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摘  要：为了优化复合植物水解酶（Viscozyme L）预处理花生粕结合乙醇洗涤法制备花生浓缩蛋白

的工艺条件，以花生粕为原料，采用单因素实验和响应面实验设计方法，研究花生浓缩蛋白制备工艺

条件对蛋白质量百分含量和提取率的影响。结果表明，Viscozyme L 预处理花生粕结合乙醇洗涤法制

备花生浓缩蛋白的最优工艺参数为：酶添加量 6.1 FBG/g、pH 值 4.2、酶解温度 43 ℃、酶解时间 4.5 h，

在最佳工艺条件下，蛋白的质量百分含量和提取率验证实验值分别为 73.21%±0.59%和 85.23%±

0.67%，两者与模型预测值的差异均小于 1%。为进一步开发利用花生粕提供了一种新途径。 
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Abstract: In order to optimize the preparation process conditions of peanut protein concentrate by 

Viscozyme L pretreatment combined with ethanol washing method, the influence of preparation process 

conditions on protein quantity percentage and extraction rate was investigated by single factor experiments 

and response surface methodology with peanut meal as the raw material. The results showed that the 

optimum conditions obtained were enzyme dosage 6.1 FBG/g, pH value 4.2, enzyme hydrolysis temperature 

43 ℃ and time 4.5 h, respectively. Under the optimum conditions, the verification experiment values of 

protein quantity percentage and extraction rate were 73.21%±0.59% and 85.23%±0.67%, respectively. The 

difference between the predicted values and the verified values was less than 1%, which provided a new way 

for further development and utilization of peanut meal. 
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花生是一年生草本植物，榨油后的花生粕含

