
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202310529176.5

(22)申请日 2023.05.11

(71)申请人 中国林业科学研究院经济林研究所

地址 450003 河南省郑州市金水区纬五路3

号

(72)发明人 乌云塔娜　朱绪春　尹明宇　王楚　

朱绪有　李铁柱　黄梦真　刘慧敏　

(74)专利代理机构 北京冠榆知识产权代理事务

所(特殊普通合伙) 11666

专利代理师 孟培

(51)Int.Cl.

C07K 1/30(2006.01)

C07K 1/28(2006.01)

C07K 1/14(2006.01)

 

(54)发明名称

一种苦杏仁蛋白的提取方法

(57)摘要

本发明公开一种苦杏仁蛋白的提取方法，包

括如下步骤：步骤(1)、将苦杏仁脱皮脱苷，得到

脱苷苦杏仁；步骤(2)、将脱苷苦杏仁进行脱脂，

得到脱脂苦杏仁；步骤(3)、利用碱溶酸沉法与等

电点‑盐析相结合的方法提取脱脂苦杏仁中的苦

杏仁蛋白，得到苦杏仁蛋白沉淀；步骤(4)、对苦

杏仁蛋白沉淀进行纯化，即得到苦杏仁蛋白。本

发明能够解决杏仁蛋白提取过程中由于多酚类

物质的氧化而导致蛋白颜色变化的问题。
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1.一种苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，包括如下步骤：

步骤(1)、将苦杏仁脱皮脱苷，得到脱苷苦杏仁；

步骤(2)、将脱苷苦杏仁进行脱脂，得到脱脂苦杏仁；

步骤(3)、利用碱溶酸沉法与等电点‑盐析相结合的方法提取脱脂苦杏仁中的苦杏仁蛋

白，得到苦杏仁蛋白沉淀；

步骤(4)、对苦杏仁蛋白沉淀进行纯化，即得到苦杏仁蛋白。

2.根据权利要求1所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(3)包括如下步骤：

步骤(3‑1)、将脱脂苦杏仁粉倒入饱和氯化钠溶液中，搅拌混匀后调节其pH至碱性，置

于超声条件下超声分散，得到碱性分散液；将碱性分散液用低温高速离心机离心后取上清

液；

步骤(3‑2)、将离心得到的沉淀部分采用步骤(3‑1)的方法再次进行至少两次浸提处

理，将得到的上清液与步骤(3‑1)中的上清液合并，得到蛋白粗提液；

步骤(3‑3)、调节蛋白粗提取液的pH至苦杏仁蛋白的等电点，加入硫酸铵溶液混合均匀

后置于冷藏中静置；静置结束后转移至低温高速离心机中离心，得到苦杏仁蛋白沉淀。

3.根据权利要求2所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(3‑1)中，脱脂苦杏

仁粉过80目筛；脱脂苦杏仁粉与饱和氯化钠溶液的质量之比为1:15～25；搅拌混匀后利用

1mol/L的氢氧化钠溶液调节pH至8.5～10；超声分散的温度为45～55℃，超声功率为200～

250W，超声频率为20～30kHz；超声分散的时间为5～30min；低温高速离心机的转速为4000

～6000rpm，离心时间为15～30min。

4.根据权利要求2所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(3‑3)中，利用

1mol/L的盐酸溶液调节蛋白粗提取液的pH至4.0～4.5；硫酸铵溶液的饱和度为50～60％；

蛋白粗提取液与硫酸铵溶液的体积之比为1：1～3；冷藏温度为3～8℃，静置时间为8～14h；

低温高速离心机的转速为4000～6000rpm，离心时间为15～30min。

5.根据权利要求1所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(4)包括如下步骤：

步骤(4‑1)、将苦杏仁蛋白沉淀洗涤至洗涤液为中性后，加入磷酸缓冲液混合均匀，得

到蛋白透析液；

步骤(4‑2)、将蛋白透析液转入透析袋中进行透析处理至蛋白透析液中不含硫酸根离

子；

步骤(4‑3)、透析处理结束后，将透析袋内剩余物冷冻干燥即可获得苦杏仁蛋白。

6.根据权利要求5所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(4‑1)中，磷酸缓冲

溶液的物质的量浓度为0.05mol/L，pH为7.0；洗涤后的苦杏仁蛋白沉淀先用蒸馏水溶解，然

后再加入磷酸缓冲液调节其pH为7.0，溶解时，苦杏仁蛋白沉淀与蒸馏水的质量之比为1:

