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肉杂鸡鸡骨架酶解工艺优化及其分析评价
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3.温氏食品集团股份有限公司，广东云浮 527400；
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摘　要：以肉杂鸡鸡骨架为原料，测定其基本成分和氨基酸组成，对蛋白质进行营养评价，发现鸡骨架是进行酶解

的良好原料。从碱性蛋白酶、风味蛋白酶、胰酶和复合蛋白酶中筛选出鸡骨架酶解的最佳用酶，利用单因素实验

和响应面法优化了鸡骨架酶解的工艺条件。结果表明：在温度 50 ℃、pH7.0、酶添加量 7000 U/g 的条件下酶解 4 h，
酶解效率最高，水解度和氮回收率分别为（33.54%±0.02%）和（96.20%±0.03%），与响应面优化试验回归模型的

预测值基本一致。在此基础上制备鸡骨架酶解液，对酶解液氨基酸含量和肽的分子量分布进行检测，发现分子量

<1000 Da 的肽段占比最高，达到 83.25%；必需氨基酸含量高，占氨基酸总量的 54.27%，营养价值高，且含有丰

富的鲜味氨基酸。由氨基酸滋味活性值（Taste activity value, TAV）可知酶解前的样品味感以甜味、鲜味为主，酶

解后以苦味、鲜味为主。该研究可为鸡骨架的高值化利用提供理论依据和数据支持。
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Abstract： The  basic  composition  and  amino  acid  composition  of  hybrid  broilers  skeleton  were  determined,  and  the
nutritional  evaluation  of  protein  was  carried  out.  Hybrid  broilers  skeleton  was  found  to  be  a  good  raw  material  for
enzymatic hydrolysis.  The optimum enzyme for hybrid broilers skeleton enzymatic hydrolysis was selected from alkaline
protease,  flavor  protease,  trypsin  and  compound  protease.  The  single  factor  test  and  response  surface  methodology  were
used to optimize the technological conditions of chicken skeleton enzymatic hydrolysis. The results revealed that under the
conditions of temperature 50 ℃, pH7.0 and enzyme dosage 7000 U/g for 4 h, the hydrolysis degree and nitrogen recovery
were (33.54%±0.02%) and (96.20%±0.03%), respectively, which were basically consistent with the predicted values of the  
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regression model of response surface optimization test.  On this basis, the chicken skeleton hydrolysate was prepared, and
the  amino  acid  content  and  molecular  weight  distribution  of  peptide  were  detected.  The  proportion  of  peptides  with
molecular weight <1000 Da was the highest, reaching 83.25%. The content of essential amino acids was high, accounting
for  54.27% of  the  total  amino acids,  with  high  nutritional  value,  and  rich  in  umami  amino acids.  According  to  the  TAV
value of amino acid, the taste perception of samples before enzymatic hydrolysis was mainly sweet and umami, while after
enzymatic  hydrolysis,  it  was  mainly  bitter  and  umami.  This  investigation  could  provide  theoretical  references  and  data
support for the high value utilization of chicken skeleton.

Key  words： hybrid  broilers  skeleton； nutritional  ingredient； enzymatic  hydrolysis； response  surface  method； molecular

weight distribution of peptide；amino acid evaluation

 