有约 50%的蛋白质[1]，是一种优质的植物蛋白资

源，可直接应用到肉制品、面制品的生产中，但

其附加值较低。通过一些提取、分离和改性技术，

从花生粕中获得花生浓缩蛋白[2]、分离蛋白[3]、功

能性蛋白肽[4]、磷酸化改性花生蛋白[5]等高附加值

的蛋白产品，进而拓宽花生粕的应用领域。目前，

一般采用乙醇洗涤法制备花生浓缩蛋白，其蛋白

纯度达到 65%以上，与花生粕相比具有较好的持

水性、吸油性等功能性质[6]。 

复合植物水解酶（Viscozyme L）是一种包括

阿拉伯聚糖酶、纤维素酶、β-葡聚糖酶、半纤维

素酶和木聚糖酶在内的复合多酶，能降解物料中

的碳水化合物和非淀粉多糖类物质，使得其中的

活性成分释放出来，广泛的应用在水溶性膳食纤

维[7]、多酚和黄酮类物质[8]的提取中。近年来，有

学者将 Viscozyme L 用在蛋白的辅助提取中，取

得了较好的效果。Guan等[9]用 Viscozyme L预处

理燕麦麸，在 Viscozyme L浓度 3 FBG/g燕麦麸

（FBG为酶活单位）、pH 4.6、温度 44 ℃、酶解

时间 2.8 h的条件下，燕麦蛋白提取率达到 56.2%，

远高于碱性条件（pH 9.5）下 14.76%的提取率。

Liu 等[10]用 Viscozyme L 从大豆皮中辅助提取一

种富含二硫化合物的生物活性蛋白，其提取率为

39.01%，远高于水提法 4.52%的提取率。Zhang

等[11]将乙醇和 Viscozyme L预处理相结合，从绿

茶渣中提取富含精氨酸、苏氨酸和丝氨酸的碱性

蛋白质，该工艺能减少 25%的碱提取剂用量，终

产物的褐化度减少 59%。Ansharullah 等[12]在 pH 

3.8、温度 50 ℃、时间 5 h条件下，用 Viscozyme 

L 预处理米糠，得到蛋白的含氮量为 57%。以上

研究表明，Viscozyme L预处理后能提高蛋白的提

取率和纯度。本研究在乙醇洗涤法提取花生浓缩

蛋白的工艺基础上，增加了 Viscozyme L 预处理

花生粕的步骤，旨在将花生浓缩蛋白的纯度提高

到 70%以上，同时提高浓缩蛋白的提取率。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

花生粕：青岛长寿食品有限公司。复合植物

水解酶（ Viscozyme L， 100 FBG/g）：丹麦

Novozymes公司。 

1.2  花生浓缩蛋白制备工艺 

将花生粕加入到蒸馏水中（固液比 1∶10 g/mL），

调节 pH值，加入一定量的 Viscozyme L，在一定

温度下酶解一定时间，以 4 000 r/min离心 10 min，沉

淀加入 80 ℃的蒸馏水洗涤 1次，以 4 000 r/min离

心 10 min，沉淀加入 70%乙醇（固液比 1∶10 g/mL），

在 50 ℃恒温水浴中浸提 2 h，以 4 000 r/min离心

10 min，沉淀用 70%乙醇和蒸馏水分别洗涤 2~3

次，冷冻干燥得到花生浓缩蛋白。 

1.3  实验设计 

1.3.1  单因素实验     

以酶添加量（0、2.5、5.0、7.5、10.0、12.5 FBG/g）、

pH值（3.4、3.8、4.2、4.6、5.0、5.4）、酶解温度

（35、40、45、50、55、60 ℃）和酶解时间（1、

2、3、4、5、6、8、10、12 h）为实验因素，蛋

白质量百分含量和蛋白提取率为考察指标进行单

因素实验。各因素的基本条件为：酶添加量      

5 FBG/g、pH 4.2、温度 45 ℃、时间 4 h。 

1.3.2  响应面实验设计 

以酶添加量（X1，2.5、5.0、7.5 FBG/g）、pH

值（X2，3.4、3.8、4.2）、酶解温度（X3，35、40、

45 ℃）、酶解时间（X4，4、5、6 h）为自变量，

蛋白质量百分含量（Y）和蛋白提取率（Y′）为响

应变量，进行 4因素 3水平的响应面实验。 

1.4  实验方法 

采用瑞典 FOSS 2300型凯氏定氮仪测定花生

浓缩蛋白和花生粕的蛋白质量百分含量，蛋白换

算系数为 5.46，蛋白提取率的计算公式为： 

%=

100





提取率/

浓缩蛋白质量 浓缩蛋白质量百分含量

花生粕质量 花生粕质量百分含量

 

（1） 

1.5  统计分析 

采用 SPSS Statistics 17.0 软件中的最小显著

性差异法（least significant difference, LSD），对结

果 进 行 方 差 分 析 。 实 验 设 计 与 分 析 采 用

Design-expert软件（Static Made Easy, Minneapolis, 

MN, USA. Version 8.0, 2011）。 
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2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

2.1.1  酶添加量对花生浓缩蛋白提取的影响  

酶添加量对花生浓缩蛋白提取的影响如图 1

所示。酶添加量在 0~12.5 FBG/g范围内，随着酶

添加量的增加蛋白质量百分含量先增加后减小，

酶添加量为 7.5 FBG/g 时，蛋白质量百分含量最

大，为 63.09 %，显著高于 0~5 FBG/g时的水平值

（P<0.05）；蛋白提取率随酶的增加总体呈现减小

的趋势。当不添加 Viscozyme L 直接乙醇洗涤提

取浓缩蛋白时，蛋白提取率是 80.51 %，显著高于

除 5 FBG/g以外的其它水平值（P<0.05）。酶添加

量在 0~7.5 FBG/g 时，花生粕中的纤维素、半纤

维素等碳水化合物类物质的水解量随着酶添加量

的增加而增多，使得花生粕原料中的蛋白质充分

暴露于乙醇洗涤液中，有利于后续的乙醇洗涤处

理，得到的产物中蛋白质含量高，表现为蛋白质

量百分含量逐渐增加。但是，由于花生粕中的碳

水化合物水解为可溶成分，乙醇洗涤得到的固形

物质减少，蛋白提取率减小。综合评价两个指标，

选取酶添加量 2.5、5.0、7.5 FBG/g作为酶添加量

响应面实验水平。 
 

 
 