10；步骤(4‑2)中，透析袋的相对分子截留量为3000～5000。

7.根据权利要求1所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(1)包括如下步骤：

步骤(1‑1)、将干燥苦杏仁置于水中浸泡后，用自动脱皮机脱去红衣种皮，经色选机和

人工两次筛选后，得到脱皮苦杏仁；

步骤(1‑2)、将脱皮苦杏仁置于水中再次进行浸泡；

步骤(1‑3)、浸泡结束后，换水并加入连二亚硫酸钠浸泡，

步骤(1‑4)、浸泡结束后再次换水并加入一水柠檬酸浸泡，浸泡结束后过滤烘干得到脱
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苷苦杏仁。

8.根据权利要求7所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(1‑1)中：浸泡温度

为80～90℃，浸泡时间为10～15min；步骤(1‑2)中：浸泡温度为70～85℃，浸泡时间为2～

5h；步骤(1‑3)中，水中连二亚硫酸钠的加入量为水的2‰，浸泡温度为70～85℃，浸泡时间

为8～14h；步骤(1‑4)中，水中一水柠檬酸的加入量为水的2‰，浸泡温度为60～70℃，浸泡

时间为5～10h；

步骤(1‑1)、步骤(1‑2)、步骤(1‑3)和步骤(1‑4)中，浸泡时，苦杏仁与水的质量之比均

为1:5～10。

9.根据权利要求1所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，步骤(2)中，先将脱苷苦

杏仁置于液压机中进行第一次脱脂，然后将液压杏仁粕粉碎后转入亚临界罐中进行二次萃

取脱脂。

10.根据权利要求9所述的苦杏仁蛋白的提取方法，其特征在于，亚临界脱脂的萃取条

件为：萃取时间为40～50min，萃取温度为35～45℃，萃取时，杏仁粕与萃取剂的比值为1/5

～1/8g/mL；脱脂苦杏仁中油含量小于或等于1.5wt％。
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一种苦杏仁蛋白的提取方法

