋白酶固定酶解温

度 60 ℃、pH 7.5、时间 14 h, 酶添加量设为 1.6%、1.7%、

1.8%、1.9%、2.0%。 
(2)酶解 pH 试验 
木瓜蛋白酶固定酶添加量 1.5%、酶解温度 50 ℃、时

间 14 h, pH 设为 5.0、5.5、6.0、6.5、7.0; 风味蛋白酶固

定酶添加量 0.7%、酶解温度 54 ℃、时间 14 h, pH 设为 6.0、
6.5、7.0、7.5、8.0; 复合蛋白酶固定酶添加量 1.8%、酶解

温度 60 ℃、时间 14 h, pH 设为 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5。 
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(3)酶解温度试验 
木瓜蛋白酶固定酶添加量 1.5%、pH 6.0、酶解时间

14 h, 温度设为 40、45、50、55、60 ℃; 风味蛋白酶固定

酶添加量 0.7%、pH 7.0、酶解时间 14 h, 温度设为 46、50、
54、58、62 ℃; 复合蛋白酶固定酶添加量 1.8%、pH 7.5、
酶解时间 14 h, 温度设为 50、55、60、65、70 ℃。 

(4)酶解时间试验 
木瓜蛋白酶固定酶添加量 1.5%、温度 50 ℃、pH 6.5, 

酶解时间设为 13、14、15、16、17 h; 风味蛋白酶固定酶

添加量 0.7%、温度 54 ℃、pH 7.0, 酶解时间设为 7、10、
13、16、19 h; 复合蛋白酶固定酶添加量 1.8%、温度 60 ℃、

pH 7.5, 酶解时间设为 8、10、12、14、16 h。 
1.4.4  响应面法工艺优化 

单因素试验表明酶解时间在一定范围内对氨基氮和总

氮含量的提高效果不显著, 影响较小, 故响应面法排除该因

素。在单因素的基础上进一步细化试验指标, 采用响应面法

结合 Box-Behnken 设计, 分别优化 3 种酶的酶添加量(%)、酶

解 pH、酶解温度(℃), 设置 3 个变量和 3 个水平共 17 个试验

方案。以氨基氮、总氮含量为响应值(表 1~3), 基于试验结果

开展中试, 进一步优化确定各酶最佳酶解工艺参数。 
 

表 1  木瓜蛋白酶响应面优化因素水平表 
Table 1  Factors and levels table of response surface optimization 

of papain 

水平 A1(酶解温度)/℃ B1(酶解
pH) 

C1(酶添加

量)/% 

–1 48 5.8 1.3 

0 50 6.0 1.5 

1 52 6.2 1.7 
 

表 2  风味蛋白酶响应面优化因素水平表 
Table 2  Factors and levels table of response surface optimization 

of flavor protease 

水平 A2(酶解温度)/℃ B2(酶解
pH) 

C2(酶添加

量)/% 

–1 52 6.8 0.5 

0 54 7.0 0.7 

1 56 7.2 0.9 
 

表 3  复合蛋白酶响应面优化因素水平表 
Table 3  Factors and levels table of response surface optimization 

of complex protease 

水平 A3(酶解温度)/℃ B3(酶解
pH) 

C3(酶添加

量)/% 

–1 58 7.3 1.7 

0 60 7.5 1.8 

1 62 7.7 1.9 
 

1.4.5  复合酶酶解复配效果试验 
在前期已优化的酶解工艺参数基础上, 本研究采用

分阶段添加策略, 考察不同加酶时间点对酵母酶解效果的

影响。具体方案如下: 木瓜蛋白酶的添加时间分别设定为

1、2、3 h; 风味蛋白酶的添加时间分别设定为 3、4、5 h; 复
合蛋白酶的添加时间分别设定为 4、5、6 h。酶解反应进

行 12 h 后, 升温至 65 ℃并维持 30 min 以灭酶, 随后测定

酶解产物中氨基氮与总氮的含量, 从而评价复合酶复配体

系对酵母乳酶解效率的影响。 
1.4.6  酶促进剂的添加量对酵母乳酶解效果的影响 

在复合蛋白酶已确定的最佳反应条件下, 添加非离

子表面活性剂, 开展其不同添加量、不同添加时间的平行

试验。首先设置添加量为 0.015%, 添加时间为 0、1、2、3、
4、5 h; 以氨基氮含量和总氮含量为评价指标筛选最佳添

加时间 ; 其次基于最佳添加时间 , 设置添加量分别为

0.015%、0.020%、0.025%、0.030%、0.035%、0.040%、0.045%, 
以氨基氮和总氮含量为指标, 考察酶促进剂的添加对酵母

乳的水解效果的影响。 

1.5  数据处理 

采用 Origin 2024、SPSS 27.0 和 Design Expert 13 软件

进行数据处理分析, 每组实验设置 3 次平行, 数值表示为

平均值±标准偏差。P<0.05 表示差异具有统计学意义 , 
P<0.01 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  酶添加量对酵母乳水解效果的影响 

