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细菌凝乳酶干酪素生产工艺参数优化
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摘  要：以新鲜牛乳为原料、细菌凝乳酶作凝固剂，先采用单因素试验研究了凝乳温度、pH 值、CaCl2添加量和

凝乳酶添加量 4 个因素对凝乳效果的影响，然后通过 Box-Benhnken 设计进一步优化了细菌凝乳酶干酪素生产工艺

参数。根据试验结果，采用逐步回归的方法进行二次回归分析，得到相应的回归方程式，模型的 R2值为 0.98%，

说明回归方程的拟合程度良好。采用 Design-Expert 软件预测得到干酪素得率的 大估计值为 3.534%，此时因素

X1、X2、X3的对应值分别为 0.306、0.216、0.342，3 个因素的对应水平为：温度 36.53℃、pH 值 6.216、凝乳酶添

加量为 0.368 mL。采用上述优化条件进行验证试验时将温度设定为 36.5℃、pH 值设定为 6.2、凝乳酶添加量设定

为 0.37 mL。验证试验结果表明，在此条件下凝乳酶干酪素的得率为 3.527%±0.02%，与理论预测值相比，相对误

差为 0.19%。分别测定了细菌凝乳酶干酪素和小牛皱胃酶干酪素的水分、灰分和蛋白质等理化指标，结果表明细

菌凝乳酶干酪素所含水分、灰分和蛋白质含量比小牛皱胃酶干酪素高，但差异不显著（P>0.05），而脂肪含量比小

牛皱胃酶干酪素低，差异也不显著（P>0.05）。将 2 种凝乳酶干酪素进行红外光谱扫描，发现小牛皱胃酶干酪素和

细菌凝乳酶干酪素的特征峰基本一致。以上结果表明，2 种凝乳酶干酪素品质差异不显著，说明细菌凝乳酶可作

为小牛皱胃酶的替代品用于凝乳酶干酪素的生产。研究结果可为细菌凝乳酶的应用提供技术依据。 
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0  引  言   

干酪素是白色或微黄色，无臭无味的颗粒状物

质，主要成分是酪蛋白。干酪素用于造纸、皮革、

乳胶、国防工业及塑料、油漆、化妆品、中草药分

析、水果保鲜等行业[1]。干酪素的种类包括乳酸干

酪素、盐酸干酪素和凝乳酶干酪素。由于乳酸干酪

素酸度低，盐酸干酪素含有较多的 Cl-，它们的用途

受到一定的限制[2]。凝乳酶干酪素由于具有持久的

乳香味和良好的融化性、拉伸性和凝胶性，同时具

有良好的染色附着力和较强的抗挤压力，用途越来
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越广泛[3]。 
凝乳酶干酪素生产中的使用的凝乳酶按其来

源可分为：动物凝乳酶（皱胃酶）、植物凝乳酶（木

瓜蛋白酶）和微生物凝乳酶等。不同来源的凝乳酶

对干酪素的得率、理化特性和功能特性都有一定的

影响。皱胃酶是从反刍动物幼畜第四胃（皱胃）中

提取出的一种凝乳酶，具有较高的牛乳凝结能力，

利用它能得到没有苦味、组织状态适宜且得率较高

的干酪素，但其来源有一定的限制[4-5]。微生物酶的

生产则不受原料供应的影响，生产成本较低。目前，

国外利用微小毛霉、米黑毛霉和黑曲霉等发酵生产

微生物凝乳酶，并将其成功应用于干酪和干酪素的

生产中。20 世纪 80 年代后期，中国也逐渐深入对微

生物凝乳酶进行研究。张红梅等比较了数种微生物

产生的凝乳酶酶活力大小和产酶能力，认为其有良

好的应用前景[6]；马俊等研究了微生物凝乳酶的性

质，认为多种微生物凝乳酶可以替代小牛皱胃酶[7]。

本实验室前期筛选得到了优良产凝乳酶细菌，并对

其产酶条件和酶学性质等进行了研究[8-13]。 
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本研究以荷斯坦牛乳为原料，采用单因素试验