近年来，我国肉类消费量呈不断增长趋势，鸡肉

作为人们日常饮食的重要组成部分，因其滋味鲜美、

营养丰富在全球食品市场上占据重要地位。根据美

国农业部（USDA）的数据，2020 年全球肉鸡总产量

达到 1.01 亿吨[1]，鸡肉产量增加的同时也产生了大

量的副产物——鸡骨架。鸡骨架是分割鸡肉生产的

主要副产物，由鸡骨、鸡肉和鸡皮组成，新鲜鸡骨架

中水分含量约 65%、蛋白质 16%、脂肪 14%，同时呈

味氨基酸含量高于鸡肉，有较高的营养价值，具有作

为风味基料的潜力[2]。

近年来陆续有研究学者以畜禽骨架为原料，通

过酶解反应制备热反应鸡肉香精的前体物质。赵永

珍等[3] 利用风味蛋白酶和复合蛋白酶复合水解，探究

了酶解液的最佳工艺参数和不同酶解液对美拉德反

应的影响。郑红[4] 研究了酶种类和酶解工艺对鸡骨

架蛋白水解度和风味的影响。刘贺等[5] 对酶解工艺

进行了优化，并对酶解液的游离氨基酸含量进行了测

定。这些通过酶解反应制备的鸡肉香精的前体物质

被广泛应用于调味品、速冻食品和方便面等食品工

业化加香产品的生产中[6]。肉杂鸡是优秀的肉鸡和

生产性能先进的蛋鸡杂交产生的，生长速度快、抗病

力强、肉质好，有不可替代的特点和优势。有研究将

其与进口商品肉鸡和淘汰蛋鸡相比，发现肉杂鸡具有

更优质的蛋白质（22.36 g/100 g）、更高的微量元素

（6.83 mg/100 g）、必需氨基酸含量（36.26 g/100 g）和
胶原蛋白含量（3.14 mg/g）以及更低的肌内脂肪含量

（1.12 g/100 g），表现出了较强的优势[7]，顺应了部分

消费和食品加工的需求，当前在鸡肉占比中，肉杂鸡

比重持续增加。目前，用于酶解制备热反应鸡肉香精

前体物质的原料大多为白羽肉鸡[8–10]，对于肉杂鸡的

报道较少。

本文以肉杂鸡鸡骨架为原料，分析了肉杂鸡鸡

骨架的基本营养成分和游离氨基酸含量，根据 FAO/
WHO 推荐成人模式，以氨基酸评分标准模式（AAS）
为参考量，对肉杂鸡鸡骨架蛋白质进行营养评价。以

氮回收率和水解度为指标，从碱性蛋白酶、风味蛋白

酶、胰酶和复合蛋白酶四种酶中筛选出酶解鸡骨架

的最佳用酶，通过单因素实验和响应面法优化酶解条

件，对最优酶解条件的氨基酸组成和肽分子量分布进

行分析，采用氨基酸 TAV 值分析酶解前后味感，为

鸡骨架酶解深加工利用提供理论参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

肉杂鸡鸡骨架　取自新兴县温氏佳丰食品有限

公司鸡肉分割生产线，品种为 818 肉杂鸡，日龄 52 d
左右，母鸡，宰后成熟时间约 1~2 h；胰酶、碱性蛋白

酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶（几种酶的最适 pH、温

度和酶活力见表 1）　金克隆生物技术有限公司；氢

氧化钠、盐酸、浓硫酸、溴甲酚绿、甲基红、甲醛、三

乙胺、甲醇、异硫氰酸苯酯　分析纯，上海麦克林生

化科技有限公司；细胞色素 C（MW12384）、抑肽酶

（MW6500）、杆菌肽（MW1422）、乙氨酸－乙氨酸

－酪氨酸－精氨酸（MW451）、乙氨酸－乙氨酸－乙

氨酸（MW189）　标准品，Sigma 公司。
  

表 1    不同蛋白酶最适 pH 和温度
Table 1    Optimal pH and temperature of various proteases

酶的种类 最适pH 最适温度（℃） 酶活力（U/g）

EZ0770 胰酶 8.0 50 4000
EZ1370 碱性蛋白酶 10.5 50 20000
EZ0420 风味蛋白酶 7.0 50 30000
EZ1330 复合蛋白酶 7.5 50 10000

 

FOSS Kjeltec8400 凯氏定氮仪　丹麦福斯集团

公司；CHJR-100 绞肉机　诸城市春晖机械有限公

司；HWS-26 电热恒温水浴锅　上海齐欣科学仪器有

限公司；S2-Food Kit 型 pH 计　瑞士梅特勒托得多

公司；PD500 高速均质机　普律玛仪器（上海）有限

公司；UGC-24C 氮吹仪　北京优晟联合科技有限公

司；LC-20AT 高效液相色谱仪　岛津公司；E-816ECE
索氏抽提装置　瑞士步琪有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   鸡骨架营养成分测定　含水量：参照 GB
5009.3-2016《食品中水分的测定》；总蛋白：参照 GB
5009.5-2016《食品中蛋白质的测定》；脂肪：参照 GB
5009.6-2016《食品中脂肪的测定》；灰分：参照 GB
5009.4-2016《食品中灰分的测定》；钙：参照 GB
5009.92-2016《食品中钙的测定》；游离氨基酸：参照

GB 5009.124-2016《食品中氨基酸的测定》。 

1.2.2   酶解液的制备　参考张恒等[8] 的方法并做适

当修改。将鸡骨架洗净、沥干后剪去大体积脂肪块，

冲洗 3 次以去除表面杂质，绞碎成鸡骨泥，加入一定
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量的去离子水调节蛋白浓度为 5%（蛋白质浓度用凯

氏定氮法测量），用匀浆机匀浆（10000 r/min，20 s×
3），在 90 ℃ 条件下加热预处理 10 min，加入酶，调

节 pH，置于恒温水浴中酶解。酶解过程中不断调节

pH，酶解结束后沸水浴 10 min 灭酶，冷却至室温后

离心（3580 r/min，10 min），上清液即为酶解液，放置

10 min 后撇去浮油（目的是去除部分脂肪），测定水

解度和氮回收率。 

1.2.3   蛋白酶制剂的筛选　根据前期预实验结果，在

酶解程度较为完全的情况下，将四种酶分别在各自最

适 pH 和温度下加入 6000 U/g 酶酶解 4 h，以水解度

和氮回收率为评价指标，确定最佳酶。 

1.2.4   酶解工艺优化　 

1.2.4.1   酶解温度　鸡骨架底物浓度为 5%，酶添加

量为 6000 U/g，pH 调为 7.0，分别在 40、45、50、55、
60 ℃ 条件下水解，恒温反应 4 h 后，测定水解度及氮

回收率，探讨温度对风味蛋白酶酶解效果的影响。 

1.2.4.2   酶解 pH　用选定的最佳温度，其他条件不

变，pH 分别在 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 条件下酶解 4 h，
测定水解度及氮回收率，探讨 pH 对风味蛋白酶酶解