如图 2 所示, 随着酶添加量的增加, 氨基氮与总氮含

量均呈现先上升后下降的趋势。3 种蛋白酶的最佳添加量

分别为: 木瓜蛋白酶 1.5%、风味蛋白酶 0.7%、复合蛋白酶

1.8%。该条件下, 木瓜蛋白酶组的氨基氮与总氮含量分别

为 3.74%±0.05% 和 9.55%±0.04%; 风 味 蛋 白 酶 组 为

3.84%±0.05% 和 9.71%±0.04%; 复 合 蛋 白 酶 组 为

3.99%±0.06%和 9.75%±0.04%。对比 3 种酶最优条件下的

水解效果, 可以得出复合蛋白酶对于酵母水解物中氨基氮

和总氮的提高效果明显高于木瓜蛋白酶和风味蛋白酶, 与
廖鲜艳等[19]的研究结果相似, 这主要是复合蛋白酶整合了

多种蛋白酶的催化特性, 可通过不同的酶切位点实现多靶

点水解, 相比单一蛋白酶对底物降解更彻底[20]。当酶添加

量超过最佳水平后, 两种氮含量均出现下降, 这可能是酶

浓度过高引起酶与底物竞争, 部分酶活性受到抑制, 导致

整体催化效率降低[21]。因此, 确定木瓜蛋白酶、风味蛋白

酶与复合蛋白酶的较优添加量分别为 1.5%、0.7%和 1.8%。 

2.2  酶解 pH 对酵母乳水解效果的影响 

由图 3 可以看出, 随着 pH 的增加, 氨基氮含量和总

氮含量均呈现先增加后下降的趋势。木瓜蛋白酶、风味蛋

白酶、复合蛋白酶的最优酶解 pH 分别为 6.0、7.0、7.5。
在此条件下, 木瓜蛋白酶组的氨基氮和总氮含量分别为

3.78%±0.03% 和 9.58%±0.03%, 风 味 蛋 白 酶 组 分 别 为
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3.87%±0.04% 和 9.74%±0.05%, 复 合 蛋 白 酶 组 分 别 为

4.02%±0.04%和 9.79%±0.03%。这是因为木瓜蛋白酶在 pH 
6.0 时活性最大, 而当 pH 高于或低于最适 pH 范围都会使

木瓜蛋白酶活性降低[22]; 同理, 风味蛋白酶在 pH 7.0 时水

解效果更好[23], 复合蛋白酶在 pH 7.5 时其活性最强[24]。可

见, 本研究的木瓜蛋白酶的最适 pH偏酸性, 风味蛋白酶偏

中性, 复合蛋白酶偏碱性。因此, 确定木瓜蛋白酶、风味

蛋白酶和复合蛋白酶的较优酶解 pH 分别为 6.0、7.0 和 7.5。 

2.3  酶解温度对酵母乳水解效果的影响 
由图 4 可以看出, 随着酶解温度的增加, 氨基氮含量

和总氮含量均呈现先增加后下降的趋势。其中, 在木瓜蛋

白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶作用下的最优酶解温度分

别为 50、54、60 ℃, 氨基氮含量和总氮含量对应分别为

3.81%±0.03% 和 9.61%±0.03% 、 3.90%±0.07% 和

9.77%±0.04%、4.08%±0.03%和 9.82%±0.02%。蛋白酶的水

解活性受温度影响较大[25–26], 适度升温有助于蛋白质结构

展开, 促进酶与底物结合; 但温度过高会引起酶蛋白变性, 
导致活性中心失活, 催化效率下降[27]。氨基氮含量是反映

蛋白质水解程度的重要指标, 其值越高, 说明酵母乳中蛋

白质被水解得越充分[28]。在各自最优温度下, 复合蛋白酶

组的氨基氮与总氮含量均优于其他两组, 表明本试验条件

下复合蛋白酶对酵母乳的水解效果最佳。综上所述, 确定

木瓜蛋白酶、风味蛋白酶和复合蛋白酶的最优酶解温度分

别为 50、54、60 ℃。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示组间存在显著性差异(P<0.05), 图 3~5 同。 
图 2  酶添加量对酵母乳水解效果的影响 

Fig.2  Effects of enzyme dosage on the hydrolysis effect of yeast milk 
 

 

 
 

图 3  pH 对酵母乳水解效果的影响 
Fig.3  Effects of pH on the hydrolysis effect of yeast milk 

 

 
 

图 4  酶解温度对酵母乳水解效果的影响 
Fig.4  Effects of enzymatic hydrolysis temperature on hydrolysis effect of yeast milk 
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2.4  酶解时间对酵母乳水解效果的影响 