技术领域

[0001] 本发明涉及蛋白提取技术领域。具体地说是一种苦杏仁蛋白的提取方法。

背景技术

[0002] 苦杏仁是传统的药食同源资源，其蛋白含量达到18％～34％，而脱脂杏仁中蛋白

含量高达68％以上，其氨基酸种类齐全，组成平衡合理，是优质的蛋白资源。苦杏仁含有多

种矿质元素，还富含维生素E、硫胺素VB1、核黄素VB2、尼克酸VB5以及抗坏血酸等多种维生

素。国外一些研究表明，苦杏仁中含有黄酮等多酚类成分，在杏仁蛋白提取过程中，这些多

酚类物质的氧化会导致蛋白颜色的变化，而影响蛋白的品质。

发明内容

[0003] 为此，本发明所要解决的技术问题在于提供一种苦杏仁蛋白的提取方法，以解决

杏仁蛋白提取过程中由于多酚类物质的氧化等原因而导致蛋白颜色变化以及纯度差的问

题。

[0004] 为解决上述技术问题，本发明提供如下技术方案：

[0005] 一种苦杏仁蛋白的提取方法，包括如下步骤：

[0006] 步骤(1)、将苦杏仁脱皮脱苷，得到脱苷苦杏仁；

[0007] 步骤(2)、将脱苷苦杏仁进行脱脂，得到脱脂苦杏仁；

[0008] 步骤(3)、利用碱溶酸沉法与等电点‑盐析相结合的方法提取脱脂苦杏仁中的苦杏

仁蛋白，得到苦杏仁蛋白沉淀；

[0009] 步骤(4)、对苦杏仁蛋白沉淀进行纯化，即得到苦杏仁蛋白。相比传统的碱溶酸沉

法，采用本发明的碱溶酸沉法与等电点‑盐析相结合的方法有利于将苦杏仁蛋白与多酚类

物质彻底分离，从而避免苦杏仁中的多酚物质因氧化变色而导致得到的蛋白质外观色泽加

深的现象。

[0010] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(3)包括如下步骤：

[0011] 步骤(3‑1)、将脱脂苦杏仁粉倒入饱和氯化钠溶液中，搅拌混匀后调节其pH至碱

性，置于超声条件下超声分散，得到碱性分散液；将碱性分散液用低温高速离心机离心后取

上清液；使用饱和氯化钠溶液作为提取溶剂并调节其pH至碱性，能够在本发明的超声条件

下使苦杏仁蛋白充分释放；并且在后续调节蛋白粗提取液的pH至其等电点以沉淀苦杏仁蛋

白时，饱和氯化钠溶液作为溶剂能够将蛋白粗提取液中的多酚等杂质充分溶解从而保留在

离心液中与苦杏仁蛋白沉淀分开，有利于得到纯度较高的苦杏仁蛋白质；另外，由于氯化钠

自身无毒，其分子量小且极易溶于水，后期容易从苦杏仁蛋白质中除去；

[0012] 步骤(3‑2)、将离心得到的沉淀部分采用步骤(3‑1)的方法再次进行至少两次浸提

处理，将得到的上清液与步骤(3‑1)中的上清液合并，得到蛋白粗提液；

[0013] 步骤(3‑3)、调节蛋白粗提取液的pH至苦杏仁蛋白的等电点，加入硫酸铵溶液混合

均匀后置于冷藏中静置；静置结束后转移至低温高速离心机中离心，得到苦杏仁蛋白沉淀。
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[0014] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(3‑1)中，脱脂苦杏仁粉过80目筛；脱脂苦杏仁

粉与饱和氯化钠溶液的质量之比为1:15～25；搅拌混匀后利用1mo  l/L的氢氧化钠溶液调

节pH至8.5～10，当饱和氯化钠溶液的pH调节至该范围内时，能够将充分释放的苦杏仁蛋白

溶解在提取液中而提高脱脂苦杏仁中苦杏仁蛋白的提取率；超声分散的温度为45～55℃，

超声功率为200～250W，超声频率为20～30kHz；超声分散的时间为5～30mi  n；低温高速离

心机的转速为4000～6000rpm，离心时间为15～30mi  n。

[0015] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(3‑3)中，利用1mo  l/L的盐酸溶液调节蛋白粗

提取液的pH至4.0～4.5；硫酸铵溶液的饱和度为50～60％；蛋白粗提取液与硫酸铵溶液的

体积之比为1：1～3；在该盐析条件下，能够使蛋白粗提液中的蛋白质充分沉淀，同时使得蛋

白粗提液中的其它杂质成分不会随蛋白质沉淀而进入苦杏仁蛋白沉淀影响其纯度；冷藏温

度为3～8℃，静置时间为8～14h；低温高速离心机的转速为4000～6000rpm，离心时间为15

～30mi  n。

[0016] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(4)包括如下步骤：

[0017] 步骤(4‑1)、将苦杏仁蛋白沉淀洗涤至洗涤液为中性后，加入磷酸缓冲液混合均

匀，得到蛋白透析液；

[0018] 步骤(4‑2)、将蛋白透析液转入透析袋中进行透析处理至蛋白透析液中不含硫酸

根离子；

[0019] 步骤(4‑3)、透析处理结束后，将透析袋内剩余物冷冻干燥即可获得苦杏仁蛋白。

[0020] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(4‑1)中，磷酸缓冲溶液的物质的量浓度为

0.05mo  l/L，pH为7.0；洗涤后的苦杏仁蛋白沉淀先用蒸馏水溶解，然后再加入磷酸缓冲液

调节其pH为7.0，溶解时，苦杏仁蛋白沉淀与蒸馏水的质量之比为1:10；步骤(4‑2)中，透析

袋的相对分子截留量为3000～5000。

[0021] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(1)包括如下步骤：

[0022] 步骤(1‑1)、将干燥苦杏仁置于水中浸泡后，用自动脱皮机脱去红衣种皮，经色选

机和人工两次筛选后，得到脱皮苦杏仁；

[0023] 步骤(1‑2)、将脱皮苦杏仁置于水中再次进行浸泡；

[0024] 步骤(1‑3)、浸泡结束后，换水并加入连二亚硫酸钠浸泡，

[0025] 步骤(1‑4)、浸泡结束后再次换水并加入一水柠檬酸浸泡，浸泡结束后过滤烘干得

到脱苷苦杏仁。

[0026] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(1‑1)中：浸泡温度为80～90℃，浸泡时间为10