效果的影响。 

1.2.4.3   酶添加量　用选定的最佳温度和 pH，其他

条件不变，酶添加量分别在 2000、 4000、 6000、
8000、10000 U/g 条件下酶解 4 h，测定水解度及氮回

收率，探讨酶添加量对风味蛋白酶酶解效果的影响。 

1.2.4.4   酶解时间　用选定的最佳温度、pH、酶添加

量，其他条件不变，酶解时间分别为 2、3、4、5、6 h，
测定水解度及氮回收率，探讨酶解时间对风味蛋白酶

酶解效果的影响。 

1.2.5   响应曲面法试验设计　根据 Box-Behnken 的

中心组合试验设计原理，综合单因素的实验结果，以

水解度（Y1）和氮回收率（Y2）为响应值，选取温度

（A）、pH（B）、酶解时间（C）、酶添加量（D）4 个因

素。利用统计软件 Design Expert 8.0.6 对试验数据

进行回归分析，获得二次多元回归模型，对模型进行

方差分析，用模型对鸡骨架酶解的水解度和氮回收率

进行分析和预测，得出最佳的酶解条件。响应面设计

中因素及水平见表 2。
  

表 2    响应面设计因素及水平
Table 2    Response surface design factors and levels

因素
水平

−1 0 1

A 温度（℃） 45 50 55

B pH 6.0 7.0 8.0
C 酶解时间（h） 3 4 5

D 酶添加量（U/g） 6000 8000 10000
 

1.2.6   水解度（DH）的测定　 

1.2.6.1   氨基态氮的测定　参考徐兆刚[11] 的方法。

在烧杯中加入 5 mL 酶解液和 25 mL 蒸馏水，开动磁

力搅拌器，用 NaOH 标准溶液将 pH 调至 8.2，加入

10 mL 甲醛溶液后将 pH 调至 9.2，记录 pH 从 8.2
到 9.2 加入 NaOH 的体积。同时取 30 mL 水做空白

试验。氨基态氮计算公式如下：

X =
（V1 −V2）×C×0.014×100

5

式中：X 为样品氨基态氮的含量（g/100 mL）；
V1 为样品加入甲醛后消耗氢氧化钠标准液的体积

（mL）；V2 为空白实验加入甲醛后消耗氢氧化钠标准

液的体积（mL） ；C 为氢氧化钠标准液的浓度

（mol/L），取值为 0.05 mol/L；5 是酶解液的取用量

（mL）；0.014 是氮的毫克当量。 

1.2.6.2   水解度的测定　酶切断蛋白质肽键使其成

为小分子肽的情况可用水解度（DH）表示。参考田刚[12]

的方法，采用甲醛滴定法，计算公式如下：

水解度(%) =
（水解产物中氨基态氮−水解前溶液中氨基态氮）

水解前溶液中总氮
×100

 

1.2.7   氮回收率的测定　取 10 mL 酶解液，用凯氏

定氮法消化、定氮，测得酶解液中的氮含量，氮回收

率（Nitrogen recovery, NR）计算公式如下[13]：

氮回收率(%) =
酶解液总氮

原料总氮
×100

 

1.2.8   氨基酸分析　参考姚佳等[14] 的方法并做适当

修改。取 10 μL 样品放置于离心管中，氮吹仪 45 ℃
流下吹干，加入 10 μL 干燥剂（200 μL 甲醇、 200 μL
水、 100 μL 三乙胺），氮气流吹干，加入 20 μL 衍生

剂（100 μL 水、700 μL 甲醇、100 μL 三乙胺、100 μL
异硫氰酸苯酯）密闭衍生 30 min，氮气流下吹干，加

入稀释剂（pH7.4 的磷酸氢二钠溶液）200 μL，上机测

定。其中，酶解前鸡骨架泥匀浆处理后离心（3580 r/min，
10 min）取上清液，酶解后酶解液离心取上清液进行

测定。 

1.2.9   肽分子量测定　采用 LC-20AT 高效液相色谱

仪（配 2487 紫外检测器和 Empower 工作站 GPC 软

件）测定酶解液的肽分子量分布[14−15]。酶解液经过

0.22 μm 滤膜过滤，注入配备 TSKgel 凝胶色谱柱

（2000 SWXL 300 mm×7.8 mm）的高效液相色谱进

行分离。流动相:乙腈:水:三氟乙酸=40:60:0.1
（v:v:v），流速 0.5 mL/min，柱温 30 ℃，进样量 10 μL，
检测波长为 220 nm。以细胞色素 C（MW12384），
抑肽酶（Mw6500），杆菌肽（MW1422），乙氨酸－乙

氨酸－酪氨酸－精氨酸（MW451），乙氨酸－乙氨酸

－乙氨酸（MW189）为标准品绘制分子量标准曲线，

以洗脱体积 x 为横坐标，相对分子质量的对数 y 为

纵坐标，绘制相对分子质量校正曲线并得到方程

y=−0.239x+7.01，R2=0.987。 

1.3　数据处理

数据用平均值±标准差表示（n=3），用 IBM SPSS
Statistics 25 软件（IBM，USA）进行单因素方差分析
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（ANOVA），用 Duncan’s 方法进行多重比较，显著水

平设为Ｐ<0.05。响应曲面试验用 Design-Expert
8.0.6（Stat-Ease，USA）软件进行设计和结果统计分

析，用 Origin 2018（OriginLab Co, Northampton, MA,
USA）软件绘图。 

2　结果与分析 

2.1　基本化学组成分析

鸡骨架基本化学成分见表 3，由表可知，鸡骨架

中含有丰富的蛋白质，含量达到 17.02 g/100 g，脂肪

含量为 16.04 g/100 g，高于文献报道白羽肉鸡中的含

量（10.41 g/100 g）[2]，灰分含量较低，为 3.01 g/100 g，
蛋白质含量比鸭骨架（15.23 g/100 g）含量高，且灰分

含量低于鸭骨架（8.62 g/100 g）[16]，相较于鸭骨架而

言是进行酶解的良好原料。
  

表 3    鸡骨架基本化学成分
Table 3    Basic chemical constituents of chicken skeleton

基本成分 含量（g/100 g）

水分 64.98±0.64
蛋白质 17.02±0.02
脂肪 16.04±0.25
灰分 3.01±0.06
钙 0.85±0.034

 