由图 5可以看出, 随着酶解时间的增加, 3种酶的氨基

氮含量和总氮含量均呈现先增加后下降的趋势。木瓜蛋白

酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶作用下的最优酶解时间分别

为 15、13、12 h, 氨基氮含量和总氮含量对应最高含量分

别 为 3.82%±0.05% 和 9.63%±0.04% 、 3.92%±0.03% 和

9.77%±0.03%、4.09%±0.06%和 9.83%±0.03%。木瓜蛋白酶、

风味蛋白酶、复合蛋白酶在酶解时间分别在 13~15、7~13、
8~12 h 范围内, 氨基氮和总氮含量上升较快, 随酶解时间

的增大而提高, 当酶解时间分别大于 15、13、12 h 时, 氨
基氮和总氮含量趋于稳定, 而当酶解时间分别超过 16、16、
14 h 时间时, 含量下降说明酶已将底物水解完全[29–30]。因

此, 确定较优酶解时间分别为 15、13、12 h。 
从单因素实验能够看出, 木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、

复合蛋白酶在酶解时间分别在 14~16、10~16、10~14 h 范

围内对氨基氮和总氮含量影响不显著, 说明此范围内酶解

时间对酵母乳的水解效果影响相对较小, 因此后续响应面

试验将酶解时间因素排除。 
 

 
 

图 5  酶解时间对酵母乳水解效果的影响 
Fig.5  Effects of enzyme hydrolysis time on the hydrolysis effect of yeast milk 

 

2.5  木瓜蛋白酶响应面试验分析 
得到单因素试验结果后, 通过响应面试验确定酶解

条件的显著性, 利用响应面试验优化木瓜蛋白酶的提取条

件, 以酶解添加量(%)、酶解 pH、酶解温度(℃)为因素, 氨
基氮含量(%)和总氮含量(%)为响应值进行试验, 见表 4。 

 

表 4  木瓜蛋白酶 3 水平析因设计结果 
Table 4  Results of factorial design for the 3 levels of papain 
试验 
序号 

A1(酶解

温度)/℃ 
B1(酶
解 pH) 

C1(酶添

加量)/% 
氨基氮 
含量/% 

总氮含

量/% 
1 50 6.0 1.5 3.81 9.62 
2 50 6.2 1.7 3.37 9.21 
3 50 5.8 1.3 3.65 9.44 
4 52 6.0 1.3 3.42 9.20 
5 50 6.0 1.5 3.80 9.61 
6 48 5.8 1.5 3.53 9.34 
7 50 6.0 1.5 3.70 9.51 
8 50 6.0 1.5 3.79 9.59 
9 48 6.2 1.5 3.36 9.16 

10 52 6.0 1.7 3.37 9.13 
11 48 6.0 1.7 3.56 9.33 
12 50 6.0 1.5 3.83 9.65 
13 52 5.8 1.5 3.31 9.16 
14 52 6.2 1.5 3.15 9.01 
15 50 5.8 1.7 3.60 9.41 
16 48 6.0 1.3 3.61 9.42 
17 50 6.2 1.3 3.42 9.32 

 
表 5 表示氨基氮含量的回归模型方差分析结果, 结果

显示该模型 F 为 39.97、P 为 3.40e–5 (<0.0001), 具有极显

著性; 失拟项 P>0.05, 表明模型拟合良好, 误差较小[31]。

模型决定系数 R2 为 0.9809, 调整后 R2
adj 为 0.9564, 说明模

型具有较高的拟合优度和预测可靠性。此外, 因素 A1、B1, 
以及二次项 A1

2、B1
2、C1

2 对氨基氮含量均具有显著性影响, 
A1、B1、C1 的 F 分别为 45.76、43.53、2.79 可知, 3 个因素

对氨基氮含量的影响大小为: A1>B1>C1。 
利用 Design-Expert 13 软件进行多元线性回归和二项

式拟合 , 得出的二次多项回归方程为 : 氨基氮含量 /%= 
3.79–0.10A1–0.10B1–0.03C1+0.01A1B1–0.23A1

2–0.21B1
2–0.06C1

2。

综上, 该响应面分析所建立的变量间关系可靠, 可用于氨

基氮含量的预测与优化。 

 
表 5  木瓜蛋白酶氨基氮含量方差分析结果 

Table 5  Results of variance analysis of amino nitrogen content in 
papain 

方差 
来源 

方差 
自由

度 
均方 F P 

模型 0.6447 9 0.0716 39.97 <0.0001 
A1 0.0820 1 0.0820 45.76 ** 
B1 0.0780 1 0.0780 43.53 ** 
C1 0.0050 1 0.0050 2.79 0.1388 

A1B1 0.0000 1 0.0000 0.01 0.9093 
A1C1 0.0000 1 0.0000 0.00 1.0000 
B1C1 0.0000 1 0.0000 0.00 1.0000 
A1

2 0.2310 1 0.2310 128.92 ** 
B1

2 0.1933 1 0.1933 107.85 ** 
C1

2 0.0161 1 0.0161 8.96 * 
残差 0.0125 7 0.0018   

失拟项 0.0024 3 0.0008 0.32 0.8122 
纯误差 0.0101 4 0.0025   
总离差 0.6572 16    

R2 0.9809 R2
adj 0.9564   

注: *表示显著(P<0.05); **表示极显著(P<0.01), 表6、8~9、11~12同。 
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本研究采用 Box-Behnken 设计与响应面分析, 探讨了