～15mi  n；步骤(1‑2)中：浸泡温度为70～85℃，浸泡时间为2～5h；步骤(1‑3)中，水中连二

亚硫酸钠的加入量为水的2‰，浸泡温度为70～85℃，浸泡时间为8～14h；若浸泡温度过高

会破坏苦杏仁蛋白结构，影响后续蛋白得率和蛋白性质；若温度过低则需要较长的浸泡时

间，效率低；步骤(1‑4)中，水中一水柠檬酸的加入量为水的2‰，浸泡温度为60～70℃，浸泡

时间为5～10h；

[0027] 步骤(1‑1)、步骤(1‑2)、步骤(1‑3)和步骤(1‑4)中，浸泡时，苦杏仁与水的质量之

比均为1:5～10。

[0028] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，步骤(2)中，先将脱苷苦杏仁置于液压机中进行第一

次脱脂，然后将液压杏仁粕粉碎后转入亚临界罐中进行二次萃取脱脂。
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[0029] 上述苦杏仁蛋白的提取方法，亚临界脱脂的萃取条件为：萃取时间为40～50mi  n，

萃取温度为35～45℃，萃取时，杏仁粕与萃取剂的比值为1/5～1/8g/mL，萃取剂为四号溶

剂‑丁烷含量大于90％；脱脂苦杏仁中油含量小于或等于1.5wt％(若脱脂苦杏仁中含油量

过高，不仅会导致后期粉碎难度增加，而且其中的脂肪酸也会影响蛋白质的得率)。

[0030] 本发明的技术方案取得了如下有益的技术效果：

[0031] 相比单纯的碱溶酸沉法或等电点‑盐析法，本发明将碱溶酸沉法与等电点‑盐析相

结合提取苦杏仁中的蛋白质，并通过选择饱和氯化钠溶液作为浸提溶剂，控制碱溶的pH在

8.5～10范围内在特定的超声条件下浸提，能够使得苦杏仁粉中的蛋白质充分释放并溶解

在浸提液中，有效提高了苦杏仁蛋白的提取效率，同时能够避免酚类物质与蛋白质相互作

用生成复合物。本发明在沉淀蛋白质时，通过控制其pH接近或等于苦杏仁蛋白质的等电点，

并加入特定饱和度的硫酸铵溶液使得以饱和氯化钠为溶剂的浸提液中的蛋白质得以充分

沉淀，杂质则留在溶剂中，最终制备得到了外观品质较好纯度较高的苦杏仁蛋白。

附图说明

[0032] 图1本发明实施例中不同方法提取的蛋白质沉淀的实拍图；

[0033] 图2本发明实施例中不同方法提取得到的蛋白质粉末实拍图；

[0034] 图3本发明实施例中绘制的BSA标准曲线图。

具体实施方式

[0035] 1、苦杏仁蛋白质的制备

[0036] 采用本发明苦杏仁蛋白的提取方法，其包括如下步骤：

[0037] (1)将苦杏仁脱皮脱苷，得到脱苷苦杏仁；

[0038] 干燥苦杏仁在90℃的热水浸泡10mi  n，用自动脱皮机脱去红衣种皮，经色选机和

人工两次筛选，然后于80℃的热水中浸泡4h进行二次脱苦，接着更换80℃的热水并加入热

水质量的2‰的连二亚硫酸钠搅拌溶解后，继续浸泡12h，再次换水并加入水的质量的2‰的

一水柠檬酸，浸泡温度为60℃，浸泡时间为8h，过滤烘干得到脱苷苦杏仁备用。每次浸泡时，

确保苦杏仁与水的质量之比为1:8。

[0039] (2)将脱苷苦杏仁进行脱脂，得到脱脂苦杏仁；

[0040] 将烘干的杏仁放入液压机进行第一次脱脂，将液压杏仁粕粉碎转入亚临界罐中进

行二次萃取脱脂，萃取条件为：时间(45分钟)；温度为40℃；料溶比为1:6g/mL，二次脱脂后

杏仁粕中油含量≤1.5wt％，将杏仁粕粉碎后过80目筛烘干备用，得到脱脂苦杏仁粉。

[0041] (3)利用碱溶酸沉法与等电点‑盐析相结合的方法提取脱脂苦杏仁中的苦杏仁蛋

白，得到苦杏仁蛋白沉淀；