鸡骨架氨基酸组成见表 4（色氨酸未检出），蛋白

质中的氨基酸含量，尤其是必需氨基酸是反映蛋白质

质量的重要指标，由表 4 可知，鸡骨架中必需氨基酸

含量高达 35.26%，鲜味氨基酸含量高达 21.83%，可

见鸡骨架是优质的蛋白质，氨基酸的组成和比例较为

合理，综合了鸡骨和鸡骨肉的特点，这也是鸡骨架味

道鲜美的原因之一。

肉杂鸡鸡骨架蛋白质营养评价见表 5，由表可

知，当以氨基酸评分标准模式（AAS）为参考量时，蛋

氨酸和半胱氨酸是第一限制氨基酸，异亮氨酸、苏氨

酸、亮氨酸、苯丙氨酸+酪氨酸的氨基酸分接近 FAO/
WHO 推荐成人模式，赖氨酸含量显著高于评分标准

模式，赖氨酸是长期摄入谷物类食品人群的第一类限

制性氨基酸，作为必需氨基酸之一，既可以增强人体

免疫力，又能促进发育。鸡骨架与缺乏赖氨酸的食物

搭配食用可促进氨基酸的摄入均衡[17]。另外，鸡骨架

中胶原蛋白含量高达 35%~45%，此外，还有肌球蛋

白、酶类、磷蛋白等多种蛋白质[16]，是进行酶解的良

好原料。
 
 

表 5    鸡骨架蛋白质营养评价
Table 5    Nutritional evaluation of chicken skeleton protein

氨基酸（mg·g−1）
FAO/WHO推荐

成人模式
组成

氨基酸评分标准
模式（AAS）

赖氨酸（Lys） 55 72.59 1.33
蛋氨酸（Met）+半胱氨酸（Cys） 35 26.06 0.63

缬氨酸（Val） 50 42.01 0.84
苯丙氨酸（Phe）+酪氨酸（Tyr） 60 61.17 1.02

亮氨酸（Leu） 70 70.67 1.01
异亮氨酸（Ile） 40 37.07 0.93
苏氨酸（Thr） 40 37.82 0.95

总计 360 352.6
占总量（%） 36 35.26

注: AAS指Amino acid score，即氨基酸分；划线的数据为鸡骨架蛋白的氨
基酸分；即鸡骨架蛋白的第一限制性氨基酸的含量与参考蛋白中该氨基
酸含量的比值。
  

2.2　蛋白酶制剂的筛选

不同酶的酶切位点不同，产生的氨基酸种类不

同，对酶解液的风味、水解度、物理化学特性有很重

要的影响[4]，因此，选择合适的蛋白酶对鸡骨架进行

酶解至关重要。本试验选取了具有代表性的四种酶：

风味蛋白酶、胰酶、复合蛋白酶和碱性蛋白酶。由图 1
可知，四种蛋白酶分别在其最适条件下酶解，水解度

由大到小分别是：风味蛋白酶>胰酶>复合蛋白酶>碱
性蛋白酶，其中，风味蛋白酶的水解度显著高于其他

三种酶类（P<0.05），达到 32.14%，熊善柏等[18] 用 6 种

酶对乌鸡蛋白质进行酶解测定水解度，也得到了同样

的结论。氮回收率由大到小分别是：胰酶>风味蛋白

酶>碱性蛋白酶>复合蛋白酶，胰酶的氮回收率最高，

为 90.94%；用胰酶水解后，氮回收率最高，但是水解

液浑浊，苦味重，不利于后处理。风味蛋白酶具有外

切酶和内切酶两种活性，能较大程度地将具有暴露在

外部的疏水基团降解为氨基酸，同时使一些风味前体

物发生水解，提高酶解液的风味[19]。CHIANG 等[20]

研究了酶解处理对牛骨提取物化性质的影响，发现在

不添加其他酶的情况下，风味蛋白酶可以增加低分子

 

表 4    鸡骨架氨基酸组成

Table 4    Amino acid composition of chicken skeleton

氨基酸种类 游离氨基酸（mg/100 g） 占总氨基酸比例（%）

天冬氨酸（Asp） 978.97±11.30 6.98
谷氨酸（Glu） 2081.05±18.91 14.85
丝氨酸（Ser） 580.26±12.65 4.14
甘氨酸（Gly） 1610.30±117.92 11.49
组氨酸（His）* 476.53±8.07 3.40
精氨酸（Arg） 1130.45±42.48 8.06
苏氨酸（Thr）* 532.81±12.68 3.80
丙氨酸（Ala） 1048.96±52.98 7.48
脯氨酸（Pro） 1217.09±67.78 8.68
酪氨酸（Tyr） 361.67±4.44 2.58
缬氨酸（Val）* 591.90±15.43 4.22
蛋氨酸（Met）* 300.15±3.29 2.14
半胱氨酸（Cys） 66.87±15.25 0.48
异亮氨酸（Ile）* 522.28±1.82 3.73
亮氨酸（Leu）* 995.54±16.37 7.10

苯丙氨酸（Phe）* 500.07±13.32 3.57
赖氨酸（Lys）* 1022.71±11.95 7.30
必需氨基酸 4941.99±61.02 35.26
鲜味氨基酸 3060.02±35.75 21.83
含硫氨基酸 367.02±12.28 2.62

总量 14017.63±342.57

注：*表示必需氨基酸；鲜味氨基酸含量是指天冬氨酸和谷氨酸；含硫氨
基酸含量是指半胱氨酸和蛋氨酸。
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量肽的含量，降低粘度，改善酶解液的风味。本实验