各因素对氨基氮含量的影响。等高线的形态能够反映出各

因素的交互作用对响应值的影响, 当等高线为圆形时, 其
交互作用不显著, 等高线越接近椭圆形、分布越密集, 表
明交互作用越显著, 曲面也越陡峭[32–33]。如图 6 所示, 在
酶解温度与酶解 pH的交互作用中, 其等高线近似圆形, 说
明二者对氨基氮含量的共同影响较小; 酶解温度与酶添加

量的交互作用显著, 其等高线呈椭圆形且曲面陡峭, 氨基

氮含量随酶解温度增加而上升, 随后下降, 表明酶与底物

已充分反应, 酶解温度的影响大于酶添加量[34]。酶解 pH
与酶添加量的交互作用显著, 等高线呈密集椭圆形, 且酶

解 pH 的影响比酶添加量更为明显。以上响应面分析结果

与方差分析相符, 验证了模型的可靠性。 
经响应面优化得出最佳工艺条件为 : 酶解温度

49.57 ℃, 酶解 pH 5.95, 酶添加量 1.46%。在该条件下进行

3 次平行验证实验, 测得氨基氮含量为 3.84%±0.06%。 

 

 
 
 

图 6  木瓜蛋白酶不同因素交互作用对氨基氮含量的影响 
Fig.6  Effects of interaction of different factors of papain on amino nitrogen content 
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表 6 方差分析结果显示, 总氮含量回归模型极显著

F=38.03, P=4.02e–5 (<0.0001), 具有极显著性; 失拟项 P 为

0.9380 (>0.05)不显著, 表明模型拟合良好, 误差较小。模

型决定系数 R2=0.9800, 调整后 R2
adj=0.9542, 说明模型具

有较高的预测可靠性。各因素以及二次项对总氮含量均有

显著影响。A1、B1、C1 的 F 分别为 40.36、30.31、6.46, 影
响因素的主次顺序为 A1>B1>C1。得到的二次多项式回归方

程为: 总氮含量/%=9.60–0.09A1–0.08B1–0.04C1+0.01A1B1+ 
0.01A1C1–0.02B1C1–0.25A1

2–0.18B1
2–0.07C1

2。该模型可靠, 
可用于总氮含量的预测与工艺优化。 

如图 7 所示, 从响应面的等值线与极点分布可知, 实
验因素交互作用下总氮含量存在最大值。在酶解温度与酶

解 pH 的交互作用中, 酶解温度的影响更为突出; 当固定

酶添加量时, 总氮含量随酶解温度升高先升后降, 且酶解

温度的影响程度高于酶添加量; 酶解 pH 与酶添加量的交

互作用对应曲面坡度较陡、等高线密集且呈椭圆形, 同时

酶解 pH 对应的曲面坡度更大, 说明酶解 pH 对总氮含量的

影响更显著[35]。响应面分析结果与方差分析结论一致, 验
证了本研究所建模型的可靠性。 

经响应面优化得出最佳工艺条件为 : 酶解温度

49.59 ℃, 酶解 pH 5.96, 酶添加量 1.46%, 测得总氮含量为

9.66%±0.05%。 
 

表 6  木瓜蛋白酶总氮含量方差分析结果 
Table 6  Results of variance analysis of total nitrogen content in 

papain 
方差 
来源 

方差 
自由

度 
均方 F P 

模型 0.5963 9 0.0663 38.03 <0.0001 

A1 0.0703 1 0.0703 40.36 ** 

B1 0.0528 1 0.0528 30.31 ** 

C1 0.0112 1 0.0112 6.46 * 

A1B1 0.0002 1 0.0002 0.13 0.7299 

A1C1 0.0001 1 0.0001 0.06 0.8175 

B1C1 0.0016 1 0.0016 0.92 0.3698 

A1
2 0.2669 1 0.2669 153.18 ** 

B1
2 0.1315 1 0.1315 75.50 ** 

C1
2 0.0232 1 0.0232 13.32 ** 

残差 0.0122 7 0.0017   

失拟项 0.0011 3 0.0004 0.13 0.9380 

纯误差 0.0111 4 0.0028   

总离差 0.6085 16    

R2 0.9800 R2
adj 0.9542   

 

 
 

图 7  木瓜蛋白酶不同因素交互作用对总氮含量的影响 
Fig.7  Effects of interaction of different factors of papain on total nitrogen content 
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图 7(续)  木瓜蛋白酶不同因素交互作用对总氮含量的影响 
Fig.7  Effects of interaction of different factors of papain on total nitrogen content 

