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醇法加工花生蛋白功能特性
及组成研究

张相风 1， 郭兴凤 1*， 张 倩 1， 朱婷伟 1， 赵树超 2， 张 明 3， 林凤岩 3

（1. 河南工业大学 粮油食品学院，河南 郑州 450000；

2. 山东凯斯达机械制造有限公司，山东 济宁 272000；

3. 济宁市机械设计研究院，山东 济宁 272000）

摘 要 :　不同醇法条件制备的花生蛋白品质不同，导致蛋白性质出现差异，产品的功能特性与用途

发生改变。以花生粕为原料，采用响应面法以产品得率为指标，优化条件为：体积分数75.00%、浸

提温度 35.00 ℃、浸提时间 55.45 min，该条件下产品得率 87.82%，蛋白含量 58.02% （D1 蛋白）。以

蛋白含量为指标，优化条件为：体积分数 67.12%、浸提温度 42.02 ℃、浸提时间 58.28 min，此时产

品得率 86.08%，蛋白含量 61.10% （D2 蛋白）。与对照组花生粕 （CP） 相比，D1、D2 的蛋白含量分

别提高 5.72%、8.80%，乳化性、起泡性、持水性、持油性及凝胶性提高；D1、D2 蛋白产品粒径减

小，溶于水溶液中的清蛋白、伴花生球蛋白Ⅰ含量增加，表面疏水性增加，界面张力下降，花生蛋白

的功能特性改变。
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leading to differences in protein properties and subsequently in the functional characteristics and 

applications of the protein products. Response surface methodology was employed to optimize the 

preparation conditions and analyze the functional properties of the peanut proteins. The protein 

optimized for product yield, designated as D1, was obtained under the conditions of 75.00% volume 

fraction, 35.00 ℃ extraction temperature, and 55.45 min extraction time, resulting in a product yield of 

87.82% and a protein content of 58.02%. The protein optimized for protein content, designated as D2, 

was prepared with a 67.12% volume fraction, 42.02 ℃ extraction temperature, and 58.28 min extraction 

time, achieving a protein content of 61.10% and a product yield of 86.08%. Compared with control 

peanut (CP), the protein content of D1 and D2 increased by 5.72% and 8.80% respectively. 

Improvements were observed in foaming capacity, emulsifying properties, water and oil retention, and 

gel-forming abilities. The particle size of D1 and D2 protein products was reduced, while the contents 

of albumin and conarachin dissolved in water increased. Additionally, surface hydrophobicity 

increased, and interfacial tension decreased, leading to significant improvements in the functional 

properties of peanut proteins.

Key words: peanut protein； ethanol extraction； response surface； functional characteristics； components

花生榨油后的饼粕中含大量优质花生蛋白，

花生蛋白在食品行业中有广泛的应用，其营养价

值高，与动物蛋白相近且不含胆固醇［1］。刘玉兰

等［2］分别以醇法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，说明醇法浓缩花生蛋白可以作为一种优质的