用风味蛋白酶水解后，水解液较澄清，有良好的鸡肉

香味。综合考虑，选择风味蛋白酶为后续实验用酶。
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图 1    不同蛋白酶酶解对酶解液水解度和氮回收率的影响
Fig.1    Effects of different proteases on hydrolysis degree and

nitrogen recovery of hydrolysate
注：不同字母表示同一指标各组间差异显著（P<0.05）；图 2~
图 5 同。
  

2.3　酶解工艺优化 

2.3.1   酶解温度　在酶解过程中，温度主要从两个方

面影响酶解效率。一方面，酶的本质是蛋白质，空间

结构受温度影响，引起活性变化，温度过高，酶变性，

稳定性下降，进而导致酶解效率降低。另一方面，升

高温度使底物转变成产物的速度加快，提高酶解效

率。本文分别在 40、45、50、55、60 ℃ 条件下进行

水解，测定水解度和氮回收率，结果如图 2 所示。
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图 2    不同温度对水解度和氮回收率的影响
Fig.2    Effect of different temperature on degree of hydrolysis

and nitrogen recovery
 

由结果可知，温度在 50 ℃ 时有最高的水解度和

氮回收率，分别是 32.31% 和 88.05%。可能是由于

反应初期，酶促反应速率随着温度的升高而增加，

50 ℃ 后，风味蛋白酶的酶蛋白变性导致酶活力丧

失，酶促反应受到抑制，故用风味蛋白酶酶解鸡骨架

时，选择 50 ℃ 较为适宜。 

2.3.2   酶解 pH　pH 对酶的活性具有很大的影响，根

据以往的研究，pH 主要从三个方面影响酶的活性[21]：

一是过酸或过碱都能使酶失活，影响酶活力稳定性；

二是酸或碱对底物的解离状态产生影响，使得酶与底

物不能结合或结合后不能生成产物；三是氢离子和氢

氧根离子通过结合或催化基团的解离状态控制了酶

的活性中心，分别使得底物不能与酶结合或底物不能

被酶催化生成产物。本研究分别在 pH 为 5.0、6.0、
7.0、8.0 和 9.0 的条件下对鸡骨架进行酶解，测定其

水解度和氮回收率，结果如图 3 所示。
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图 3    不同 pH 对水解度和氮回收率的影响
Fig.3    Effect of different pH on degree of hydrolysis and

nitrogen recovery
由图 3 可知，初始 pH 与水解度和氮回收率的关

系图类似钟型。在 pH 为 7.0 时，水解效果最好，水

解度和氮回收率分别达到 32.23% 和 87.78%，与

pH7.0 相比，初始 pH 处于两个极端时的水解度和氮

回收率均显著降低（P<0.05）。主要原因可能是风味

蛋白酶的最适 pH 在 7.0 左右，pH 过高或过低引起

空间构象的改变导致酶失活，同时影响酶与底物的结

合。因此，在对鸡骨架进行酶解时，调整体系 pH 为

7.0 时酶解效果较好。 

2.3.3   酶添加量　当底物浓度一定时，酶添加量越

大，酶解速率越高，水解度和氮回收率也就越高。但

是当酶添加量达到一定程度时，酶与底物充分结合达

到饱和，水解程度平缓，同时可能由于酶作为蛋白质

自身发生水解，酶活力降低。酶添加量过高时，肽链

进一步被水解，释放出具有苦味的小肽[22]，因此，选择

合适的酶添加量至关重要。分别在酶添加量为

2000、4000、6000、8000 和 10000 U/g 时对鸡骨架

进行酶解，结果如图 4 所示。
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图 4    不同酶添加量对水解度和氮回收率的影响
Fig.4    Effects of different enzyme dosage on degree of

hydrolysis and nitrogen recovery
由图 4 可知，随着酶添加量的增加，氮回收率逐

渐增加，到 8000 U/g 时增加量趋于平缓，氮回收率和

水解度与 10000 U/g 时无显著性差异（P>0.05），可能
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是因为酶添加量的增加导致更多的酶作用于蛋白质，

产生了更多的肽链[23]。当酶添加量大于 6000 U/g
时，水解度略有降低，但与 6000 U/g 无显著差异（P>
0.05），考虑到成本问题，选择酶添加量为 8000 U/g。 

2.3.4   酶解时间　酶解时间与产量、能耗以及设备

利用率密切相关，本试验探讨了在 2、3、4、5 和 6 h
的酶解过程中，水解度和氮回收率的变化，试验结果

见图 5。
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图 5    不同时间对水解度和氮回收率的影响
Fig.5    Effect of different time on degree of hydrolysis and

nitrogen recovery
 

如图 5 所示，在 2~6 h 内，氮回收率先增大后减

小，在 4 h 达到最大，为 88%。水解度在 2~4 h 呈上

升趋势，之后变化不大，可能是由于随着时间的延长，

底物与酶结合较充分，呈现饱和状态，随着时间的延

长，底物被消耗，酶分子的有效含量降低，酶解速率降

低，使得水解度呈现缓慢上升趋势。综合考虑，鸡骨

架酶解时间选择 4 h 较为合适。 

2.4　响应面试验结果及分析 

2.4.1   回归模型的建立和方差分析　利用 Design
Expert 软件对温度、pH、酶添加量、酶解时间进行四

因素三水平 BoxBehnken 试验，响应面试验设计及结

果如表 6 所示。对实验结果进行方差分析，对数据

进行多元回归拟合，得到水解度（Y1）与氮回收率

（Y2）对温度（A）、pH（B）、酶解时间（C）、酶添加量

（D）的二次响应曲面回归方程如下：

Y1=0.33+0.018A−0.026B+0.026C−0.023D−
2.574×10−3AB+8.730×10−3AC−4.686×10−3AD−0.021
BC−0.020BD−8.764×10−3CD−0.042A2−0.096B2−0.049
C2−0.032D2