和 Box-Benhnken 设计优化细菌凝乳酶干酪素制备

工艺，确定 佳工艺参数，同时以相同条件下采用

小牛皱胃酶制备的干酪素为对照，为细菌凝乳酶的

应用提供技术依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  材料 

细菌凝乳酶，由甘肃省功能乳品工程实验室用

解淀粉芽孢杆菌发酵制备，酶活为 1 000 SU/mL；
牛乳，甘肃农业大学奶牛场。 
1.1.2  试剂 

盐酸、氢氧化钠、纯溴化钾、氯化钙，均为分

析纯（天津市光复精细化工研究所）。 
1.2  仪器与设备 

HH-SZ65 型数显恒温水浴锅（北京医疗设备

厂）；UV-5100 紫外-可见分光光度计（上海分析仪

器有限公司）；PHS-3C 型数显酸度计（上海精密

科学仪器有限公司）；VERTEX 70V 真空傅里叶红

外光谱仪（德国布鲁克仪器有限公司）；TGL-20M
型高速冷冻离心机（长江湘仪离心机仪器有限公

司）；TDDSM 低速离心机（长沙平凡仪器仪表有

限公司）；AL204 电子天平（梅特勒–托利多仪器

上海有限公司）；电热鼓风干燥箱（上海一恒科学

仪器有限公司）。 
1.3  方法 

1.3.1  细菌凝乳酶干酪素的生产工艺 

工艺流程：牛乳→脱脂→巴氏杀菌→冷却→加

酶→凝乳→洗涤→烘干→成品[14]。 
技术要点如下： 
1）脱脂：将牛乳于 25℃、3 500 r/min 下离心

20 min，去除上部的固体脂肪，分离得到的即为脱

脂乳。 
2）杀菌：将脱脂乳加热到 63℃并保温 30 min。 
3）凝乳：按照试验设计，调整凝乳时的温度、

pH 值、加酶量、CaCl2 添加量，适当搅拌以使酪蛋

白充分凝聚沉淀，凝乳时间控制在 20～30 min。 
4）洗涤：将酪蛋白凝聚物排出乳清后，加入

与脱脂乳等量的温水洗涤，再以冷水洗涤 2 次，以

除去乳清蛋白和乳糖等。 
5）烘干：将得到的干酪素在 70～80℃下通风

烘干，粉碎。 
6）得率按下式计算：凝乳酶干酪素得率=所得

凝乳酶干酪素的质量/脱脂牛奶原料质量×100%。 
1.3.2  细菌凝乳酶凝乳条件优化 

1）温度对凝乳效果的影响：取 500 mL 杀菌后

的脱脂乳，添加凝乳酶 0.4 mL（加入前在 30℃水浴

中进行活化），调整 pH 值为 6.3，并加入 4% CaCl2

溶液 5 mL，调节水浴锅的加热温度分别为 25、30、
35、40、45、50℃，适当搅拌后，保温 30 min，凝

乳后洗涤、烘干，称质量并计算得率。 
2）pH 值对凝乳效果的影响：取 500 mL 杀菌

后的脱脂乳，添加凝乳酶 0.4 mL（加入前在 30℃水

浴中进行活化），用 1mol/L HCI 或 1mol/L NaOH 将
pH 值分别调整为 5.4、5.7、6.0、6.3、6.6、6.9，并

加入 4% CaCl2 溶液 5 mL，调节水浴锅的加热温度

为 40℃，适当搅拌后，保温 30 min，凝乳后洗涤、

烘干，称质量并计算得率。 
3）凝乳酶添加量对凝乳效果的影响：取 500 mL

杀菌后的脱脂乳，添加凝乳酶量分别为：0.1、0.2、
0.3、0.4、0.5、0.6 mL（加入前在 30℃水浴中进行