图 1  酶添加量对花生浓缩蛋白提取的影响 

注 ： 不 含 相 同 大 写 字 母 表 示 质 量 百 分 含 量 差 异 显 著

（P<0.05）；不含相同小写字母表示提取率差异显著（P<0.05）。

下同。 

 
2.1.2  pH对花生浓缩蛋白提取的影响 

图 2 为 pH 对花生浓缩蛋白提取的影响。pH

值在 3.4~5.4范围内，随着 pH提高蛋白质量百分

含量先增加后减小，pH 为 3.8 和 4.2 时蛋白质量

百分含量最高；蛋白提取率呈现先增加后减小的

趋势，pH值为 4.2时蛋白提取率显著大于其它水

平值（P<0.05）。酶的水解活性受 pH值影响，pH

值在 3.4~4.2时，随着 pH提高 Viscozyme L水解

活性逐渐增加，花生粕中的碳水化合物类物质水

解量增大，乙醇洗涤出的蛋白质增多，蛋白质量

百分含量增加；在较适宜的 pH 值条件下，得到

的花生浓缩蛋白量增大，蛋白提取率增大。当 pH

值大于 4.2时，Viscozyme L水解活性下降，蛋白

质量百分含量和蛋白提取率均减小。因此，选取

pH 3.4、3.8、4.2作为 pH值响应面实验水平。 
 

 
 

图 2  pH 对花生浓缩蛋白提取的影响 
 

2.1.3  酶解时间对花生浓缩蛋白提取的影响 

图 3 表示酶解时间对花生浓缩蛋白提取的影

响。酶解时间在 1~12 h范围内，随着酶解时间的

延长蛋白质量百分含量呈现增加的趋势，酶解时

间为 12 h时的蛋白质量百分含量显著大于其它水

平值（P<0.05）；蛋白提取率随着酶解时间的延长

先增加后减小，酶解时间为 2 h 时蛋白提取率显

著高于其它水平值（P<0.05）。酶解时间延长，

Viscozyme L水解效率增加，乙醇洗涤得到的浓缩

蛋白纯度提高，蛋白质量百分含量增大；花生粕

中的碳水化合物类物质随着酶解时间的延长，生

成可溶物质，乙醇洗涤得到的浓缩蛋白质量减小，

蛋白提取率下降。选取酶解时间 4、5、6 h 作为

酶解时间响应面实验水平。 
 

 
 

图 3  酶解时间对花生浓缩蛋白提取的影响 
 

2.1.4  酶解温度对花生浓缩蛋白提取的影响 

酶解温度对花生浓缩蛋白提取的影响如图 4
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所示。酶解温度在 35~60 ℃范围内，随着温度的

提高蛋白质量百分含量和蛋白提取率均呈现先增

加后减小的趋势，蛋白质量百分含量和蛋白提取

率分别在酶解温度为 45 ℃和 40 ℃时达到最高。

温度是影响酶活性的重要因素，酶解温度在

35~45 ℃时，随着温度的提高 Viscozyme L水解

速率增加，花生粕中的纤维素等物质水解量随之

增大，乙醇洗涤出的蛋白质量增加，蛋白质量百

分含量和提取率增大；酶解温度超过 45 ℃时，

Viscozyme L活性受到抑制，水解效率降低，继续

提高温度蛋白质量百分含量和蛋白提取率均减

小。选取酶解温度 35、40、45 ℃作为酶解温度

响应面实验水平。 
 

 
 

图 4  酶解温度对花生浓缩蛋白提取的影响 

 