 
2.6  风味蛋白酶响应面试验分析 

利用响应面试验优化风味蛋白酶的提取条件。表 7 显

示了根据响应面设计在酶解温度(℃)、酶解 pH、酶添加量

(%)的条件下产物中氨基氮含量(%)和总氮含量(%)。 
 

表 7  风味蛋白酶 3 水平析因设计结果 
Table 7  Results of factorial design for the 3 levels of flavor 

protease  

试验 
序号 

A2(酶解

温度)/℃ 
B2(酶
解 pH)

C2(酶添

加量)/% 

氨基氮

含量
/% 

总氮 
含量/%

1 54 7.0 0.7 3.88 9.71 

2 54 7.2 0.9 3.65 9.50 

3 54 6.8 0.5 3.78 9.61 

4 56 7.0 0.5 3.58 9.36 

5 54 7.0 0.7 3.89 9.74 

6 52 6.8 0.7 3.76 9.46 

7 54 7.0 0.7 3.93 9.77 

8 54 7.0 0.7 3.91 9.77 

9 52 7.2 0.7 3.53 9.39 

10 56 7.0 0.9 3.52 9.28 

11 52 7.0 0.9 3.68 9.52 

12 54 7.0 0.7 3.92 9.78 

13 56 6.8 0.7 3.42 9.24 

14 56 7.2 0.7 3.52 9.23 

15 54 6.8 0.9 3.70 9.50 

16 52 7.0 0.5 3.75 9.55 

17 54 7.2 0.5 3.71 9.53 

 
根据表 8 的方差分析结果, 氨基氮含量回归模型具有

极显著性(F=178.08, P 为 2.00e–7<0.0001)。失拟项不显著

(P>0.05), 表明模型拟合良好, 误差较小。模型决定系数

R2=0.9957, 调整后 R2
adj=0.9901, 说明模型拟合优度高, 预

测结果可靠。因素 A2、B2、C2, 交互项 A2B2 以及二次项

A2
2、B2

2、C2
2 对氨基氮含量均具有显著性影响。A2、B2、

C2 的 F 分别为 225.4、30.47、35.54, 3 个因素对氨基氮含量的

影响大小为: A2>C2>B2。二次多项回归方程为: 氨基氮含量/%= 
3.91–0.09A2–0.03B2–0.03C2+0.08A2B2+0.01A2C2+0.01B2C2–
0.21A2

2–0.14B2
2–0.06C2

2。该模型变量间关系可靠, 可用于

氨基氮含量的预测与工艺优化。 

 
表 8  风味蛋白酶氨基氮含量方差分析结果 

Table 8  Results of variance analysis of amino nitrogen content of 
flavor protease 

方差来

源 
方差 

自由

度 
均方 F P 

模型 0.4110 9 0.0457 178.08 <0.0001 
A2 0.0578 1 0.0578 225.40 ** 
B2 0.0078 1 0.0078 30.47 ** 
C2 0.0091 1 0.0091 35.54 ** 

A2B2 0.0272 1 0.0272 106.17 ** 
A2C2 0.0000 1 0.0000 0.10 0.7640 
B2C2 0.0001 1 0.0001 0.39 0.5521 
A2

2 0.1910 1 0.1910 744.95 ** 
B2

2 0.0773 1 0.0773 301.47 ** 
C2

2 0.0154 1 0.0154 60.10 ** 
残差 0.0018 7 0.0003   

失拟项 0.0001 3 0.0000 0.06 0.9792 
纯误差 0.0017 4 0.0004   
总离差 0.4128 16    

R2 0.9957 R2
adj 0.9901   

 
响应面三维曲面图 8 能够体现出酶添加量、酶 pH、

酶解温度 3 个单因素之间的交互作用对氨基氮含量的影

响。结果显示, 酶解温度和酶解 pH 对氨基氮含量的交互作

用最显著, 且在等高线曲线图中较为陡峭, 其次是酶解 pH
和酶添加量对氨基氮含量的交互作用。经响应面优化得出

最佳工艺条件为: 酶解温度 53.52 ℃, 酶解 pH 6.96, 酶添

加量 0.64%, 测得氨基氮含量为 3.95%±0.05%。 
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图 8  风味蛋白酶不同因素交互作用对氨基氮含量的影响 
Fig.8  Effects of interaction of different factors of flavor protease on amino nitrogen content 

 
根据表 9 的方差分析结果, 总氮含量回归模型极显著

(F=113.99, P 为 9.37e–7<0.0001), 失拟项不显著(P>0.05), 
表明模型拟合良好, 误差较小。模型决定系数 R2 为 0.9932, 
调整后 R2

adj 为 0.9845, 说明模型预测可靠性高。因素 A2、

B2、C2 及其二次项对总氮含量均有显著影响, A2、B2、C2

的 F 分别为 153.29、5.98、14.60, 各因素影响主次顺序为

A2>C2>B2 。 所 得 二 次 回 归 方 程 为 : 总 氮 含 量 /%= 
9.75–0.10A2–0.02B2–0.03C2+0.02A2B2–0.01A2C2+0.02B2C2–
0.27A2