Y2=0.95−2.105×10−3A−0.026B−0.020C−0.058D−
7.018×10−4AB+2.983×10−3AC+3.597×10−3AD−0.036BC−
0.060BD−0.015CD−0.060A2−0.099B2−0.11C2−  
0.062D2

酶解产物对水解度的回归方程方差分析见表 7。
结果显示，模型整体 P<0.0001，说明该模型极显著。

根据回归方程中一次项的均方可知，影响酶解过程中

产物对水解度的因素重要性排序为：酶解时间（C）>
pH（B）>酶添加量（D）>温度（A），且这四个因素均对

模型具有极显著影响（P<0.01）。失拟项 P=0.2281>

0.05，失拟不显著，表明未知因素对试验结果的影响

较小，残差主要来自于随机误差。模型的调整确定系

 

表 6    响应曲面试验设计与结果

Table 6    Design and experimental results of response surface
methodology(RSM)

试验号
编码 Y1水解度

（%）
Y2氮回收率

（%）A 温度 B pH C 酶解时间 D 酶添加量

1 0 −1 0 −1 25.30±0.05 80.71±0.01
2 −1 0 0 1 22.18±0.05 79.44±0.00
3 −1 0 1 0 23.03±0.04 74.40±0.00
4 0 0 −1 1 20.84±0.01 74.16±0.01
5 1 1 0 0 20.12±0.00 78.60±0.01
6 0 1 −1 0 15.55±0.01 76.56±0.01
7 1 0 1 0 28.98±0.00 76.07±0.01
8 0 0 0 0 34.07±0.01 93.19±0.02
9 0 −1 −1 0 15.31±0.00 74.82±0.00

10 0 −1 0 1 23.12±0.01 80.79±0.01
11 0 0 1 −1 31.94±0.01 86.21±0.02
12 0 0 0 0 32.57±0.03 93.47±0.01
13 0 −1 1 0 23.70±0.01 75.95±0.01
14 0 0 −1 −1 23.79±0.02 85.33±0.01
15 0 0 0 0 30.82±0.01 97.12±0.03
16 −1 0 −1 0 19.77±0.00 78.63±0.01
17 0 1 0 −1 20.35±0.01 88.25±0.01
18 1 0 −1 0 22.23±0.01 79.11±0.01
19 1 −1 0 0 23.52±0.01 84.21±0.01
20 1 0 0 1 23.87±0.01 75.75±0.01
21 −1 1 0 0 16.66±0.01 76.67±0.02
22 0 0 0 0 32.82±0.03 96.00±0.03
23 0 1 1 0 15.72±0.01 63.44±0.01
24 −1 −1 0 0 19.03±0.01 82.00±0.01
25 0 0 0 0 33.57±0.04 95.32±0.01
26 1 0 0 0 28.25±0.01 83.65±0.01
27 0 1 0 1 10.66±0.00 64.19±0.01
28 0 0 1 1 25.49±0.01 68.99±0.01
29 −1 0 0 −1 24.69±0.01 88.77±0.02

 

表 7    水解度试验结果方差分析

Table 7    ANOVA of hydrolysis degree test results

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 0.099 14 7.101×10−3 24.49 <0.0001**

A-温度 3.896×10−3 1 3.896×10−3 13.43 0.0025**

B-pH 7.805×10−3 1 7.805×10−3 26.91 0.0001**

C-酶解时间 8.201×10−3 1 8.201×10−3 28.28 0.0001**

D-酶添加量 6.471×10−3 1 6.471×10−3 22.31 0.0003**

AB 2.650×10−5 1 2.650×10−5 0.091 0.7669
AC 3.049×10−4 1 3.049×10−4 1.05 0.3226
AD 8.784×10−5 1 8.784×10−5 0.30 0.5907
BC 1.692×10−3 1 1.692×10−3 5.84 0.0300*

BD 1.523×10−3 1 1.523×10−3 5.25 0.0380*

CD 3.072×10−4 1 3.072×10−4 1.06 0.3208
A2 0.011 1 0.011 38.92 <0.0001**

B2 0.060 1 0.060 206.87 <0.0001**

C2 0.016 1 0.016 54.07 <0.0001**

D2 6.589×10−3 1 6.589×10−3 22.72 0.0003**

残差 4.060×10−3 14 2.900×10−4

失拟 3.443×10−3 10 3.443×10−4 2.23 0.2281
纯误差 6.169E×10−4 4 1.542×10−4

总变异 0.10 28

注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）；表8同。
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数 R2
Adj=0.9215，说明该模型能够解释 92.15% 的响

应值变化。因此，该模型拟合程度良好，可以用此模

型对鸡骨架酶解的水解度进行分析和预测。

图 6 能比较直观的表示出当固定 1 个因素为中

心点水平时，其他各因素交互作用对水解度的影响，

由图中可以看出，当固定一个因素，随着另一因素水

平的升高，响应值均是先增大后减小，在中间出现极

大值，与单因素实验结果一致。

酶解产物对氮回收率的回归方程方差分析见

表 8。结果显示模型整体 P<0.0001，说明该模型极

显著。根据回归方程中一次项的均方可知，影响酶解

过程中产物对水解度的因素重要性排序为：酶添加量

（D）>pH（B）>酶解时间（C）>温度（A），且酶解时间对

模型具有显著影响（P<0.05），pH 和酶添加量对模型

具有极显著影响（P<0.01）。失拟项 P=0.1949>0.05，
失拟不显著，表明未知因素对试验结果的影响较小，

残差主要来自于随机误差。模型的调整确定系数

R2
Adj=0.9249，说明该模型能够解释 92.49% 的响应

值变化。因此，该模型拟合程度良好，可以用此模型

对鸡骨架酶解的氮回收率进行分析和预测。

 