2.2  响应面设计结果分析 

2.2.1  模型的建立与显著性分析 

根据响应面（RSM）设计，选取 29个实验点，

表 1为RSM设计及蛋白质量百分含量和蛋白提取

率。对表 1 结果进行二次多项式回归拟合，分别

得到响应值蛋白质量百分含量（Y）和蛋白提取率

（Y）与酶用量（X1）、pH值（X2）、温度（X3）

和时间（X4）的二次回归方程： 

Y=73.29+1.79X1+0.52X2+1.1X3+0.9X4–0.34X1X2+ 
0.24X1X3–0.67X1X4+0.95X2X3+0.29X2X4+0.71X3X4–  

1.64X1
2–0.46X2

2–1.47X3
2–1.49X4

2         （2） 

Y=80.3–0.91X1–0.33X2–3.1X3+0.026X4–0.28X1X2+ 
1.25X1X3–2.53X1X4+3.48X2X3–5.79X2X4–0.87X3X4  

–3.31X1
2+1.64X2

2–1.37X3
2+0.071X4

2      （3） 

对两个模型方程进行方差分析，结果见表 2。

两个模型极显著(P<0.001)，表明方程对实验结果

的拟合情况良好，因此可以用回归方程对实验真

实值进行分析和预测。模型的校正决定系数

（Adjusted coefficient of determination, RAdj
2）分别

为 0.855 8和 0.846 3，表明两个响应值大约有 85%

和 84%的变异分布在所研究的 4 个相关因素中，

其总变异度仅有 15%和 16%不能用模型来解释。

模型的相关系数（Correlation coefficient，R）分

别为 0.963 3和 0.960 8，表明两个响应值的预测

值和实验值之间具有高度的相关性。失拟项 P值

分别为 0.169 3和 0.381 6，均大于 0.05，表明方

程的拟合不足检验不显著，二次响应面回归方程

能较好拟合本实验所得的结果，自变量与响应值

之间线性关系显著，两个模型可分别用于响应值

的理论预测。模型的变异系数分别为 1.09%和

2.09%，表明方程拟合度较好。两个模型的信噪比

分别为 12.83和 13.432，均大于 4，表明模型可用

于蛋白质量百分含量和提取率的理论预测。 

 
表 1  RSM 设计及结果 

序号 X1/(FBG/g) X2 X3/℃ X4/h Y/% Y/% 

1 2.5 3.4 40 5 68.81 78.24 

2 7.5 3.4 40 5 73.04 76.38 

3 2.5 4.2 40 5 71.01 80.49 

4 7.5 4.2 40 5 73.88 77.53 

5 5 3.8 35 4 69.30 80.02 

6 5 3.8 45 4 70.35 75.80 

7 5 3.8 35 6 69.87 83.00 

8 5 3.8 45 6 73.75 75.32 

9 2.5 3.8 40 4 66.57 76.03 

10 7.5 3.8 40 4 71.82 78.64 

11 2.5 3.8 40 6 70.00 79.62 

12 7.5 3.8 40 6 72.59 72.09 

13 5 3.4 35 5 71.02 88.77 

14 5 4.2 35 5 69.20 79.18 

15 5 3.4 45 5 71.79 74.07 

16 5 4.2 45 5 73.79 78.39 

17 2.5 3.8 35 5 67.50 80.54 

18 7.5 3.8 35 5 70.27 77.44 

19 2.5 3.8 45 5 68.47 73.14 

20 7.5 3.8 45 5 72.22 75.02 

21 5 3.4 40 4 69.64 77.47 

22 5 4.2 40 4 70.57 88.00 

23 5 3.4 40 6 70.40 89.44 

24 5 4.2 40 6 72.48 76.80 

25 5 3.8 40 5 74.14 80.40 

26 5 3.8 40 5 73.21 82.18 

27 5 3.8 40 5 72.76 79.93 

28 5 3.8 40 5 73.05 78.22 

29 5 3.8 40 5 73.29 80.76 
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表 2  回归模型方差分析 

指标 来源 平方和 自由度 均方差 F值 P值 

 模型 107.84 14 7.7 12.87 < 0.000 1 

 残差 8.38 14 0.6 / / 

Y 失拟项 7.32 10 0.73 2.77 0.169 3 

 纯误差 1.06 4 0.26 / / 

 总计 116.22 28 / / / 

 R2=0.927 9  RAdj
2=0.855 8  变异系数=1.09%  信噪比=12.83 

 模型 460.18 14 32.87 12.01 < 0.000 1 

 残差 38.31 14 2.74 / / 

Y 失拟项 30.07 10 3.01 1.46 0.381 6 

 纯误差 8.24 4 2.06 / / 

 总计 498.49 28 / / / 

 R2=0.923 2  RAdj
2=0.846 3  变异系数=2.09%  信噪比=13.432 

 