蛋白源应用在蛋白产品中。

醇浸出法生产浓缩蛋白是利用乙醇溶液去除

原料中可溶性的糖、灰分等物质，从而提高产品

蛋白含量［3］。研究表明醇法浓缩花生蛋白的一些

食品功能特性得到明显改善，在肉灌肠和面制品

中应用良好［4］。Wu在研究中发现与等电点沉淀法

相比，醇法制备的花生蛋白具有更好的持水及持

油能力，醇法联合等电点沉淀法制备的花生蛋白

具有更好的凝胶性质［5］。醇法浓缩花生蛋白乳化

性和起泡性的研究较少。Yang在研究中发现花生

蛋白的发泡和乳化能力可能与清蛋白留存量有

关［6］。目前较多研究只表明了醇法浓缩花生蛋白

功能特性的变化结果，其功能-结构关系尚未受到

太多关注且功能-结构方面的变化还有待深入了

解。因此本研究采用响应面方法优化醇法加工花

生蛋白的制备条件，并探究优化后的花生蛋白功

能特性及结构的变化与联系，以期为花生蛋白食

品应用拓展思路。

1　材料与方法

1.1　实验材料

脱脂花生粕（Control peanut， CP），蛋白含量

（51.13±0.15）% （湿 基 ， N×6.25）， 油 脂 含 量

（0.75±0.25）%，可溶性糖含量 （12.21±0.79）%，

粗纤维含量（24.10±1.10）%：青岛长寿食品有限

公司低温压榨花生饼索氏抽提脱脂制备；一级大

豆油：益海嘉里金龙鱼食品集团股份有限公司； 
14.4~97.4 kDa分子量maker：上海源叶生物科技有

限公司；其它化学试剂均为分析纯：乙醇、磷酸

氢二钠、磷酸二氢钠、酒石酸钾钠、十二烷基硫

酸钠、溴酚蓝、巯基乙醇、硫酸铜、甘油等。

1.2　仪器与设备

722s 可见分光光度计：上海精密科学仪器有

限公司；K1160全自动凯氏定氮仪：海能未来技术

集团股份有限公司；DSA25 接触角仪：德国克吕

士仪器公司；FL970 Plus荧光分光光度计：中国科

学仪器有限公司；TA-XT Plus质构仪：英国Stable 
micro System 公司；HH-6 数显恒温水浴锅：常州

普天仪器制造有限公司；DYCZ-24DH电泳仪：北

京六一生物科技有限公司；BIO-RAD凝胶成像分

析仪：上海艾研生物科技有限公司。

1.3　实验方法

1. 3. 1　醇法加工花生蛋白的提取

取脱脂花生粕，按料液比 1：6 （w/v）加入乙
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醇溶液，恒温型水浴锅控温（25 ℃、30 ℃、35 ℃、

40 ℃、45 ℃）搅拌，真空抽滤，固形物常温放置

24 h，得花生蛋白产品（湿基）。产品得率表示为

花生蛋白产品质量占原料质量的百分比，蛋白提

取率表示为蛋白产品中蛋白质量占原料中蛋白质

量的百分比。

1. 3. 2　功能特性测定

溶解性：可溶性蛋白含量（蛋白含量测定采

用双缩脲方法）占样品中总蛋白含量的百分比。

乳化性：参考 Mina Tirgar［7］ 的方法并改进，

称取花生蛋白 0.15 g （按蛋白计），11 000 r/min高

速剪切30 s，5 000 r/min离心，记录乳化层高度及

管中液体总高度，乳化性为离心管中乳化层高度

与液体高度之比（%）。将离心管置于80 ℃水浴中

加热30 min，再冷却至室温，按上述步骤测定，乳

化稳定性为管中乳化层高度与液体高度之比（%）。

起泡性：参考杨柳等［8］的方法。配制 20 mg/
mL花生蛋白溶液（按蛋白计），剪切后记录泡沫体

积V1；室温条件下静置30 min，再次记录泡沫体积

V2，花生蛋白起泡性及泡沫稳定性按照下列公式

计算：

起泡性(%) = V1
V0

× 100                     式(1)
泡沫稳定性(%) = V2

V0
× 100            式(2)

持水性/持油性：参考赵雪淞［9］的方法，持水

性/持油性为每克花生蛋白产品吸收水/油的质量

（g/g）。
凝胶性：参考孟小波［10］的方法，以凝胶硬度

作为凝胶性的评价指标。

1. 3. 3　蛋白组分测定

SDS-PAGE（十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳）：将花生蛋白与还原性样品缓冲液（pH 6.8 
Tris-HCl溶液，内含0.5%溴酚蓝、10% SDS（十二