2–0.16B2
2–0.06C2

2。该模型可靠, 可用于分析酶添加

量、酶解 pH 及酶解温度对总氮含量的影响。 

从图 9 可知, 酶解温度、酶解 pH、酶添加量 3 组相

互交互过程中, 酶解 pH 与酶添加量等高线图相对其他两

组交互作用呈现更明显的椭圆, 表明了对响应值的影响更

显著。经响应面优化得出最佳工艺条件为 : 酶解温度

53.59 ℃, 酶解 pH 6.97, 酶添加量 0.65%, 测得总氮含量为

9.79%±0.04%。 

2.7  复合蛋白酶响应面试验分析 

利用响应面试验优化复合蛋白酶的提取条件。表 10
显示了根据响应面设计在酶解温度(℃)、酶解 pH、酶添加
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量(%)的条件下产物中氨基氮含量(%)和总氮含量(%)。 
根据表 11 的方差分析结果, 模型 F 为 65.42, P 为

6.34e–6 (<0.0001), 氨基氮含量回归模型极显著, 失拟项 P
为 0.7110 (>0.05)失拟项不显著, 表明模型拟合良好。模型

决定系数 R2 为 0.9883, 调整后 R2
adj 为 0.9731, 说明模型具

有较高的预测可靠性。A3、B3、C3 的 F 分别为 56.75、53.88、
13.47, 3 个因素影响的大小顺序为 A3>B3>C3。所得二次回

归方程为 : 氨基氮含量 /%=4.11–0.05A3–0.05B3–0.05C3+ 
0.03A3B3+0.02A3C3+0.04B3C3–0.15A3

2–0.10B3
2–0.13C3

2。 
从图 10 可以看出, 酶解温度和酶解 pH 交互作用最显

著。最佳工艺条件为: 酶解温度 59.64 ℃, 酶解 pH 7.45, 酶
添加量 1.79%, 测得氨基氮含量为 4.14%±0.06%。 

由表 12可知, 模型 F为 86.31, P为 2.45e–6<0.0001, 表
明模型具有极显著性。失拟项 P 为 0.6079>0.05, 说明失拟

不显著, 模型拟合良好, 预测准确性高。A3、B3、C3 的 F

分别为 70.18、66.71、12.68 比较, 3 个因素影响的大小顺

序为 A3>B3>C3。二次多项回归方程为 : 总氮含量 /%= 
9.86–0.05A3–0.05B3+0.02C3+0.02A3B3+0.01A3C3+0.01B3C3–
0.16A3

2–0.10B3
2–0.05C3

2。 

表 9  风味蛋白酶总氮含量方差分析结果 
Table 9  Results of variance analysis of total nitrogen content of 

flavor protease 
方差 
来源 

方差 
自由

度 
均方 F P 

模型 0.5489 9 0.0610 113.99 <0.0001 

A2 0.0820 1 0.0820 153.29 ** 

B2 0.0032 1 0.0032 5.98 * 

C2 0.0078 1 0.0078 14.60 ** 

A2B2 0.0009 1 0.0009 1.68 0.2357 

A2C2 0.0006 1 0.0006 1.17 0.3156 

B2C2 0.0016 1 0.0016 2.99 0.1274 

A2
2 0.2974 1 0.2974 555.81 ** 

B2
2 0.1054 1 0.1054 197.09 ** 

C2
2 0.0155 1 0.0155 29.05 ** 

残差 0.0037 7 0.0005   

失拟项 0.0004 3 0.0001 0.17 0.9109 

纯误差 0.0033 4 0.0008   

总离差 0.5526 16    

R2 0.9932 R2
adj 0.9845   

 
 

 
 
 

图 9  风味蛋白酶不同因素交互作用对总氮含量的影响 
Fig.9  Effects of interaction of different factors of flavor protease on total nitrogen content 
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图 9(续)  风味蛋白酶不同因素交互作用对总氮含量的影响 

Fig.9  Effects of interaction of different factors of flavor protease on total nitrogen content 
 

表 10  复合蛋白酶 3 水平析因设计结果 
Table 10  Results of factorial design for the 3 levels of complex 

protease 
试验

序号 
A3(酶解

温度)/℃ 
B3(酶
解 pH) 

C3(酶添

加量)/% 
氨基氮

含量/% 
总氮 

含量/%
1 60 7.5 1.8 4.08 9.84 
2 60 7.7 1.9 3.91 9.71 
3 60 7.3 1.7 4.07 9.75 
4 62 7.5 1.7 3.88 9.58 
5 60 7.5 1.8 4.09 9.87 
6 58 7.3 1.8 3.97 9.73 
7 60 7.5 1.8 4.13 9.85 
8 60 7.5 1.8 4.11 9.88 
9 58 7.7 1.8 3.83 9.58 