表 8    氮回收率试验结果方差分析

Table 8    ANOVA of nitrogen recovery test results

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 0.21 14 0.015 25.65 <0.0001**

A-温度 5.319×10−5 1 5.319×10−5 0.092 0.7667
B-pH 7.893×10−3 1 7.893×10−3 13.58 0.0024**

C-酶解时间 4.623×10−3 1 4.623×10−3 7.96 0.0136*

D-酶添加量 0.040 1 0.040 69.45 <0.0001**

AB 1.970×10−6 1 1.970×10−6 3.390×10−3 0.9544
AC 3.558×10−5 1 3.558×10−5 0.061 0.8082
AD 5.174×10−5 1 5.174×10−5 0.089 0.7698
BC 5.073×10−3 1 5.073×10−3 8.73 0.0104*

BD 0.015 1 0.015 25.06 0.0002**

CD 9.137×10−4 1 9.137×10−4 1.57 0.2304
A2 0.024 1 0.024 40.77 <0.0001**

B2 0.064 1 0.064 110.15 <0.0001**

C2 0.086 1 0.086 147.54 <0.0001**

D2 0.025 1 0.025 42.58 <0.0001**

残差 8.136×10−3 14 5.811×10−4

失拟 7.016×10−3 10 7.016×10−4 2.51 0.1949
纯误差 1.120×10−3 4 2.800×10−4

总变异 0.22 28
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图 6    水解度模型中各因素交互响应面图

Fig.6    Interaction response surface diagram of various factors in hydrolysis degree model
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图 7 能比较直观的表示出当固定 1 个因素为中

心点水平时，其他各因素交互作用对氮回收率的影

响，由图中可以看出，当固定一个因素，随着另一因素

水平的升高，响应值均是先增大后减小，在中间出现

极大值，与单因素实验结果一致。 

2.4.2   工艺优化与结果验证　结合响应曲面进行优

化分析，以水解度和氮回收率作为响应值，响应值最

大时，拟合得到鸡骨架酶解的最优酶解工艺为 pH6.93，
温度 50.55 ℃，酶添加量 7179.42 U/g，时间 4.09 h，
在此条件下，酶解水解度和氮回收率的预测值为

33.69% 和 96%。为方便操作，将其修正为 pH7.0，温
度 50 ℃，酶添加量 7000 U/g，时间 4 h，得出实验结

果为水解度（33.54%±0.02%），氮回收率（96.20%±
0.03%），与预测值接近，表明预测值与实际值拟合较

好，模型可行。 

2.5　氨基酸组成分析

酶解液中的游离氨基酸能赋予食物特定的味

感，为美拉德反应制备热反应型肉类香精提供丰富的

底物。根据前面实验优化得出的条件，将风味蛋白酶

在 50 ℃ 条件下酶解 4 h，对酶解液进行氨基酸分析，

结果见表 9。蛋白质和氨基酸的含量是评判食品营

养价值的高低重要的指标，特别是人体必需的氨基酸

的含量和组成。酶解前必需氨基酸含量达到 92.20 mg/

100  mL，酶解后必需氨基酸含量达到 694.30  mg/

100 mL，酶解后必需氨基酸含量显著增加（P<0.05），

是酶解前的 7.04 倍。含硫氨基酸是产生肉香味的主

要来源[24]，酶解液前样品中不存在含硫氨基酸，酶解

后比酶解前显著增加（P<0.05），为 67.72 mg/100 mL。

氨基酸作为食品中一种重要的呈味物质，其中鲜味氨

基酸对产品的鲜味有主要作用，由表 9 可以看出，酶

解液中鲜味氨基酸含量达到 229.16 mg/100 mL，而

酶解前鲜味氨基酸含量仅为 19.40 mg/100 mL，反应

后其含量显著增加（P<0.05），使鲜味增加。酶解液的

氨基酸组成丰富，为之后的美拉德反应提供了丰富的

风味基料。

YANG 等[25] 根据氨基酸的呈味特性将氨基酸

分为 4 种：鲜味、甜味、苦味和无味。鲜味氨基酸：

Asp、Glu；甜味氨基酸：Ser、Gly、Thr、Ala、Pro；苦味
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图 7    氮回收率模型中各因素交互响应面图

Fig.7    Interaction response surface diagram of various factors in nitrogen recovery model
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氨基酸：Val、Met、Ile、Leu、Phe、His、Arg；无味氨

基酸：Cys、Tyr、Lys。采用 TAV[26] 评价呈味物质呈

味贡献，从表 10 可以看出，反应前后鲜味、苦味和甜

味氨基酸对味感都有一定的贡献，酶解前的样品味感

以甜味为主，甜味 TAV 值为 0.53，其次是鲜味，仅次

于甜味，达到 0.45。酶解后苦味氨基酸含量增加，TAV
值最高，对苦味贡献最大的是组氨酸，鲜味氨基酸含

量也较高。酶解前后 TAV 值最高的都是谷氨酸，分

别为 0.37 和 5.45，是主要的呈味贡献游离氨基酸。 

2.6　肽分子量分布

肽分子量分布是 Maillard 反应的重要表征指标

之一，酶解液的营养特性，呈味特性与其所含的小分

子肽具有密切关系[27]，因此，探究酶解液的肽分子量

分布对了解其组成和分布具有重要意义。目前，常用

的表征肽分子量分布的方法有十二烷基硫酸钠－聚

丙稀酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）和凝胶色谱，但是，

SDS-PAGE 反映的是蛋白质亚基的分子信息，用凝

胶色谱法能较为完整的表征肽分子量分布[28]。

研究表明，分子质量低于 1000 Da 的二肽、三肽

等寡肽有更高的营养价值，可以直接被人体吸收[29]。

TOELSTEDE 等[30] 提出寡肽能更好的与呈味物质发

生协同作用，赋予肉品滋味，使口感适宜。刘建彬[31]