两个二次模型回归系数的显著性检验见表 3。

在 Y模型中，因素 X2对蛋白质量百分含量影响显

著，X4对蛋白质量百分含量影响高度显著，X1和

X3对蛋白质量百分含量影响极显著；X1
2、X3

2 和

X4
2对蛋白质量百分含量影响极显著；X2X3对蛋白

质量百分含量影响显著。在 Y模型中，因素 X3

对蛋白提取率影响极显著；X2
2对蛋白提取率影响

显著，X1
2对蛋白提取率影响极显著；X1X4对蛋白

提取率影响高度显著，X2X3和 X2X4对蛋白提取率

影响极显著。两个二次模型的显著性检验表明实

验因素对响应值不是简单的线性关系，二次项对

响应值也有很大的影响，交互项影响显著。比较 
 

表 3  回归方程系数显著性检验 

Y Y 
因素 

均方差 F值 P值 均方差 F值 P值 

截距 7.70 12.87 < 0.000 1 32.87 12.01 < 0.000 1

X1 38.42 64.19 < 0.000 1 9.97 3.64 0.077 

X2 3.24 5.41 0.035 5 1.32 0.48 0.498 7

X3 14.52 24.27 0.000 2 115.27 42.13 < 0.000 1

X4 9.81 16.38 0.001 2 0.008 0.003 0.957 9

X1 X2 0.46 0.77 0.395 4 0.31 0.11 0.741 9

X1 X3 0.24 0.40 0.539 3 6.22 2.27 0.153 9

X1 X4 1.78 2.97 0.107 0 25.66 9.38 0.008 4

X2 X3 3.64 6.08 0.027 2 48.35 17.67 0.000 9

X2 X4 0.33 0.54 0.472 6 134.28 49.08 < 0.000 1

X3 X4 2.00 3.33 0.089 3 3.00 1.10 0.312 8

X1
2 17.37 29.03 < 0.000 1 71.19 26.02 0.000 2

X2
2 1.35 2.26 0.155 3 17.38 6.35 0.024 5

X3
2 13.92 23.26 0.000 3 12.22 4.47 0.053 0

X4
2 14.40 24.06 0.000 2 0.033 0.012 0.913 9

注：P≤0.05，影响显著；P≤0.01，影响高度显著；P≤0.001，

影响极显著；P>0.05，影响不显著。 

响应面模型二次多项式方程中一次项的方差大

小，可以判断影响因素的主次顺序。各因素对蛋

白质量百分含量影响程度大小顺序为 X1＞X3＞ 

X4＞X2，对蛋白提取率影响程度大小顺序为 X3＞

X1＞X2＞X4。 

2.2.2  响应面直观分析 

由蛋白质量百分含量响应面模型回归方程可

以得出，在影响蛋白质量百分含量的因素中，加

酶量、pH值、温度、时间与蛋白质量百分含量均

呈正相关；由蛋白提取率响应面模型回归方程可

以得出，在影响蛋白提取率的因素中，加酶量、

pH值、温度与蛋白提取率呈负相关，时间与蛋白

提取率呈正相关。图 5为加酶量、pH值、温度和

时间 4 个因素交互影响对两个响应值的响应面分

析图。从图 5a 中可以看出，pH 值一定时，蛋白

质量百分含量随温度的升高先增加后减小；在温

度一定时，蛋白质量百分含量随 pH 值的增加而

增大，在 pH 4.2出现最大值，两者交互作用显著

（P<0.05）。从图 5b 可以看出，加酶量一定时，

蛋白提取率随时间的延长而增大；在时间一定时，

蛋白提取率随加酶量的增大先缓慢增加再减小，

两者交互影响高度显著（P<0.01）。从图 5b可知，

pH值一定时，蛋白提取率随温度的升高先增加后

减小；在温度一定时，蛋白提取率随 pH 值的增

加而增大，两者交互影响极显著（P<0.001）。pH

值一定时，蛋白提取率随时间的延长而减小；时

间一定时，蛋白提取率随 pH 值的增加而缓慢减

小，两者交互影响极显著（P<0.001）。 
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图 5  各影响因素对蛋白质量百分含量和蛋白提取率的交互影响 

注：X1，酶用量；X2，pH 值；X3，温度；X4，时间。 

 