活化），调整 pH 值为 6.3，并加入 4% CaCl2溶液

5 mL，调节水浴锅的加热温度为 40℃，适当搅拌后，

保温 30 min，凝乳后洗涤、烘干，称质量并计算

得率。 
4）CaCl2 添加量对凝乳效果的影响：取 500 mL

杀菌后的脱脂乳，添加凝乳酶 0.4 mL（加入前在 30℃
水浴中进行活化），调整 pH 值为 6.3，并分别加入

4% CaCl2 溶液 1、2、3、4、5、6 mL，调节水浴锅

的加热温度为 40℃，适当搅拌后，保温 30 min，凝

乳后洗涤、烘干，称重并计算得率。 
5）工艺参数的综合优化：以单因素试验筛选

得到的影响显著的因素作为试验因子，应用

Design-Expert 软件设计 Box-Benhnken 试验并进行

响应面分析，以确定各因子的 佳水平。 
1.3.3  理化指标的测定 

参考国标 GB5009，测定细菌凝乳酶干酪素和

小牛皱胃酶干酪素的理化指标并比较。水分测定按

照GB/T 5009.3-2003进行测定。灰分测定按照GB/T 
5009.4-2003 进行测定。总氮测定按照 GB/T5009.5- 
2003 进行测定。脂肪测定按照 GB/T5009.6-2003 进

行测定[15]。 
1.3.4  红外光谱分析 

将 1.5 mg 凝乳酶干酪素与 200 mg 纯溴化钾研

细均匀，置于模具中，用 7×107 Pa 压力在油压机

上压成透明薄片，然后用红外光谱仪进行扫描[3]。 

2  结果与分析 

2.1  各工艺参数对得率的单因素试验结果 

1）温度对酶促反应的影响有两方面：一方面

是当温度升高时酶促反应速度会加快；另一方面是

随着温度的升高，酶逐渐变性。酶反应的 适温度

就是这两种过程的平衡效果，在低于 适温度时，
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前一种效应为主，因而酶的活性增加；在高于 适温

度时，后一种效应为主，因而酶的活性迅速降低[16]。

本试验中随着温度升高干酪素得率先上升后下降，

在 35℃时达到 大值，当温度超过 35℃时，干酪

素得率随着温度的上升逐渐下降。本试验中细菌凝

乳酶的处理温度比韩玲等[17]报道微小毛霉、皱胃酶

和木瓜凝乳酶在干酪素中的作用温度低，在生产中

可以降低成本。 
2）pH 值过高或过低都会影响酶蛋白的结构，

甚至使酶变性而失活；当 pH 值变化较小时，酶虽

不变性，但活力受影响，因为会影响酶分子的解离

状态， 适值与酶活中心结合底物的基因及参与催

化基团有关，往往只有一种解离状态 有利于底物

结合，在此条件下酶活 高[18]。本试验中，随着 pH
值的升高干酪素得率先上升后下降，当 pH 值为 6.0
时，干酪素的得率 高，pH 值超过 6.0 时，随着

pH 值的升高得率逐渐下降。本试验中细菌凝乳酶

的处理温度比韩玲等报道微小毛霉、皱胃酶和木瓜

凝乳酶在干酪素生产中应用的 pH 值略低，说明细

菌凝乳酶的 适 pH 值与其他几种酶都有差别[17]。 

表 1 不同凝乳条件对干酪素得率的影响 

Table 1  Effect of different conditions for milk coagulation on yield of rennet casein 