10 62 7.5 1.9 3.86 9.63 
11 58 7.5 1.9 3.95 9.72 
12 60 7.5 1.8 4.12 9.88 
13 62 7.3 1.8 3.83 9.59 
14 62 7.7 1.8 3.8 9.51 
15 60 7.3 1.9 3.98 9.77 
16 58 7.5 1.7 4.01 9.68 
17 60 7.7 1.7 3.93 9.65 

表 11  复合蛋白酶氨基氮含量方差分析结果 
Table 11  Results of variance analysis of amino nitrogen content 

of complex protease 
方差 
来源 

方差 
自由

度 
均方 F P 

模型 0.1972 9 0.0219 65.42 <0.0001 

A3 0.0190 1 0.0190 56.75 ** 

B3 0.0180 1 0.0180 53.88 ** 

C3 0.0045 1 0.0045 13.47 ** 

A3B3 0.0030 1 0.0030 9.03 * 

A3C3 0.0004 1 0.0004 1.19 0.3107 

B3C3 0.0012 1 0.0012 3.66 0.0974 

A3
2 0.0922 1 0.0922 275.31 ** 

B3
2 0.0425 1 0.0425 126.95 ** 

C3
2 0.0046 1 0.0046 13.69 ** 

残差 0.0023 7 0.0003   

失拟项 0.0006 3 0.0002 0.48 0.7110 

纯误差 0.0017 4 0.0004   

总离差 0.1996 16    

R2 0.9883 R2
adj 0.9731   

 

 
 

图 10  复合蛋白酶不同因素交互作用对氨基氮含量的影响 
Fig.10  Effects of interaction of different factors of complex protease on amino nitrogen content 
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图 10(续)  复合蛋白酶不同因素交互作用对氨基氮含量的影响 
Fig.10  Effects of interaction of different factors of complex protease on amino nitrogen content 

 
表 12  复合蛋白酶总氮含量方差分析结果 

Table 12  Results of variance analysis of total nitrogen content of 
complex protease 

方差来

源 
方差 

自由

度 
均方 F P 

模型 0.2214 9 0.0246 86.31 <0.0001 

A3 0.0200 1 0.0200 70.18 ** 

B3 0.0190 1 0.0190 66.71 ** 

C3 0.0036 1 0.0036 12.68 ** 

A3B3 0.0012 1 0.0012 4.30 0.0769 

A3C3 0.0000 1 0.0000 0.09 0.7757 

B3C3 0.0004 1 0.0004 1.40 0.2748 

A3
2 0.1139 1 0.1139 399.78 ** 

B3
2 0.0396 1 0.0396 139.01 ** 

C3
2 0.0093 1 0.0093 32.64 ** 

残差 0.0020 7 0.0003   

失拟项 0.0007 3 0.0002 0.68 0.6079 

纯误差 0.0013 4 0.0003   

总离差 0.2234 16    

R2 0.9911 R2
adj 0.9796   

 
从图 11 可以看出, 酶解时间与酶解 pH、酶解 pH 与

酶添加量的交互作用的等高线图呈椭圆形, 表明酶解时间

与酶解 pH、酶解 pH 与酶添加量的交互作用明显; 而酶解

温度与酶添加量的交互作用的等高线图呈圆形, 表明酶解

温度与酶添加量的交互作用不明显。经响应面优化得出最

佳工艺条件为: 酶解温度 59.64 ℃, 酶解 pH 7.45, 酶添加

量 1.79%, 测得总氮含量为 9.89%±0.05%。结果表明, 响应

面法所确定的工艺条件准确可靠, 可用于实际优化应用。 
为便于实际应用, 基于响应面试验结果进行中试验

证, 对酶解条件进行优化, 将其调整为: 木瓜蛋白酶条件

调整为温度 50 ℃、pH 6.0、酶添加量 1.5%; 风味蛋白酶为

温度 54 ℃、pH 7.0、酶添加量 0.7%; 复合蛋白酶为温度

60 ℃、pH 7.5、酶添加量 1.8%。验证结果显示, 调整后 3 种

酶 的 氨 基 氮 与 总 氮 含 量 分 别 为 : 木 瓜 蛋 白 酶 组

3.83%±0.04% 和 9.65%±0.04%; 风 味 蛋 白 酶 组

3.93%±0.06%和 9.78%±0.05%; 复合蛋白酶组 4.12%±0.06%
和 9.87%±0.04%, 与模型预测值接近, 说明所得模型准确合

适, 该模型的拟合度较好, 具有参考价值。 
本研究中复合蛋白酶表现最优, 显著高于单一木瓜蛋白

酶和风味蛋白酶, 这与复合蛋白酶的多酶系协同催化特性密

切相关。复合蛋白酶整合内切酶与外切酶活性, 可通过不同

酶切位点实现蛋白质多靶点水解, 相比单一酶对底物降解更
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彻底[36]。罗龙娟等[37]研究发现, 采用酵母抽提酶与风味蛋白 酶复配可使氨基氮含量提升, 显著优于单一酶解效果。 
 