2.2.3  最优工艺条件的确定 

对两个实验模型进行典型性分析，获得花生

浓缩蛋白的最优制备工艺条件为：X1=6.04 FBG/g、

X2=4.2、X3=42.8 ℃、X4=4.3 h，在该条件下，蛋

白质量百分含量和蛋白提取率的理论值分别为

72.78%和 85.73%。 

为了检验响应面方法的可行性，并综合考虑

实际操作的便利性，将工艺参数修正为：加酶量

6.1 FBG/g、pH值 4.2、温度 43 ℃、时间 4.5 h，

进行 Viscozyme L 预处理花生蛋白粉乙醇浸提制

备花生浓缩蛋白实验。3 次平行实验得到的蛋白

质量百分含量和蛋白提取率的平均值分别为73.21%± 

0.59%和 85.23%±0.67%，与理论值的差异均小于

1 %，说明模型与实际情况拟合较好，验证了所预

测模型的正确性。因此，采用响应面法对

Viscozyme L 预处理花生蛋白粉乙醇浸提制备花

生浓缩蛋白工艺条件参数进行优化是可行的，得

到的工艺条件具有实际应用价值。 

2.3  氨基酸组成分析 

测定了花生粕和浓缩蛋白的氨基酸组成，结

果见表 4。浓缩蛋白的氨基酸总量和总必需氨基

酸量分别比花生粕高 62.55%和 71.24%。刘玉兰

等 [13]研究发现冷榨花生饼浓缩蛋白总必需氨基

酸含量高于花生粕，营养价值明显提高，本研究 
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的结果与其结论一致。可能的原因是，在Viscozyme L

酶解花生粕过程中，原来与蛋白质结合的碳水化

合物如纤维素、半纤维素等被酶解成小分子多糖

溶于酶解液中，离心时被除去；大分子蛋白被释

放出来到离心后的沉淀中，再经乙醇洗涤时，其

长链大分子蛋白的空间构象可能改变，疏水性氨

基酸（酪氨酸、色氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸、亮

氨酸、异亮氨酸、丙氨酸和蛋氨酸，除酪氨酸和

丙氨酸外，其余 6 种氨基酸为必需氨基酸）暴露

于分子表面，增加了蛋白的疏水性，有利于乙醇

洗涤提取浓缩蛋白，提高蛋白质量百分含量和提

取率，使得浓缩蛋白的氨基酸总量和总必需氨基

酸含量增高。刘玉兰等[14]分别以浓缩蛋白和花生

粕为蛋白源制备合成饲料饲喂大鼠，结果显示浓

缩蛋白的营养生理学综合指标和抗动脉粥样硬化

指数都高于花生粕，说明花生浓缩蛋白可以作为

一种优质的蛋白源应用在高端蛋白产品中。 
 

表 4  花生浓缩蛋白和花生粕中各氨基酸的含量   % 

氨基酸 花生浓缩蛋白 花生粕 

天冬氨酸（Asp） 10.3 6.00 

谷氨酸（Glu） 17.4 10.7 

丝氨酸（Ser） 4.15 2.60 

甘氨酸（Gly） 4.09 3.30 

组氨酸（His） 1.00 0.99 

精氨酸（Arg） 9.18 5.94 

苏氨酸（Thr）* 2.09 1.16 

丙氨酸（Ala） 3.48 2.02 

脯氨酸（Pro） 3.63 2.12 

酪氨酸（Tyr）** 3.27 1.70 

缬氨酸（Val）* 3.61 1.96 

蛋氨酸（Met）* 0.50 0.20 

胱氨酸（Cys）** 1.20 0.85 

异亮氨酸（Ile）* 2.77 1.54 

亮氨酸（Leu）* 5.83 3.33 

苯丙氨酸（Phe）* 4.49 2.60 

赖氨酸（Lys）* 2.83 2.15 

色氨酸（Trp）* 0.45 0.24 

总必需氨基酸量 22.57 13.18 

氨基酸总量 80.3 49.4 

注：*为必需氨基酸，**为半必需氨基酸。 
 

3  结论 

采用单因素和响应面实验对 Viscozyme L 预

处理花生粕制备花生浓缩蛋白的工艺进行优化，

得到最优工艺条件为：加酶量 6.1 FBG/g、pH值

4.2、温度 43 ℃、时间 4.5 h。最优条件下制备的

花生浓缩蛋白的蛋白质量百分含量和蛋白提取率

分别为 73.21%和 85.23%。氨基酸分析表明，花

生浓缩蛋白的氨基酸总量和总必需氨基酸量均高

于花生粕。因此，将 Viscozyme L 预处理技术应

用在花生浓缩蛋白的提取工艺中，有利于推进花

生浓缩蛋白的生物活性、改性、应用等方面的研

究进展。 
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