利用超滤、凝胶色谱对鸡肉肽中具有美拉德反应活

性的肽进行分离纯化，结果表明，<1000 Da 肽段的美

拉德反应活性最强。因此，分子量<1000 Da 含量较

高的酶解液可能具有更多的呈味物质[32]。TOEL-
STEDE[30] 的研究也发现分子量在 200~1000 Da 的

寡肽有独特的增味作用。风味蛋白酶酶解液的凝胶

色谱图见图 8，肽分子量分布情况见表 11，<1000 Da
的分子量占比例最大，达到 83.25%，表明水解程度较

高，酶解效果好，为之后的美拉德反应提供丰富的物

质基础。
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图 8    酶解液的凝胶色谱图
Fig.8    The gel chromatogram of the hydrolysate

  

3　结论
本试验采用风味蛋白酶对肉杂鸡鸡骨架进行酶

解，考察其对酶解液氮回收率和水解度的影响。结果

表明在 50 ℃，pH 为 7，酶添加量为 7000 U/g 时酶解

4 h，水解度和氮回收率均最高，分别为（33.54%±0.02%）

和（96.20%±0.03%）。在此条件下制备鸡骨架酶解

液，对酶解液肽的分子量分布和氨基酸含量进行检

 

表 9    酶解前后样品氨基酸组成

Table 9    Amino acid composition of samples before and after
enzymatic hydrolysis

氨基酸名称

酶解前 酶解后

游离氨基酸
（mg/100 mL）

占总氨基酸
比例（%）

游离氨基酸
（mg/100 mL）

占总氨基酸
比例（%）

天冬氨酸（Asp） 8.17±0.15 4.80 65.57±5.10* 5.13
谷氨酸（Glu） 11.23±8.26 6.61 163.59±5.56* 12.79
丝氨酸（Ser） 6.60±0.10 3.88 9.14±1.48* 0.71
甘氨酸（Gly） 18.00±1.00 10.59 42.53±6.58* 3.32
组氨酸（His） Nd 0.00 45.31±5.03* 3.54
精氨酸（Arg） Nd 0.00 32.19±6.98* 2.52
苏氨酸（Thr） 6.63±0.06 3.90 66.35±5.52* 5.19
丙氨酸（Ala） 19.33±0.58 11.37 124.54±5.06* 9.73
脯氨酸（Pro） Nd 0.00 55.24±5.02* 4.32
酪氨酸（Tyr） Nd 0.00 72.23±6.93* 5.65
缬氨酸（Val） Nd 0.00 87.68±6.82* 6.85
蛋氨酸（Met） Nd 0.00 47.65±6.78* 3.72

半胱氨酸（Cys） Nd 0.00 20.07±0.12* 1.57
异亮氨酸（Ile） 9.23±0.06 5.43 95.76±5.17* 7.48
亮氨酸（Leu） 19.33±0.58 9.61 139.99±1.00* 10.94

苯丙氨酸（Phe） Nd 0.00 75.28±5.02* 5.88
赖氨酸（Lys） 60.00±10.00 35.29 136.28±5.47* 10.65

总量 155.53±5.14 1279.41±92.65*

必需氨基酸 92.20±10.69 694.30±26.71*

鲜味氨基酸 19.40±8.41 229.16±10.10*

含硫氨基酸 Nd 67.72±6.87*

甜味氨基酸 50.57±1.74 297.81±20.36*

苦味氨基酸 25.57±0.64 523.86±16.13*

无味氨基酸 60.00±10.00 228.58±2.46*

注：Nd表示未检出；*表示差异显著（P<0.05）。

 

表 10    酶解前后游离氨基酸 TAV 值

Table 10    TAV values of free amino acids before and after
enzymatic hydrolysis

呈味特性 游离氨基酸 阈值（mg/g）
TAV

酶解前 酶解后

鲜味 天冬氨酸（Asp） 1.0 0.08 0.66
谷氨酸（Glu） 0.3 0.37 5.45

总和 0.45 6.11
甜味 苏氨酸（Thr） 2.6 0.03 0.26

丝氨酸（Ser） 1.5 0.04 0.06
甘氨酸（Gly） 1.3 0.14 0.33
丙氨酸（Ala） 0.6 0.32 2.08
脯氨酸（Pro） 3.0 0 0.18

总和 0.53 2.91
苦味 缬氨酸（Val） 0.4 0 2.19

蛋氨酸（Met） 0.3 0 1.59
异亮氨酸（Ile） 0.9 0.10 1.06
亮氨酸（Leu） 1.9 0.10 0.74

苯丙氨酸（Phe） 0.9 0 0.84
组氨酸（His） 0.2 0 2.27
精氨酸（Arg） 0.5 0 0.64

总和 0.20 9.33
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测，发现分子量<1000  Da 的肽段占比最高，达到

83.25%，表明水解程度较高，酶解效果好。酶解液中

必需氨基酸含量高，占氨基酸总量的 54.27%，营养价

值高，且含有丰富的鲜味氨基酸，风味鲜美。该研究

可以为鸡骨架的高值化利用提供基础。
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