 
 

图 11  复合蛋白酶不同因素交互作用对总氮含量的影响 
Fig.11  Effects of interaction of different factors of complex protease on total nitrogen content 

 

2.8  复合酶复配效果分析 

根据响应面优化的最佳条件, 复合酶复配结果由表 13 可

知, 复合酶的最佳复配方案为复配 5, 即木瓜蛋白酶、风

味蛋白酶与复合蛋白酶的最佳添加时间分别为 2、4、5 h。

经试验验证 , 氨基氮含量达 4.24%±0.03%, 总氮含量达

9.97%±0.04%, 说明复合酶分步添加策略可显著提升酵

母乳的酶解效率。本研究采用 3 酶分步添加策略, 通过控

制添加时间避免了酶活性相互干扰, 实现了协同增效。 

2.9  酶促进剂的添加量对酵母乳酶解效果分析 

由图 12 可知, 随着表面活性剂添加量的增加, 酶解

液中氨基氮与总氮含量均呈现先快速升高后趋于平稳的

趋势, 这说明非离子表面活性剂对酶解具有明显的促进

作 用 , 这 与 周 妍 等 [38] 的 研 究 结 果 相 一 致 。 在

0.015%~0.030%添加量范围内 , 随表面活性剂浓度增加 , 
氨基氮与总氮含量呈快速上升趋势; 当添加量为 0.030%
时达到峰值, 此时氨基氮含量为 4.57%±0.05%, 总氮含量
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为 10.22%±0.04%。然而, 当添加量进一步提高至 0.035%
时, 两项指标均未继续提升, 酶解效果趋于平缓[37–39]。综

合考虑酶解效率与生产成本, 确定表面活性剂最佳添加

量为 0.030%。 
 

表 13  复合酶复配分析结果 
Table 13  Results of complex enzyme compound analysis  

复合酶复配 
木瓜蛋白酶的最佳

添加时间/h 
风味蛋白酶的最佳

添加时间/h 
复合蛋白酶的最佳

添加时间/h 
氨基氮含量/% 总氮含量/% 

复配 1 1 3 4 4.16±0.04 9.90±0.04 

复配 2 1 4 5 4.17±0.03 9.91±0.03 

复配 3 1 5 6 4.15±0.02 9.89±0.02 

复配 4 2 3 4 4.22±0.03 9.95±0.02 

复配 5 2 4 5 4.24±0.03 9.97±0.04 

复配 6 2 5 6 4.21±0.04 9.94±0.03 

复配 7 3 3 4 4.19±0.02 9.92±0.03 

复配 8 3 4 5 4.20±0.03 9.93±0.02 

复配 9 3 5 6 4.18±0.02 9.91±0.03 
 

 
 

图 12  表面活性剂添加量对酵母乳的水解效果的影响 
Fig.12  Effects of surfactant addition amount on hydrolysis effect of 

yeast milk 
 

3  讨论与结论 

酵母乳作为发酵工业副产物, 富含蛋白质与生物活

性成分 , 其高值化利用是资源循环的重要方向 , 在食品

调味、饲料添加剂、化妆品活性成分及生物制品等多个

领域具备广阔应用潜力[40]。本研究针对酵母乳高值化利

用中酶解效率低、复合酶协同机制不明确等问题, 以酵母

乳为原料, 通过单因素试验、响应面优化、复合酶复配及

酶促进剂添加实验, 以氨基氮与总氮含量为实验核心指

标, 系统优化酵母乳的酶解工艺。研究结果表明, 通过单

因素试验, 分别确定了木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、复合蛋

白酶的最佳酶解参数; 进一步采用响应面法对 3 种酶的

最优工艺进行优化 , 得到相应的氨基氮与总氮验证值 , 
实测值与模型预测值高度吻合, 证实了模型的可靠性。在

复合酶复配实验中, 确定了木瓜蛋白酶、风味蛋白酶和复

合蛋白酶最佳添加时间分别为 2、4、5 h。酶促进剂的添

加实验结果表明, 表面活性剂对酶解具有明显的促进作

用, 这与周妍等[38]的研究结果相似; 在添加量为 0.030%
时达到峰值, 此时氨基氮含量为 4.57%±0.05%, 总氮含量

为 10.22%±0.04%。与传统酶解工艺相比[41], 本研究采用

的复合酶协同水解策略与响应面优化方法, 在缩短反应

周期、减少酶制剂用量方面展现出明显优势, 为工艺规模

化应用奠定了基础。 
本研究为发酵工业副产物酵母乳的高值化利用提供

了高效、可行的技术方案, 其工艺优化思路与功能化利用

模式可为同类发酵副产物资源化开发提供参考范式。通过

产学研协同转化, 该技术有望推动发酵行业副产物循环利

用水平提升, 助力生物制造与绿色食品产业高质量发展, 
推动酵母乳酶解产物的产业化应用进程。 
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