温度 
Temperature/℃ 

得率 
Yield /% 

pH 值 

pH value 
得率 

Yield /% 

加酶量 
Addition volume of 

enzyme/mL 

得率 
Yield /% 

4% CaCl2 添加量 
Addition volume of 

4%CaCl2 /mL 

得率 
Yield /% 

25 2.13±0.02a 5.4 2.41±0.02c 0.1 1.43±0.02a 1 2.84±0.01a 

30 2.47±0.02c 5.7 2.59±0.02d 0.2 2.05±0.01c 2 2.85±0.03a 

35 3.39±0.03f 6.0 2.92±0.03e 0.3 3.23±0.02f 3 2.86±0.02a 

40 2.80±0.04e 6.3 2.90±0.02e 0.4 2.32±0.01d 4 2.87±0.03a 

45 2.74±0.02d 6.6 1.97±0.02b 0.5 2.42±0.02e 5 2.88±0.02a 

50 2.30±0.01b 6.9 1.83±0.01a 0.6 1.89±0.01b 6 2.85±0.01a 

注：结果表示为 Mean±SD 形式，采用 SPSS19.0 统计软件用 LSD 法对 后一列数据进行显著性分析（P <0.05）；进行单因素试验时，其他条件固

定为温度 40℃、pH 值 6.3、加酶量 0.4 mL、4% CaCl2 5 mL，添加酶的活力为 1 000 SU/mL。 
Note: Data was expressed means and standard deviation, the last column data were analyzed by LSD method using SPSS19.0 software; In the single factor 
experiment, the other conditions were as follows: temperature 40℃, pH value 6.3, addition volume of enzyme 0.4 mL, addition volume of 4% CaCl2 5 mL, and 
the milk-clotting activity of additional enzyme was1000 SU/mL. 

 
3）酶浓度过高或过低对凝乳效果均不好，酶

具有凝结和分解作用，浓度过高凝结后剩余的酶会

与酪蛋白结合，使凝块重新散开，酶浓度过低则凝

结不完全达不到预期效果[19]。本试验中当凝乳酶添

加量增大时，干酪素得率先上升后下降，当加入

0.3 mL 凝乳酶（300 SU/mL）时，干酪素的得率

高，超过 0.3 mL 时，随着凝乳酶添加量的升高得率

逐渐下降。 
4）Ca2+对凝乳的影响主要是因为 Ca2+与酪蛋

白结合使酪蛋白所带电荷减少，同时 Ca2+可形成磷

酸钙的沉淀从而促使 H+的释放，导致牛乳 pH 值降

低，Ca2+还可以保护凝酶活性，但 Ca2+浓度超过一

定量时对凝乳效果影响较小[19]。本试验中干酪素得

率在 2.84%～2.88%的范围内，表明 CaCl2 对干酪素

得率的影响不显著（P﹤0.01）。 
2.2  Box-Benhnken 试验 

综合单因素试验结果，在 500 mL 杀菌后的脱

脂乳中加入 4% CaCl2 4 mL，以对得率影响显著的

因素温度、pH 值和凝乳酶添加量作为试验因子，

应用 Design-Expert 软件设计 Box-Benhnken 试验，

Box-Benhnken 试验因素水平见表 2，Box-Benhnken
试验设计及结果见表 3。 

表 2  Box-Benhnken 试验因素水平表 

Table 2  Factors and levels of Box-Benhnken 
因素 Factor 

X1 X2 X3 水平 
Level 温度 

Temperature /℃
pH 值 

pH value 

酶添加量 
Addition volume of 

enzyme/mL 
-1 30 5.0 0.1 
0 35 6.0 0.3 

+1 40 7.0 0.5 

表 3  Box-Benhnken 试验设计及结果 

Table 3 Experimental design and result of Box-Benhnken 
因素 Factor 试验号 

Test number X1 X2 X3 
得率 

Yield/% 

1 -1 -1 0 2.46 
2 1 -1 0 2.85 
3 -1 1 0 2.71 
4 1 1 0 3.16 
5 -1 0 -1 2.65 
6 1 0 -1 2.57 
7 -1 0 1 2.74 
8 1 0 1 3.21 
9 0 -1 -1 2.63 

10 0 1 -1 2.61 
11 0 -1 1 2.78 
12 0 1 1 3.11 
13 0 0 0 3.48 
14 0 0 0 3.47 
15 0 0 0 3.45 



第 22 期                       张卫兵等：细菌凝乳酶干酪素生产工艺参数优化 

 