烷基硫酸钠）、β-巯基乙醇、甘油、水等）混合，

配置蛋白含量为5 mg/mL的溶液，进行电泳，用凝

胶成像分析仪进行扫描，用 Image 进行灰度

分析［11］。

1. 3. 4　粒径测定

配置蛋白浓度为 0.1 mg/mL 的溶液进行粒径

测定［12］。

1. 3. 5　表面疏水性测定

将 0.1 g花生蛋白产品压片，测定接触角，表

征花生蛋白疏水性。

1. 3. 6　界面张力测定

配制蛋白浓度 2% （w/v，按蛋白计）的溶液，

混匀后利用接触角仪器悬滴法进行气-液界面张力

以及油-水界面张力的测定。

1.4　数据处理

每组数据至少重复测定 3 次，采用 Origin 9.0
等软件进行数据统计和处理，差异显著性检验采

用Duncan多重比较法。

2　结果与分析

2.1　醇法加工花生蛋白的提取条件优化

2. 1. 1　提取条件对浸提效果的影响

醇法提取条件对花生蛋白浸提效果的影响如

图1所示。由图1（a）可知，花生蛋白产品得率在

55%~95%体积分数范围内逐渐升高，体积分数为

65% 时蛋白含量最高，为 57.29%；蛋白提取率在

55%~95%体积分数范围内先升高后降低，其中在

体积分数为65%~85%时无显著性差异。

由图1（b）可知，花生蛋白在25~45 ℃随温度

升高产品得率逐渐降低，蛋白含量逐渐升高，蛋

白提取率在40 ℃最高，为96.06%。

随着浸提时间的延长，在 25~85 min 范围内，

花生蛋白产品得率从 86.23%降低至 84.57%，蛋白

提取率先升高后降低，蛋白含量在浸提时间为 55 
min最高，为57.81%（图1 c）。
2. 1. 2　响应面方法优化提取条件

因研究过程中发现蛋白提取率可由产品得率

与蛋白含量公式推导，花生蛋白提取率与蛋白含

量受因素影响的趋势一致，故在单因素实验基础

上，以体积分数（A）、浸提温度（B）、浸提时间

（C）为响应因子，以蛋白含量、产品得率为指标

采用Box-Behnken响应面法优化醇法加工条件。

表1为响应面实验设计及结果，表2为产品得

率及蛋白含量响应面回归模型的方差分析。

产品得率模型回归方程：S1=148.873 51-0.456 
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58×A-2.658 17×B+0.158 11×C+0.007 75×AB+0.000 
13×AC-0.001 93×BC+0.001 74×A2+0.027 15×B2-
0.009 05×C2；

蛋白含量模型回归方程： S2=-104.646 25+
2.620 92×A+3.012 50×B+0.496 00×C+0.011 45×AB+
0.000 78×AC+0.002 20×BC-0.023 45×A2-0.046 50×
B2-0.005 50×C2。

两个模型 P<0.01，且模型失拟项不显著，模

型拟合良好。以产品得率为指标得到的优化条件

为：体积分数75.00%，浸提温度35.00 ℃，浸提时

间 55.45 min，产品得率为 87.82%，此时蛋白含量

是58.02%（D1）；以蛋白含量为指标得到的优化条

件为：体积分数67.12%，浸提温度42.02 ℃，浸提

时间 58.28 min，得到产品的蛋白含量为 61.10%，

此时产品得率为86.08%（D2）。

（a）　 （b）　 （c）　

注：（a）浸提温度40 ℃，浸提时间60 min；（b）体积分数65%，浸提时间60 min；（c）体积分数65%，浸提温度40 ℃。含不同小写字母

表示浸提效果差异显著（P<0.05），下同。

Notes：（a）extraction temperature：40 ℃、extraction time：60 min；（b）volume fraction：65%、extraction time：60 min；（c）volume fraction：

65%、extraction temperature：40 ℃ . Different lowercase letters indicates significant difference in extraction effect （P<0.05）， the same as 

below.