[0042] 称取脱脂苦杏仁粉100g，加入饱和NaCl溶液1:20(W/V料液比)，用1mo  l/L  NaOH溶

液调pH值至9.0，设置超声温度50℃，超声功率200W，超声频率为20kHz，超声时间30mi  n，超

声结束后，得到碱性分散液；用低温高速离心机将碱性分散液在5000r/mi  n的转速下离心

20mi  n后取上清液，将离心得到的沉淀部分再进行两次浸提处理，处理方法同上；合并3次

离心得到的上清液，得到蛋白粗提液。用1mo  l/L  HCl调节蛋白粗提液的pH至苦杏仁蛋白等

电点4.4，然后加入饱和度为60％的(NH4)2SO4溶液混匀，蛋白粗提取液与硫酸铵溶液的体积
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之比为1：2；放入冰箱4℃冷藏过夜，用低温高速离心机将混合液在5000r/mi  n的转速下离

心20mi  n后取蛋白沉淀，即为苦杏仁蛋白沉淀。

[0043] (4)对苦杏仁蛋白沉淀进行纯化，即得到苦杏仁蛋白；

[0044] 使用超纯水将苦杏仁蛋白沉淀洗涤至洗涤液呈中性，洗涤后的苦杏仁蛋白沉淀先

用蒸馏水溶解，然后再加入磷酸缓冲液(0.05mo  l/L，pH7.0)调节其pH为7.0，溶解时，苦杏

仁蛋白沉淀与蒸馏水的质量之比为1:10；接着将其转入相对分子截留量为3000～5000的透

析袋完成透析处理，通过质量浓度为1wt％BaC  l2完成检测，一直到溶液中不含SO4
2－即可，

将透析袋内剩余物冷冻干燥即可获取苦杏仁蛋白。

[0045] 采用上述方法提取的苦杏仁蛋白见图1中3号和4号瓶中的蛋白质沉淀以及图2中2

号待中的蛋白质粉末。

[0046] 为了方便对比，本实施例还采用传统的碱溶酸沉法提取苦杏仁蛋白，其方法为：

[0047] 向脱苷脱脂的苦杏仁粉按照料液比1:20加入蒸馏水，用0.5mo  l/L的氢氧化钠溶

液将其pH调节至10；在40℃条件下浸提40mi  n，然后静置抽滤，得到滤液；向滤液中加入

0.5mo  l/L的盐酸溶液，调节其pH至5.5；静置离心后，按照料液比1:20加入蒸馏水，再用

0.5mo  l/L的氢氧化钠溶液回调其pH至中性，搅拌使沉淀复溶，接着将其转入相对分子截留

量为3000～5000的透析袋完成透析处理，透析完成后，真空冷冻干燥后即得到蛋白粉产品。

采用该方法提取的苦杏仁蛋白见图1中1号和2号瓶中的蛋白质沉淀以及图2中1号待中的蛋

白质粉末。

[0048] 2、蛋白质含量的测定

[0049] 本实施例中，采用福林酚法测定苦杏仁蛋白的纯度，根据牛血清白蛋白BSA标准品

的吸光度，如表1所示，做出标准曲线得出BSA标准曲线方程：y＝0.3765x+0 .0266，R2＝

0.9976(见图3)，苦杏仁蛋白吸光值为0.461、0.495、0.508，去背景值后带入方程式算出采

用本发明的苦杏仁蛋白提取方法提取得到的苦杏仁蛋白的蛋白质的含量为94.4％，而采用

传统的碱溶酸沉法提取得到的苦杏仁蛋白，其蛋白质的含量仅为78.6％。

[0050] 表1

[0051]

[0052] 显然，上述实施例仅仅是为清楚地说明所作的举例，而并非对实施方式的限定。对

于所属领域的普通技术人员来说，在上述说明的基础上还可以做出其它不同形式的变化或

变动。这里无需也无法对所有的实施方式予以穷举。而由此所引伸出的显而易见的变化或

变动仍处于本专利申请权利要求的保护范围之中。
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图3
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