295 

根据试验结果，采用逐步回归的方法进行二次

回归分析，得到相应的回归方程式如下： 
Y=3.47+0.15X1+0.11X2+0.17X3+0.02X1X2+ 

0.14X1X3+0.09X2X3-0.33X1
2-0.34X2

2-0.34X3
2 

对回归模型进行方差分析，结果表明：该方程

回归显著，模型的 R2 值为 98.0%，说明回归方程的

拟合程度良好。 

表 4  二次多项回归模型方程系数显著性检验 

Table 4  Significance test of regressive coefficient of 
regression equation 

变异来源 
Source 

系数 
Sum of 
squares 

自由度
df 

标准差 
Mean 
square 

F 值 
F value

P 值 
P value

模型 Model 1.73 9 0.19 27.92 0.0009

X1 0.19 1 0.19 27.49 0.0033

X2 0.095 1 0.095 13.76 0.0139

X3 0.24 1 0.24 34.61 0.0020

X1 X2 0.0009 1 0.0009 0.13 0.7323

X1X3 0.076 1 0.076 10.99 0.0211

X2X3 0.031 1 0.031 4.45 0.0886

X1
2 0.40 1 0.40 58.75 0.0006

X2
2 0.43 1 0.43 62.36 0.0005

X3
2 0.44 1 0.44 62.28 0.0005

残差 
Residual 0.034 5 0.0068   

失拟 
Lack of Fit 0.0339 3 0.0113 48.46 0.0203

纯误差 
Pure Error 0.00046 2 0.0002   

总和 
Total 1.763 14    

 
由表 4 可以看出，方程中 X1、X2、X3、X1X3、

X1
2、X2

2 和 X3
2 对 Y 值的影响显著，表明 3 个因素

温度、pH 值、凝乳酶添加量对得率都有显著影响，

而且与响应值间不是简单的线性关系。 
3 个因素之间的交互作用情况见图 1。图 1a 为

当凝乳酶添加量位于中心水平时，凝乳温度和 pH
值对干酪素得率影响的等高线图，由图可以直观地

看出凝乳温度和 pH 的交互作用不显著（P＞0.05）。
图 1b 为当凝乳 pH 值位于中心水平时，凝乳温度和

凝乳酶添加量对干酪素得率影响的等高线图，由图

可以看出凝乳温度和凝乳酶添加量交互作用显著

（P＜0.05）。图 1c 为当凝乳温度位于中心水平时，

凝乳 pH 值和凝乳酶添加量对干酪素得率影响的等

高线图，由图可以看出凝乳 pH 值和凝乳酶添加量

的交互作用也不显著（P＞0.05）。 
采用 Design-Expert 软件预测得到干酪素得率

的 大估计值为 3.534%，此时因素 X1、X2、X3 的

对应值分别为 0.306、0.216、0.342，3 个因素的对

应水平为：温度 36.53℃、pH 值 6.216、凝乳酶添

加量为 0.368 mL。 

 
a. 温度与 pH 值交互作用等高线图 

a. Contour plot for interaction effects of temperature and pH of coagulation 

 
b. 温度与凝乳酶添加量交互作用等高线图 

b. Contour plot for interaction effects of temperature of coagulation and 
addition of rennet 

 
c. pH 值与凝乳酶添加量交互作用等高线图 

c. Contour plot for interaction effects of pH and addition of rennet 
 

图 1  温度、pH 值与凝乳酶添加量交互作用等高线图 

Fig.1  Interaction effects of temperature, pH of coagulation 
and addition of rennet 

 

为检验预测结果的可靠性，采用上述优化条件进

行验证试验。为便于实际操作，将温度设定为 36.5℃、

pH 值设定为 6.2、凝乳酶添加量设定为 0.37 mL 进

行 3 次平行试验，干酪素得率为 3.527%±0.02%，

与理论预测值基本一致，因此，基于响应曲面法所

得的干酪素制备的工艺参数准确可靠。 
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2.3  理化指标比较 