图1　醇法加工对花生蛋白浸提效果的影响

Fig.1　Effect of ethanol processing on extraction of peanut protein

表1　响应面试验设计及结果

Table 1　Design and results of response surface test

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

体积分数
A/%

65

75

55

55

65

55

65

65

75

75

65

55

65

65

75

65

65

浸提温度
B/℃

35

45

40

45

45

40

40

35

40

35

40

35

40

45

40

40

40

浸提时间C/min

70

55

40

55

70

70

55

40

70

55

55

55

55

40

40

55

55

产品得率S1//%

86.97

87.80

85.30

85.17

85.60

84.99

86.23

87.02

86.64

87.72

85.44

86.64

85.92

86.23

86.87

86.01

86.30

蛋白含量S2//%

57.81

59.24

56.28

56.55

60.07

56.74

61.01

57.04

58.37

56.87

61.08

56.47

60.82

58.64

57.44

60.34

59.95
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2.2　醇法加工花生蛋白功能特性分析

醇法加工花生蛋白功能特性如图 2 所示。D1
蛋白溶解性为 25.80%，D2 蛋白溶解性为 21.24%，

与对照组CP相比，分别降低35.07%、39.63%（图

2 a）。醇法处理过程中，乙醇分子可进入水化层抢

夺水分子结合位点，造成蛋白脱水［4， 13］。蛋白表

面的亲疏水基团比例失衡，蛋白溶解性降低。

D1、D2蛋白起泡性提升，但泡沫稳定性差异

表2　回归模型显著性检验和方差分析

Table 2　Significance test and variance analysis of regression model

产品得率模型

因素

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

R2

Adj R2

纯误差

方差

1.190

6.000

1.580

0.190

0.600

0.002

0.084

0.130

1.940

0.170

0.081

0.036

0.950

0.885

0.120

F值

14.630

74.040

19.430

2.290

7.410

0.020

1.040

1.570

23.920

2.160

/

0.310

/

/

/

P值

0.000 9

<0.000 1

0.003 1

0.173 6

0.029 7

0.892 2

0.342 4

0.250 8

0.001 8

0.185 5

/

0.819 5

/

/

/

蛋白含量模型

因素

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

R2

Adj R2

纯误差

方差

5.690

4.320

4.980

1.610

1.310

0.055

0.110

23.150

5.690

6.450

0.340

0.110

0.956

0.899

0.510

F值

16.730

12.710

14.630

4.740

3.850

0.160

0.320

68.080

16.730

18.960

/

0.220

/

/

/

P值

0.000 6

0.009 2

0.006 5

0.066 0

0.090 4

0.699 0

0.589 2

<0.000 1

0.004 6

0.003 3

/

0.875 7

/

/

/

（a）　

（d）　

（b）　

（e）　

（c）　

（f）　

注：（a）溶解性；（b）起泡特性；（c）乳化特性；（d）持水性；（e）持油性；（f）凝胶性。

Notes：（a）solubility； （b）foaming characteristic； （c）emulsification characteristic； （d）water retaining capacity； （e）oil retaining capacity； 

（f）gel property.

图2　醇法加工花生蛋白功能特性比较

Fig.2　Comparison of functional properties of peanut protein processed by ethanol
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不显著（图 2 b）。CP 蛋白乳化性为 33.33%，D1、
D2花生蛋白乳化性为 36.13%、35.03%，乳化稳定

性无显著性差异（图 2 c）。D1、D2的两种处理条

件对花生蛋白起泡、乳化特性的影响结果相似，

提高了可溶性花生蛋白分子在界面的吸附能力。

图 2 （d~e）为花生蛋白的持水性、持油性。相比

于 CP 蛋白，D1、D2 蛋白持水能力、持油能力增

强。蛋白对水油保持能力的改变可能与颗粒粒径

有关［4］。D1、D2蛋白产品中含有不溶性纤维，不

溶性纤维的持水、持油性随颗粒粒径的减小而升

高［14］。CP蛋白硬度为 55.47 g，D1与D2蛋白的硬

度为76.66 g、90.58 g（图2 f）。蛋白凝胶的硬度直

接影响肉制品的质量，相比于 CP 蛋白，D1 与 D2
蛋白硬度出现显著性提高，说明醇法处理得到的

两种蛋白若应用于肉制品食品中可以改善肉制品

品质。

2.3　醇法加工花生蛋白的组分与性质分析

为探究醇法优化条件对花生蛋白组分的影响，

分别对溶液中和固体中的花生蛋白进行了电泳测

定。CP、D1 与 D2 蛋白还原性电泳结果如图 3 所

示。与 CP 蛋白相比，溶解于水中的 D1、D2 蛋白

中伴花生球蛋白Ⅱ（61.0 kDa）条带灰度减弱，伴

花生球蛋白Ⅰ、清蛋白占比增大（1、2、3泳道）。

而直接将原料与还原性样品缓冲液混合，所得电

泳图中CP、D1与D2蛋白组分无差别（4、5、6泳

道），与曹迪等［15］研究结果一致。

对1、2、3泳道进行灰度分析后，结果见表3，
与CP相对照，D1、D2蛋白溶解于水中的清蛋白及

伴花生球蛋白Ⅰ的组分含量显著提高，提高了花

生蛋白的乳化性以及起泡性。花生蛋白组分中清

蛋白、伴花生球蛋白Ⅰ属于小分子量蛋白，其乳

化性、起泡性优于伴花生球蛋白Ⅱ，伴花生球蛋

白Ⅰ含有较多分子内二硫键，伴花生球蛋白Ⅱ则

多为分子间二硫键［16］。

将蛋白产品与缓冲液混合，所得的产品粒径

结果见图4。由图可知，与CP相对照，D1、D2蛋

白产品的粒径有不同程度的减小，使产品对水油

保持能力提高。CP 蛋白产品颗粒直径多在 1 000 
nm以上，而D1蛋白产品粒径的体积分布显示其大

部分颗粒直径小于 1 000 nm，D2产品颗粒直径均

小于1 000 nm。

接触角可以表征花生蛋白表面疏水性，由图5
可知 CP 蛋白具有较好的润湿性能，接触角为

69.8°。D1 蛋白接触角为 88.7°，D2 蛋白接触角为

图4　醇法加工花生蛋白产品粒径比较

Fig.4　Comparison of particle size of peanut protein products 

processed by ethanol

表3　醇法加工花生蛋白组分含量对比

Table 3　Comparison of protein components in peanut processed 

by ethanol

%

CP

D1

D2

伴花生球蛋白Ⅱ

23.3±0.4a

13.2±0.1b

12.2±0.2c

球蛋白

28.3±0.6b

31.3±0.8a

31.0±0.5a

伴花生球蛋白Ⅰ

28.1±0.7b

31.8±0.5a

32.5±0.4a

清蛋白

20.1±0.2b

24.5±0.2a

24.1±0.4a

注：同列不同字母表示花生蛋白组分含量具有显著性差异（P

<0.05）。

Notes：Different letters in the same column indicate significant 

differences in peanut protein component content（P<0.05）.