分别测定细菌凝乳酶干酪素和小牛皱胃酶干酪

素的水分、灰分和蛋白质等理化指标，结果见表 5。 

表 5  产品理化指标 

Table 5  Physical and chemical analysis of products  % 
样品 

Sample 
水分 
Water 

灰分 
Ash 

蛋白质 
Protein 

脂肪 
Fat 

细菌凝乳酶干酪素 
Rennet casein produced 

with bacterial rennet 
6.85±0.02 5.73±0.03 86.89±0.01 0.96±0.02

小牛皱胃酶干酪素 
Rennet casein produced 

with calf rennet 
6.82±0.01 5.68±0.02 86.82±0.02 0.99±0.01

 
由表 5 可以看出，细菌凝乳酶干酪素所含水分比

小牛皱胃酶干酪素高 0.03%，差异不显著（P>0.05）；

灰分含量比小牛皱胃酶干酪素高 0.05%，差异不显

著（P>0.05）；蛋白质含量比小牛皱胃酶干酪素高

0.07%；脂肪含量比小牛皱胃酶干酪素低 0.03%，差

异不显著（P>0.05）。总体而言，2 种干酪素的各

指标含量差异均不显著，且均符合标准要求。 
2.4  红外光谱分析 

将得到细菌凝乳酶干酪素样品和小牛皱胃酶

干酪素样品红外光谱仪进行扫描，结果见图 2。 

 
a. 小牛皱胃酶干酪素红外光谱扫描图 

a. Infrared spectral curve of rennet casein using calf rennet as coagulant 
 
 

 
b. 细菌凝乳酶干酪素红外光谱扫描图 

b. Infrared spectral curve of rennet casein using bacteria rennet as coagulant 
 

图 2  2 种凝乳酶干酪素红外光谱比较 
Fig.2  Comparison of infrared spectral curve of two kinds of 