 

kDa

61.0

40.5

37.5

35.5

23.5

19.5

18.0

17.0

15.5

kD

97.4

66.2

43.0

31.0

22.0

14.4

 CP  D1 D2 M

还原性电泳条带

伴花生球蛋白Ⅱ

球蛋白酸性亚基

球蛋白碱性亚基

伴花生球蛋白Ⅰ

左图 右图

kDa

97.4

66.2

43.0

31.0

22.0

14.4

  D1 D2 M

还原性电泳条带

伴花生球蛋白Ⅱ

球蛋白酸性亚基

球蛋白碱性亚基

伴花生球蛋白Ⅰ

  M CP D1 D2

kDa

61.0

40.5

37.5

35.5

23.5

19.5

18.0

17.0

15.5

6.7

左图 右图

M   1   2   3        4    5   6  M  

kDa

61.0

40.5

37.5

35.5

23.5

19.5

18.0

17.0

15.5

还原性电泳条带

伴花生球蛋白Ⅱ

球蛋白酸性亚基

球蛋白碱性亚基

伴花生球蛋白Ⅰ

左图 右图

 4     5    6  M

清蛋白

注：1、2、3分别为CP、D1、D2蛋白溶解于蒸馏水中的花生

蛋白电泳条带，4、5、6为CP、D1、D2蛋白直接与还原性样品缓

冲液混合所得的花生蛋白电泳条带，M为标样。

Notes：1、2、3 represent the electrophoretic band of CP、D1、
D2 dissolved in distilled water， 4、5、6 represent the 
electrophoretic band of CP、D1、D2 mixed directly with the 
reducing buffer， M is the standard sample.

图3　醇法加工花生蛋白还原性电泳图

Fig.3　Reductive electrophoretic map of peanut protein processed 

by ethanol
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96.1°，相较于 CP 蛋白，D1、D2 蛋白表面疏水性

提高，与水滴的接触角在 90°附近，亲水性降低，

疏水性提高。醇法处理改变了花生蛋白的表面性

质，使D1、D2蛋白出现了不同的疏水性结果，其

中D2蛋白表现为很强的疏水性。蛋白质通过疏水

相互作用发生聚集，蛋白质聚集程度下降，凝胶

强度也随之降低［17］。

由图 6可知，D1、D2蛋白在油-水、气-水界

面张力降低，在曲线趋于平稳后，3种蛋白油-水
界面张力大小为CP>D2>D1。蛋白乳化性越高，其

油水界面张力越低［18］。蛋白在油-水界面相互结合

形成较为稳定的界面膜，醇法处理使花生蛋白界

面膜张力值降低。溶液粘稠性质的提升，使分子

不易从界面膜中释放出来，蛋白分子间相互作用

增强［19］。推测D1蛋白溶液粘稠性质有所增加，重

力作用下液滴形态变化较大，使 D1 蛋白油-水界

面张力降幅较大。此外研究表明气-液界面张力降

低、表观黏度提高，起泡性提高［19］。D1蛋白所形

成泡沫的微观形态更细腻均匀，相比于CP与D2，
D1蛋白泡沫层较厚。

3　结论

对脱脂花生粕进行醇法处理后，以产品得率、

蛋白含量为考察指标下的优化处理条件：（1）以

产品得率为指标：体积分数 75.00%，浸提温度

35.00 ℃，浸提时间 55.45 min，产品得率 87.82%，

蛋白含量 58.02% （D1 蛋白）。（2）以蛋白含量为

指标：体积分数67.12%，浸提温度42.02 ℃，浸提

时间 58.28 min，蛋白含量 61.10%，产品得率

86.08%（D2蛋白）。研究结果表明：醇法处理使溶

于水溶液中的伴花生球蛋白Ⅱ含量减少，清蛋白

及伴花生球蛋白Ⅰ的组分含量显著提高，降低蛋

白界面张力，提升花生蛋白起泡性以及乳化性。

醇法使花生蛋白粒径减小，表面疏水性提高，蛋

白产品持水性、持油性及凝胶性提高。
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