rennet casein 

比较图 2a 和图 2b，可以看出小牛皱胃酶干酪

素和细菌凝乳酶干酪素的特征峰位置、峰的强弱、

峰型基本一致。例如它们在 3 500～3 100 cm-1 处有

N-H 伸缩振动吸收峰，3 000～2 800 cm-1 处有 C-H
饱和振动吸收峰，1 900～1 650 cm-1 处有 C=O 伸缩

振动吸收峰，1 465～1 340 cm-1 处有 C-H 弯曲振动

吸收峰，1 350～1 000 cm-1 处有 C-N 伸缩振动吸收

峰，这些都是蛋白质分子的特征吸收峰，说明这两

种干酪素都是由蛋白质分子组成的；两者在 690～
515 cm-1 处有 C-Cl 伸缩振动吸收峰，这是由于 2 种

干酪素制备过程中加入的 Cl-引起的。 

3  讨  论 

凝乳酶干酪素生产中的使用的凝乳酶主要有

小牛皱胃酶、木瓜蛋白酶和微生物凝乳酶。木瓜蛋

白酶由于水解力过强，因而使得在工业化生产中产

品造粒困难[17]。本试验中使用细菌凝乳酶代替了小

牛皱胃酶，从红外光谱扫描结果可以看出 2 种凝乳

酶干酪素产品的特征峰位置、峰的强弱、峰型基本

一致，另外 2 种凝乳酶干酪素产品的水分、灰分、

蛋白质、脂肪等理化指标测定结果差异不显著，而

且都能达到凝乳酶干酪素产品品质要求，说明细菌

凝乳酶可以作为小牛皱胃酶的替代品应用于凝乳

酶干酪素的工业化生产。本试验中所使用的细菌凝

乳酶，是利用麸皮汁作为发酵培养基，通过解淀粉

芽孢杆菌液体发酵生产的凝乳酶[8,11-12]。由于解淀

粉芽孢杆菌产酶活力高、液体发酵过程容易控制、

不易染菌，因而生产成本较低。以相同活力的酶进

行比较, 细菌凝乳酶的成本为小牛皱胃酶的 1/7，所
以将其作为凝乳剂用于凝乳酶干酪素的工业化生

产时更能节约成本，缓解小牛皱胃酶来源不足等问

题。另外由于这种细菌凝乳酶在干酪素生产中的

适作用温度比已报道微小毛霉(60～65℃)、皱胃酶

(60℃)和木瓜凝乳酶(70～80℃)的 适作用温度低
[17]，因而在工业化生产中还可以节约能源。 

4  结  论 

1）以凝乳温度、pH 值、CaCl2 添加量和凝乳

酶添加量 4 个因素为试验因子，以得率为指标，通

过单因素试验和 Box-Benhnken 设计筛选的 佳工

艺参数。经过优化得到的 优工艺参数为：凝乳温

度为 36.5℃、pH 值为 6.2、每 500 mL 牛乳中加入

4 mL 4% CaCl2 溶液、0.37 mL 细菌凝乳酶。在此工

艺条件下，验证试验表明细菌凝乳酶干酪素的得率

可以达到 3.527%±0.02%。 
2）经理化检验和红外光谱分析，制得的干酪

素与相同条件下采用小牛皱胃酶制备的干酪素品
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质差异不显著，说明细菌凝乳酶可作为小牛皱胃酶

的替代品用于干酪素加工。 
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Optimization of technology parameters for casein production with 
bacteria rennet 

 
Zhang Weibing1, Yang Min2, Liang Qi1, Zhang Yan1, Chen Lijun3, Jiang Tiemin3, Ren Fazheng1,4※ 

(1. College of Food Science and Engineering, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China; 
2. College of Science, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China; 

3. Beijing Sanyuan Foods Co. Ltd., Beijing 100085, China;  4. Key Laboratory of Functional Dairy,  
College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China) 

 
Abstract: In this paper, rennet casein was prepared from fresh milk using bacteria rennet as a coagulant and the 
technology was optimized by a single factor test and response surface methodology. First, temperature, pH value, 
and an addition volume of enzyme were shown to have significant effects on the yield of rennet casein using the 
single factor experiment. Subsequently, three significant independent variables were selected and further 
optimized using the box-behnken design to determine their optimal levels. Via multiple regression analysis on the 
experimental data using Design-Expert software, the following second-order polynomial equation was obtained. 
The regression coefficients and the analysis of the variance indicated the high significance of the model. The 
highest R2 value (0.98) was also in good agreement with the experimental results and theoretical values predicted 
by the model. From equations derived by differentiation, the optimal values of X1, X2, and X3 in the coded units 
were found to be 0.306, 0.216, and 0.342, respectively. Correspondingly, we obtained the maximum point of the 
model, which was 36.53℃ of temperature, 6.216 of pH value, and 0.368 mL of additional volume of enzyme, 
respectively. The maximum predicted yield of rennet casein was 3.534%. The optimal coagulation parameters in 
the validated experiment were set as follows: temperature 36.5℃, pH 6.2 and 4 mL 4% CaCl2, 0.37 mL bacteria 
rennet per 500 mL milk. Under the optimized conditions, the yield of rennet casein reached 3.527%±0.02% and 
the relative error was 0.19% compared with the predicated value, showing that the response surface method are 
effective to optimize culture conditions. The contents of water, ash, protein, and fat of rennet casein produced 
with bacterial rennet and calf rennet were measured. The results showed the contents of water, ash, and protein of 
rennet casein produced with bacterial rennet were higher than that of calf rennet, but not significantly different 
(P>0.05), the contents of fat of rennet casein produced with bacterial rennet were lower than that of calf rennet, 
but not significantly different (P>0.05). The FTIR technique was used to determine and compare the rennet casein 
produced with bacterial rennet and calf rennet. The spectra of rennet casein produced with bacterial rennet and 
calf rennet were similar. The results of physical and chemical tests and infrared spectrum scan showed that there 
was no obvious difference between the two products, suggesting that bacteria rennet from Bacillus 
amyloliquefaciens could be used as calf rennet alternatives in the production of rennet casein. The research can 
provide a reference for the full utilization of bacteria rennet. 
Key words: optimization, enzymes, casein, bacterial rennet, process parameters 
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